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PRESENTACION

omo lo mencionamos en el nimero anterior de LA-

CANDONTIA, este afio conmemoramos 10 afios de
publicarse nuestra revista, y en este numero se incluyen
los siguientes articulos: “Viabilidad y germinaciéon de
semillas de jopi (Ochroma pyramidale (Cav. ex Lam.)
Urb.) (Malvaceae)”, “Redescubrimiento de Gongora
seideliana Rchb.f. (Orchidaceae), una orquidea rara, en
Chiapas, México”, “Una nueva especie del género Cra-
nichis Swartz (Orchidaceae: Cranichiinae) de Chiapas,
México”, “Nuevos registros del mangle centroaméricano
Avicennia bicolor Standl. (Acanthaceae) en la costa paci-
fica del sureste mexicano con notas sobre su distribucion
y estatus de conservacioén”, “El género Macrobrachium
(Decapoda: Palaemonidae) en la Reserva de la Biosfera
“La Encrucijada”, Chiapas, México”, “Nuevos registros
de peces en la presa Malpaso (Nezahualcoyotl) cuenca
media del Grijalva, Chiapas, México”, “Uso del espacio
de la chara verde (Cyanocorax yncas (Boddaert, 1783, Aves,
Corvidae) en la Zona Sujeta a Conservacion Ecologica El
Zapotal, Chiapas, México”, “Caracterizacion de un gen
con similitud a un transportador tipo abc de Metarhizium
anisopliae (Hipocreales: Clavicipitaceae)”, “Evaluacion
de galletas a base de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mi-
ller) I.M. Johnst., Euphorbiaceae) y chipilin (Crotalaria
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ongirostrata Hook. & Arn., Fabaceae)” y finalmente
“Analisis comparativo de los métodos para interpolar
precipitacion en el estado de Chiapas” y “Proceso Fenton
para lixiviados pretratados biologicamente”.

Por otra parte, también se incluyen ocho articulos
derivados del SIMPOSIO “ANNONACEAE: RELE-
VANCIA BIOLOGICA DE SUS ATRIBUTOS QUi-
MICOS”, de gran interés: “La familia Annoaceae Juss.
en México”, “Desarrollo temprano y defensas quimicas
de Annona macroprophyllata Donn. Sm.”, “Induccién
fangica de defensas quimicas en Annona muricata L. (An-
nonaceae)”, “El género Blephratelloides Girault (Insecta:
Hymenoptera: Eurytomidae), pardsitos de semillas de
la familia Annonaceae Juss.”, “Actividad inhibitoria de
la liriodenina en la linea celular de adenocarcinoma de
mama MCF-7”, “Efecto depresor del extracto alcaloidal
de Annona macrophyllata Donn. Sm. (Annonaceae)”,
“Rolliniastatina-2, molécula aislada de Annona macropro-
phyllata Donn. Sm. (Annonaceae) inhibe protoplastos de
bacterias”, y por ultimo “Evaluacidn de extractos auosos
de Annona lutescens Saft. (Annonaceae) contra Escherichia
coli Escherich, 1885 (Enterobacteriaceae)”.

Carlos R. Beutelspacher
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Viabilidad y germinacion de semillas de Jopi (Ochroma pyramidale
(Cav. ex Lam.) Urb.) (Malvaceae)
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RESUMEN

El jopi (Ochroma pyramidale) es una especie arbdrea nativa de rapido crecimiento, con escasos estudios acerca de la fisiologia de sus semillas, por lo
que en el presente trabajo se estudio el efecto del almacenamiento sobre el tiempo de viabilidad (0, 3, 6, 9 y 12 meses) y el proceso germinativo (0, 6, 12
meses). Las semillas recién recolectadas presentaron 99% viabilidad y 97% de germinacion final, lo cual descendié hasta 69% y 66% respectivamente.
Por lo que es importante buscar alternativas de almacenamiento para la conservacién y manejo de la especie.

PALABRAS CLAVE: Malvaceae, viabilidad, germinacion, semillas.
ABSTRACT

The jopi (Ochroma pyramidale) is a native tree species of rapid growth, with few studies about of the physiology of their seeds, this study present the
effect of storage on the time of viability (0, 3, 6, 9 and 12 months) and the germination process (0, 6, 12 months). Freshly harvested seeds had 99%
and 97% viability final germination, which decreased to 69% and 66% respectively. So it is important to seek alternative storage for the conservation

and management of the species.

KEYWORDS: Malvaceae, viability, germination, seeds.

INTRODUCCION

I}E reproduccion mediante semillas es importante de-
ido a que aumenta la variabilidad genética, ademas
de que desempefian una funcién primordial para la rege-
neracion y la sucesion ecologica (Vazquez-Yanes et al.,
1997). Las semillas son reservorios de material genético
y constituyen la forma mas importante de germoplasma
vegetal (Hartmann y Kester, 2000), el conocimiento de
su biologia asi como de sus patrones de germinacion.
Entre los factores que influyen en la longevidad de la
viabilidad de semillas, se citan el tiempo y condiciones de
almacenamiento (Sanchez-Arellano ez al., 2011). La via-
bilidad de las semillas varia con los afios, desde uno hasta
mas de 10, y no la pierden en forma repentina, sino que
disminuye progresivamente a lo largo del tiempo y depen-
de de las condiciones de almacenamiento (Valles, 2002).
Para conocer este valor de viabilidad, una de las
pruebas bioquimicas utilizadas emplea la sal de tetrazolio
(cloruro de 2, 3, 5, -trifenil-tetrazolio), que en los proce-

sos de reduccion de las células vivas toma el hidrogeno
liberado por las enzimas deshidrogenasas y forma una
sustancia roja, estable y no difusible, el trifenil-formazan.
Se establecen diferentes grados de tincién en regiones
esenciales (radicula, plimula, eje embrional y cotiledo-
nes, entre otros) y se relacionan con presencia o ausencia
de germinacion. La viabilidad expresa el potencial de una
semilla para germinar (ISTA, 1999).

Ochroma pyramidale conocida cominmente como
Jopi, jonote real, balsa y corcho en Chiapas y Tabasco;
pepe balsa en Oaxaca y pochote o cola de gato en Veracruz
(Rodriguez-Velazquez et al., 2009), pertenece a la familia
Malvaceae. Es una especie arbdrea de rapido crecimiento
con hoja perenne que puede alcanzar los 30 m de altura
y 1,8 m de d.a.p. (diametro altura de pecho). La corona
es grande, ancho, difusion y escasamente ramificado; las
ramitas son gruesas, hojas verde o marron verdoso, lenti-
celadas, con un indumento ferruginoso, y que exudan una
goma pegajosa. La corteza es lisa, un poco protuberante
con cicatrices lineales, y de color grisaceo, pardo grisaceo
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0 marron; que tiene pequefia lenticelas protuberantes. La
corteza interior es fibrosa, de color blanco-amarillento,
crema o rosaceo, volviéndose marrén rosaceo con la edad
o cuando se expone al aire y la luz. Es un indicador de
bosques secundarios, ya que se produce en los claros
de los bosques. El fruto es una capsula que contiene
numerosas semillas (figura 1) (Pennington y Sarukhan,
2005). Esta especie es considerada multipropdsito, con la
madera se elaboran artesanias y juguetes, muy empleada
en la construccién rural. Las fibras del fruto han sido

empleadas en relleno de almohadas, cojines, colchones,
sofas, canoas, partes de aeroplanos, flotadores de redes
y salvavidas. La madera extremadamente liviana (pesa
menos que el corcho), es fuente de madera de “balsa”.
Por su rapido crecimiento y condiciones en las que crece,
resulta un recurso maderable susceptible de explotacion
inmediata (Conabio, 2012).

El objetivo de la presente investigacion fue determinar
el efecto que tiene el almacenamiento de semillas sobre
la viabilidad y el proceso germinativo.

—
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A). El fruto es una cépsula dehiscente que abre en cinco valvas, mide desde 10 cm hasta 20 cm de largo por 2.5 cm de
ancho, al madurar se recubre de numerosos vellos sedosos de color café claro. B). Las semillas son de forma ovoide y color
café oscuro de aproximadamente 0.5 cm de largo, se encuentran inmersas en filamentos fibrosos dentro del fruto, que al

FIGURA 1

MeToDOLOGIA

El estudio se realizé en el periodo de 12 meses, de 2013-
2014 en las instalaciones del Banco de germoplasma
vegetal del ICBiol-UNICACH. Las semillas fueron
recolectadas en el municipio de Pichucalco, Chiapas.

Pruebas de viabilidad. Esta prueba se realizo de acuerdo
con la Regla Internacional de Pruebas de Semilla (Interna-
tional Seed Testing Association, ISTA, 1999). Se determind
cada0, 3, 6,9, 12 meses de almacenamiento. Se utilizé un
disefio completamente al azar con tres repeticiones con 100
semillas cada una. Las semillas se remojaron durante 24
horas para facilitar un corte longitudinal en la testa y sepa-
rar los cotiledones, a los cuales se les aplicaron tres gotas
de la solucion de tincidn de tetrazolium (0.5% cloruro 2,3,
5 trifenil-2H tetrazolio) permaneciendo durante 24 horas
en cajas Petri, a temperatura ambiente. Se consideraron
viables las semillas que se tifieron de rojo, se determino el
porcentaje de viabilidad.

Prueba de germinacion. Esta prueba fue realizada duran-
te periodos de almacenamiento (0, 6 y 12 meses). Se aplicod
un disefio completamente al azar con tres repeticiones de

abrirse permite que las semillas floten y se disperse por el viento.

50 semillas en cada una. No se aplicé ningin tratamiento.
Las semillas se sembraron en charolas de germinacién tipo
forestal con un sustrato de polvillo de coco y agrolita 1:2.
El riego de agua fue cada tres dias a capacidad de campo,
el registro de datos se realizo cada tres dias durante 60 dias.
Se consideraron germinadas las semillas cuando presenta-
ron emergencia de la radicula (Hartmann y Kester, 2000).

Andlisis estadistico. En ambas pruebas se aplic6 un
analisis de varianza (ANOVA) (Montgomery, 2002). Se
compararon las medias mediante la prueba de Tukey (P <
0,05). Los analisis estadisticos se realizaron en el paquete
Statgraphic Centurion®.

ResuLTADOS

Se encontraron diferencias altamente significativas entre
los tiempos de almacenamiento (p < 0.0001), lo cual
confirma que el periodo de almacenamiento provoco una
disminucion en la viabilidad de las semillas (figura 1), las
diferencias entre los porcentajes de germinacion en cada
mes se muestran en el cuadro 1, de acuerdo con Bidwell



(2000) el envejecimiento es un factor que generalmente
disminuye la viabilidad en las semillas, y es de suma impor-
tancia conocer esta viabilidad para determinar el periodo
de tiempo en el que conservan su capacidad para germinar
y asi lograr una propagacion exitosa (Hartmann y Kester,
2000), muchas especies importantes de arboles tropicales
y subtropicales producen semillas que no sobreviven la
desecacion ni toleran temperaturas bajas, lo cual puede
deberse al proceso de almacenamiento a los cuales son
sometidos o al tipo de testa (Kameswara-Rao et al., 2007)
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Porcentaje de viabilidad (%)

50 & -
MES 0 MES 3 MES 6 MES 9 MES 12

Meses de almacenamiento

Viabilidad de semillas de Ochroma pyrami-
dale a lo largo de un periodo de almacena-
miento de 12 meses. Los datos corresponden
a promedios y las barras a error estandar.

FIGURA 2

| 0 | 99.67A |
| 3 | 98.67A |
| 6 | 88B |
| 9 | 79¢ |
| 12 | 69.33D |

Prueba de Tukey, se muestra la heterogenei-
dad de los datos por meses de almacena-
miento en semillas de Ochroma pyramidale
sometidas a la prueba de viabilidad.

CUADRO 1

El analisis de varianza de la germinacion acumulada
mostrd diferencias significativas entre los tratamientos (p <
0.0001) (figura 2), lo que indica que el tiempo de almacena-
miento afecta el porcentaje de germinacion en semillas de jopi
(cuadro 2), esto porque el deterioro de la semilla por la pérdida
dela viabilidad y el vigor se refleja en una menor germinacion
(Gonzalez y Mendoza, 1993), debido al tiempo en el que son
almacenadas ya que la pérdida de la calidad es un proceso
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irreversible que comienza desde el momento mismo de la
cosecha (Takayanagi, 1973) por lo que el tiempo en el que
son expuestas las semillas juega un papel importante sobre
la viabilidad y germinacién de semillas. Ochroma pyramidale
presenta una germinacion desde 8 hasta 54 dias posteriores a
la siembra (figura 3). El porcentaje de germinacion varia de
60 a 84%, segun la calidad de la semilla y se inicia ocho dias
después de la siembra (Rojas-Rodriguez y Torres-Cordoba,
2009; Roman-Dafiobeytia et al., 2005), en este estudio, esos
valores se encontraron muy cercanos a los obtenidos.
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Meses de almacenamiento
Porcentaje de germinacion final de semillas
de Ochroma pyramidale a diversos tiempos
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de almacenamiento. Los datos corresponden
a promedios y las barras a error estandar.

Tiempo de almacenamiento O. pyramidale

| 0 [ 97.33A |
| 6 | 728 |
| 12 [ 66B |

Germinacion acumulada de semillas de jopi
(0. pyramidale). Se observa que el mayor
ndimero de semillas germinadas, se presento
a los 0 meses de almacenamiento, mientras
que en los 6 y 12 meses se inicia la germina-
cion de una manera exponencial, alcanzan-
do una asintota, siendo una menor a la otra.

FIGURA 4

CONCLUSIONES

Se determin6 que el almacenamiento juega un papel
importante sobre la viabilidad y la germinacion en las se-
millas de jopi (Ochroma pyramidale), mostrando una pér-
dida porcentual en ambos atributos conforme avanza el
tiempo, por lo que es importante establecer métodos para
la conservacion ya que es una especie con potencial para
reforestacion productiva en zonas degradadas de selva.
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RESUMEN

Dentro de una serie de prospecciones en campo, se recolecté y herborizo un ejemplar de Gongora Ruiz y Pavon, concluyendo que se trata de un nuevo
registro de Gongora seideliana Rchb.f. para el estado de Chiapas y para México, a 164 anos de que Gustav Reichenbach la describiera con localidad
exacta desconocida. Se realizé una redescripcion basada en el ejemplar recolectado y una ilustracién cientifica que complementa la informacion
hasta ahora escasa; y se discuten las similitudes con Gongora truncata Lindl, especie mexicana con la que se esta relacionada morfolégicamente.

Palabras clave: Gongora, redescubrimiento, descripcion, Chiapas, México.
Abstract
Into a serie of field trips, we collected and processed a plant of Gongora Ruiz y Pavon, concluding that this is a new record of Gongora seideliana

Rchb.f. for the state of Chiapas and Mexico, later Gustav Reichenbach described it 164 years ago with unknown location. We made a redescription based
on the collected specimen and a scientific illustration that supplements the limited information; and it's discussed similarities with the nearly-closed

related orchid Gongora truncata.

Keywords: Gongora, rediscovered, description, orchid, Chiapas.

INTRODUCCION

1 género Gongora Ruiz y Pavon (Epidendroideae Cym-
bidiae) comprende 60 especies las cuales se distribuyen
desde México y Centro América hasta Bolivia y el sureste
de Brasil, encontrandose también en Trinidad y Tobago
(Guerlach en Pridgeon ez al., 2009). Se puede definir como
un grupo de orquideas herbaceas, epifitas, de seudobulbos
bifoliados (excepto G. sanderiana que es unifoliada), hojas
plicadas, alargadas, eliptico-lanceoladas y cortamente pe-
cioladas en la mayoria. La inflorescencia péndula (excepto
en G. erecta Whitten & D.E.Behn en la que es erecta) y
con un raquis en ocasiones anguloso con vainas papira-
ceas, sépalos libres y pétalos parcialmente fusionados a la
columna. El género se divide en tres subgéneros: Acroptera,
Gongora'y Portentosa (Guerlach en Pridgeon ez al., 2009).
En México, se han registrado ocho especies: Gongora
aromatica Rchb.f., G. cassidea Rchb.f., G. galeata (Lindl.)
Rchb.f., G. galeottiana Rich. & Galeotti, G. leucochila
Lem., G. tridentata Whitten, G. unicolor Schltr. y G.

truncata Lindl. (Soto Arenas et al, 2007). En Chiapas
se distribuyen todas estas especies a excepcion de G.
galeottiana, que se distribuye en la vertiente del Pacifico
desde Nayarit hasta Oaxaca (Beutelspacher-Baigts, 2013).

Dentro de una prospeccioén realizada el 18 de julio
del 2014, se recolecté una planta con caracteristicas de
Gongora, con inflorescencias inmaduras. Una vez que
estas abrieron, el espécimen se identifico erroneamente
como G. truncata Lindl, sin embargo, presentaba dife-
rencias en la forma del hipoquilo y coloracién, por lo
cual se identifico nuevamente como G. seideliana Rchb.f.

Gongora seideliana fue descrita por primera vez por
G. Reichebach en 1852 de una planta que recibi6 de la
coleccion de T.J. Seidel, y 1a cual deposit6 en su coleccion,;
sin embargo, no habia datos acerca de la localidad ni el
pais de origen (Jenny, 1993). Fue en 1993 que R. Jenny la
registrd para México mencionando tres especimenes en
el herbario de Ginebra (G) aparte del tipo en el herbario
de Reichenbach en Viena (W). R. Jenny obtuvo una
planta presuntamente proveniente de Chiapas, México
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sin datos de localidad que le florecié y pudo fotografiar
y hacer un ejemplar de herbario, mientras que en 1992,
Dodson la citaria en Checklist of the Orchids of the Western
Hemisphere un ejemplar para Colombia (*). Sin embargo,
en México siempre quedo la duda si realmente existia en
el pais porque nunca habia sido vista ni recolectada por
orquidedlogos mexicanos. Williams en 1951 la coloco
con duda bajo la sinonimia de Gongora truncata y Soto
Arenas et al., (2007), menciona que no existian, hasta ese
entonces, registros que avalaran su presencia en México.

Gongora seideliana Rchb.f., Bot. Zeit. 10: 637 (1852)

Hierba rupicola, hasta de 57 cm de alto. Raices
delgadas, blanquecinas, 2 mm de grosor, seudobulbos
conico-ovoides, surcados, surcos no angulares, bifoliados,
cubiertos en la base por vainas escarioso-fibrosas, hasta de
6.4 centimetros de alto y 2.5 cm de ancho. Hojas apicales,
erectas, plicadas, angostamente elipticas a oblanceoladas,
atenuadas en la base, acuminadas, con tres venas princi-
pales prominentes en el envés y dos secundarias a cada
lado, hasta de 20 cm de largo y 5 cm de ancho, peciolo
acanalado, 10.8-13.2 cm de largo. Inflorescencia basal,
arqueado péndula, laxa, hasta de 30 cm de largo, con
8-12 flores, pedunculo cilindrico, con cuatro bracteas tu-
bulares, agudas, escariosas, raquis del racimo en zig-zag.
Bracteas florales lanceoladas, agudas, escariosas, de largo.

Flores vistosas, no resupinadas, los sépalos y pétalos
amarillos con manchas pardas numerosas y finas, labelo
amarillo huevo, con manchas pardas en su interior, con
la punta del epiquilo manchado de color pardo. Ovario
pedicelado, descendente y luego arqueado, incurvado, 5-6
cm de largo, 0.2-0.3 cm de ancho. Sépalo dorsal extendi-
do, coéncavo, eliptico-obovado, redondeado, cortamente
apiculado, ligeramente recurvado, apuntado hacia abajo,
7-nervado, 2.1-2.6 cm de largo y 1.2 cm cuando se desplie-
ga. Sépalos laterales extendidos, con los lados revolutos,
ampliamente ovados, oblicuos, ligeramene falcados, agu-
dos, 7-nervados con venas secundarias a los lados de la
central, 2.2-2.3 cm de largo y 1.3-1.4 cm de ancho. Pétalos
unidos a la columna por dos tercios de su longitud, libres
en el resto, oblicuos, sigmoides, ampliamente triangulares,
acuminados, 5-nervados, 0.5-0.7 mm de largo, 0.5 mm de
ancho. Labelo soldado al pie de columna, carnoso, brillan-
te, con textura cerosa, concavo-cymbiforme, lateralmente
comprimido, complejo, dividido en hipoquilo y epiquilo,
1.5 cm de largo y 0.7 cm en su punto mas angosto, el
hipoquilo con una ufa larga, de XXX? de largo, con un
pequefio callo transversal. La lamina conduplicada, casi
cuadrada cuando se le mira por la parte externa, ancho en
la base formando dos l6bulos y angosto cerca del epiquilo,
con dos pequefios 16bulos uncinados, retrorsos en la parte

superior, en la parte exterior e inferior cerca del epiquilo
formando un 16bulo triangular, romo, que apunta hacia
adelante, formando una costilla que va a dar directamente
alos16bulos uncinados; el epiquilo separado del hipoquilo
por un tabique en cuyo apice forma un pequeno 16bulo
triangular retrorso, el epiquilo cimbiforme, con el apice
recurvado y agudo. Columna ligeramente arqueada, con
alas triangulares, perpendiculares al eje de la columna, 2
cm de largo y 0.2 cm de ancho, con dos l6bulos a ambos
lados de la antera; pie de columna plano, dilatado, de 6
mm de largo; clinandrio semicircular, concavo. Antera
semi-elipsoide, unilocular, 3 mm de largo x de 2.4 mm
ancho. Polinario de ca. 4 mm de largo, con dos polinias
angostamente elipsoides, dorsiventralmente comprimi-
das, sulcadas en el margen externo, unidas por pequefias
caudiculas transltcidas a un estipite redondeado. Rostelo
triangular-linguiforme, corto, 1-1.4 mm de largo. Cavidad
estigmatica apenas una ranura transversal, debajo del
rostelo. Cépsula no vista.

Ejemplares examinados.- Predio Tierra Caliente,
municipio de San Fernando, Chiapas. Depresion Central
de Chiapas. Bosque Tropical Subcaducifolio. Garcia-
Martinez Roberto 018 (AMO) y Garcia-Martinez Ro-
berto 019 (HEM).

Gongora seideliana. Esta cercanamente relacionada con
G. truncata, al punto que las dos plantas son a simple vista
casi iguales. Sin embargo, la diferencia clave se encuentra
en el labelo; G. truncata posee dos filamentos retrorsos
alargados que salen de la parte media del hipoquilo, y
dos protuberancias redondeadas en la base de este; en G.
seideliana, estos dos filamentos se encuentran cerca de la
base y las costillas son practicamente inexistentes; el ovario
de G. seideliana es alargado e incurvado, y en G. truncata
este es mas corto y no llega a ser incurvado. También hay
diferencias en la coloracion de las flores; en G. truncata
los sépalos y pétalos son blanco o blanco-amarillentos con
escasas manchas rojizas, mientras que en G. seideliana son
amarillos con manchas pardas; el labelo en G. truncata es
blanco a blanco marfil y G. seideliana es amarillo huevo.

El redescubrimiento de esta especie es esperanzador,
pues significa que aun pueden existir otros ejemplares en
ambientes similares, que de encontrarlos se complemen-
taria la informacién sobre su fenologia y relacién con sus
polinizadores. Debido a la escasa presencia de la especie
en el sitio de colecta y que no se encuentra dentro de
ninguna categoria de riesgo por su aparente ausencia en
el territorio mexicano, se sugieren estudios que apoyen la
conservacion y propagacion de la especie, la cual, como
muchas otras, es vulnerable a la fragmentacién de su ha-
bitat debido al manejo del paisaje con fines agropecuarios.
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RESUMEN

Se describe e ilustra una especie nueva de orquidea terrestre del género Cranichis Swartz, (Orchidaceae: Cranichiinae), recolectada en la Sierra Madre

de Chiapas, México. Se compara con otras especies del género.

Palabras clave: Cranichis, Orchidaceae, nueva especie, Chiapas, México.

ABSTRACT

A new species of terrestrial orchid of the genus Cranichis Swartz, (Orchidaceae: Cranichiinae), collected in the Sierra Madre of Chiapas, Mexico, is

described and illustrated. It is compared with other species of the genus.

Keywords: Cranichis, Orchidaceae, new Species, Chiapas, Mexico.

INTRODUCCION

1 género Cranichis Swartz, comprende alrededor

de 30 especies de orquideas terrestres, epifitas o
rupicolas, distribuidas desde el centro de México hasta
Brasil (Genera Orchidacearum, Cranichideae, 2003), y
esta representado en Chiapas por las siguientes especies:
Cranichis apiculata Lindl., Cranichis ciliata Kunth., Cra-
nichis cilitlabia C. Schweinf., Cranichis cochleata Dressler,
Cranichis diphylla Sw., Cranichis hieroglyphica Ames &
Correll, Cranichis muscosa Sw., Cranichis revoluta Hamer
& Garay, Cranichis sylvatica A. Rich. & Galeottiy Crani-
chis wageneri Rchb.f. (Beutelspacher, 2013, Beutelspacher
e Moreno-Molina, en prensa), ademas de la especie que
ahora describimos.

Cranichis chiapasensis Beutelspacher y Garcia-Mar-
tinez, sp. nov.

Tipo. Finca Santa Cruz, La Concordia, Chiapas.
26/10/2016. Selva Lluviosa de Montafa. 15° 48’ 06.9”
N 93° 04’ 06.4” W. Altura: 1,344 msnm. Carlos R. Bu-
telspacher S/N, depositado en el Herbario HEM, del
Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de
Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH).

Descripcion. Hierba terrestre-rupicola, hasta de 12
cm de largo sin contar la inflorescencia. Raices tubero-
sas, blancas, verdosas en la base, hasta de 15 x 0.4 cm
de diametro. Tallo muy corto, hasta de 3 cm de largo,
por 0.6 cm de ancho en su porcion mas amplia. Hojas.
Generalmente con tres hojas quebradizas, basales, pedice-
ladas, ampliamente lanceoladas, hasta de 9 cm de largo,
por 3 cm de ancho en su parte media; el pedicelo hasta
de 4 cm. Mas oscuras en el haz que en el envés. Inflo-
rescencia racemosa, brevemente piramidal, hasta con 20
flores resupinadas que abren casi simultineamente. Esta
emerge a partir del dpice del tallo, midiendo hasta 9.5 cm
de largo, y provista de 3-5 bracteas amplexicaules. Flores
carnosas, de color blanco-verdoso, mas verdes hacia la
mitad apical. Bractea floral verdosa con puntos blancos,
membrandcea, unguiculada, se origina en la base del
ovario, cubriendo este, de color verde claro a blancuzco,
0.2 cm de largo. Ovario largo, verdoso, 0.5 cm de largo
por 0.1 cm de ancho, con surcos o estrias longitudinales.
Labelo concavo y cuculado en el apice, formando una pla-
taforma casi triangular, verde oscuro en su porcién apical
interior y con una franja verdosa vertical a todo lo largo,
con tenues lineas o rayas verdosas que parten de centro
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del labelo hacia los lados, extendido mide 0.4 cm de largo
por 0.2 cm de ancho en su porcidn superior. Segmentos
florales angostos, blancuzcos, verdes en el apice. Pétalos
lanceolados y romos en el apice, ligeramente asimétricos,
miden de 0.3 cm de largo, por 0.1 cm de ancho. Sépalo
dorsal es algo mas delgado que los laterales y mide 0.5 cm
de largo, por 0.2 cm de ancho. Sépalos laterales angostos,
miden 0.3 cm de ancho por 0.4 cm de largo. Columna
corta, con el borde redondeado a semitriangular, 0.2 cm
de largo por 0.1 cm de ancho, termina con una pequefia
ufia en el apice, la cavidad estigmatica es amplia. Poli-
nias blancas, un par, en forma de gotas, 0.1 cm de largo.
Rostelo curvo, unguiculado. Capsula no vista.

ETIMOLOGIA. El nombre de la especie hace alu-
cion al estado de Chiapas de donde es originaria.

DISTRIBUCION. Conocida unicamente la locali-
dad tipo: finca Santa Cruz, municipio de La Concordia,
Chiapas, México, aunque posiblemente se encuentre en
otras localidades de la Sierra Madre de Chiapas.

LITERATURA CITADA

ECOLOGHA. Planta rupicola dentro de un cafetal,
con restos de Selva Himeda de Montaiia.

RECONOCIMIENTO. La mayoria de los represen-
tantes del género Cranichis Swartz tienen inflorescencias
con un tallo largo y delgado, ademas de presentar varias
brécteas florales; Cranichis chiapasensis sp. nov. curiosamen-
te es una excepcion, con tallos cortos, gruesos y pocas brac-
teas florales, por lo que es facil reconocer a los ejemplares
de esta especie, aun tratandose de ejemplares de herbario.
La morfologia floral de esta especie es semejante a Cranichis
apiculata Lindl.,siendo que ambas especies presentan un
labelo blanco con un patron de rayas o manchas verdosas
y una depresion que lo divide longitudinalmente; sin em-
bargo, en esta ultima especie, el apice del labelo termina de
forma semitriangular (Soto-Arenas et al., 1995), mientras
que la nueva especie presenta un labelo bilobulado cuyos
bordes forman una cavidad con una mancha oscura.

BEUTELSPACHER B., C.R., 2013. Guia de orquideas de Chiapas. 2*. Ed. AMO y autor. 187 p.

BEUTELSPACHER B., C.R. & I. MORENO-MOLINA, 2016. En prensa. Las orquideas de Chiapas.

PRIDGEON, A., J. PHILLIP, M. CRIBB, W. CHASE & FINN N. RASMUSSEN, (Ed.), 2003. Genera Orchida-
cearum. Vol.3. Orchidoideae (Part 2) Vanilloideae. Oxford University Press.

SOTO-ARENAS, G.A. SALAZAR Y E. HAGSATER, 1995. The Orchidaceae of Mexico. A Taxonomic Sinopsis.
Reporte final del proyecto P107. Informacion original no publicada.



Cranichis chiapasensis sp. nov. Inflorescencia.

Cranichis chiapasensis sp. nov. Planta con flores.
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Cranichis chiapasensis sp. nov. a) Vista de la planta. b) Ovario y bractea floral, ¢) Polinias, d) Columna y rostelo, e) Flor extendida (no resupinada),
f) Vista lateral de la flor. Dibujos de Roberto Garcia Martinez.
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ReSUMEN

Se dan a conocer nuevos registros de Avicennia bicolor Standl,, para México (Pijijiapan, Chiapas). Actualmente, el registro de A. bicolor recolectado por
el botanico Eizi Matuda en 1946 en el sistema lagunar Mar Muerto (Pareddn, Chiapas) representa el mas septentrional en toda su area de distribucion.
Los resultados presentados en este trabajo, indican que A. bicolor se distribuye en un area limitada pero importante en la costa sur del Pacifico mexi-
cano en rodales relativamente densos con un alto desarrollo estructural. Ante la falta de proteccion ambiental de la especie, se considera necesaria
su inclusion en la NOM-059 asi como el disenio de estrategias de conservacion a nivel nacional, regional y local.

Palabras clave: Avicennia bicolor, Costa de Chiapas, mangle centroamericano.

ABSTRACT

1946 in the Mar Muerto lagoon system (Paredon, Chiapas) represents the most northern throughout its range. The results presented in this paper indi-
cate that A. bicolor is distributed in a limited but important area in the southern Pacific coast of Mexico in relatively dense stands with high structural
development. In the absence of environmental protection of this species, their inclusion in the NOM-059 and the design of conservation strategies at
national, regional and local it is deemed necessary.

Keywords: Avicennia bicolor, Chiapas Coast, central american mangrove.

INTRODUCCION

Los manglares son comunidades de arboles y arbustos
que ocupan las zonas intermareales de las regiones
tropicales y subtropicales. Las especies que componen
este grupo presentan rasgos morfoldgicos, fisioldgicos
y ecologicos distintivos que les permiten adaptarse al
entorno costero (Waisel, 1972; Tomlinson, 1995).

A nivel de ecosistema, los manglares son altamente
productivos y proporcionan diferentes bienes y servicios
como sumideros de carbono, proteccion contra la ero-
sion costera, la retencion de sedimentos y como zonas
de crianza y alimentacion para especies de importancia
ecologica y pesquera (Sanjurjo-Rivera y Welsh-Casas,
2005; Polidoro et al., 2010; Donato et al.,2011).

En México existen cuatro especies de mangle am-

pliamente distribuidas tanto en las costas del Pacifico y
del Atlantico: Rhizophora mangle L. (mangle rojo, Rhi-
zophoraceae), Avicennia germinans Jacq. (Mangle negro,
Acanthaceae), Laguncularia racemosa Gaertn. (Mangle
blanco, Combretaceae) y Conocarpus erectus L. (mangle
botén; Combretaceae) con dos variedades (erectus y
sericeus) (Lopez-Portillo y Ezcurra, 2002; Pennington
y Sarukhan, 2005). Ademas, en el estado de Chiapas
se ha registrado la presencia de Rhizophora x harrisonii
Leechman (hibrido natural entre R. mangle y Rhizophora
racemosa G. Mey.) y Avicennia bicolor Standl. (Mangle
salado) (Moldenke, 1960; Rico-Gray, 1981).

A. bicolor es un manglar tipico del Pacifico centro-
americano y se encuentra restringido entre la Bahia de
Buenaventura en Colombia y la costa sur del Pacifico
Mexicano (Jiménez, 1994; Tomlinson, 1995; Duke,
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2010). Se puede encontrar con A. germinans en grupos
mixtos y se distingue facilmente por los caracteres mor-
folégicos (hojas y disposicion de las inflorescencias)
(Gibson, 1970) Analisis de microsatélites revelaron el
aislamiento genético contemporaneo entre las dos espe-
cies (Nettel ez al., 2008). Con base en los resultados de ese
estudio se confirma la posicion taxonémica de A. bicolor
y su presencia en México.

La informacién relacionada con 4. bicolor en México
es particularmente escasa. Ha sido citada con pocos datos
locales e insuficientes colectas de referencia, lo que ha
generado una incertidumbre de su situacion actual en
este pais. En el presente trabajo, documentamos registros
recientes del mangle centroamericano A. bicolor en el
estado de Chiapas. Ademas hemos proporcionado datos
sobre la estructura del bosque de manglar y las caracte-
risticas generales de su habitat y la comparacion con su
distribucién en Centroamérica.

MeTopboLoGia

Antecedentes historicos. El botanico japonés Eizi Matuda
realizo el primer registro de A. bicolor en México en 1946.
El espécimen recolectado por Matuda (nimero 16353) Pa-
redon, Tonala, Chiapas. (aproximadamente 16 °2°25.5”°N,
093°,51°59.91”W) fue depositado en el Herbario Nacional
de Estados Unidos (nimero 1889845; se reviso la imagen
del espécimen previa solicitud al departamento de Botanica
del Smithsonian Institution-NMNH, a través del programa
de Base de Datos y Digitalizacion del Herbario Nacional
MEXU, el 9 de abril de 2015). Un segundo espécimen fue
recolectado después de 40 afos en la zona oriente de la
laguna costera del Mar Muerto en un proyecto de inves-
tigacion y servicio social de la Universidad Auténoma de
Metropolitana, Unidad Iztapalapa en1987 (Gallegos y Go-
mez, 1989). Antes de las nuevas colectas aqui presentadas,
este ultimo ejemplar correspondia al tnico depositado en
un herbario de México (UAMIZ; véase la seccion “Mate-
rial examinado”). La informacién proporcionada por el
inventario de manglares realizado en la costa de Chiapas
y Oaxaca (Tovilla-Hernandez et al., 2007; 2010) reportan
la observacion de A. bicolor en sitios dispersos y escasos en
el municipio de Tonald y de un bosque monoespecifico en

Registro de la especie. Durante el trabajo de campo
derivado de la tesis de maestria del primer autor (Santa-
maria-Damidn, 2013), 4. bicolor fue recolectado en el sitio
prioritario de manglar Los Patos-Solo Dios (CONABIO-
PS28; Rodriguez-Zuiiiga et al., 2013) (figura 1). En este
sitio, los parametros estructurales de los bosques (DBH >

2.5 cm, altura densidad, area basal) fueron determinados
en un inventario de tres parcelas de (300 m?) donde se
encontrd A. bicolor. En abril de 2015, se recolectaron es-
pecimenes utilizando técnicas estandar de herbario (Lot y
Chiang, 1986) y de campo. Para la determinacion botanica,
nos basamos en las claves de Gibson (1970) y la de Pool y
Rueda (2001), ademas de cotejar los especimenes con los
ejemplares recolectados en México y con 3 de Centroamé-
rica (Véase la seccion de Material examinado). También,
la identificacion fue confirmada por J. Santana (UAMIZ).
Los especimenes recolectados fueron depositados en el
MEXU (Herbario Nacional, Universidad Nacional Au-
tébnoma de México), UAMIZ (Herbario Metropolitano
Dr. Ramoén Riba y Nava Esparza, Universidad Autbnoma
Metropolitana-Iztapalapa), HEM (Herbario Eizi Matuda,
Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas) y ECO-SC-H
(El Colegio de la Frontera Sur-San Cristobal).

FIGURA 1 Hojas e inflorescencia de Avicennia bicolor.

Material examinado. México, Chiapas. Municipio de
Tonala: Mar Muerto, estero Cinco Arrobas, ca. 7,5 km
al sureste de Paredon, 15 ° 51’N, 093 ° 51'W, 4. Gomez y
M. Gallegos, 268 (UAMIZ: 32515), 28 de febrero de 1987,
Panama, Provincia de Coclé, Isla del Pozo en salinas del
rio Estero Salado, 8°11'N,80°30°W, S. Knnap , K. Clary &
D. Piperno 3401, (MEXU: 378957), 12 Febrero de 1982;
Nicaragua, Chinandega, municipio de Puerto Morazan,
del poblado de Morazan, hasta 5 kilometros en direccion
de Tonald, 12°49'N 087°09W, R. Rueda, D. Paguagua &
M. Garmendia 17322, IMEXU: 1273826) 21 de junio de
2002; Honduras, Departamento de Valle, San Lorenzo,
bosque tropical a nivel del mar, Domingo Aguilar Sierra
30 MEXU: 784957).



REsuLTADOS

Material adicional de las nuevas localidades. México.
Patos-Solo Dios, ca. 120 m al este del canal estuarico
San José y a 500 m al norte de la playa, 15°43’39.50”N,
93°29°50.20”W, Santamaria-Damidn S. y E. I. Romero-
Berny, s/n(MEXU, UAMIZ. HEM, ECO-SC-H), 13 April
2015. Ca. 40 m al este de el canal estuarico San José y
a 510 m al norte de la linea de playa , 15°42’55.60”N,
093°28’52.70”"W, Santamaria-Damian S. y E. I. Romero-
Berny, s/n (MEXU, UAMIZ. HEM, ECO-SC-H), 15
April 2015 (figura 2).
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FIGURA 2

Estructura del manglar y habitat. En la localidad
del sistema lagunar Los Patos-Solo Dios se presenta un
rodal mixto tipo cuenca (Indice de Valor de Importancia
de las Especies: 4. germinans> R. mangle> A. bicolor). La
densidad media de A. bicolor (dbh > 2.5 cm) fue estimada
en 161 individuos ha"'. Area basal media y altura media
fue de 16,1 m? ha' y 13,9 m, respectivamente. Los sitios
con presencia de A. bicolor fueron localizados en una
zona intermareal adyacente al canal principal del estua-
rio. Este sitio esta ubicado al lado de una zona de barra
arenosa que separa el estuario del océano abierto con una
salinidad superficial de 34 psu (estacion seca, febrero de
2010). Se observo presencia de R. mangle en los limites
del canal y a individuos de 4. germinansrodeando a los de
A. bicolor. La estructura y composicion de los manglares
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de clima seco a lo largo del Pacifico Centroamericano,
muestra diferencias entre rodales en las secciones internas
ylosbordes donde la escorrentia estacional modifica los
patrones locales de sequia y salinidad, lo cual es evidente
en rodales mixtos de A. bicolor-A. germinans (Jiménez,
1990; 1994).

Distribucion y estado de conservacion. Para analizar
la distribucidén de A. bicolor en Centroamérica, hemos
compilado datos de localizacion utilizando informacion
del Global Biodiversity Information Facility dataset
(GBIF, 2013) y de la literatura. La busqueda en el GBIF
arrojo 176 registros con datos georreferenciados (inclu-
yendo la sinonimia de A. tonduzii). La especie ha sido
recolectada en siete paises, entre ellos México. La mayoria
de los registros provienen de Costa Rica y Panama. Sin
embargo, no hay registros al norte del Golfo de Fonseca y
la costa de Guatemala, con excepcidn de los mencionados
para México en esta nota (figura 3).

Buenaventura
Bay

Localidades georeferenciadas de Avicennia
bicolor. Los registros de ocurrencia estan re-
presentados con un circulo negro. Las colec-
tas recientes en Los Patos-Solo Dios, Chiapas
(México) con una estrella.

FIGURA 3

CONCLUSIONES

En México, esta especie se encuentra restringida en una
zona estrecha de la costa a lo largo de la Laguna de Mar
hasta el limite con el canal de dragado Joaquin Amaro-La
Congquista (40,3 kilémetros. El registro de Mar Muerto (Pa-
redon, Chiapas) representa la localidad mas septentrional



Revista de Ciencias de la UnicacH

de esta especie en el representa el mas septentrional en toda
su area de distribucion, aunque es necesario intensificar
la exploracion en la region sureste del Istmo de Tehuan-
tepec en Oaxaca para localizar un limite de distribucion
mas preciso. Las leyes federales protegen los ecosistemas
de manglar en México; sin embargo existe un vacio en
relacion con A. bicolor, 1a cual, no se encuentra listada en
la Norma Oficial Mexicana (NOM-059-SEMARNAT-2001)
(SEMARNAT, 2010), aunque la Lista Roja de la UICN
la clasifica como Vulnerable (Duke, 2010). Los registros
presentados en este trabajo, indican que A. bicolor se dis-
tribuye en un area limitada pero importante en la costa sur
del Pacifico mexicano, en rodales relativamente densos con
un alto desarrollo estructural.

El sistema prioritario de manglar Los Patos-Sélo Dios
carece de un plan de conservacion y se encuentra amenaza-
do por los cambios en el uso del suelo (Santamaria-Damian,
2013). Por tanto, se considera congruente darle proteccion
legal al sitio y necesario incluir A. bicolor en la NOM-059.
Los resultados del presente trabajo representan una actuali-
zacion del estado actual de 4. bicolor en 1a costa de Chiapas
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RESUMEN

Se realizo un estudio taxonoémico de las especies de decapodos del género Macrobrachium. Incluye la revision de material bioldgico recolectado
desde 1995 hasta 2010 en la Reserva de la Biosfera La Encrucijada y que fue depositado en la coleccion cientifica resgquardada en el laboratorio de
Acuacultura y Evaluacién Pesquera del Instituto de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas. Se revisaron 88 lotes en los
cuales se presentan siete especies de las cuales seis ya estaban registradas para Chiapas: M. tenellum, M. olfersii, M. americanum, M. diguetti, M.
occidentale y M. hobbsi. Se extiende el drea de distribucion conocida de M. michoacanus.

Palabras clave: Macrobrachium, especies, riqueza, distribucion, ampliacion.
ABSTRACT

A taxonomic study of the species of decapod the genus Macrobrachium was performed. It includes review of biological material collected from 1995
to 2010 in the Biosphere Reserve La Encrucijada and was deposited in the scientific collection sheltered in the laboratory of Aquaculture and Fisheries
Assessment of Instituto de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas. 88 lots in which seven species of which six were already
reported for Chiapas presented were reviewed: M. Tenellum, M. olfersii, M. americanum, M. diguetti, and M. occidentale and M. hobbsi: The range

of M. michoacanus extends.

Keywords: Macrobrachium, species, wealth distribution, expansion.

INTRODUCCION

1 estado de Chiapas se caracteriza por una riqueza
bioldgica inusitada, por lo que su reconocimiento y
conservacion son un compromiso con las generaciones
futuras (Reyes-Escutia et al., 2010). Los inventarios de
recursos son una herramienta que permite tomar medidas
que complementan el uso del territorio y la conservacion
de la diversidad biologica (Palacio-Prieto ez al., 2004), nos
permite saber donde y como se localizan, cual es su estado
actual y como van cambiando con el tiempo. Ademas,
considerando que la flora y la fauna al ser una fuente de
energia para las poblaciones rurales del pais su importan-
ciano solo es ecoldgica, sino también econémica y social.
Las lagunas costeras que posee el estado de Chiapas, re-
presentan areas de gran diversidad bioldgica, esto se refleja
con respecto a la fauna de crustaceos decapodos encontrada
enla zona, y se puede sefialar que por ello constituyen zonas

de elevada productividad, debido a que en estos lugares
habitan un gran nimero de especies que son susceptibles
de ser aprovechadas, y con ello, constituir la base del desa-
rrollo de las comunidades que dependen en gran parte de la
comercializacion de algunos recursos acudticos, en especial
de crustaceos decapodos como el camardn, los langostinos
y lasjaibas, los cuales poseen gran demanda en el mercado
como productos de consumo en la alimentacion humana
(Rodriguez-Cruz, 2001). Los camarones de agua dulce del
género Macrobrachium, son crustaceos decapodos exitosos
con una distribucion circuntropical. Las especies ocupan
una amplia variedad de habitat, tales como estuarios, la-
gunas costeras, lagos, rios (desde la planicie costera hasta
altitudes de 1100 m), cenotes y cuevas (Acufia-Gomez ef
al., 2013). En este estudio se hace una lista de las especies
de langostinos del género Macrobrachium de la Reserva de
la Biosfera La Encrucijada, y se discuten algunos aspectos
de la diversidad y distribucion en el area.
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MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

La Reserva de la Biosfera La Encrucijada (REBIEN), se
localiza en la planicie costera del Pacifico al sur del estado
de Chiapas, geograficamente se ubica entre los 15°09’ y
15° 32’ de latitud Norte y 92°45’ y 93° 15’ de longitud
Oeste (figura 1), posee una superficie total (terrestre y ma-
rina) de 144,868 ha (DOF, 1995), presenta varios ecosis-
temas caracteristicos de zonas costeras de gran relevancia
para el Pacifico americano debido a su gran extension,
estructura y productividad. Por lo anterior, constituye un
area de gran interés bioldgico para la conservacion y es
considerada una de las regiones prioritarias terrestres y
marinas establecidas por la Comisién Nacional para el
uso y Conocimiento de la Biodiversidad (CONABIO;
Arriaga-Cabrera et al., 1998). La reserva comprende parte
Huixtla, Villa Comaltitlan y Mazatan, incluye dos de
los tres grandes sistemas lagunares costeros del estado,
sirve como puente natural entre las regiones biogeogra-
ficas neartica y neotropical y alberga las variedades mas
norteflas y sureflas de numerosas especies tanto de flora
como de fauna (INE, 1999).

Método

Se revisaron los ejemplares del género Macrobrachium
obtenidos entre 1995 y 2010 en muestreos sistematicos
de los sistemas lagunares-estuarinos de la REBIEN, desde
1995 hasta 2003 el material bioldgico esta asociado al
programa Contribucion al conocimiento de la fauna de inver-
tebrados y vertebrados acudticos de Chiapas, adscrito al Labo-
ratorio de Hidrobiologia de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chiapas (UNICACH). Desde 2004 hasta 2010
son parte del programa de monitoreo de la calidad de
agua y diversidad bioldgica acudtica del sistema lagunar
Carretas-Pereyra, con permisos de pesca de fomento por
parte de la Comisién Nacional de Acuacultura y Pesca
de la Direccion General de Ordenamiento Pesquero y
Acuicola SAGARPA. El material fue recolectado en 22
estaciones de muestreo en el sistema Carretas-Pereyra
y 10 en el sistema Chantuto-Panzacola. Ademas de los
puntos de muestreo, la recolecta se hacia en puntos de
desembarco de forma directa, incluyendo playa o ve-
getacion o la combinacién de ambos. Los organismos
fueron conservados en alcohol 70° etiquetados con los
datos correspondientes. Los ejemplares se depositaron
en la coleccion de crustaceos del Instituto de Ciencias
Bioldgicas de la UNICACH.

La identificacion taxonémica de cada especie citada
fue revisada con las claves de Hernandez et al. (2007)
donde, para la identificacion de las especies del género
Macrobrachium, se consideran la forma del rostrum y de
la quela del segundo par de pereiépodos del macho. Las
determinaciones se corroboraron con las descripciones
de las especies anotadas en Alvarez er al. (2011).

ResuLTADOS

Se examinaron un total de 1,267 ejemplares del género
Macrobrachium provenientes de 88 lotes. 55 registros
pertenecen al sistema lagunar-estuarino Carretas-Pereyra
y 33 al sistema lagunar-estuarino Chantuto-Panzacola.

Se identificaron siete especies para la REBIEN. El
sistema Carretas-Pereyra presentd la mayor riqueza repre-
sentada por las siete especies, mientras que en el sistema
Chantuto-Panzacola fueron encontradas cinco especies
(cuadro 1). De acuerdo a la Lista Roja de la TUCN (De
Grave, 2013), 1a distribucién de las especies registradas es:
M. tenellum (Smith, 1871) de Baja California Sur, México
a Pert; M. olfersii (Wiegmann, 1836) ambos litorales de
Meéxico a Brasil, en el Pacifico desde Baja California
Sur, en el Atlantico desde Tamaulipas; M. americanum
Spence Bate, 1868 de Baja California, México al norte
de Pera; M. occidentale Holthuis, 1950 de Sinaloa, Mé-
xico a Costa Rica; M. michoacanus Villalobos Hiriart &
Nates Rodriguez, 1990 de Baja California Sur a Oaxaca,
México; M. digueti (Bouvier, 1895) desde Baja California
Sur, México hasta Peru; M. hobbsi Villalobos Hiriart &
Nates Rodriguez, 1990 ambos litorales; en el Pacifico de
Baja California Sur al sur de Chiapas. En el Atlantico de
San Luis Potosi a Tabasco, México.

La especie con mayor distribucién temporal y espacial
es M. tenellum: se tienen registros de todos los meses
excepto diciembre; se le encontré en ambos sistemas
lagunares-estuarinos y los rios tributarios a las lagunas,
aunque la mayor abundancia numérica se registra hacia
los rios y en lagunas en época de lluvia, o sea cuando
las lagunas se comportan como cuerpos de agua dulce
(cuadros 1y 2).

M. hobbsi es la especie con el menor numero de re-
gistros (dos) y el menor nimero de ejemplares (dos). Se
recolectd un ejemplar en cada sistema lagunar, uno en rio
y otro en canal estuarino en época de lluvia (octubre). M.
occidentale y M. diggeti s6lo se recolectaron en el sistema
Carretas-Pereyra; de la primera sélo cuatro registros en
rios en el mes de septiembre en dos afios distintos, de la
segunda tres registros, dos de rio y uno de canal estuarino
en época de lluvia (octubre).



M. michoacanus, present0 tres registros en rios tribu-
tarios a ambos sistemas lagunares-estuarinos; dos del rio
Coapa (lotes de 1 y 175 ejemplares), y el tercer registro
del rio Vado Ancho (lote de 44 ejemplares). Esta especie
no ha sido registrada para el estado de Chiapas, probable-
mente por los escasos estudios de este género en el area.
También es importante comentar que Acufla-Gémez et
al. (2013), encuentra 100% de similitud entre M. diggets,
M. michoacanus y M. acanthochirus, sin embargo, coin-
ciden con Hernandez et al. (2007) en cuanto a que M.
michoacanus morfoldgicamente se separa de las otras dos.

Hendrickx (1993) registra cuatro especies del género
Macrobrachium para la vertiente del Pacifico en México
(M. acanthochirus, M. tenellum, M. americanum y M.
occidentale), la primera no coincide con las encontradas
en la REBIEN ya que se distribuye desde Sinaloa hasta
Oaxaca, en la Lista Roja de la TUCN (De Grave et al.,
2013) tiene la categoria de Vulnerable, presenta una
poblacion severamente fragmentada. Hernandez et al.
(2007), reportan seis especies para la peninsula de Baja
California, todas las que encontramos en la REBIEN
con excepcién de M. occidentale. Alvarez et al. (2011),
registran para Chiapas nueve especies del género, tres para
la vertiente del Atlantico (M. acanthurus, M. carcinus y
M. heterochirus), y tres para la vertiente del Pacifico (M.
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tenellum, M. americanum y M. occidentale), en el orden
respectivo, las tres especies del Atlantico son las especies
geminadas del Pacifico. Ademas, registran dos especies
que se distribuyen en ambas vertientes (M. hobbsi y M.
olfersii), y una especie epigea de desarrollo abreviado
(M. vicconi), por tanto coinciden cinco especies con las
encontradas en la REBIEN, las tres de la vertiente del
Pacifico y las dos que se distribuyen en ambas vertientes.
De acuerdo a la Lista Roja de la IUCN, ninguna de las
especies del género Macrobrachium encontradas en la
REBIEN esta en alguna categoria de riesgo.

CONCLUSIONES

De las siete especies registradas en la Reserva de la Bios-
fera La Encrucijada, seis coinciden con la distribucion
sefialada por De Grave (2013) para el Pacifico de México;
M. tenellum, M. olfersii, M. americanum, M. occidentale,
M. digueti y M. hobbsi. En el caso de M. michoacanus, se
amplia su limite latitudinal de distribucién geografica
conocida, ya que se registra hasta Oaxaca, México. De
las especies reportadas para la vertiente del Pacifico
mexicano, la REBIEN tiene todas con excepcion de M.
acanthochirus. Por tanto es un area de elevada riqueza de
especies del género Macrobrachium.
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FIGURA 1 Ubicacion geografica de la Reserva de la Biosfera La Encrucijada en el estado de Chiapas, México (modificado de CONANP, 2015).
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Especie

| M. tenellum (Smith, 1871)

|
| M. olfersii (Wiegmann, 1836) [ 8 [ 17| 5 [ 3 |
‘ M. americanum Spence Bate, 1868 H 5 H 6 H 4 H 1 ‘
| M. occidentale Holthuis, 1950 [ 4 [ 5 [ 4 [ 0 |
M. michoacanus Villalobos Hiriart & 3 220 ) 1
Nates Rodriguez, 1990
| M. digueti (Bouvier, 1895) [ 3 [ 35 [ 3 [ 0 |
M. hobbsi Villalobos Hiriart & H 2 H ) H 1 H ) ‘
Nates Rodriguez, 1990
| Totales [ 88 | 1267 | 55 [ 33 |

CUADRO 1 Especies del género Macrobrachium por sistema lagunar-estuarino en la Reserva de la Biosfera La Encrucijada
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Especie

| M. tenellum (Smith, 1871)

|
| M. olfersii (Wiegmann, 1836) L Ix ) Ix ] [ x|
M. americanum Spence Bate, 1863 = = T T T =l T 1 |
| M. occidentale Holthuis, 1950 Ix L L  Ix
M. michoacanus Villalobos Hirlart &
Nt Reetigues, 109 L D x x] T ]
| M. digueti (Bouvier, 1895) L x| 1 x| Ix]x] | |
Nates Rorigneg, 1950 HEEEERRREIEEN

Nates Rodriguez, 1990

CUADRO 2

Presencia-ausencia de especies del género Macrobrachium por meses representados en la coleccion de crustaceos de la
UNICACH, de las recolectas en la Reserva de la Biosfera La Encrucijada.
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Nuevos registros de peces en la presa Malpaso (Nezahualcoyotl)
cuenca media del Grijalva, Chiapas, México

Manuel de Jesiis Anzueto-Calvo, Ernesto Velazquez-Velazquez,
Miguel Angel Peralta-Meixueiro,Adan Enrique Gémez- Gonzalez y Gustavo Rivera Velazquez.

Museo de Zoologia José Alvarez del Villar, Instituto de Ciencias Bioldgicas, Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas (UNICACH). Libramiento Norte
Poniente No. 1150, Col. Lajas Maciel, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. México. C.P. 29039. Tel. (01 961) 12 1 08 94, ext. 4301.

RESUMEN

Chiapas posee una gran riqueza ictiofaunistica e hidroldgica; destaca la presencia de dos cuencas la del Usumacinta y la del Grijalva; sobre esta
ultima se encuentran la presa Malpaso (Nezahualcoyotl). Durante el periodo desde abril hasta julio de 2014 se han encontrado dos nuevos registros
de especies: Cichlasoma urophthalmus (21) y Gambusia sexradiata (17), Cichlidae y Poeciilidae respectivamente, ambas con distribucion de la ver-
tiente del atlantico desde Veracruz hasta Guatemala (hasta Nicaragua para C. urophthalmus), abarcando los estados de Tabasco y norte de Chiapas;
sin embargo, en diversos estudios anteriores llevados a cabo en la cuenca media y alta del Grijalva, no se registraron dichas especies, por lo que se
considera que la presencia de estas se debe a una introduccién de manera intencionada para fines de acuicultura, ya que se ha observado un alto
crecimiento de esta actividad en la zona, con crias de Oreochromis niloticus, provenientes del estado de Tabasco, donde se desarrolla el cultivo de C.
urophthalmus, y es comun emplearla para crianza. Es importante documentar estos registros debido a que se desconocen los posibles efectos que
estas tengan a futuro sobre la ictiofauna nativa, particularmente por el tipo de alimentacion que C. urophthalmus posee, principalmente carnivora,
que ya esta formando parte de la pesqueria de Malpaso y podria competir con Petenia splendida.

Palabras clave: Cichlasoma urophthalmus, Gambusia sexradiata, presa Malpaso, nuevos registros.

ABSTRACT

Chiapas has a great ichthyofaunistic and hydrological richness; It highlights the presence of two basins, the Usumacinta and the Grijalva; on the latter
are the Malpaso dam (Nezahualcoyotl), during the period from April to July 2014 found two new records of species: Cichlasoma urophthalmus (21) and
Gambusia sexradiata (17), Cichlidae and Poeciilidae respectively, both with distribution of the Atlantic slope from Veracruz to Guatemala (to Nicaragua
for C. urophthalmus), covering the states of Tabasco and northern Chiapas; however, in several previous studies conducted in the middle and upper
basin of the Grijalva, were not recorded such species, so it is considered that the presence of these is due to an introduction intentionally for aquaculture
purposes, since there has been a high growth of this activity in the area, with hatchlings of Oreochromis niloticus, from the state of Tabasco, where
the cultivation of C. urophthalmus develops, and it is common to use it for breeding. It is important to document these records because the possible
effects these have a future on the native fish fauna, particularly the type of food that has C. urophthalmus, manly carivorous, which is already part
of the Malpaso fishery and could compete with Petenia splendida.

Keywords: Cichlasoma urophthalmus, Gambusia sexradiata, Malpaso dam, new records.

INTRODUCCION

hiapas posee una de las mayores riquezas hidrolo-

gicas del pais cuenta con 265 kilébmetros de litoral,
la influencia de las dos vertientes; la del Pacifico y la del
Atlantico, y la presencia de dos cuencas la del Usuma-
cinta y la del Grijalva (Lozano y Contreras, 1987); sobre
esta ultima se encuentran diversas presas hidroeléctricas.
Ademas, se caracteriza por poseer una importante di-

versidad de peces (Orozco, 2004). Del total de especies
de peces continentales en el estado, 103 se encuentran
en la region hidrolégica de la costa de Chiapas, 112 en
la regién hidrolégica del Grijalva-Usumacinta y sélo 10
especies son comunes en ambas regiones. Encontran-
dose el 85% del total de las especies dulceacuicolas en
la region Grijalva-Usumacinta, en el cual ambos rios
tienen una similitud del 72%, comparten 68 especies; y
28 especies son exclusivas (14 especies diferentes en cada
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una de ellas) (Rodiles-Hernandez, 2005). De acuerdo
con Velasco (1976), diversas localidades a lo largo del
rio Grijalva desarrollaban importantes pesquerias, pero
la presa Malpaso modifico el sistema hidrolégico del rio
Grijalva con la formacion de dos cuencas que cambiaron
y redujeron drasticamente su diversidad de peces (Rodi-
les-Hernandez, 2005). Sin embargo, los grandes embalses
en el estado de Chiapas, se han constituido como una de
las bases importantes del desarrollo de una pesca comer-
cial continental, que actualmente da sustento y empleo
a un gran numero de familias (Martinez, 2009). Una de
las especies que sustentan diversas pesquerias en otros
estados es Cichlasoma uropthalmus miembro de la familia
Cichlidae que juntamente con la familia Poeciliidae son
las mejores representadas para el estado de Chiapas, en
esta ultima se encuentra Gambusia sexradiata cuya distri-

bucién de ambas especies se restringe para la parte norte
del estado de Chiapas (Miller et al, 2005).

AREA DE ESTUDIO

La presa hidroeléctrica Nezahualcoyotl (Malpaso) se encuen-
traubicada en la cuenca media del Grijalva, en los municipios
de Tecpatan y Ocozocoautla en el noreste del estado de
Chiapas dentro de las coordenadas geogréficas 17° 15’ de
latitud Norte y 93° 40’ de longitud Oeste, la cual pertenece a
la provincia fisiografica de la Sierra Madre del Sur y Sierra de
Chiapas, en su estribacion hacia el Golfo de México (CFE,
1980 citado por Pérez, 2005). El &rea de estudio comprendid
doslocalidades de la presa Malpaso, 1) Embarcadero de Apic-
pac(17°03’27.9” Ny93°28 00.6” W)y 2) frente a Raudales
(17° 10’ 45.6” Ny 93° 36’ 59.9” W) (figura 1).

9800
Al Ubicacion de Apic-pac (Loc. 1) y Raudales (Loc.2), presa Malpaso, Chiapas, México.

MEropo

El muestreo de peces se llevd a cabo utilizando una
atarraya y una malla tipo chinchorrito, en cada una de
las dos localidades, de la presa Nezahualcoyotl, desde

abril hasta julio de 2014, la identificacion taxonémica de
los peces se realiz6 utilizando literatura basica y claves,
principalmente los trabajos de Alvarez del Villar (1970),
Castro-Aguirre et al. (1999), Lozano y Contreras (1987),
Velasco (1976) y Miller et al. (2005), asi como descrip-
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ciones originales y revisiones sistematicas recientes. Los
ejemplares fueron fijados en formalina al 10% y conser-
vados en alcohol al 70%.

Ademas se reviso los registros de peces, depositados
en la coleccion ictioldgica regional del instituto de Cien-
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cias Bioldgicas de la UNICACH (REGISTRO: CHIS-
PEC- 210-03-09) que contiene entre otros, los registros
del estudio realizado por Velazquez et al., en el periodo
comprendido desde 2008 hasta 2013, que incluy6 mas de
30 localidades de muestreo (figura 2).
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FIGURA 2

RESULTADOS Y DISCUSION

Se recolecto6 un total de 38 ejemplares de peces 21 de Ci-
chlasoma urophthalmusy 17 de Gambusia sexradiata, ambas
con distribucion original de la vertiente del atlantico desde
Veracruz hasta Guatemala (hasta Nicaragua para C. uro-
phthalmus), abarcando los estados de Tabasco y norte de
Chiapas (Miller ez al., 2005), actualmente resguardados en
la coleccion ictioldgica de la UNICACH, de igual forma
al revisar dicha coleccion, se encontraron dos registros
recolectados en 1991 y 1994, de tinicamente un ejemplar
para cada registro de C. urophthalmus en la presa Malpaso,
mientras que de G. sexradiata ningin registro. Sin embargo

Localidades de muestreo desde 2008 hasta 2013 en
la presa Malpaso.

diversos estudios llevados a cabo en la cuenca media y alta
del Grijalva, no registraron dichas especies, particularmen-
te de 2008 a 2013 Velazquez-Velazquez et al. (2011) realizod
un estudio en la presa Malpaso y reserva de la Biosfera
Selva El Ocote, reportando 45 especies de peces, sin re-
gistrarse la presencia de C. urophthalmus y G. sexradiata
por lo que se considera que la presencia de estas se debe
a una introduccién de manera intencionada para fines de
acuicultura, ya que se ha observado un alto crecimiento de
esta actividad en la zona, con crias de Oreochromis niloticus,
provenientes del estado de Tabasco, donde se desarrolla
el cultivo de C. urophthalmus, y es comtin emplearla para
crianza. Es importante documentar estos registros debido a
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que se desconocen los posibles efectos que estas tengan a fu-
turo sobre la ictiofauna nativa, particularmente por el tipo
de alimentacion que C. urophthalmus posee principalmente
carnivora, que ya esta formando parte de la pesqueria de
Malpaso y podria competir con Petenia splendida.

Se sugiere hacer un analisis de secuenciacion genética
para su comparacion con los resultados de Harrison ef
al. (2014), quien muestreo el sur de México y Centroa-

CONCLUSIONES

Se registra la presencia de C. uropshthalmusy G. sexradia-
ta, para la presa Malpaso, Chiapas, México. La presencia
de estas especies parece ser debido a una introducciéon
de manera intencionada con fines de acuicultura, sin em-
bargo debera realizarse un estudio de secuenciacion para
comparar con otros trabajos y verificar su procedencia.

mérica, y asi determinar a qué poblacion y de qué region
pertenecen estos ejemplares recolectados.
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RESUMEN

Se realizo el estudio del uso del espacio de la chara verde (Cyanocorax yncas) en la Zona Sujeta a Conservacion Ecoldgica El Zapotal, Tuxtla Gutiérrez,
Chiapas. Se determinaron dos periodos de analisis: desde octubre de 2013 hasta enero de 2014 como periodo no reproductivo y desde febrero hasta
mayo de 2014, como periodo reproductivo. Mediante el método de muestreo total aleatorio, se realizaron observaciones mensuales de individuos de C.
yncas, en seis cuadrantes de 230 x 230 m, entre las 7:00 am y 1:30 p.m. Se emple¢ el programa Home Range, v.1.5 para el analisis de 640 registros
georreferenciados: 257 registros correspondieron al periodo no reproductivo y 383 al periodo reproductivo. El uso del espacio en general se ubicé entre
1y 38.5 hectareas, para el periodo no reproductivo resulté estar entre 1y 36.0 hectareas y para el periodo reproductivo entre 0.7 y 24.9 hectareas. Los
resultados senalan un requerimiento de uso del espacio por parte de C. yncas en el periodo reproductivo, de por lo menos un 20% mas de superficie.
Se requiere, desarrollar una estrategia de conservacion a largo plazo para la chara verde, con base en la informacion generada sobre uso del espacio,
donde se reconozca la variacion temporal y espacial de los procesos ecoldgicos en los que la especie esta involucrada, asi como las interacciones de
competencia y la dispersion.

Palabras clave: aves, corvidos, area natural protegida, urbanizacion.

ABSTRACT

We studied the use of space of the Green Jay (Cyanocorax yncas) in the Subject Zone to Ecological Conservation El Zapotal, Tuxtla Gutierrez, Chiapas.
Two periods of analysis they were determined: non-reproductive period (October 2013 to January 2014) and reproductive period (February to May 2014).
We use the total random sampling for make monthly observations of individuals of C. yncas, in six quadrants of 230 x 230 m between 7:00 and 13:30
hours. We used the Home Range program v.1.5 for the analysis of 640 records georeferenced: 257 records correspond to non-reproductive period, and
383 to reproductive period. The result of use of space in general was between 1 and 38.5 hectares. To the non-reproductive period the use of space
was between 1 and 36.0 hectares and the reproductive period was between 0.7 and 24.9 hectares. The results indicate a requirement for use of space
by C. yncas in the reproductive period of at least 20% more surface area. It is required to develop a conservation strategy of long term based on the
information generated at use of space, where the temporal and spatial variation of ecological processes where C. yncas patrticipates, are recognized, as
well as competitive interactions and dispersion.

Keywords: birds, corvids, natural protected area, urbanism.

INTRODUCCION

La pérdida, degradacion y fragmentacion del habitat,
modifican los patrones de distribucién, abundan-
cia y composicion de las especies de las comunidades
(Rangel et al., 2013). No obstante, Chiapas es uno de
los estados con mayor riqueza de aves a nivel nacional
(Escalante-Pliego ef al., 1998), con un registro de 694
especies (Rangel-Salazar er al., 2013), que es producto

de la posicién geografica que ocupa y por su compleja
topografia (Navarro-Sigiienza et al., 2014). A pesar del
grado de alteracién que presentan en Chiapas algunos
ecosistemas, son escasos los estudios de aves que se han
realizado a nivel de especie dentro de las Areas Natura-
les Protegidas de Chiapas. Estos sitios son considerados
estratégicos para la conservacion de los ecosistemas y las
especies (Jiménez-Gonzalez 2013).
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En Chiapas, se han realizado estudios de diversa
indole con especies de aves, como el quetzal y el pavon
en la Reserva de la Biosfera El Triunfo (Solérzano et al.,
2003 y Gonzalez-Garcia, 1984); sin embargo en aquellas
areas naturales ubicadas dentro de zonas conurbadas
como la Zona Sujeta a Conservaciéon Ecologica (ZSCE)
El Zapotal, en el municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas,
no existen investigaciones a este nivel. Estudios sobre la
distribucién y uso del espacio de especies representati-
vas de estas zonas, pueden ser indicativos para explicar
como la variacion espacio-temporal en los ecosistemas
es influenciada por la alta fragmentacién del habitat,
sobre todo en areas con un elevado crecimiento urbano
(Alberti, 2008).

La chara verde (Cyanocorax yncas) es un ave represen-
tativa del tropico de América del Norte y se distribuye
ampliamente en Chiapas y en la ZSCE El Zapotal. Esta
especie pertenece a la familia Corvidae (De Juana et al.,
2010), es una especie residente y altamente territorial,
que se distribuye desde el sur de Texas, hasta Colombia
y Bolivia. En México se distribuye de la vertiente del
Pacifico, hacia el sur y este a través de la Peninsula de
Yucatan (Howell y Webb, 1995). La chara verde es una
especie considerada abundante dentro La ZSCE El Za-
potal (Fernandez, 1998).

Por lo expuesto anteriormente, se estimoé el espacio
que utiliza la chara verde en La ZSCE El Zapotal. Ese
tipo de estudios, pueden derivar en acciones de manejo
que propicien la coexistencia de las especies (Niemeld,
2000; Gonzalez-Oreja, 2010). También se consideran
prioritarios, sobre todo en areas naturales protegidas que
se encuentran rodeadas de grandes amenazas que ejerce
la creciente urbanizacién y que pueden estar poniendo
en riesgo la sobrevivencia y reproduccion de las especies
(Halffter, 1994).

MetopoLoaia

La ZSCE El Zapotal se ubica en la Depresion Central
de Chiapas, en la elevacion conocida como Meseta de
Copoya (Miillerried, 1957), con una superficie de 192.57
hectareas: 100 hectareas como centro ecoldgico recrea-
tivo y 92.57 hectareas como zona de amortiguamiento.
La ubicacién de la ZSCE El Zapotal dentro de la zona
urbana del municipio de Tuxtla Gutiérrez, minimiza las
amenazadas antropogénicas originadas por el crecimiento
poblacional (Fernandez, 2002). En esta reserva, se han
registrado 521 especies vegetales y 118 especies de aves

en libertad, donde sobresale la chara verde (Cyanocorax
yncas) por su elevada abundancia (Fernandez, 1998).

Entre octubre de 2013 y mayo de 2014, durante las
tres ultimas semanas de cada mes, se realizaron observa-
ciones de individuos de Cyanocorax yncas en la ZSCE El
Zapotal. El registro se realizé dentro de seis cuadrantes
de 230 x 230 m?, delimitados mediante un GPS Gar-
min™R, Los cuadrantes de muestreo se distribuyeron en
diferentes tipo de vegetacion del area de estudio: dos en
Selva Alta Perennifolia (SAP), dos en Acahual de Selva
Alta Perennifolia (ASAP) y dos en Selva Baja Caducifolia
(SBQ). Ver figura 1.

Los registros de C. yncas fueron obtenidos en cada uno
de los cuadrantes, durante tres dias a la semana, entre las
7:00 am y 1:30 p.m. y de forma alterna en cada visita,
lo que permiti6 tener registros en cada uno de ellos, con
un tiempo de muestreo de tres horas. Los datos fueron
separados para su andlisis en periodo no reproductivo,
que comprendi6 desde octubre hasta enero (36 dias de
muestreo) y en periodo reproductivo, entre febrero a
mayo (36 dias de muestreo). El método utilizado fue
el de muestreo total aleatorio (Fjeldsa, 1999), que con-
siste en recorrer un cuadrante de forma aleatoria y en
el momento de observar a los individuos de la especie
seleccionada, se registran las coordenadas geograficas y
su comportamiento.

Para poder conocer el espacio utilizado de C. yncasen
la ZSCE El Zapotal, se emple6 el programa Home Range,
version 1.5, que estima el ambito hogarefio con base en
la distribucién de una poblacién o especie, utilizando el
método Kernel fijo. Este analisis se realiz6 para todos los
registros georreferenciados en campo y en cada uno de los
periodos (no reproductivo y reproductivo). El principal
supuesto considerado en el modelo de distribucion, fue el
cumplimiento de independencia de los datos (Iss > 1.0),
con base en el indice de Swihart y Slade (1985a, 1985b).

ResuLTADOS

Uso del espacio en general

Se obtuvieron 640 registros de individuos de C. yncas. 257
registros correspondieron al periodo no reproductivo y
383 al periodo reproductivo. El andlisis geografico sefialo
que los datos analizados son independientes entre si (Iss
> 1.0) y gener6 un modelo resultante de la distribucion
de C. yncas en cinco contornos. El uso del espacio en
general resultante, seflald que se encuentra entre 1y 38.5
hectareas (Cuadro 1, figura 2).
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FIGURA 2

Uso del espacio en el periodo no reproductivo y
reproductivo

Tanto en periodo no reproductivo como en periodo re-
productivo, el analisis geografico sefiald independencia de
los datos (Iss > 1.0). Durante el periodo no reproductivo,
el modelo resultante gener6 contornos de la distribucion
de C. yncas con una ocupacién entre 1 y 36 hectareas
(cuadro 2 y figura 3). Para el periodo reproductivo la
distribuciéon de la ocupacion se ubico entre 0.7 y 24.9
hectareas (cuadro 3 y figura 4).

Tomando el criterio de C. yncas > 1 individuo, en el
modelo obtenido, la estimacién de superficie obtenida
para el periodo no reproductivo fue de ocho hectareas
(contorno marrén), que es menor al obtenido para el
periodo reproductivo, que es de 12.2 hectareas (contorno
verde). Lo anterior sefala un mayor requerimiento de uso
del espacio por parte de C. yncas en el periodo reproduc-
tivo, de por lo menos un 20% mas de superficie dentro
de la ZSCE El Zapotal.
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utilizado durante el periodo no reproductivo
por C. yncas, en la Zona Sujeta a Conser-
vacion Ecoldgica El Zapotal. Contorno gris=
25% de uso. Contorno verde= 50% de uso.
Contorno marrén= 75% de uso. Contorno
azul= 95% de uso y contorno rojo= 100%. Los
puntos representan los registros individuales
de los individuos de C. yncas registrados.

FIGURA 3

La informacién obtenida por periodo, evidencia la
importancia de la ZSCE El Zapotal para C. yncas, al propor-
cionar un uso de espacio de mas de un tercio (24.9-36.0 hec-
tareas) de la superficie total de la zona de amortiguamiento.
Ademas, la necesidad sefialada de una mayor superficie para
los aspectos reproductivos se hace evidente ya que se tienen
registros de C. yncas mas alla de la zona de amortiguamiento,
en el area publica del Zooldgico Regional Miguel Alvarez
del Toro (ZOOMAT), que se encuentra en la parte central
dela ZSCE El Zapotal (Gobierno Constitucional del estado
de Chiapas, 1990). En esta area, se han registrado nidos
activos de C. yncas (Chanona, 2013).

Debido a que en la ZSCE El Zapotal, las amenazadas
antropogénicas se encuentran minimizadas, la estrategia
reproductiva de C. yncas parece ser ampliar su rango de uso
del espacio para este fin. Especies del mismo género (e.g. C.
dickeyi), en condiciones ambientales completamente dife-
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rentes (bosques de pino-encino con fuertes disturbios como
latala), son mas vulnerables y puede existir disminucion de
sus nidadas (Monterrubio-Rico, 2010; Panjabi et al., 2005),
contrario a lo observado en C. yncas, ya que se encuentra
protegido por la ZSCE El Zapotal y por consiguiente, las
evidencias obtenidas sefialan la capacidad de ampliar su
rango de uso del espacio para la reproduccion.

conors | 2o [ Mok | s on
| 1 [ 25 | 235 | 07 |
| 2 [ s0 | 19 | 23 |
| 3 [ 75 | 546 | 54 |
| 4 [ s | 133 | 122 |
| 5 [ 100 | 003 | 249 |

Uso del espacio de C. yncas, en periodo re-

CUADRO 3 productivo, en la Zona Sujeta a Conserva-

cion Ecoldgica El Zapotal.
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uso. Contorno verde= 50% de uso. Contorno
marron= 75% de uso. Contorno azul= 95%
de uso y contorno rojo= 100%. Los puntos
representan los registros individuales de los
individuos de C. yncas registrados.

FIGURA 4

CONCLUSIONES

Eluso del espacio total que la chara verde (Cyanocorax yncas)
puede utilizar dentro del area de la zona de amortiguamiento
de la ZSCE El Zapotal, con base en el modelo obtenido, se

encuentra entre 1 y 38.5 hectareas. Sin embargo tomando
en cuenta el criterio de C. yncas > 1, en el modelo obtenido,
la estimacién de superficie fue de tan s6lo nueve hectareas,
que representa el 8% de la superficie total del area natural
protegida. Bajo esta misma consideracion, C. yncas requiere
para el periodo no reproductivo hasta 8 hectareas y para el
periodo reproductivo hasta 12.2 hectdreas.

Se observé que C. yncas también utiliza espacios mas
alla de la zona de amortiguamiento dentro de la ZSCE El
Zapotal, dentro del area publica del ZOOMAT, donde se
han registrado nidos activos de la especie. Posiblemente
ocurra algo semejante hacia la zona suroeste, en direccion
al Cerro Mactumactza, donde el macizo forestal es todavia
continuo. Por consiguiente, investigaciones futuras deben
estar relacionadas en comprender como la dindmica del
hébitat en la Zona Sujeta a Conservacion Ecolégica El
Zapotal puede estar afectando la supervivencia de C. yncas,
asi como su dispersion hacia habitats que circundan a la
reserva. Se requiere entonces, desarrollar una estrategia de
conservacion a largo plazo para la chara verde, con base
en informacion sobre la variacion temporal y espacial de
los procesos ecologicos en los que esta involucrada, como
las interacciones de competencia y la dispersion de los
juveniles, ya que de no hacerlo pueden existir problemas
en el uso del espacio, coexistencia dentro de la ZSCE El
Zapotal y repercutir en su reproduccion.
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Ubicaciéon de los cuadrantes de muestreo
para el registro de Cyanocorax yncas, en la
Zona Sujeta a Conservacion Ecoldgica El Za-
potal, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas.

FIGURA 5
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Resumen

Metarhizium anisopliae es un hongo entomopatégeno empleado en el control bioldgico de insectos plaga alrededor del mundo. Con el propoésito
de elucidar los mecanismos involucrados en las diversas etapas del ciclo infectivo de M. anisopliae hacia su hospedero, se analizé la secuencia del
gen Mamdr2 que presenta homologia con proteinas transportadoras del tipo ABC, las cuales se caracterizan por transportar una amplia variedad de
sustratos y juegan un papel principal en la resistencia a multifarmacos (MDR). El andlisis de la expresion del gen Mamdr2 de M. anisopliae durante
la invasion a su hospedero Plutella xylostella, indicé que este gen se expresa a partir de las 48 horas, cuando se inicia el crecimiento invasivo, lo que
sugiere que el producto del gen participa en el proceso infectivo y durante la formacién del nuevo conidio, posiblemente para iniciar un nuevo ciclo
infectivo en otro hospedero. La adicién de compuestos toxicos para M. anisopliae como son los antifiingicos incremento la expresion del gen Mamdr2
a nivel de RNA mensajero, sugiriendo que el producto de este gen podria participar en la destoxificacion de las células en M. anisopliae durante la
invasion a su hospedero.

Palabras clave: M. anisopliae, antifungicos, control biolégico, expresion génica.
Summary

Metarhizium anisopliae is an entomopathogenic fungus used in the biological control of pest insects around the world. For the purpose of elucidating
the mechanisms involved in the different stages of the infectious cycle of M. anisopliae into its host, we analyzed the sequence Mamdr2 gene having
homology to ABC transporters, which are characterized by carrying a wide variety of substrates and play a major role in multidrug resistance (MDR).
Analysis of the expression of Mamdr2 gene of M. anisopliae during the invasion of its host Plutella xylostella, indicated that this gene is expressed
after 48 hours, when the invasive growth starts, suggesting that the product of this gene is involved in the infective process and during the formation
of the new conidio, possibly to start a new infection cycle in another host. The addition of toxic compounds to M. anisopliae such as antifungals,
increased Mamdr2 gene expression of messenger RNA level, suggesting that the product of this gene might be involved in the detoxification of cells
during invasion M. anisopliae its host .

Keywords: M. anisopliae, antifungals, biological control, gene expression

INTRODUCCION

M. anisopliae es un hongo entomopatégeno que
crece naturalmente en el suelo y ha sido aislado
de insectos infectados de diferentes partes del mundo
(Roberts y St. Leger, 2004). M. anisopliae es utilizado
como biocontrolador exitoso para mas de 200 insectos
plaga en la agricultura, ganaderia e incluso en vectores
de enfermedades humanas como el mosquito vector de
la malaria Anopheles stephensi (Kannan et al., 2008). El
estudio del mecanismo y de los genes involucrados en el

proceso infectivo de este hongo entomopatdgeno sobre
su hospedero es de interés para entender el mecanismo
de accion y asi obtener cepas genéticamente modificadas
que sean mas eficientes en el control bioldgico de especies
blanco (Freimoser et al., 2003).

En el presente estudio se evaluo el gen Mamdr2 que
presenta homologia con proteinas transportadoras del tipo
ABC. Los transportadores ABC presentes en membranas
plasmaticas tienen el potencial para secretar compuestos



Revista de Ciencias de la UnicacH

antifingicos al exterior de la membrana, de esta manera
evitan la acumulacion de compuestos toxicos en sus sitios
blancos dentro de las células miceliales ayudando a preve-
nir su accion toxica. Los transportadores ABC en hongos
son los mas importantes ya que estan involucrados en la
proteccion contra antifingicos (De Waard et al., 2006).
El primer transportador ABC caracterizado fue PDRS5 de
Saccharomyces cerevisiae el cual confiere resistencia a mu-
chas toxinas no relacionadas. Otros transportadores ABC
han sido identificados en hongos patdgenos oportunistas
como Candida albicans, Aspergillus nidulans y en hongos
fitopatégenos como Magnoporthe grisea, Botryytis cinérea'y
Mpycosphaerella graminicola, cuya funcion es la de proveer
proteccion al hongo contra antibidticos, compuestos de
plantas y fungicidas (Sun ez al., 2006).

En el presente trabajo se analizo la participacion del
gen Mamdr2 en respuesta a antifingicos y durante el
proceso infectivo contra su hospedero P. xylostella, un
insecto plaga de los cultivos de cruciferas en México.

MeTopboLoGia

Organismos biologicos

Para los bioensayos se utilizé la cepa CARO19 de M.
anisopliae, procedente del Centro Nacional de Referen-
cia, Tecoman, Colima, México. Asi como su hospedero
el insecto P. Xylostella, obtenido del departamento de
agronomia de la Universidad de Guanajuato.

Medios de cultivo sélidos y liquidos

Los medios de cultivo empleados para M. anisopliae fue-
ron: Medio Minimo (MM), Medio Dextrosa Sabourad
(MDS) y para los medios de cultivo sélido se adicionaron
20 g de agar bacterioldgico (Bioxon) por litro de medio
de cultivo, con un pH final de 5.7 £ 0.2. En el cultivo
en Medio Soélido se sembraron 500 conidios/mL de M.
anisopliae, incubando a 28 °C durante 10 dias para la
produccién de conidios. Los conidios de M. anisopliae
se sembraron en 100 mL de MDS liquido a una concen-
traciéon de 1 x 10° conidios/mL, se incubaron por 48 h a
28 °C, en agitacion constante a 160 rpm.

Recoleccion de conidios

Para la obtencion de conidios de la cepa CARO19 de M.
anisopliae, se sembraron (500 conidios/caja) en Medio
Minimo (MM) s6lido, se incubaron a 28° C por 5-8 dias,
hasta observar conidiacion. Se afiadieron a la caja de Petri
10 mL de agua con TRITON X-100 al 0.1 % estéril, se

raspo con un asa de Nigransky estéril, para desprender
las esporas del micelio. Las esporas desprendidas se re-
colectaron con una pipeta Pasteur estéril y se filtraron a
través de una malla sintética a un tubo Corning de 50 mL
estéril. Una vez colectadas las esporas, se centrifugaron a
5000 xg durante 5 minutos, se descarté el sobrenadante
y se lavaron con 15 ml de agua con TRITON X-100 al
0.1% tres veces, repitiendo el procedimiento anterior.
Finalmente, los conidios se diluyeron 1:100 y se conta-
ron en una camara de Neubawer, para posteriormente
guardarlos en agua con TRITON X-100 al 0.01% a 4%.

Extraccion de ARN total

La extraccion del ARN total se realiz6 mediante el
método de Trizol® Reagent (Invitrogen). El micelio fue
recolectado de los insectos infectados durante las dife-
rentes etapas del ciclo infectivo.

Tratamiento de RNA total con ADNasas

Para remover el ADN contaminante y evitar que sirva
como templado en los ensayos de RT-PCR semicuan-
titativo, las muestras de ARN total en las distintas
condiciones de crecimiento, fueron tratadas con ADN
asa RQ1 RNAase-free DNAase (Promega) segun las
especificaciones del fabricante.

Reaccion en cadena de polimerasa

La amplificacion del ADN mediante la reaccion en ca-
dena de la polimerasa se realiz6 de la siguiente manera,
la mezcla de reaccion contiene 150-200 ng/ulL de ADN
como cadena patron, 1 ug/uL por cada oligonucleo6tido
especifico, 3 uL H20 grado HPLC y 19 a 44 pL High
Fidelity PCR Master Mix (Invitrogene) para completar
un volumen final desde 25 hasta 50 uL segun sea el caso.
Las condiciones generales de amplificacion fueron; 5 min
a 94°C, seguido de 30 ciclos de: 1 min a 94°C, 1 min a
55°Cy 1 mina 72 °C, posteriormente un ciclo de 10 min
a 72 °C. Se empled un termociclador GeneAmp PCR
System 9700 de Applied Biosystems.

RT-PCR

Para los ensayos de RT-PCR Ila sintesis del cDNA se
realiz6 usando el kit ThermoScripT RT-PCR System (In-
vitrogen), dicho cDNA se utilizé como cadena templado
para el PCR utilizando el kit PCR SuperMix High Fidelity
(Invitrogene) siguiendo las indicaciones del fabricante.
Utilizando un termociclador GeneAmp PCR System
9700 de Applied Biosystems.



Analisis de 1a expresion in vitro del gen Mamdr2 de M. ani-
sopliae durante su ciclo de vida en el hospedero P. xylostella.
Se utiliz6 una suspension de 1.5 x 10 ? conidios/ml en
agua destilada con Triton X-100 al 0.5 % de la cepa
CARO 19 de M. anisopliae, de la cual se asperjaron 0.5
ml sobre cada muestra de 25 larvas del tercer instar de
P. xylostella contenidas en una caja de Petri, mediante
una torre de microaspersion (Potter Precision Lab Spray
Tower Burkard, manufacturing co. Ltd. Kmansworth
Herst England) a una presion de 10 libras /pulgada 2.

Transcurridas las primeras 2 horas postinoculacion,
se alimento a las larvas con hojas de brécoli cada 24 ho-
ras. Se recolectaron las muestras de 25 larvas cada una,
durante diferentes tiempos postinoculacion: 4, 8, 12, 24,
48,72, 96, 120, 144, 168, y 192 h. Asimismo, se guardd
una muestra de los conidios usados en la infeccién para
el tiempo cero y se recolectaron los conidios usados en el
tiempo 216 h, también se usaron 25 larvas sin infectar 48
horas. Todas las muestras se almacenaron a -70°C hasta
que se les extrajo el ARN total. E1 ARN fue tratado con
DNAasas previamente a los ensayos de RT-PCR semi-
cuantitativo. La electroforesis se realizo por 120 min a 50
Voltios en geles de agarosa ultrapure TM agarose-1000
(invitrogene) al 3 %, conteniendo 4 pL. de bromuro de
etidio para cada 100 ml de agarosa.

Analisis de la expresion in vitro del gen Mamdr2 con
antifiingicos y antibioticos

Se realiz6 el andlisis de la expresion del gen Mamdr2 con
los antifiingicos resveratrol, methotrexato, miconazol,
ciclohexamida, glufosinato, carboxina y el antibiotico
higromicina (tabla 1). Se recolecté micelio crecido en
MM durante 48 horas, se filtr6 el micelio y se agregaron
50 ml de medio minimo en matraces, posteriormente se
adiciono el antifungico usando para cada uno de ellos la
mitad de la concentraciéon minima inhibitoria. Se agrego
micelio a cada matraz con 50 ml de medio minimo con
el antifingico. Se incubd durante 5 hrs y finalmente se
recolecto el micelio y se guardé a -70°C. Posteriormente
se realiz la extraccion de ARN vy se realizaron ensayos
de RT-PCR para determinar el nivel de expresion en la
presencia de cada antifngico. Como control se usé el
ARN obtenido de micelio sin exposicion al antifungico.

ResuLtADOS

Analisis de la expresion in vivo del gen Mamdr2 de M.
anisopliae durante la invasion a su hospedero P. xylostella
Para realizar el analisis de la expresion del gen Mamdr2
durante el proceso infectivo del hongo a su hospedero
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P. xylostella, se usaron larvas de tercer instar que fueron
asperjadas con conidios de la cepa CARO 19 de M. aniso-
pliae. Se monitorearon diferentes estadios de la infeccion
mediante fotografias y se recolectaron larvas infectadas
para realizar la extracciéon de ARN de los tiempos pos-
tinoculacién a las 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192 y 226 horas (figura 1C).

A partir de este ARN se hicieron ensayos de RT-
PCR semicuantitativo amplificando simultdneamente,
el gen Mamdr2 y el gen de expresidon constitutiva uti-
lizado como control. Se utilizo el programa Quanty
One (BioRad), para medir el nivel de expresion del gen
Mamdr2 comparandolo con la expresion del gen con-
trol de 156 pb correspondiente a un EST AJ274118 de
expresion constitutiva (Freimoser et al., 2003; Morales-
Hernandez et al., 2010). Los productos se separaron
mediante electroforesis y el analisis densitométrico de
las bandas de amplificaciéon mostrado en la figura 1A,
indicé que el gen Mamdr2 esta presente en el conidio,
desaparece y no se expresa en las primeras 24 horas
posteriores a la inoculacién durante la germinacion
temprana y penetracién. Su expresidén reaparece a
partir de las 48 horas durante el crecimiento invasivo,
la cual continuia incrementando hasta las 120 horas,
coincidiendo este maximo de expresion con el inicio
de la conidiacion sobre el cadaver del insecto. Aunque
se presentan oscilaciones en los niveles del transcrito
éste se mantiene alto hasta su empaquetamiento en el
conidio (figura 1B).

Expresion del gen Mamdr2 en respuesta a antifingicos
y antibidticos

Se realiz6 el andlisis de la expresion del gen Mamdr2
cuando el micelio estd expuesto a los antifungicos
reveratrol, methotrexato, miconazol, ciclohexamida,
glufosinato, carboxina y el antibiotico higromicina.
Para ello el micelio de 48 horas, se suspendié en medio
minimo fresco y se le adiciono el antifingico a concen-
tracion subletal (la mitad de la concentracion minima
inhibitoria, tabla 1). Después de 5 horas de exposicion
al compuesto téxico se extrajo el RNA y se realizaron
ensayos de RT-PCR. En la figura 2, se observa un in-
cremento de la expresion del gen Mamdr2 desde 40 %
hasta 60 % en respuesta a los antifungicos glufosinato,
higromicina, ciclohexamida, miconazol y resveratrol.
Un 20 % de incremento en la expresion en respuesta al
glufosinato y solo en el caso del metotrexato no hubo
cambio en los niveles de expresion del gen.
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‘ Resveratrol H 400

‘ Metotrexato H 200

| Miconazol | 100
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FIGURA 1

Figura 1. Analisis de la expresion el gen
Mamdr2 de la cepa CARO19 de M. aniso-
pliae mediante RT-PCR semicuantitativo
durante el proceso de infeccion de larvas de
P. xylostella. A) Productos de la amplificacion
mediante RT-PCR semicuantitativo, separados
por electroforesis en gel de agarosa al 3% B).
Analisis densitométrico del nivel de expresion
relativo del gen Mamdr2. El gen de expresion
constitutiva EST AI274118 se us6é como control
de carga en la reaccion de PCR C). Aspecto de
las larvas de P. xylostella durante el proceso
de infeccion a distintos tiempos postinocula-
cién con conidios del hongo. (M): marcador
de tamano molecular (GeneRulerT™M DNA
ladderMix 0.1-10 Kp). (E): Representa el pro-
ducto de amplificacion obtenido de esporas.
INS: cDNA del insecto sin infectar.
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Analisis de la expresion del gen Mam-
dr2 de la cepa CARO19 de M. anisopliae
durante la presencia de antifuingicos. En
reacciones de RT-PCR semicuantitativo se
evalu6 la expresion del gen Mamdr2 en
poblaciones de ARN de células expuestas al
inhibidor. A) Productos de la amplificacion
mediante RT-PCR semicuantitativo, separa-
dos por electroforesis en gel de agarosa al
3%. B) Andlisis densitométrico del nivel de
expresion relativo del gen Mamdr2. El gen
de expresion constitutiva EST AJ274118 se
us6 como control de carga en la reaccion
de PCR. (M): marcador de tamano molecu-
lar (GeneRulerTM DNA ladderMix 0.1-10 kp).
(Control): Representa el RNA sin presencia
de antiftingicos.

FIGURA 2

DiscusioN

En el ensayo de expresion in vivo para el gen Mamdr2 de
M. anisopliae durante la invasion al hospedero P. xyloste-
lla, se observo que en la cepa CARO19, la expresion del
gen comienza a partir de las 48 horas coincidiendo con
el crecimiento invasivo del hongo dentro del cuerpo del
insecto. Esta expresion se va incrementando, alcanzando
un maximo a las 120 horas, cuando el micelio emerge
e inicia el proceso de conidiacion sobre el exoesqueleto
del insecto. Aunque después de este tiempo se observa-
ron oscilaciones en los niveles de expresion del gen, la
expresion se mantiene alta hasta la conidiaciéon completa.
Adicionalmente observamos que este gen responde a



todos los antifingicos probados (excepto a methotrexato)
incrementado su expresion desde 25 hasta el 60 %. Estos
resultados se correlacionan con otros reportes donde estos
genes aumentan su expresion ante la presencia de ciertos
antifungicos (Gupta y Chattoo, 2007). Estos resultados
nos permiten sugerir que el gen Mamdr2 podria estar
involucrado en eventos de destoxificacion para evadir el
mecanismo de defensa del insecto que esta siendo inva-
dido, y/o para expulsar las toxinas que el hongo produce
para acelerar la muerte del insecto. La comprobacion
de esta hipotesis requeriria la caracterizacidon de cepas
sobre-expresantes o deletantes del gen.

En otros sistemas se ha demostrado que los transporta-
dores ABC (Cassette de unién a ATP) pertenecen a una su-
perfamilia de proteinas integrales de membrana que utilizan
la energia de hidrolisis de ATP para transportar activamente
una amplia variedad de sustratos tales como; toxinas, farma-
cos, iones, polisacaridos, aminoacidos, vitaminas péptidos
y lipidos. A través de membranas celulares en organismos
que van desde procariotas a eucariotas. Varios miembros de
esta superfamilia funcionan como exportadores de agentes
citotoxicos que cruzan las membranas bioldgicas ayudan-
do a mantener un reducido nivel intracelular de toxinas o
metabolitos (Driessen et al., 2000; De Waard et al., 2006).

En el hongo fitopatogeno M. grisea la mutacion del
gen Abc3 se demostrd que juega un papel importante
durante la penetracion al huésped y en la supervivencia al
estrés oxidativo durante la patogénesis (Sun ez al., 2006).
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RESUMEN

Algunas plantas nativas de México y Centroamérica, como la chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Miller) .M. Johnst,, Euphorbiaceae) y chipilin (Crotalaria
longirostrata Hook. & Arn., Fabaceae), han contribuido a la alimentacion de varias generaciones, ya sea incorporada en aguas frescas o licuados, o
bien formando parte de ensaladas y guisos. En este proyecto se evaluaron galletas adicionadas con un 5% de chaya y chipilin en forma deshidratada,
para conocer sus caracteristicas bromatoldgicas, microbiolégicas y sensoriales. Nifios de entre 8 y 12 afos de edad evaluaron las muestras de galletas
y otorgaron calificaciones satisfactorias a ambas muestras, lo cual significa que ésta puede ser una manera de aumentar el consumo y la utilizacion
de hojas verdes en la alimentacion infantil y al mismo tiempo ofrecer productos nutritivos e inocuos.

Palabra clave: harinas, vegetales, hojas verdes, colaciones.
ABSTRACT

Some native plants from Mexico and Central America, as Chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Miller) .M. Johnst,, Euphorbiaceae) and chipilin (Crota-
laria longirostrata Hook. & Arn., Fabaceae) have contributed to food several generations, either built in or liquefied fresh water, or forming part of
salads and stews. In this project cookies containing 5% of chaya and chipilin in dehydrated form, to know their bromatological, microbiological and
sensory characteristics they were evaluated. Children between 8 and 12 years old evaluated samples of cookies and gave satisfactory to both samples
qualifications, which means that it can be a way to increase the consumption and utilization of green leaves on infant feeding and at the same time
offer nutritious and safe products.

Keywords: flour, vegetables, greens, collations.

INTRODUCCION no presentan pelos urticantes, son de tamafio reducido

y solo se encuentran a lo largo del peciolo y el margen

La chaya (Cnidoscolus aconitifolius) es un arbusto
semiperenne y semilefioso de hasta cinco metros de
altura perteneciente a la familia Euphorbiaceae, el cual es
cultivado en climas calidos subhumedos ubicados desde
0 hasta 1,000 msnm. Esta planta requiere de suelos bien
drenados para su adecuado desarrollo, ademas que es
tolerante a condiciones ambientales adversas incluyendo
[luvias fuertes y sequia intraestival (Valenzuela et al. 2015).
Se cultivan cuatro variedades de chaya: estrella, picuda,
chayamansa y redonda. La chayamansa es la variedad
mas domesticada, comunmente tiene cinco lobulos, de
naturaleza fuertemente obovada y por lo general tiene
una superposicion de los tres 16bulos centrales el cual
es un rasgo que no se ve en material silvestre, las hojas

inferior de la 1amina.

El uso de la chaya salvaje como fuente de alimento
es confirmada por el texto maya de Childm Balam de
Chumayel y en las cronicas espafiolas del siglo XVI; su
presencia en la dieta mesoamericana es probablemente
debido a su contenido nutrimental ya que muchos analisis
quimicos han mostrado que las hojas de chaya tiene un
alto contenido de vitamina C, -carotenos y proteinas,
ademas de ser ricos en calcio, fosforo, hierro, tiamina,
riboflavina y niacina como lo mencionan Ross y Molina
(2002); por lo que en términos nutricionales es superior
ala acelga, lechuga, berros, col y espinaca (Palos, 2007).

En el estado de Chiapas, dentro las hierbas consumi-
das ampliamente por la poblacidn, se encuentra el chipilin
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(Crotalaria longirostrata) también conocido como chop,
chipile, etc. Cada rama esta compuesta por tres hojas pe-
quefias en forma ovalada y color verde oscuro. Sus flores
son de color amarillo intenso y tiene forma de mariposa,
constituyen racimos en la punta de la rama. El uso de
las hojas de chipilin es muy popular para hacer tamales
y caldo, al igual que la chaya es uno de los quelites con
mayor contenido nutrimental reportdndose que es rico
en calcio, hierro, tiamina, riboflavina, niacina y acido
ascorbico (Mortén, 1994).

Jiménez y Grusak (2015) estudiaron estos dos quelites
y concluyen que son excelentes fuentes de vitamina C;
ademas pudieron establecer que la chaya proporciona
concentraciones elevadas de fenoles totales y flavonoides
totales, en tanto que el chipilin ofrece elevados niveles de
actividad antioxidante. Ellos argumentan que la presen-
cia de estos compuestos en estos vegetales de hoja verde
indigenas se considera de gran importancia para la salud
de los humanos, ademas sugieren que los esfuerzos para
promover su cultivo, la comercializacién y el consumo de-
ben ser fomentados. Debido a que estas especies también
son mas tolerantes a la sequia comparadas con muchos
vegetales no autdctonos.

La industria de las botanas es muy variable debido a
los cambios en los estilos de vida de los consumidores. Por
esta razon, constantemente se innovan nuevos productos
para satisfacer las necesidades, jugando un papel muy
importante los ingredientes utilizados para su elabora-
cioén ya que proporcionan caracteristicas nutricionales y
sensoriales para el mercado actual. Las botanas se han
convertido en una parte importante de las dietas de mu-
chos individuos. Existe un gran interés en incrementar
la fibra dietética de los alimentos incluyendo botanas
para conducirlas hacia un enfoque saludable (Escudero
y Gonzalez, 2006).

Una de las botanas preferidas son las galletas que
de acuerdo a la norma NMX-F-006-1983 se definen
como el producto elaborado con harinas de trigo, avena,
centeno, harinas integrales, azticares, grasa vegetal y/o
aceites vegetales comestibles, agentes leudantes, sal yo-
datada; adicionados o no de otros ingredientes y aditivos
alimenticios permitidos los que se someten a un proceso
de amasado, moldeado y horneado.

Por tanto, en este trabajo se planted la elaboracion
de galletas con base en harina de trigo, adicionadas con
chaya y chipilin con el objetivo de aumentar el valor nu-
trimental de las mismas y fomentar el uso de los quelites.

MATERIALES Y METODOS

Material biologico

Los materiales vegetales empleados fueron la chaya (Cridos-
colus aconitifolius) y el chipilin (Crotalaria longirostrata). Las
hojas de chaya se recolectaron de las plantas cultivadas en el
huerto Muil itaj de la Facultad de Ciencias de la Nutricion y
Alimentos, UNICACH. El chipilin fue adquirido en forma
de manojos en el mercado publico del norte de la ciudad de
Tuxtla Gutiérrez. Se seleccionaron las hojas sin dafios fisicos,
mecanicos o causados por insectos, eliminando la materia
extrafia, después fueron guardadas en bolsas Ziploc© en refti-
geracion, el tiempo de almacenamiento no excedi6 de 2 dias.

HARINA NO CONVENCIONAL DE CHAYA (CNI-
DOSCOLUS ACONITIFOLIUS) Y CHIPILIN (CROTA-
LARIA LONGIROSTRATA)

La chaya (Cnidoscolus aconitifolius), se lavo, desinfecto y
escaldo a una temperatura de 80°C durante dos minutos; se
introdujo a un horno de secado FELISA Modelo FE294AD
durante 12 horas a una temperatura de 60°C, se pulverizo
con el uso de un procesador marca Nutribullet© modelo
NB-101B y se hizo pasar por un tamiz de malla No. 50.

Para la elaboracion de harina no convencional de chi-
pilin (Crotalaria longirostrata) primeramente se retiraron
las hojas del tallo y se colocaron en un contenedor para
después lavarlas y desinfectarlas, posteriormente se colo-
caron en charolas procurando tener la mayor superficie de
contacto y se introdujeron a un horno de secado durante
12 horas a una temperatura de 60° C.

Ya completamente secas las hojas se pulverizaron
en el Nutribullet© modelo NB-101B, para obtener un
didmetro de particula homogéneo y uniforme, la harina
obtenida se paso por un tamiz de malla namero 50.

Preparacion de galletas a base de harina no convencio-
nal de chaya y chipilin
Para preparar 250 gramos de masa para galletas, se emplea-
ron 2 tazas de harina de trigo, 80 gramos de mantequilla,
100 ml de leche pasteurizada, 5 ml de aceite de oliva, 0.3
gramos de sal gruesa, 5 gramos de levaduray 12.5 gramos de
harina no convencional de chaya y chipilin respectivamente.
En el centro se colocd la mantequilla a temperatura
ambiente cortada en cuadros. Se agreg6 la harina de trigo
y la harina no convencional de chaya o chipilin segun sea
el caso, la levadura, la sal y el aceite de oliva en el centro.



Se agregd la leche poco a poco y se amasd apro-
ximadamente durante 10 minutos hasta obtener una
masa que pueda estirarse. Se dejo reposar 30 minutos a
temperatura ambiente para luego proceder a extender la
masa mediante un rodillo de acero inoxidable y formar las
galletas mediante un troquelador hexagonal. Finalmente
se cocinaron en un Southbend Silverstar SLGS/12SC
durante 10 minutos a 180° C.

Analisis proximales

Los analisis proximales de la muestra de galleta de chi-
pilin y chaya fueron determinados usando el método de
AOAC, 1990.

Analisis microbioldogico

Determinacion de microorganismos coliformes totales y
fecales. Se realizaron diluciones seriadas por duplicado de
la muestra de 1:10 (10 g de alimento en 90 mL de solucion
de trabajo, y 1 ml llevar a tubo con 9 ml de solucion de
trabajo) hasta 1:1000, se inoculd 1 ml de cada dilucién en
cada uno de los 3 tubos con tapdn de rosca y campana
Durham, que contienen 10 ml de Caldo Bilis Verde Bri-
llante, posteriormente se incubd a 35°C durante 48 horas.
La presencia de burbujas de gas se reporta como prueba
positiva y se reporta bajo el Método del Numero mas
Probable (NMP). De aquellos tubos con gas, se tomo una
asada y se sembr6 por estria cruzada en cajas petri pre-
paradas con Agar EMB. Se incubd en posicion invertida
a 35°C, durante 48 horas. Las bacterias coliformes fecales
detectadas en la placa se determinaron en Unidades For-
madoras de Colonias por gramo (UFC/g) de muestra.

Determinacion de hongos y levaduras
Se realizaron diluciones seriadas de la muestra desde
1:10 hasta 1:1,000, se inoculé 1 ml de cada una de las
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diluciones en el centro de cada caja petri estéril y se adi-
cionaron desde 15 hasta 20 ml de Agar Papa Dextrosa
acidificado con acido tartarico al 10% hasta un pH 3. Se
homogenizo6 el in6culo mediante movimientos circulares
y posteriormente se incubaron las placas a 35°C durante
7 dias (en posicion invertida). Se revisaron las placas a las
48y 72 horas y se hicieron los recuentos correspondientes,
en UFC/g de muestra, a los 7 dias después de la siembra.

Prueba de evaluacion sensorial

Se realiz6 prueba hedodnica tipo facial, aplicada a 60 nifios
y nifias de entre 8 y 12 afios de edad. Se empled una pa-
peleta de 5 puntos con “caritas” que van de “stper rico” a
“super feo”, con un punto intermedio que sefiala “mas o
menos”. Para el empleo de las papeletas se dirigio un en-
trenamiento preliminar mediante un programa generado
en la Universidad de Costa Rica que explica cada punto
dela escala. Los nifios recibieron de manera individual un
contenedor blanco que contaba con 2 vasitos de prueba
con galleta 1 y galleta 2, ademas de agua para enjuague,
la papeleta de calificaciones y un lapiz de color.

Andlisis estadistico

Los resultados de los analisis quimico proximales fue-
ron analizados mediante la estadistica descriptiva del
programa Excel, en tanto que las calificaciones de las
pruebas de evaluacion sensorial se analizaron empleando
el programa estadistico Minitab© version 17 a través de
estadistica mediante ANOVA (o= 0.05).

ResuLtapos
Una vez realizadas todas las pruebas bromatologicas,

microbiologicas y sensoriales a los snacks con base en
da chaya y chipilin se prosigui6 a analizar los resultados.

Galletas con base en
harina no convencional
de chaya (5 %)

Especificaciones

Galletas con base en
harina no convencional
de chipilin (5 %)

NMX-F-006-1983. Alimentos. Galletas. Normas
Mexicanas. Direccion General de Normas

Humedad % 3.57+£0.08 34+0.14 8 Y%maximo
Grasa (g) 15.54 +0.27 21.29+0.53 5 minimo
Proteina cruda (g) 11.38 £0.02 11.61 £1.26 6 minimo
Fibra cruda (g) 1.87 £ 0.59 1.39+ 0.22 0.5 maximo
Ceniza (g) 2.17 £ 0.001 1.92 +0.04 2 maximo

CUADRO 1 Comparacién de nutrientes entre las galletas de chaya y chipilin con respecto a la NMX-F-006-1983
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De acuerdo con los resultados obtenidos en los analisis
proximales de la muestra de galleta con harina de chipilin
al 5 % y chaya al 5 %, (cuadrol.) el aporte de proteina
por parte de las galletas es importante ya que contienen
el doble (11.38 gramos y 11.61 gramos en 100 g!) del
requerimiento minimo especificado por la norma NMX-
006-1983 que marca un minimo de 6 gramos en 100 g de
proteina en galletas comerciales. Este aporte de proteina
puede deberse a que de manera natural el chipilin en su
composicién contiene 4 gramos de proteinas y por su
parte la chaya contiene 7.20 gramos de proteinas (Mufioz
etal., 1996) 1o cual le confieren a las galletas un valor extra
de proteinas que no contienen las galletas convencionales
comerciales.

En cuanto al contenido de grasa, generalmente las ga-
lletas son productos que se caracterizan por un contenido
alto de grasa, ya que durante su elaboracion se incorpora
gran cantidad de esta, la cual va a conferir la textura
deseada. La norma hace referencia a un minimo de 5 g
de grasa en 100 g' de muestra para ser considerada una
galleta comercial. Las galletas de chaya presentan en su
composiciéon un aporte de 585 kJ (15.54 gramos en 100
g!) ylas de chipilin aportan 1067.25 kJ (21.29 gramos
en 100 g') de grasa, respectivamente, esto debido prin-
cipalmente a la cantidad de mantequilla empleada para
su elaboracion ya que de manera natural ambos quelites
no representan en si un aporte significativo de lipidos.

De los resultados obtenidos de fibra, la norma indica
como maximo en galletas comerciales un 0.5 gramos de
fibra en 100 gramos de muestra, sin embargo las galletas

elaboradas presentaron en su composicion mayor conte-
nido de fibra 1.87 g en 100 g! para las galletas de chaya,
resultando un valor menor para las galletas de chipilin lo
cual les otorga un valor agregado, beneficia al consumidor.

En lo que respecta a la ceniza, de acuerdo a la norma
citada con anterioridad indica que se puede tener un
méximo de 2 gramos de cenizas, para lo cual la galleta
de chipilin cumple teniendo 1.92 gramos en 100 gramos
de galleta; sin embargo, la galleta de chaya rebasa este
limite, presentado en su composicion 2.17 gramos por
cada 100 gramos de muestra, de manera natural la chaya
en su composicion tiene un alto contenido de este tipo
de carbohidratos.

Y mencionando los carbohidratos el aporte calorico
de la galleta de chipilin es 1067.25 kJ por una porcién
de 100 gramos, mientras que la galleta de chaya contri-
buye con 1,155.56 kJ por cada porciéon de 100 gramos,
dando asi un aporte total de 2,063.59 kJ comparando
esta cantidad con el indice de ingesta diaria recomenda-
da para un nifio entre 6 y 12 afios va desde 1,900 hasta
2,150 kcal por dia lo que corresponderia desde 7,949.6
hasta 8,995.6 kJ por dia (FAO/OMS/ONU), de esta
manera una porcion de 100 gramos de galletas cubre
aproximadamente una cuarta parte del requerimiento.
Haciendo una comparacion entre las dos galletas respecto
a su composicién nutrimental, la diferencia entre ambas
es minima, por una parte la galleta de chipilin presenta
ligeramente mas proteina que la de chaya; sin embargo,
también presenta mayor contenido de grasas, por lo que
un componente complementa al otro.

DISOLUCIONES

HONGOS

ANALISIS GALLETA CHIPILIN GALLETA CHAYA

DISOLUCIONES

Y LEVADURAS

UFC/g= Unidades formadoras de colonias de mohos y levaduras por gramo de alimento en agar papa-dextrosa acidifi-
cado incubadas a 25°C durante 7 dias

CUADRO 2 Andlisis microbiolégicos de hongos y levaduras de galletas de chaya y chipilin.
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ANALISIS GALLETA CHIPILIN Gg;g&"‘
| DISOLUCIONES | NMP/g || DISOLUCIONES | NMP/g |
COLIF. TOTALES I I e | | s
Lo [ o] o] Lo | o | o]
| DISOLUCIONES | UFC/g || DISOLUCIONES | UFC/g |
commmeass || | 1 T [ |
0 0 o 0 0 0

NMP/ g= Numero mas probable de coliformes totales por gramo de alimento en caldo bilis verde brillante incubadas a
35°C durante 48 horas

UFC/ g= Unidades formadoras de colonias de coliformes fecales por gramo de alimento en agar eosina azul de metileno
incubadas a 35°C durante 48 horas

CUADRO 3 Analisis microbioldgicos de coliformes totales y fecales de galletas y frituras de chaya y chipilin.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los
andlisis microbiologicos de la muestra de galleta con
harina de chipilin al 5 % y chaya al 5 % (cuadro 3) se
encuentra que los productos son inocuos para el con-
sumo humano, ya que hay ausencia de microrganismos
patdgenos, lo que con base en las normas de referencia
NOM-112, 113 y 111-SSA1-1994, se sefiala mediante
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) y Numero
mas Probable (NMP).

Resaltando que estos resultados fueron favorables debi-
do alas buenas practicas de higiene en alimento, donde las
hojas fueron lavadas y desinfectadas, todos los materiales
fueron cuidados de estar en condiciones limpias para
reducir el riesgo de una contaminacién cruzada durante
el procesamiento de las harinas no convencionales de
chaya y chipilin. Asimismo, durante la elaboracion de las
galletas se cuidd la limpieza, asi como el almacenamiento
del producto para que estuviera libre de contaminacion.

-
[ Factor 0.471 0.4712 0.583 |
| Error H 102 H 158.058 H 1.5496 H H |
| Total | 103 | 158529 | [ [ |
| | | | H | |
| Factor | N | Media || Desv.Est. | IC de 95% |
| Galleta chaya (5%) | 52 [ 3250 ][ 1186 | (2.908, 3.592) |
| Galleta chipilin (5%) | 52 [ 3385 ][ 1301 | (3.042,3.727) |

CUADRO 4 Andlisis de Varianza aplicado a las galletas con incorporacién de 5% de harina no convencional de chaya y chipilin.

Al realizar las comparaciones en parejas de Tukey con
un nivel de confianza de 95%, se confirmo que no existid
diferencia estadistica significativa entre las muestras de
galletas incorporadas con quelites como se observa en la
figura 1. Lo anterior puede atribuirse a que los atributos

sensoriales de ambas muestras son parecidos, la aparien-
cia de las galletas es similar ya que la coloracioén es verde
y el sabor es ligeramente salado con notas a hierbas, al
igual que el suave aroma a hoja fresca que no resultd
desagradable para los nifios que las evaluaron.
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CONCLUSIONES

Las galletas adicionadas con hojas verdes (chaya y chipi-

lin) son mas ricas en proteinas que las de tipo comercial.

. Zj | Los resultados de la evaluacién sensorial indican que
Ea / los nifios en edad escolar aceptan favorablemente la
" s incorporacion de estas hojas deshidratadas y molidas en

- sus galletas, lo que es de gran beneficio porque es rica en

30 I nutrientes. Esta puede ser una manera de aumentar el con-

29 — sumo y la utilizaciéon de hojas verdes en la alimentacioén
Galleta con'ctaya (5%) Galleta con cipiln (5%) infantil, asi como el aumento del contenido nutricional,

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

por tanto, podrian servir como ingredientes en la formu-
lacion de alimentos para reducir la malnutricion de los

Comparativo con base en Tukey (95%) de las
grupos vulnerables en el estado.

medias obtenidas por las galletas de trigo
HGURAT adicionadas con 5% de harinas no conven-

cionales de chaya y chipilin. REcoNOCIMIENTO
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RESUMEN

Se evaluian y comparan tres métodos de interpolacion de precipitacién que son el Inverso de la Distancia Ponderada, el Kriging Orginario y el Co-Kriging
Ordinario, con el objetivo de proponer un adecuado método para realizar un continuo de precipitaciones en el estado de Chiapas, partiendo de los
valores mensuales obtenidos en 175 estaciones meteoroldgicas distribuidas en el estado durante el afio 2014. Con la ayuda del software ArcGis 9.3,
especificamente con el modulo Analisis Geoestadistico y la extension Asistente Geoestadistico, se evalu6 el método Inversa de la Distancia Ponderada
y se realiz6 el célculo de los valores 6ptimos de potencia y el método estadistico de validacién cruzada, lo que permitio identificar a exactitud que
el modelo predice los valores desconocidos. Para el Kriging Ordinario se estimaron los datos de transformacion y tendencia como ayuda de la apli-
cacion Explorador de datos/ Histograma; se identificé el tipo de transformacion que los datos requieren a partir de la distribucion. Por otra parte con
la aplicacion Explorador/ Analisis de tendencia se identificd la tendencia que sigue la distribucion de los datos. Para el método Co-Kriging Ordinario
se emplearon los mismos datos que para el Kriging Ordinario ademas de emplear la elevacion como variable secundaria. El estudio concluye que el
interpolador que mayor bondad estadistica expone es el Inverso de la Distancia Poderada.

Palabras clave: interpolacion, precipitacion, ArcGis, geoestadistica, estaciones meteoroldgicas.
ABSTRACT

This paper evaluated and compared three methods of interpolation of precipitation that are the Inverse Distance Weighting, the Kriging orginario and
Co-Kriging Ordinary, with the aim of proposing a suitable method for continuous rainfall in the state of Chiapas, based on the monthly values obtai-
ned from 175 weather stations in the state during 2014. With the help of ArcGIS 9.3 software, specifically with geostatistical analysis module and the
Wizard Geostatistical extension, the Inverse Distance Weighted method was evaluated and calculating the optimum values of power and the statistical
method of cross-validation was conducted, which identified how well the model predicts the unknown values. For the Kriging Ordinary data processing
and tendency to help the Explorer application data / Histogram estimated; the type of processing that require data from the distribution was identified.
Moreover with Explorer / Trend Analysis application trend following the distribution of the data was identified. For the Co- Kriging Ordinary method the
same data that were used in the Kriging Ordinary and elevation as a secondary variable. The study concludes that the interpolator is greater statistical
goodness exposes the Inverse Distance weighted.

Keywords: Interpolation, Precipitation, ArcGis, Geostatistics, Weather stations.

INTRODUCCION

os métodos de interpolacion climatica disponibles en

los SIG (Sistemas de Informacién Geografica), en
principio han sido creados para predecir la distribucion
espacial de diversos fenomenos o elementos naturales.
Estos métodos de interpolacion se pueden dividir en dos
grupos especificos: los locales que pueden ser poligonos
de Thiessen e inverso de distancia ponderada (IDP) mé-

todos que han sido de los mas frecuentemente utilizados
en la prediccion climatica y desarrollo cartografico (New
& Hulme, 2000; Vicente-Serrano et al., 2003), y por otra
parte se encuentran los geo-estadisticos que pueden ser
Kriging, co-Kriging y Spline (Vicente-Serrano et al., 2003;
Apaydin et al., 2004; Hong et al., 2005).

En este sentido estos métodos de interpolacion son
utilizados para crear una superficie continua de variables
climaticas como temperatura y precipitacion (Dressler
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et al., 2000), diversos autores han propuesto métodos de
interpolacion, y se han hecho ademas diversos estudios
para tratar de identificar la metodologia que genere el
modelo que mejor se ajuste a la variable precipitacion para
un area determinada. Con herramientas mas avanzadas
como los SIG y la inclusién de herramientas geoesta-
disticas, se han desarrollado nuevas metodologias que
incluyen en el procedimiento de interpolacion variables
topograficas y geograficas como informacién secunda-
ria (Agnew and Palutikof, 2000; Ninyerola et al., 2000;
Marquinez et al., 2003).

Métodos de interpolacién que permiten la interaccion
de datos topograficos y geograficos han sido utilizados
en diversas partes del mundo para generar mapas de
precipitacién (Hevesi et al., 1992; Agnew y Palutikof,
2000; Ninyerola et al., 2000; Daly et al., 2002; Brown y
Comrie, 2002). Estos métodos usan modelos estadisti-
cos multivariados que permiten evaluar las relaciones
de los datos climaticos con las variables geograficas y
topograficas de las estaciones climaticas y su correlacion
espacial (Ninyerola et al., 2000; Browny Comrie, 2002).
Actualmente, la combinacion de modelos de regresion
con métodos geo-estadisticos hace posible el desarrollo de
cartografia climatica con predicciones precisas y minima
varianza espacial (Vicente-Serrano et al., 2003).

En México han sido pocos los esfuerzos realizados
para evaluar la bondad de métodos de interpolacion de
datos climaticos, en este sentido el analisis comparativo
desarrollado por Diaz et al., en 2006, en el que evalud
cuatro métodos de interpolacion para representar espa-
cialmente la precipitacion particularmente en la region de
sotavento y barlovento del Golfo de México!, concluyen
que el método thin plate smoothing spline fue el de mayor
eficiencia. Por otra parte el trabajo de Nufiez Daniel ez al.,
2014 y el trabajo presentado en el congreso internacional de
Ingenieria Geomatica y Topografica por Portales Cristina
etal., 2008 apuntalan la generacion de modelos de regresion
lineal multiple (MRLM) utilizando variables que tienen
alta influencia en la distribucién de la precipitacion.

Considerando lo anterior y ademés de que Ramos
Silvia ez al., 2010 indican que la variabilidad en la distri-
bucidn de las precipitaciones es un comportamiento que
se expresa altitudinalmente en el territorio estatal, el
objetivo de este trabajo es el de proponer un adecuado
método para realizar un continuo de la precipitacién en
el estado de Chiapas, con informacion de 175 estaciones
meteorologicas distribuidas en el estado, para tal efecto

! Se ubica en entre los 19° 55’ 48” y 18° 47’ 24” de latitud norte y los 99° 09’
00” y 96° 03’ 36” de longitud Oeste.

se realizo un analisis comparativo entre los dos métodos
de interpolacién mas utilizados para interpolar precipi-
tacion. Actualmente los métodos de Co-Kriging y de
MRLM (Modelo de Regresion Lineal Multiple) son
métodos que permiten incluir variables que se relaciona
con la precipitacion, de tal forma que Vicente Serrano et
al., 2003 indican que, la combinacién de modelos de re-
gresion con métodos geo-estadisticos como el Co-Kriging
hace posible el desarrollo de cartografia climatica con
predicciones precisas y minima varianza espacial.

MEtopo

El estado de Chiapas se encuentra al sureste de México
y tiene una extension territorial de 73 670 km?, que
representa aproximadamente 3.8 % de la superficie total
del pais, sus coordenadas geograficas extremas son las
siguientes: al norte 17°59’00” y al sur 14°32’00”" de latitud
Norte; al este 90°22’00"" y al oeste 94°14’00”’ de longitud
Oeste (INEGI, 2000). Colinda al norte con el estado de
Tabasco; al este y sureste con la Republica de Guatemala;
al sur y suroeste con el océano Pacifico, y al oeste con
los estados de Oaxaca y Veracruz. (SEGOB CHIAPAS,
2016). La mayor parte del estado esta conformado por
sierras, al sureste se encuentran las mayores altitudes
como el cerro Mozotal con 3,050 msnm y el volcan Ta-
cana con 4,080 metros sobre el nivel del mar (msnm) en
los limites con la Republica de Guatemala, por otra parte,
la region norte del estado presenta lluvias todo el afio, en
el resto de la entidad, abundantes lluvias en verano. La
precipitacion total anual varia, dependiendo de la region,
de 1,200 mm a 4,000 mm (INEGI, 2012).

Para estimar el continuo de precipitacion con los
meétodos de interpolacion de IDP, y Kriging Ordinario,
se utilizaron 175 estaciones meteorologicas distribuidas
en todo el estado, por otra parte, ademas de utilizar las
estaciones, se utilizo la variable altura al aplicar los mé-
todos de Co-kriging Ordinario.

Inversa de la distancia ponderada (IDP). Los con-
tinuos de precipitacién mensual obtenidos a partir del
método IDP se realizaron a partir del programa ArcGis
9.3, especificamente con el modulo Analisis Geoestadis-
tico y la Extension Asistente Geoestadistica, extension
que permite calcular los valores 6ptimos de potencia, y
realizar el método estadistico de validacion cruzada, lo
que permitié identificar lo bien que el modelo predice los
valores desconocidos. Para este caso se consideraron los
valores de potencia y de vecinos que arrojaran datos de la
media cercanos a cero y los valores de desviacion tipica
mas bajos, como se muestra en la Tabla 1.
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Datos ‘ Enero ‘ Febrero ‘ Marzo ‘ Abril ‘ Mayo ‘ Junio ‘
| Potencia || 11476 || 31425 | 27271 | 1326 || 2163 | 36993 |
| Vecinos | 3 || 14 | |6 | w0 | 5 |
| Media || 06601 || 1074 | 05652 | 121 || 24713 | 378 |

Septiembre ‘ Octubre ‘ Noviembre ‘ Diciembre
| Potencia || 32947 | 31516 | | 332600 | 27719 | 25732 |
| Vecinos | 25 | 2 | s | 5 | 2 |
| Media || 09014 || 34711 | 05127 | o004 || 06207 | 09283 |

TABLA 1 Datos de Potencia y Vecinos que generan mejores datos de Media y Desviacion Tipica.

Kriging Ordinario (KO). Con el médulo Analisis
Geoestadistico y la extension Asistente Geoestadistico,
del programa ArcGis 9.3, se desarrollo6 el proceso para
elaborar continuos de precipitaciéon en el estado de
Chiapas, para ello se realiz6 un analisis geoestaditico
previo para determinar los parametros que permitieron

[Frequency*10”
x

FIGURA 1 Histograma de precipitacion media mensual.

obtener continuos de precipitacién con mejor bondad
estadistica. Para el método KO se estimaron los datos de
transformacion y tendencia como ayuda de la aplicacion
Explorador de datos/ Histograma (figura 1); se identifico
el tipo de transformacién que los datos requieren a partir
de la distribucion.

—
T ———

T e ———

AN

FIGURA 2 Gréfico de tres dimensiones.

Por otra parte con la aplicacion Explorador/ Analisis de tendencia (figura 2) se identificé la tendencia que sigue

la distribucion de los datos, de tal forma que los datos de transformacion y tendencia de cada mes se representan
en la tabla 2.

— [owe [ ro [ wiar | anr [wav [oun | oo [aco | sep [ ocr [ vov | pic |

Transformacion || None Log Log Log Log Log Log Log Log Log Log Log
Tendencia 3er 3er 3er 3er 3er 3er 3er 3er 3er 3er 3er 3er
Orden | Orden || Orden || Orden || Orden || Orden || Orden || Orden || Orden || Orden || Orden || Orden

TABLA 2 Ajuste estadistico de los datos de transformacion y tendencia de precipitacién por mes.



Revista de Ciencias de la UnicacH

Fue necesario definir si los datos mensuales presentaban Anisotropia o Isotropia, en este sentido se definié que
enero, marzo y noviembre presentan Isotropia, mientras que el resto de los meses presentan Anisotropia. Por otra
parte, es necesario determinar el modelo que mejor se aproxime a la varianza de los datos mensuales, esto se realizo
con la aproximacion de la meseta parcial al valor de la varianza de cada mes, el modelo con mejor aproximacién para
cada mes se representa en la tabla 3.

‘Clrcular H 1054.4 H 0205 |[0.2025 || 0137 | o0.0346 H 0.0208 ][ 0.032599 H 0.04022 || 0.04245 H 0.08537 H 0.1369 H 0.2688

[ Estérico [ 10103 ][ 017981 |[ 01843 | 0125 | 0.02697 || 00183 ][ 0.031314 || 0.038095 | 00398 ][ 0.08004 || 01256 [ 0.20489 ‘
| Tetraestérico || 984.52 || 0.4258 || 0.1683 || 0116 | 0.05215 || 0.016242 || 0.030329 || 0.036494 || 0.03779 || 007499 | 01185 || 5.5007 |
| Pentaesférico || 936.09 || 0.1742 || 01539 || 0108 || 175807 || 0.013604 | 002952 || 0.035188 || 0.03598 || 007088 | 01121 || 362207 |
| Exponencial || 1138.1 || 0.2928 || 0201 || 0.156 || 1.41807 || 0.019009 || 0.038643 || 0.046193 || 0.04613 | 0.09682 | 01568 || 29907 |
[Gausiano || 993.19 || 0.1823 || 084 || 012 | 0.030824 || 0.017908 || 0.028172 || 0.034901 || 0.03843 || 0.0774 | o.miss || 022815 |

[ Cuadraico || 896.83 || 0.4795 || 0157 || 0137 | 223807 || 163608 || 009699 | 0.034109 || 0.03463 |[ 008019 [ 012 || 0.37376 |

| Becto Agujero || 631.04 || 0.2067 || 076 || 0.159 | 0.001146 | 0.0060623 || 0.016744 || 0.0200007 || 0.02235 || 0.04142 | 0.06034 || 022022 |

[ K-Bessel | 96817 || 01834 || 0176 || 01164 | 0.029125 || 0.017438 || 0.027789 || 0.034341 || 0.03776 | 0.07449 || omist | 026703 |
[ 1-Bessel | 73159 || 0.0094 || 0.005 || 0.0006 || 0.00042 || 0.000002 || 0.0053381 || 0.0025431 || 0.02632 | 0.0002 || 0.001854 | 0.037744 |
[ Bstable | 9744 | ous2s |[ 0838 || o119 | 0.000614 || 0.017907 | 0.008114 || 0.034773 || 0.03834 | 00761 || 011838 | 028612 |
[varianza | 463693 | 225 | 122 |[ 0s6 |[ 03t | oas | oas | eas | oas | oas || ooa | 23 |
[ DEsvIACION || 68.095 || 1.5003 || 1.1066 |[ 0.80966 || 0.55843 | 0.38815 || 04256 || 0.4208 | 042802 | 08966 || 0.97006 | 15253 |

TABLA 3 Aproximacion de los valores meseta parcial a los valores de varianza de cada mes.

Posteriormente se realizé el ajuste de numero de vecinos y tipo de sectores que genera mejor valor de media cuadra-
tica estandarizada (valor que debe de ser cercano a uno). Y finalmente se realizo el calculo de confiabilidad (tabla
4). A partir de estos datos se gener6 el continuo de precipitacion del estado de Chiapas para cada mes.

Parametro Febrero Junio
| Mediacuadratica | 3857 || 5712 | 3996 || 416 | 7347 | 1043 |
| Error promedio estandar | 3545 || 1804 | 8716 || 4905 | 7494 | 1008 |
Media cuadritica estan- |} 57 0.914 0.76 0.8427 0.8466 0.9777
darizada
Confiabilidad 48.97 91.81 97.16 97.27 93.53 94.82

Media cuadrética H 99.75 110.1 122.3 138.1 169.7
\ Error promedio estandar | 98.27 H 106.8 H 118.9 H 153.4 H 193.6 H 269.7 \
Media C;aﬁiféﬁca estan- - 0.9977 1.006 0.9648 0.9047 0.9735 1.038
arizada
| Confiabilidad | 9225 || 9313 | 9368 || 9825 | 9606 | 587 |

TABLA 4 Resultados estadisticos de cada mes con el método KO.
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Co-Kriging Ordinario (CKO): Con el modulo de la misma forma que los de precipitacion, resultando
Analisis Geoestadistico y la extension Asistente Geoes-  que los valores de elevacion no requieren transforma-
tadistico, del programa ArcGis 9.3, se realizo el proceso  cion y la tendencia es de segundo orden. Los datos de
para elaborar continuos de precipitacion en el estado  Anisotropia o Isotropia, presentan el mismo patron que
de Chiapas aplicando el método CKO, los parametros  los considerados en el KO y ademas se determinaron los
estadisticos transformacion y tendencia para los datosde  modelos que mejor se ajusta para cada mes aplicando los
precipitacion son los mismos utilizados con el método  criterios considerados en el andlisis del KO los resultados
KO, mientras que para los datos de elevacidén se evaluaron ~ se muestran en la tabla 5.

[ Gircuar [ 45367 || 1.959 H 1311 H 0.764 H 1.0331 \ 0.53634 || 0.25682 H 033489 || 0.1348 H 0.16473 H 083101 || 54363 |
[ Estérico [ 5906 | 3013 |[ 1845 || 1267 || 12389 |[0.82766 || 033027 [ 04995 | 02120 | 0335 | 13216 H 22883 |
[ Temaesterico || -s9.64 | 74.325 [ 2374 || 1691 | 13905 |[087231 || 08996 || 02364 || 02779 | 0a7s08 | 15807 | -0.0003 |
[ Pentaesterico || -77.77 || 38 |[ 2625 || 2037 || oooo1ss || 074531 [ 043101 | o7mis7 |[ 03273 | o115 |[ 19008 | 000015 |
[ Exponencial || -207.67 || 10.123 || 5.627 || 638 || -0.0001516 || 14069 [ 073459 || 13404 || 07486 | 11299 |[ 40806 | -0.0002 |
[ Gausiano [ 11136 || 25 ][ 0424 ][ 0542 || 089865 | 043466 | 0088738 || 020532 |[ 00578 007059 [ 02001 | 42323 |
[Cusgratico || -207.21 [ 4865 |[ 0.424 |[ 8513 || -0.000239 | 000025 [ 0s1a14 | 13161 |[ 00425 | 17679 |[ see0s | 36021 |
[ Efecto Agujero || -6.8854 || 8374 | 6.224 [ 0321 || 1007 | 64419 [ 0091127 |[ 012503 || 00657 [ 01033 [ 02853 | 17962 |
[ KBessel [ 18588 || 3224 |[ 043 ][ 07681 || 11se2 [[o59857 [ 014499 || 030667 [ 00714 [[0.1939 |[ 047681 | 2234 |
[ 1Bessel [ 1a1r |[30.57 |[ 2256 || 79632 || e1sse [[0.44331 || 28837 | 09023 | 01037 | 39792 | 13263 | 34809 ]
| Estable | 16118 || 2.497 || 0437 | 056025 | 086976 || 0.43438 || 0.090573 || 020881 || 00557 [ 0.09076 || 030957 [ 25593 |
[varianza | 45367 | 1959 || 1311 || 0764 || 10331 [[o53634 | 025682 || 033489 | 01348 [[0.16473 || 03100 | 54363 |
[ DESVIACION || -59.06 || 3013 || 1845 || 1267 || 12389 [ 08276 | 033027 || 04995 | 02120 | 0335 || 13216 | 22883 |

TABLA &5 Aproximacion de los valores meseta parcial de cada mes con el método CKO.

Se realizé el ajuste de nimero de vecinos y tipo de sectores que genera mejor valor de media cuadratica estandariza-
da, y ademas los datos de confiabilidad que se presentan en la tabla 6. A partir de estos datos se genero el continuo
de precipitacion del estado de Chiapas.

‘ Media cuadratica 41.02 75.9 39.96 53.41 96.56 115.8
‘ Error promedio estandar H 41.2 H 221.2 H 87.16 H 54.58 H 82.65 H 105.8 ‘
| Media cuadratica estandarizada H 0.9904 H 0.9548 H 0.76 H 0.9517 H 0.9369 H 1.006 \
| Confiabilidad 462 90.59 97.16 97.202 90.38 94.54
‘ Media cuadratica 105.2 117.3 1344 164.8 149.1 117.5
‘ Error promedio estandar H 102.9 H 113.6 H 123 H 156.5 H 158.5 H 290.9
| Media cuadrética estandarizada || 1001 || 09998 || 1001 | 09521 | 09414 | 1158 |
| Confiabilidad | 9264 | 9312 | 9356 || 9824 | 95 | 202 |

TABLA 6 Resultados estadisticos de cada mes con el método CKO.
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REsuLTADOS

Para evaluar la bondad de los continuos de precipitacion
en términos estadisticos y de distribucion de la precipi-
tacion, se realizo la validacion cruzada con ayuda del
asistente geoestadistico del software ArcGis 9.3. Los
datos estadisticos calculados para la evaluacion son
el coeficiente de determinacion (R?), el error medio
cuadratico (RMSE) y el error medio absoluto (MAE)
(Vicente-Serrano et al., 2003).

Las siguientes graficas representan el comportamiento
y tendencia de las pruebas estadisticas aplicadas a los
continuos de precipitacién mensual obtenidos con los
métodos IDP, KO y CKO. En la figura 1, se observa que
los resultados de la prueba R? indican que el método que
tiene un mejor acercamiento a uno es el método IDP, y
el método de menor acercamiento es el método CKO.
En la figura 2, se observa que en los datos generados con
la prueba EMC, el método de interpolacién que genera
datos mas bajos (cercanos a cero), es el IDP y finalmente
en la figura 3, se observa que de los datos estadisticos ge-
nerados con la prueba EMA. El método de interpolacion
que mejor se aproximan a cero es nuevamente el IDP,
de tal forma que para las tres evaluaciones estadisticas
el modelo que mejor bondad estadistica presenta es el
Inverso de la Distancia Ponderada.
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FIGURA 1

Datos obtenidos con la prueba Coeficiente de
Determinacion.
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FIGURA 2 Datos obtenidos con la Error Medio Cuadratico.

Error Medio Absoluto

120

80 I\/IQ
. /——f \\\

N\

\

o W/

1 2 3 4 5 6 7 8 9

FIGURA 3

La figura 4 presenta la distribucion del continuo de
precipitacion anual en el estado de Chiapas, en donde
se puede observar que la zona con menor precipitacion
anual es la depresiéon central del estado, las zonas en
donde existe mayor precipitacion anual es la parte norte
y la region del Soconusco.

10 11 12

Datos obtenidos con la prueba Error Medio
Absoluto.
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CONCLUSIONES

En este trabajo analizaron tres métodos de interpolacion
para obtener continuos de precipitacion para el estado de
Chiapas. En primer lugar, se determinaron los parametros
que aseguraban un mejor acercamiento en el continuo de
precipitacion segun los criterios estadisticos antes mencio-
nados. En segundo lugar, se calcularon los modelos y se
estadisticamente a través de la validaciéon cruzada. Para
el modelo CKO se afiadi6 como variable secundaria los
valores de elevacion. Las conclusiones que se derivan del
analisis se pueden resumir en estos puntos:

1. El método de interpolacion Inversa de la Distancia
Ponderada, que ha sido tradicionalmente utilizado para la
interpolacion de datos de precipitacion, ha proporcionado
mejores precisiones en cada mes, que los métodos geo-
estadisticos, y por tanto se recomienda seguir aplicando
este método para el estado de Chiapas.

2. Elmétodo CKO mostro deficiencias con la variable
secundaria seleccionada (altura), para lo que se reco-
mienda realizar pruebas con variables como temperatura,
cercania a costas y variables geograficas.

3. Finalmente, es recomendable realizar Modelos de
Regresion Lineal Multiple, con los ajustes estadisticos
necesarios y evaluar su bondad para la generacién de
continuos de precipitacion del estado de Chiapas.
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RESUMEN

Los lixiviados son liquidos altamente contaminados y dificiles de tratar. En este trabajo se presenta la aplicacion del proceso Fenton para el tratamiento
de lixiviados provenientes del relleno sanitario de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, los cuales fueron previamente tratados por un biorreactor semiaerébico.
Las variables ensayadas para el proceso fueron el pH (2.5, 3.5 y 4.5) y relaciones molares [H,0,l/[Fe*]] (2, 3 y 4). El mejor tratamiento para una hora de
reaccion fue obtenido bajo las condiciones de pH 3.5 y relacién molar [H,0,]/[Fe*]] de 2, donde se alcanzaron remociones por arriba del 50% para DQO
y mas del 90% para color. De acuerdo al andlisis estadistico (ANOVA) de los resultados, no se observaron diferencias significativas en una relacion molar
de 2y pH de 4.5, siendo este ultimo el mas recomendable por requerir un menor consumo de reactivos ante un posible escalamiento.

Palabras claves: DQO, Fenton, lixiviados de rellenos sanitarios, procesos avanzados de oxidacion.
ABSTRACT

The landfill leachate is a liquid highly contaminated and difficult to treat. This paper present the application of Fenton process for the treatment of
leachate from the landfill in Tuxtla Gutierrez, Chiapas; which they were pretreated for semi-aerobic bioreactor. The process variables were tested for pH
(255, 3.5 and 4.5) and molar ratios [H,0,/[Fe*’] (2, 3 and 4). The best treatment for one hour of reaction was obtained under the conditions of pH 3.5 and
molar ratio [H?0%/[Fe*?] 2, where removals were reached above 50% for COD and 90% for color. According to statistical analysis (ANOVA) of the results,
no significant differences were observed in a molar ratio of 2 and pH 4.5, the latter being the most recommended by requiring lower consumption of

reagents to a possible escalation.

Keywords: advanced oxidation processes, COD, Fenton, landfill leachate.

INTRODUCCION

La creciente generacion de residuos solidos es atribuida
al crecimiento industrial y comercial acelerada por la
obsolescencia de los productos y una tendencia general de
la sociedad por el despilfarro, ha llevado a los municipios
tener que gestionar grandes cantidades de residuos solidos
(Renou ez al., 2008; Ahmed y Lan, 2012).

En la mayoria de los paises los rellenos sanitarios
son, actualmente, la forma mas comun para disponer los
residuos solidos urbanos (RSU) (Xie et al., 2010). Estudios
comparativos sobre los diversos medios de eliminacién de
RSU (deposito en vertederos, incineracidén, compostaje,
etc.) han demostrado que el mas barato, en términos de
costos de explotacion y de capital, es el relleno sanitario
(Renou et al., 2008). Dentro de un relleno sanitario se

generan liquidos nocivos como resultado de la percola-
cion del agua de lluvia a través de los residuos solidos,
extrayendo y llevando consigo varios materiales conta-
minantes, produciendo un agua residual muy compleja,
conocida propiamente con el término /ixiviado (Fernandes
etal., 2015). Varios tipos de contaminantes pueden ser en-
contrados en estos liquidos, tanto de naturaleza organica
como inorganica; algunos de ellos refractarios y toxicos,
como los metales pesados.

En general, como se muestra en la tabla 1, los lixi-
viados pueden ser clasificados como: jovenes (menor a
5 afios), intermedios (entre 5 y 10 afios) y estabilizados
o maduros (mayor a 10 afios) (Foo y Hameed, 2009).
Aunque el contenido organico declina dramaticamente
con el tiempo, la mayor fracciéon orgadnica en un lixivia-
do maduro se vuelve gradualmente refractaria (Deng y
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Ezyske, 2011). Definitivamente la tecnologia utilizada
para el tratamiento dependerd de la biodegradabilidad y
el volumen de los lixiviados, asi, para materia organica
que se degrade facilmente, como acidos grasos volatiles,
podrian eliminarse de manera eficiente por los procesos
de tratamiento biologico tradicionales, sin embargo,
presenta algunos inconvenientes operacionales como la
formacion de espuma, la toxicidad de metales, la defi-
ciencia de nutrientes y sedimentacion de lodos (Oulego
etal., 2016), pero esto no impide que deje de ser la mejor
opcion de tratamiento para lixiviados jovenes.

En lo que respecta a lixiviados maduros, los procesos
fisicoquimicos son la mejor opcioén de tratamiento como
primera etapa, 0 como una etapa de refinamiento para un
lixiviado tratado biologicamente (Kurniawan ez al., 2006).
Dentro de esta gama de procesos se encuentran los de
oxidacion avanzada, los cuales implican la generacion del
radical hidroxilo, uno de los radicales libres mas reactivos
y con alto potencial de oxidacion (HO« + H* + ¢ — H,O;
E® = 2.33 mV) (Lopez et al., 2004), con capacidad para
oxidar casi todos los contaminantes organicos, muchos
de ellos hasta su mineralizacion.

Los procesos avanzados de oxidacién (PAO) general-
mente se aplican acompafiados de otros procesos, bien
sean biologicos o fisicoquimicos, dado que si se aplican
como Unico proceso de tratamiento, podria resultar cos-
toso en términos econémicos (Morais y Zamora, 2005)
y en muchos casos no cumplir con los limites maximos
permisibles de contaminantes. Muchos sistemas se
pueden clasificar como PAO y la mayoria de ellos uti-
lizan una combinacién de: dos oxidantes (O, + H,0,);
catalizador mas oxidante (Fe>* + H,0,); oxidante mds
irradiacion (H,O, + UV); oxidante mas foto-catalizador
(H,O, + TiO, mas Av); oxidante mas ultrasonido (H,O,
+ ultrasonido), siendo una caracteristica comun de
estos sistemas la gran demanda de energia eléctrica,
especialmente en dispositivos como ozonizadores,
lamparas UV, ultrasonido, lo que se traduce en mayores
costos de tratamiento (Lopez et al., 2004), a excepcidén
del proceso Fenton, que no demanda energia eléctrica
para su fucionamiento, mas que solo la necesaria para
la agitaciéon del medio.

El proceso Fenton tipico incluye cinco etapas: acidi-
ficacién, oxidacion, neutralizacion, coagulacion/ flocu-
lacion y separacion del sobrenadante (Gogate y Pandit,
2004). Este proceso ofrece ventajas como: (I) el bajo costo
y la nula toxicidad del hierro y el per6xido de hidrogeno,
(IT) no hay ninguna limitacion de transferencia de masa
debido a su naturaleza catalitica homogénea, (IIT) no
se utiliza una fuente de energia como catalizador, (IV)

el proceso es tecnologicamente sencillo (Lépez et al.,
2004). En la actualidad, la capacidad de tratamiento de
lixiviados provenientes de rellenos sanitarios, sin ningun
tipo de tratamiento previo, por el proceso Fenton ha sido
ampliamente investigado (Deng, 2007; Hermosilla ez al.,
2009; Wang et al., 2009; Singh y Tang, 2013; Singh et al.,
2013). En relacién con lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue evaluar la efectividad del proceso Fenton en
la remocién de contaminantes organicos de lixiviados
pretratados, provenientes de un biorreactor semiaerobico
empacado con residuos solidos de edad avanzada.

Parametro Joven
[Edad(Ados) | <5 || 510 [ >10 |
|pH | <65 | 6575 | >75 |
[DBO/DQO | 051 | 0105 [ <01 |
[DQOmg/L | >10,000 /4,000-10,000 ] <4,000 |
INH-Nmg/L | <400 | NA | >400 |
‘Metales pesados H Baja-medio H Baja H Baja ‘
| Biodegradabilidad | Alta | Media | Baja |

N.A.—No aplicable

Clasificacion y composicion tipica de los lixi-
viados de relleno sanitario (Adaptado de Foo
y Hameed, 2009)

TABLA 1

MATERIAL Y METODOS

Caracterizacion del lixiviado pretratado

Las muestras de lixiviado crudo fueron recolectadas
del relleno sanitario del municipio de Tuxtla Gutiérrez,
ubicado en el predio San Francisco Tucutzano en las
coordenadas geograficas 16°40°7.57” de latitud norte
y 93°11°47.36” de longitud Oeste. El lixiviado crudo
fue tratado inicialmente por un proceso bioldgico, cuyo
efluente fue caracterizado con los parametros y las téc-
nicas sefialadas en las normas mexicanas, mostrados en
la tabla 2.

Procedimiento experimental

Considerando lo sefialado por diversos autores (Lopez et
al., 2004; Deng, 2007; Méndez et al., 2010; Xie et al., 2010;
Mohammad et al., 2012) se establecieron las relaciones
molares [H,O,]/[Fe*?] y los valores de pH, bajo un disefio
experimental de 3? con un total de nueve tratamientos
y tres repeticiones en cada uno de ellos tal y como se
muestra en la tabla 3.



Durante todos los ensayos se fijo la concentracion del
catalizador (Fe*?) a 700 mg/L. Los reactivos utilizados
en el tratamiento fueron FeSO,7H,O como catalizadory
H,0, al 30% como agente oxidante. Todos los productos
quimicos fueron grado analitico (Reactivos J. T. Baker).
Para determinar el tiempo de reaccion, se realizaron dos
ensayos a diferentes tiempos: 1 y 1.5 horas.

Parametros ‘ Normatividad aplicada ‘
Demanda quimica de NMX-AA-030/2-
oxigeno (mg/L) SCFI-2011

Alcalinidad (mg CaCO,/L) || NMX-AA-036-SCFI-2001 |

|

| Color (Pt/Co) | NMX-AA-017-1980 |
| pH | NMX-AA-008-SCFI-2011 |
| Conductividad (uS) | NMX-AA-093-SCFI-2000 |

TABLA 2 Parametros medidos y normas aplicadas

Relacion molar [H,0,)/[Fe™] || 25 | 35 || 45

| |
| 2 | |12 | 715 |
| 3 | T4 | 75 || T6 |
| 4 77 | 78 | 9|
Diseno experimental 3 para el proceso Fenton
Tratamiento Fenton

El tratamiento Fenton para el lixiviado pretratado se co-
rri6 a temperatura ambiente acorde a las siguientes etapas:
Acidificacion. Ellixiviado fue acidificado con H,SO, al
10%. (2) Oxidacién. Los ensayos se realizaron en una prueba
de jarras (Phipps y Bird modelo PB-700) con un volumen
de 150 ml por cada repeticion. Se adiciono el catalizador,
seguido del agente oxidante. La etapa de oxidacion se llevo
a cabo a 120 rpm por 1 hora. (3) Neutralizacion. La neu-
tralizacion de la muestra se realizé6 con NaOH 1.5 M. (4)
Coagulacién/ Floculacién. Se realizé por un tiempo de 20
min a 30 rpm. (5) Sedimentacién. Se dejo reposar la muestra
por una hora para permitir la sedimentacién de los floculos
formados y se decant6 para separar el sobrenadante.

Se obtuvieron las eficiencias de remocion de color y
DQO considerando la ecuacién 1. La determinacién de
1la DQO sellevo a cabo con el método de tubo sellado con
espectrofotometria (HACH DR600) de acuerdo a la nor-
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matividad mexicana (NMX-AA-030/2-SCFI-2011). El
color fue determinado mediante el método estandar pla-
tino cobalto con un colorimetro marca HACH DR/890.

., VoV,
Ecuacion 1 ol —— %100
VO
n= Eficiencia
V,= Valor inicial

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en los ensayos para determinar
el tiempo de reaccion 6ptimo fueron analizados estadis-
ticamente con apoyo del Sofware Rstudio version 3.2.1
y los obtenidos con el proceso Fenton en el programa
Statistica version 7.0, en ambos se realizaron pruebas de
normalidad, posterior analisis ANOVA con un valor de
significancia de p < 0.05 y con la prueba de Turkey para
el software Statistica y la prueba Shapiro Wilk y T-student
en Rstudio. De igual manera se realizaron graficas bifacto-
riales en el Software Sigma Plot para evaluar la influencia
de los factores de estudio sobre las variables de respuesta.

ResuLtADOS

Caracterizacion del lixiviado

El lixiviado tratado con un reactor bioldgico tenia una
carga organica cercana a los 1000 mg/L de DQO, por
lo que fue necesario un tratamiento adicional antes de
su descarga o retso. La carga organica y la baja biode-
gradabilidad del liquido, justificaron la aplicaciéon de un
proceso avanzado de oxidacion, en este caso, el proceso
Fenton (tabla 4).

V = Valor final

Valores promedio
(£ Desviacion estandar)

Propiedad

Lixiviado pretratado
biologicamente

Demanda quimica de

oxtaeno (me/L) 918.75 + 20.43
| Alcalinidad (mg CaCO3/L) || 320.00 + 52.92 |
| Color (Pt/Co) | 1063.33+57.74 |
|pH | 8.01 +0.24 |
| Conductividad (uS) | 2744 +2.16 |

Caracteristicas fisicoquimicas del lixiviado
pretratado biolégicamente

TABLA 4
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Establecimiento del tiempo de reaccion

El tiempo de reaccion es una de las variables importantes
para la optimizacién de la prueba Fenton; para determi-
nar este tiempo, se trabajé con el tratamiento 1 por tripli-
cado. La primera prueba se realiz6 a 1 hora de reaccién
y para la segunda prueba el tiempo de reaccién fue a 1
hora y media. Los resultados se presentan en la tabla 5.

Tratamiento 1 Tratamiento 1
1 hora 1:30 hora
mg/L remocion mg/L remocion
[ A | anzs || ssaow || doise2s || se20% |
[ B 953125 || se3a% || 4125 | ssa0% |
[ ¢ | 4234375 | s3o1% || 4203125 | sa25% |
| Promedio || 418489583 || 54.45% || 411.458333 || s5.2% |

TABLA 5 Pruebas a diferentes tiempos de reaccion

Los resultados obtenidos se analizaron estadisti-
camente en Rstudio y no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos tratamientos
(p=0.3409), por lo que el tiempo establecido para la rea-
lizacion de las pruebas fue de 1 hora. Desde un punto de
vista econdémico, se ha demostrado que operar con altos
tiempos de residencia no es viable (Mufioz et al., 2005);
de hecho, con bajos periodos de reaccion se consiguen
buenos niveles de degradacién de contaminantes en
comparacion con otros procesos de oxidacion quimica
(Esplugas et al., 2002; Burbano et al., 2008).

Proceso Fenton

El pH es una de las variables mas significativas en el
proceso Fenton. Para el caso del estudio, las mayores
remociones se tuvieron a valores de pH 3.5 (figura 1),
coincidiendo con el rango reportado (2.4-4) por diversos
autores (Duran-Moreno et al., 2011; Pignatello ez al., 2006;
Xu et al., 2004, Zazouli et al., 2012).

La relacién molar H,0,/ Fe** depende del tipo de
contaminante que se pretenda remover (Rubio-Clemente
etal., 2014). Para este estudio las relaciones molares de 2
y 3 presentes en los tratamiento 2, 3 y 4 presenta la mayor
eficiencia de remocion de DQO (figura 3), pero entre las
relaciones molares de 2 y 3 no existen diferencias estadis-
ticamente significativas (figura 2). Es de esperar que la
velocidad de degradacion de las moléculas organicas sea
mayor a medida que aumenta la concentracién del oxi-
dante y del catalizador; sin embargo, grandes cantidades

de H,0, y de Fe** limitan el porcentaje de degradacion
del contaminante, ya que se favorecen las reacciones
secundarias (Rubio-Clemente et al., 2014).

Respecto al tiempo de sedimentacion en el proceso,
este tuvo que ser modificado de 1 hora a 24 horas, debido
a que los lodos obtenidos eran poco densos y por con-
siguiente dificiles de remover por accion de la gravedad
(Méndez et al., 2010).

Remocion de color y DQO

Para el caso de agua residual como los lixiviados de re-
llenos sanitarios, el color es un parametro que refleja en
buena medida el grado de contaminacion por compuestos
de naturaleza organica y que generalmente se relaciona
con las concentraciones de DQO encontradas. Los re-
sultados presentados en las figuras 1 y 3, muestran una
eficiencia de remocion en color entre 90-96%.

La DQO representa el grado de contaminacién de
nuestro influente, es un parametro importante para deter-
minar la cantidad de contaminacion organica en el agua
(Gibbs, 1979; Boyles, 1997; Hasan ez al., 2012) y de gran
importancia en el proceso Fenton (Bianco et al., 2011).
Los resultados obtenidos indican remociones de DQO
por encima del 50%, observando la mayor remocion
(78.97%) bajo las condiciones de pH 3.5 y una relacién
molar [H,0,]/[Fe**] de 2 (figuras 2 y 3).

En general, las eficiencias obtenidas son altas compa-
randolo con lo obtenido por Wang et al. (2009), quienes
reportan una eficiencia en el proceso Fenton del 56% de
remocion de DQO con lixiviados pretratados.
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Analisis estadistico

Realizando un analisis ANOVA, se encontrd que los
tratamientos con mejores remociones (T2, T3 y T4) no
tienen diferencias estadisticamente significativas. Por tan-
to, cualquiera de los tres tratamientos tiene una eficiencia
aceptable en la remocion de la carga organica para un
lixiviado con estas mismas caracteristicas.

uoIo01
Oloowsy ap %

Eficiencias de remocion de DQO.

CONCLUSIONES

Los resultados indicaron que las mejores eficiencias de
remocion en DQO (78.97%) se obtuveron bajo las con-
diciones del tratamiento T2, en este caso, relacion molar
[H,0,]/[Fe*] de 2y pH 3.5. Aunque de acuerdo a la prue-
ba ANOVA, no hubo diferencias significativas con el T3,
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Annonaceae: relevancia biologica de sus atributos quimicos

a familia Annonaceae, pertenece al orden Magnolia-

les que agrupa angiospermas antiguas, dentro de éste,
tiene el mayor numero de especies y es la mas reciente
desde el punto de vista evolutivo, de modo que esta for-
mada por organismos cuyo origen data del Cretacico,
aunque también tiene géneros mas recientes.

Las especies de Annonaceae también se caracteri-
zan porque su metabolismo secundario esta referido
principalmente a la biosintesis de moléculas como las
acetogeninas, sustancias restringidas a la familia y los
alcaloides de origen bencilisoquinolinico (abundantes
en especies del antiguo complejo Ranaleano), ademas
de aceites esenciales y terpenos. La presencia de estas
moléculas parece estar relacionada con el desarrollo
fenoldgico de las plantas y/o con el establecimiento de
mecanismos de respuesta a las interacciones con factores
bioticos y abidticos.

El género tipo es Annonay algunos miembros de éste,
tienen frutos comestibles bastante apreciados como la
guanabana (4. muricata), el saramuyo (4. squamosa), la
chirimoya (4. cherimolia) y la papausa (4. macroprophy-
llata). Otros, como la anona amarilla (4. lutescens) y la
chincuya (4. purpurea) solo se consumen en las localida-
des donde se presentan de forma natural.

Se ha reportado la toxicidad de varias especies de
Annona y algunos usos medicinales en diferentes cultu-
ras, y entre los metabolitos secundarios que les confieren
estas propiedades estan los mencionados alcaloides y
acetogeninas.

En Chiapas, en el Laboratorio de Fisiologia y Quimi-
ca Vegetal de la UNICACH se han realizado investigacio-
nes sobre alcaloides y acetogeninas con especies nativas
del género Annona (A. lutescens, A. macroprophyllata, A.
purpurea’y A. muricata). Los trabajos realizados se agru-
pan en dos vertientes: 1) el aislamiento de compuestos
y la determinacion de sus actividades biologicas y 2) la
modulacién fenoldgica y ecoldgica de su presencia. La
primera ha implicado el descubrimiento del potencial
antimicrobiano, antifiingico, insecticida y citotoxico de

Alma Rosa Gonzalez Esquinca

estas moléculas, asi como su actividad inhibitoria sobre
células tumorales humanas y la actividad ansiolitica de
los alcaloides aislados.

En la otra vertiente, se han aislado y llevado a cabo
estudios de distribucién en la planta de estos compuestos
en arboles adultos en fructificacion, evaluando su respues-
ta a diferentes condiciones edafoclimaticas. También se
ha realizado el seguimiento de estos compuestos en las
diferentes etapas de la germinacion y en plantulas. De
este modo se establecieron algunas relaciones entre el
desarrollo temprano de A. macroprophyllata, A. lutescens,
A. muricata y A. purpurea y los alcaloides que producen,
entre lo mas significativo se encontr6 que 1. Estas mo-
léculas no se biosintetizan durante la organogénesis de
las semillas; 2. La biosintesis de ellas inicia muy tempra-
namente durante la germinacién; 3. El perfil quimico
se enriquece en cada 6rgano a medida que la plantula
completa su desarrollo.

También se conocio que algunos alcaloides solo de-
penden de la movilizacion de reservas acumuladas en las
semillas y que otros, sin embargo, solo se biosintetizan
cuando la plantula se vuelve fotosintética; que las semillas
asignan parte de su material de reserva para la produccion
de sustancias antimicrobianas y que la biosintesis de esta
molécula esta involucrada en la respuesta de la planta
hacia patogenos y por tanto, es probable que sea parte del
mecanismo de defensa temprano (De la Cruz etal., 2011),
que implica una estrategia de sobrevivencia de la especie.

En cuanto a las acetogeninas, éstas se biosintetizan
durante la organogénesis de las semillas, ademas de que
estan presentes en varias partes de la planta y su concen-
tracion varia durante el desarrollo.

Este contraste entre la expresion genética que lleva a
la biosintesis de alcaloides y acetogeninas esta regulado
organo especificamente y asociado a los cambios feno-
logicos y fisioldgicos, que responden tanto al programa
genético como a los factores ambientales. Por ejemplo,
el aumento exponencial del contenido del alcaloide lirio-
denina en raices en la temporada mas severa del estiaje.
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Ahora, se incursiona en las relaciones que establecen
estos compuestos con los procesos fotosintéticos, enzi-
maticos, de estrés hidrico y nutricion mineral i situ 0 en
condiciones controladas.

En particular, este tipo de estudios ademas de pro-
porcionar informacion cientifica basica, permite escoger
los mejores momentos y o6rganos para la obtencion de
moléculas con potencial biotecnologico referido, como
compuestos ansioliticos en colaboracion con el Bioterio
de nuestra Universidad y de la UNACH; antiproliferati-
vos y antitumorales en colaboracién con el Laboratorio
de Biologia Molecular y Genética y antibacterianos,
antifingicos, insecticidas y citotoxicos.

Los trabajos que a continuacién se describen son una
muestra de los presentados en el Simposio ANNONACEAE:
RELEVANCIA BIOLOGICA DE SUS ATRIBUTOS QUI-
MICOS. Organizado por el Cuerpo Académico Recursos
Fitogenéticos y Sustentabilidad en Chiapas que se realizd
el 8 y 9 de septiembre de 2016. Se encuentran dos arti-
culos de revisién que compendian la informacién sobre
la presencia de las especies de esta familia en México y
de Bephrateloides, avispa barrenadora de las semillas de
anondceas; otros dos trabajos estan referidos a la actividad

depresora de extractos alcaloidales y de extractos acuosos
frente a E. coli, dos mas a la actividad inhibitoria del alca-
loide liriodenina sobre células neoplasicas de mama y la
actividad inhibitoria de la acetogenina Rolliniastatina-2
sobre protoplastos de bacterias. Finalmente un estudio
sobre la induccién fingica de acetogeninas y alcaloides
y las defensas quimicas durante las primeras etapas del
desarrollo de 4. macroprophyllata.

Annonaceae en el mundo
http://www.mobot.org/mobot/research/apweb/maps/
annonaceae.gif
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RESUMEN

Las plantas de la familia Annonaceae estan ubicadas en el Orden de las Magnoliales y su distribucién es pantropical, aunque mayormente son neo-
tropicales. En este articulo se sistematiza la informacion de los géneros y especies en México, encontrada en diversas bases de datos. En el territorio
nacional se encuentran 60 especies ubicadas en 12 géneros, y mayormente distribuidas en el centro y sur del pais. Una tercera parte de las anonaceas
son endémicas, incluyendo el género Tridimeris. Nueve anondaceas estan en la lista roja de la UICN. Chiapas alberga 9 géneros y 37 especies, nueve
endémicas.

Palabras clave: diversidad, endemismo, listado de plantas.
ABSTRACT
Annonaceae species are placed in the Magnoliales order, they have a Pantropical distribution, although most of they inhabit in the Neotropic. In this

article the actual stage of the richness and distribution of Annonaceae family in Mexico are described. In the national territory there are 59 species in
12 genera. Three of for subfamily are living in the center and south of the country. The third part of the family is endemic but also the genera Tridimeris.

Six of this species are in risk (UICN list), two species are cultivated.

Keywords: diversity, endemism, plant check-list.

INTRODUCCION

nnonaceae es una familia de Angiospermas antiguas

de distribucion pantropical, situada taxondémicamen-

te en el orden Magnoliales, junto con las familias Myristi-
caceae, Magnoliaceae, Degeneriaceae, Eupomatiaceae e
Himantandraceae (Mass et al., 2011; Chatrou et al., 2012).
Aunque se han descrito cerca de 5,130 nombres
cientificos para especies de la familia, solo 2,106 son re-
conocidos, y estan agrupados en 128 géneros (The Plant
List, 2013) y de acuerdo a la filogenia mas reciente, en
cuatro subfamilias: Ambavioideae, Anaxagoreoideae,
Annonoideae e Malmeoideae (Chatrou et al., 2012).
La subfamilia Annonoideae y Malmeoideae conjuntan
gran parte de la diversidad con 60y 35% de las especies,
respectivamente (Stevens, 2016). Los géneros con mayor
numero de especies son Guatteria (254 especies), Annona
(166), Uvaria (113) y Xylopia (109) (The Plant List, 2013).

Annonaceae contribuye a la diversidad de arboles
en los bosques neotropicales y con lianas y arboles a los
bosques lluviosos del Viejo Mundo (Chatrou et al., 2012),
sus estrategias fenoldgicas permiten a su vez dar cabida
a otras especies que sincrénicamente conviven con ellas
(Gonzalez-Esquinca ez al., 2016). Ademas tienen relevan-
cia econOmica porque algunas especies, principalmente
del género Annona producen frutos agradables al paladar
humano, otras generan esencias utilizadas en perfumeria
(Cananga odorata 1..) 0 en la aromatizacion del chocolate
(Cymbopetalum penduliflorum (Dunal) Baill.) y muchas de
ellas biosintetizan moléculas de potencial interés para la
industria farmacéutica y para la agricultura, debido a sus
actividades anticancerigenas, antimicrobianas e insectici-
das (Gonzalez-Esquinca et al., 2014; Cortes et al., 2014;
Martinez-Vazquez y Estrada-Reyes, 2014).

En el pasado, se han realizado revisiones para conocer
elnimero de anondceas que se encuentran en México, sin
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embargo estuvieron limitadas a algunos herbarios y bases
de datos (Gonzalez-Esquinca, 2001; Agustin y Ledesma,
2014). En el presente, existen varias adecuaciones taxo-
nomicas en los géneros y especies (Rainer, 2007; Maas
et al., 2011; Erkens et al., 2012; Couvreur et al., 2012.)
y se han encontrado nuevos taxa (Jiménez-Ramirez y
Gonzélez-Martinez, 2016), de tal manera que la presente
revision tiene como objetivo, actualizar el estado sobre el
numero de géneros y especies reconocidas y contrastarlo
con la diversidad mundial de la familia.

MeToboLoaia

Para conocer la diversidad mundial de Annonaceae se
consultaron principalmente las bases de datos de The
Plant List (http://www.theplantlist.org/) del Royal
Botanic Gardens, Kew y del Missouri Botanical Garden
(MBQG) y “Tropicos” del MBG (http://www.tropicos.
org/). En tanto que para conocer la diversidad mexicana
se consulto la base de datos de la Red Mundial de Infor-
macion sobre Biodiversidad (REMIB) de la Comision
Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO) del gobierno mexicano que incluyen a los
herbarios nacionales y extranjeros: XAL, MEXU, ENCB,
BANGEV, IEB, BCMEX, CICY, IBUNAM, IZTA, LL-
TEX y ARIZ. Ademas, se realizaron exploraciones en
algunas bases de datos virtuales: http://www.tropicos.
org/ (MOBOT), http://sciweb.nybg.org/science2/
hcol/allvasc/index.asp.html (NY), www.mnh.si.edu
(NMNH), http://herbarium.univie.ac.at/ (WU) y www.
huh.harvard.edu (GH). Se incluyeron los ejemplares de
herbario del Herbario del Instituto de Historia Natural
de Chiapas (CHIP) (Hernandez-Najarro et al., 2011). Las
consultas fueron realizadas entre julio y septiembre del
2016. Todos los nombres fueron verificados en The Plant
List. Para documentar los tipos de vegetacion, ademas de
las bases de datos, se realizé una busqueda en articulos
especializados en flora, diversidad y ecologia donde se
reportaban las distintas especies y su habitat.

RESULTADOS Y DISCUSION

En México existen 60 especies de Annonaceae agrupadas
en 12 géneros (cuadro 1), casi el 3y 10% de la diversidad
de la familia respectivamente. Tres de las cuatro subfami-
lias estan representadas, Malmeoideae con mayor nimero
de géneros (7) y Annonoideae con mas especies (34)
(figura 1). Los géneros mas representativos en namero
de especies son Aunona (18), Guatteria (8), Cymbopeta-
lum (8), Steannona (7), Desmopsis (6) y Sapranthus (4).

Lo que significa que en algunos casos como Stenanona
y Sapranthus, el territorio mexicano anida igual o casi el
50% de las especies del mundo.

En Annona esta incluido ahora el género Rollinia
A. St.-Hil. (Rainer, 2007), por lo que R. rensoniana y R.
mucosa junto con sus sinonimias estan en ese género.

Una tercera parte de las especies son endémicas
del pais, incluyendo todo el género Tridimeris (Ortiz-
Rodriguez et al., 2015), hay otros géneros con endemismo
abundante, la mitad de Steannona (7/14), casi la mitad
del género Sapranthus (4 de 9) y una tercera parte de
Desmopsis (6/17) (cuadro 1 y cuadro 3).

En afios recientes se han descubierto especies endémi-
cas de algunos estados, por ejemplo, en Guerrero Annona
contreraasii y Desmopsis guerrerensis (Jiménez-Ramirez
y Soto-Ntuifez, 2015; Jiménez-Ramirez y Gonzalez-
Martinez, 2016) y para Chiapas Stenanona migueliana
(Ortiz-Rodriguez et al., 2014).

Stenanona es el género con mayor proporcion de
endemismo en México (6/7 especies presentes), solo Ste-
nanona stenopetala se extiende hasta Guatemala y Belice
(Schatz y Maas, 2010). De ellas, Stenanona flagelliflora
se distingue por ser el primer, y al parecer, nico reporte
del fenomeno de flagelifloria en la flora de México, lo
que significa que sus flores nacen de ramas muy largas,
delgadas y flexibles, que se posan sobre el suelo. El en-
demismo de esta planta parece estar limitada solo a las
selvas de lomerio de la regiéon de Uxpanapa-Chimalapa
del Istmo de Tehuantepec en los estados de Veracruz y
Oaxaca (Schatz y Wendt, 2004; Schatz y Mass, 2010).

Veracruz y Oaxaca son los estados con mayor numero
de géneros (11), seguidos por Tabasco (10), Chiapas (9)
y Guerrero (7). Algo semejante ocurre con el nimero
de especies: Veracruz (38), Chiapas (37), Oaxaca (32),
Tabasco (25) y Guerrero (10) (cuadro 1y figura 2).

Particularmente en Chiapas habitan 36 especies de 9
géneros de las subfamilias Malmeoideae y Annonoideae.

Nueve anondceas de bosque templado estan en la
Lista Roja de Especies Amenazadas de la Union Inter-
nacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN),
Annona rensoniana, Annona liebmanniana, Annona spra-
guei, Cymbopetalum baillonii, Cymbopetalum mayanums;
Desmopsis lanceolata, Desmopsis trunciflora, Guatteria ga-
leottiana y Stenanona flagelliflora (Schatz y Wendt, 2004;
Gonzalez-Espinosa et al., 2011, TUCN, 2016).

Las anondceas habitan en diferentes tipos de vegeta-
cion, una revision menor sobre su habitat sefiala que 50
% de las especies estan en la Selva Alta Perennifolia o en
zonas perturbadas de Selva Alta Perennifolia, 35% (21/60
) en Selva Mediana Subperennifolia o Subcaducifolia, 25



% (15/59 ) en Selva Baja Caducifolia, mientras que solo
6/59 en Bosques Mesofilos de Montafia, 5% (3/59) en
Sabanas, 3% (2/59) se reportan en Bosque Templado,
y otro 3% (2/59) en zonas inundables, varias especies
que se encuentran en Selva Alta Perennifolia, también
se encuentran en Selva Mediana y Baja y Mosannona
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depressa esta registrada en cuatro tipos de vegetacion
SAP, SM, SBC y Sab.

Finalmente, treinta y nueve especies poseen por 1o me-
nos alguna sinonimia, se anexa en un apéndice las sino-
nimias correspondientes, consultadas en The Plant List.

Anaxogoreoideae  Ambavioideae

Anaxagorea A.St.-Hil.

Malmeoideae Annonoideae

Malmeae Annoneae
Mossannona Chatrou Annona L.
Oxandra A. Rich

Unonopsis R.E.Fr. Bocageeae

. Cymbopetalum Benth.
Miliuseae

Desmopsis Saff
Sapranthus Seem
Stenannona Stand|
Tridimeris Ball

Guatterieae
Guatteria Ruiz & Pav

Xylopieae
Xylopia L.

FIGURA 1 Subfamilias, tribus y géneros de Annonaceae en México.

Anaxagoreq

Steneanong

Sapranthus

o e,

Xylopia

FIGURA 2 Presencia de géneros de Annonaceae en diversos estados de México.
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‘ Anaxagorea A. St Hill. ‘
‘ Anaxagorea guatemalensis Schltdl. H Nativa H OAX., VER. ‘
‘ Annona L. ‘
‘ Annona cherimola Mill Nativa CHIS., GRO,, GTO,, HGO,, JAL., MEX., MICH., MOR., OAX.,
PUE., QRO, TAB, VER
| Annona contrerasii J. Jiménez Ram. & J.C. Soto || Endémica || GRO, MICH.
‘ Annona glabra L. Nativa CAM,, CHIS,, COL., GRO,, GTO,, HGO,, JAL., NAY., MICH.,
OAX., PUE,, QROO,, TAB., TAMS,, VER., YUC.

‘ Annona globiflora Schltdl.

| Endémica || CHIS,, GTO, HGO, MEX., MICH,, QRO, QROO, SLP, TAMS,, VER.

‘ Annona holosericea Saff.

H Nativa H

CHIS.

‘ Annona liebmanniana Baill.

H Nativa H

CHIS.,, OAX., VER.

‘ Annona longiflora S. Watson

| Endémica || COL., GRO, JAL., MEX., MICH., MOR., NAY,, OAX., PUE., VER.

‘ Annona longipes Saff. H Endémica H VER.

Annona macrophyllata Donn. Sm Nativa CHIS., GRO,, GTO. ’SII:IIC,}, OT’Al\lf/IES),( \,’lgdli?};ﬁl\é[OR, QRO., QROO,

| Annona mucosa (Jacq.) Baill. | Nativa || CHIS., OAX., PUE., TAB, VER. |
| Annona muricata L. | Natva || CHIS., COL., GRO, MICH., QROO,, TAB, VER., YUC. |
| Annona palmeri Saft. | Nativa | COL., GRO, JAL., MICH., OAX., VER. |
| Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal | Nativa | CHIS, COL., JAL.,, MICH., OAX., PUE., QROO, TAB, VER., YUC. |
‘ Annona rensoniana Standl. H Nativa H CHIS., OAX., PUE., TAB., VER. ‘
‘ Annona reticulata L. Nativa CAM., CHIS., COL., DGO, GRO,, HGO,, JAL., MEX., MICH., MOR., ‘

NAY,, OAX., PUE., QRO,, QROO,, SLP, SIN., TAB., TAMS,, VER., YUC.
‘ Annona scleroderma Saff. H Nativa H CHIS. ‘
‘ Annona spraguei Saff. H Nativa H CHIS. ‘
‘ Annona squamosa L. Nativa CAM,, CHIS,, COL., GRO,, JAL., MEX., MICH., MOR., OAX., ‘
PUE., QRO,, QROO, SLP, SIN., SON., TAB,, VER., YUC.

‘ Cymbopetalum Bent. ‘
| Cymbopetalum baillonii R FFr. | Endémica | CHIS., JAL.,, MEX., OAX., PUE., TAB,, VER. |
| Cymbopetalum gracile R.E. Fr. | Endémica | GRO, OAX., VER. |
| Cymbopetalum hintonii Lundell | Endémica | JAL., MICH., NAY. |
‘ Cymbopetalum mayanum Lundell H Nativa H CAM., CHIS., QROO. ‘
‘ Cymbopetalum mirabile R E. Fr. H Nativa H CHIS., VER. ‘
‘ Cymbopetalum parviflorum N.A. Murray H Nativa H OAX. ‘
| Cymbopetalum pendulifiorum (Dunal) Baill. | Nativa || CAM,, CHIS, GRO, JAL., MICH., NAY,, OAX., PUE., TAB, VER. |
‘ Cymbopetalum stenophyllum Donn. Sm H Nativa H CHIS., GRO,, OAX. ‘
‘ Desmopsis Saff. ‘
‘ ge(').vrrlt:.lfw;/z['sa fg;rg:rensis J. Jiménez Ram. & Endémica GRO. ‘
‘ Desmopsis lanceolata Lundell H Endémica H CHIS., OAX. ‘
‘ Desmopsis mexicana R .F.Fr. H Endémica H MICH. ‘
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‘ Desmopsis schippii Standl. H Nativa H CHIS. ‘
g:z:t‘;”;f&’:':s’fgrz(ice}:;‘lggggE ‘ Endémica CHIS., COL., JAL., NAY., OAX., TAB., VER.

‘ Desmopsis uxpanapensis G.E.Sachtz & N.Zamora H Endémica H OAX., VER. ‘
| Guatteria amplifolia Triana & Planch | Nativa || CHIS., GRO,, OAX., PUE., TAB,, VER. |
| Guatteria anomala FFr. | Nativa || CHIS., GRO,, OAX., TAB,, VER. |
| Guatteria diospyroides Baill. | Nativa || CHIS., OAX., VER. |
‘ Guatteria dolichopoda Donn. Sm H Nativa H CHIS,, VER. ‘
| Guatteria galeottiana Baill. | Endémica | CAM., OAX., VER. |
‘ Guatteria grandiflora Donn. Sm H Nativa H CHIS., TAB., MEX., VER. ‘
‘ Guatteria jurgensenii Hemsl. H Nativa H OAX., TAB., VER. ‘
‘ Guatteria oliviformis Donn. Sm H Nativa H CHIS., TAB., MEX., VER. ‘

Mosannona Chatrou
CAMP, CHIS., GRO,, JAL., MICH., OAX., PUE., QROO,, TAB.,

Mosannona depressa (Baill.) Chatrou ‘ Nativa ‘ VER., YUC.
| Oxandra lanceolata (Sw) Baill | Nativa | CHIS., COL., GRO, JAL., MICH., QROO,, YUC. |
‘ Oxandra maya Miranda H Nativa H CHIS., TAB. ‘
| Sapranthus campechianus (Kunth) Standl, | Nativa | CAMP, CHIS., GRO, QROO, TAB,, VER., YUC. |
‘ Sapranthus chiapensis G.E. Schatz H Endémica H CHIS., OAX. ‘
| Sapranthus microcarpus (Donn. SM)RReFr. | Nativa || CHIS., COL., GRO, JAL., MOR., OAX., SIN,, VER. |
| Sapranthus violaceus (Dunal) Saff. | Nativa || COL., GRO, JAL., NAY., OAX., SIN,, VER. |
‘ Stenanona cauliflora (J.W. Walker) G.E. Schatz H Endémica H CHIS,, TAB., MEX., VER. ‘
‘ Stenanona flagelliflora T. Wendt & G.E. Schatz H Endémica H OAX., VER. ‘
T o, v
‘ Stenanona migueliana Ortiz-Rodr. & G.E. Schatz H Endémica H CHIS., ‘
‘ Stenanona monticola Maas & G.E. Schatz H Endémica H CHIS., TAB.,, MEX., VER. ‘
‘ Stenanona stenopetala (Donn. Sm.) G.E. Schatz H Nativa H CHIS., TAB. ‘
‘ Stenanona wendtii G.E. Schatz & Maas H Endémica H OAX., VER. ‘

Tridimeris Baill.
| Tridimeris hahniana Baill. | Endémica | OAX., QRO, SLP, VER.
| Tridimeris tuxtlensis G.E Sachtz | Endémica | TAB,, MEX., VER.
Unonopsis R.E.Fr
‘ Unonopsis mexicana Maas & Westra H Endémica H OAX.

‘ Xylopia L.
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‘ Especie ‘ Origen Distribucion
| Xylopia frutescens Aubl. | Nativa | CAMP, CHIS,, COL., OAX., QROO,, TAB,, VER.
| Xylopia sericophylla Standl. & L.O. Williams || Nativa || CHIS., TAB., MEX., VER.

CUADRO 1 Géneros y especies de la familia Annonaceae en México

Géneros
‘ Anaxagorea A. St. Hill H 25 H 1 H 0 H 0 ‘
| Annona L. | 166 | 18 | 4 | 13 |
‘ Cymbopetalum Benth. H 27 H 8 H 3 H 5 ‘
‘ Desmopsis Saff. H 27 H 6 H 5 H 2 ‘
| Guatteria Ruiz-& Pav | 254 | 8 | 1 | 6 |
‘ Mosannona Chatrou H 13 H 1 H 0 H 1 ‘
| Oxandra A. Rich. [ 27 | 2 | 0 | 2 |
‘ Sapranthus Seem H 9 H 4 H 1 H 3 ‘
| Stenanona Standl. | 14| 7 | 6 | 4 |
| Tridimeris Baill. [ 2 [ 2 [ 2 [ 1 |
‘ Unonopsis R .E.Fr H 48 H 1 H 1 H 0 ‘
| Xylopia L. [ 109 | 2 | 0 | 2 |
| Total | | 60 | 23 | 37 |

Especie

‘ Anaxagorea guatemalensis H H H X H H H H H ‘
| Annona cherimola L= I 0 T ]
‘Annona contrerasti H H H H H X H X H H ‘
| Annona glabra L =0 = ]
[ Annona globiflora [ I =0 T T ]
| Annona holosericea o = ]
‘Annona liebmanniana H H X H H H H H H ‘
| Annona longiflora L= 1 I I x] T J ]
| Annona longipes S e
‘Annana macrophyllata H H H H X H X H H H X ‘

|

‘Annonamucosa H H H X H H H H H
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Vegetacién reportada
Especie
‘Annona muricata H H H H H X H H H i ‘
| Annona palmeri | I I N I " B
‘Annona purpurea H H H H X H X H X H X H ‘
| Annona rensoniana | I I I I N
‘Annona reticulata H H H H X H X H H H - ‘
‘Anmma scleroderma H H H X H X H H H H ‘
Cdmonaprgue I I IS I I
| Annona squamosa | I I I I ' B
| Cymbopetalum mayanum | S
| Cymbopetalum baillonii | I I I N
‘Cymbopetalum gracile H H H H H X H H H ‘
| Cymbopetalum hintonii | I I I 'S
‘ Cymbopetalum mirabile H H H X H H H H H ‘
| Cymbopetalum parviflorum | I I I N
‘ Cymbopetalum penduliflorum H H H X H H H H H ‘
‘ Cymbopetalum stenophyllum H H H X H H H H H ‘
‘ Desmopsis guerrerensis H H H H X H H H H ‘
| Desmopsis lanceolata L =0 T« I | | |
‘Desmopsis mexicana H H H H X H H H H ‘
| Desmopsis schippii L == 1 1 1 J |
‘Desmopsis trunciflora H H H X H H H H H ‘
| Desmopsis uxpanapensis L =« T | | |
| Guatteria amplifolia | S
| Guatteria anomala | I I I N
‘Guatteria diospyroides H H H X H H H H H ‘
| Guatteria dolichopoda | I I S
| Guateria galeottiana | I IS N I
| Guatteria grandiflora | I I I N
‘Guatteria Jurgensenii H H H H X H H H H ‘
| Guatteria oliviformis | I I I N
‘Mosannona depressa H H H X H X H X H X H H ‘
| Oxandra lanceolata | I I S
‘ Sapranthus campechianus H H H X H X H H H H ‘
| Sapranthus chiapensis | I I S
‘Sapranthus microcarpus H H H H X H X H H H ‘
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Vegetacion reportada
Especie

| T [Bvov | sap | su | sac | sap | var | c |
‘Sapranthus violaceus H H H H X H X H H H ‘
| Stenanona cauliflora | | x| | | | L]
‘Stenanona flagelliflora H H H X H H H H H ‘
| Stenanona humilis |
‘Stenanona migueliana H H H H X H H H H ‘
‘Stenanona monticola H H H X H H H H H ‘
‘Stenanona stenopetala H H H X H H H H H ‘
| Stenanona wendsii |
‘Tridimerishahniana H H H X H H H H H ‘
| Tridimeris sustlensis |
‘Unonopsis mexicana H H H X H X H H H H ‘
| Xlopia frutescens | I N
| Xylopia sericophylla L L x [ x| L] | [ ]

Tipo de vegetacion registrado de las especies de la Familia Annonaceae. BT= Bosque templado, BMM= Bosque meséfilo
CUADRO 3 de montana, SAP= Selva alta perennifolia, SM= Selva mediana, SBC= Selva baja caducifolia, SAB= Sabana, MAT= Matorral,

VAI= Vegetacion acuatica o inundable, C= cultivo
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APENDICE. SINONIMIA DE LAS ESPECIES DE ANNONACEAE EN MEXICO

Anaxagorea guatemalensis Schltdl.
Annona cherimola Mill.



Annona contrerasii J. Jiménez Ram. & J.C. Soto
Annona glabra L.
*  Annona australis A. St.-Hil.
*  Annona chrysocarpa Lepr. ex Guill. & Perr.
*  Annona chrysocarpa Leprieur Ex Guillemet
*  Annona klainei Pierre ex Engl. & Diels
*  Annona klainii Pierre ex Engl. & Diels
»  Annona klainii var. moandensis De Wild.
*  Annona laurifolia Dunal
*  Annona palustris L.
»  Annona palustris var. grandifolia Mart.
*  Annona peruviana Humb. & Bonpl. ex Dunal
*  Annona uliginosa Kunth
*  Asimina arborea Raf.
*  Guanabanus palustris M. Gomez
Amnnona globiflora Schltdl.
*  Annona fruticosa Sessé & Moc.
Annona liebmanniana Baill.
Annona longiflora S. Watson
Annona longipes Saff.
Annona macrophyllata Donn. Sm
*  Annona diversifolia Saff.
Annona mucosa (Jacq.) Baill.
*  Rollinia mucosa (Jacq.) Baill.
Annona muricata L.
*  Annona bonplandiana Kunth
*  Annona cearaensis Barb. Rodr.
*  Annona macrocarpa Wercklé
*  Annona muricata var. borinquensis Morales
»  Annona muricata f. mirabilis R .E. Fr.
*  Guanabanus muricatus M. Gomez
Annona palmeri Saff.
Annona purpurea Moc. & Sessé ex Dunal
*  Annona involucrata Baill.
*  Annona manirote Kunth
*  Annona prestoei Hemsl.
Annona rensoniana Standl.
*  Rollinia cherimolioides R .E. Fr.
*  Rollinia membranacea Planch. & Triana
*  Rollinia mexicana Standl.
*  Rollinia rensoniana Standl.
*  Rollinia rensoniana subsp. granatensis R.E. Fr.
*  Rollinia standleyi R E. Fr.
Annona reticulata L.
*  Annona excelsa Kunth
*  Annona humboldtiana Kunth
*  Annona humboldtii Dunal
*  Annona laevis Kunth
*  Annona lutescens Saff.
*  Annona primigenia Standl. & Steyerm.
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*  Annona reticulata var. primigenia (Standl. &
Steyerm.) Lundell

*  Annona riparia Kunth
Annona scleroderma Saff.

*  Annona testudinea Saff.

Annona spraguei Saff.
Annona squamosa L.

*  Annona asiatica L.

*  Annona asiatica Vahl

*  Annona cinerea Dunal

*  Annona distincta Raeusch.

*  Annona forskahlii DC.

*  Annona forsskalii DC.

*  Guanabanus squamosus M. GoOmez

*  Xylopia glabra L.

Cymbopetalum mayanum Lundell
Cymbopetalum baillonii R F. Fr.
Cymbopetalum gracile R E. Fr.
Cymbopetalum hintonii Lundell

o Cymbopetalum hintonii subsp. hintonii
Cymbopetalum mirabile R E. Fr.

»  Cymbopetalum longissimum Lundell
Cymbopetalum parviflorum N.A. Murray
Cymbopetalum penduliflorum (Dunal) Baill.

*  Porcelia cinnamonema G. Don

*  Unona penduliflora Dunal
Cymbopetalum stenophyllum Donn. Sm.

Desmopsis guerrerensis J. Jiménez Ram. & Gonz.-Martinez
Desmopsis lanceolata Lundell

*  Desmopsis guatemalensis Standl. & Steyerm.

*  Desmopsis izabelensis Standl. & Steyerm.
Desmopsis mexicana R F. Fr.

Desmopsis schippii Standl.

*  Desmopsis brevipes R.E. Fr.

Desmopsis trunciflora (Schltdl. Cham) G.E. Sachtz ex
Maas, E.A. Mennega & Westra

*  Annona bibracteata Hook.

»  Desmopsis galeottiana (Baill.) Saff.

»  Desmopsis galeottiana var. subnuda R.E. Fr.

*  Guatteria bibracteata (Hook.) Hemsl.

»  Trigynaea galeottiana Baill.

*  Unonopsis galeottiana (Baill.) R.E. Fr.

*  Unonopsis trunciflora (Schltdl. & Cham.) R.E. Fr.

*  Xylopia trunciflora Schltdl. & Cham.

o Xylopicrum trunciflorum (Schltdl. & Cham.) Kuntze
Desmopsis uxpanapensis G.E. Sachtz & N. Zamora
Guatteria amplifolia Triana & Planch

*  Guatteria inuncta R E.Fr.

*  Guatteria inuncta var. caudata R.E. Fr.

*  Guatteria inuncta var. minor R.E. Fr.
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*  Guatteria platypetala R E. Fr.
Guatteria anomala R .E. Fr.
Guatteria diospyroides Baill.

*  Guatteria diospyroides subsp. hondurensis R.E. Fr.

Guatteria dolichopoda Donn. Sm
*  Guatteria dolichopoda var. microsperma R.E. Fr.
Guatteria galeottiana Baill.
Guatteria grandiflora Donn. Sm.
Guatteria jurgensenii Hemsl.
Guatteria oliviformis Donn. Sm.
Mosannona depressa (Baill.) Chatrou
*  Annona depressa Baill.
*  Duguetia leiophylla Donn. Sm.
»  Guatteria depressa (Baill.) Saff.
*  Guatteria gaumeri Greenm.

*  Guatteria leiophylla (Donn. Sm.) Saff. ex Standl.

*  Guatteria xalapensis Baill. ex R.E. Fr. [Invalid]
*  Malmea depressa (Baill.) R.E. Fr.
*  Malmea gaumeri (Greenm.) Lundell
*  Malmea leiophylla (Donn.S m.) Lundell
Oxandra lanceolata (Sw.) Baill
*  Bocagea virgata (Sw.) Benth. & Hook.f.
*  Cananga lancea Poit. ex DC.
*  Guatteria virgata (A. Rich.) Dunal
*  Oxandra virgata A. Rich.
»  Uvaria lanceolata Sw.
Oxandra maya Miranda
Sapranthus campechianus (Kunth) Standl.
»  Asimina campechiana Kunth
*  Asimina insularis Hemsl.
Sapranthus chiapensis G.E. Schatz
Sapranthus microcarpus (Donn. SM.) R Re. Fr.
*  Asimina purpusii Brandegee
Porcelia microcarpa Donn. Sm.
Sapranthus violaceus (Dunal) Saff.
*  Asimina nicaraguensis (Seem.) Hemsl.

*  Porcelianicaraguensis(Seem.) Benth. ex Ram. Goyena

»  Sapranthus longepedunculatus R .E. Fr.

»  Sapranthus megistanthus Standl. & Steyerm.

»  Sapranthus nicaraguensis Seem.

*  Unona violacea Dunal

»  Uvaria nicaraguensis (Seem.) Baill.
Stenanona cauliflora (J.W. Walker) G.E. Schatz

*  Reedrollinsia cauliflora JJW. Walker
Stenanona flagelliflora T. Wendt & G.E. Schatz
Stenanona humilis (Miranda) G.E. Schatz ex Maas, E.A.
Mennega & Westra

*  Sapranthus humilis Miranda
Stenanona migueliana Ortiz-Rodr. & G.E. Schatz
Stenanona monticola Maas & G.E. Schatz
Stenanona stenopetala (Donn. Sm.) G.E. Schatz

»  Desmopsis stenopetala (Donn.Sm.) R.E. Fr.

»  Porcelia stenopetala Donn. Sm.

»  Sapranthus stenopetalus (Donn. Sm.) P.J. Stafford

ex Standl.

Stenanona wendtii G.E. Schatz & Maas
Tridimeris hahniana Baill.
Tridimeris tuxtlensis G.E. Sachtz
Unonopsis mexicana Maas & Westra
Xylopia frutescens Aubl.

»  Diospyros xylopioides Mart. ex Miq.

*  Xylopia frutescens var. glabra S. Watson

*  Xylopia meridensis Pittier

*  Xylopia muricata Vell.

*  Xylopia setosa Poir.

*  Xylopicrum frutescens (Aubl.) Kuntze
Xylopia sericophylla Standl. & L.O. Williams
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RESUMEN

La germinacion y el desarrollo de la plantula son las etapas iniciales para el establecimiento en el ecosistema de una nueva planta, durante ellas, los
metabolitos secundarios (MS) son un factor clave que contribuye a la sobrevivencia vegetal. Escasas investigaciones analizan este fenémeno bioldgico.
En este articulo se relata el estudio de MS en etapas tempranas de Annona macroprophyllata (papausa o ilama), con miras a entender la dinamica
de su biosintesis-acumulacion y su significado bioldgico.

PALABRAS CLAVE: Annonaceae, metabolismo secundario, desarrollo temprano vegetal.

ABSTRACT

Germination and seedling development are the initial stages for the establishment of new seedling in the ecosystem. During these stages, the secon-
dary metabolites (SM) are a key factor to get the survival of the plant. Not many studies show the significance of this biological phenomenon. In this
research, the production of SM in early development of Annona macroprophyllata (papausa o ilama) is reported, in order to understand the dynamic

of biosynthesis/accumulation of SM and its role to plants.

KEYWORDS: Annonaceae, secondary metabolism, early development plant.

INTRODUCCION

1 desarrollo temprano de las plantas abarca la ger-
minacion de las semillas y el establecimiento de las
plantulas. La germinacion inicia con la absorcion de agua
(imbibicién) y termina en sensu stricto cuando una parte del
eje embrionario (usualmente la radicula) se extiende y atra-
viesa las cubiertas seminales (emergencia) (Nonogaki ez al.,
2007). Con la emergencia radicular comienza el desarrollo
de la plantula sustentado primeramente en las reservas
energéticas del endospermo o los cotiledones y después en
la fotosintesis (Bewley & Black, 1994; Nonogaki, 2010).
Estas fases ontogénicas han sido estudiadas en sus
aspectos genéticos, fisioldgicos, metabolicos y ecologicos
(figura 1). Algunas revisiones actuales de los temas son
los de Nonogaki, 2010; Weibrecht ez al., 2011 y Bewley
etal., (2013). Entre los sucesos metabolicos escasamente
atendidos, esta el relacionado con la presencia de molécu-
las del metabolismo secundario, que suelen desempefar
funciones ecolodgicas y por lo tanto intervienen en su

establecimiento y comunicacion con el ambiente en el que
creceran (Hartmann, 2008). Los metabolitos secundarios
(MS), son responsables de los olores, sabores, colores y
sustancias téxicas de las plantas. Su biosintesis es regu-
lada en espacio y tiempo, esta asociada a la fenologia
de la planta, al grado de desarrollo del tejido, a su papel
ecologico y a los factores abidticos.

La presencia de MS durante el desarrollo temprano
constituyen aportes de la planta madre o son biosinte-
tizados de novo, como quiera que sea, estas moléculas
especializadas representan un recurso ventajoso para las
plantulas en crecimiento.

Annona macroprophyllata (= A. diversifolia) es una es-
pecie nativa de Mesoamérica, produce frutos agradables
al paladar humano y biosintetiza MS con una riqueza
estructural diversa. De ella se han aislado algunos aceites
fijos y esenciales, alcaloides, terpenos y policétidos con
actividades sobre lineas de cancer humano, neurofarma-
cologicas, insecticidas y antimicrobianas (Pérez-Amador
etal., 1997; Gonzalez-Esquinca, 2001; De-la-Cruz, 2001,
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Schlie-Guzman et al., 2009; Luna-Cazares y Gonzalez
Esquinca, 2010). En particular los alcaloides son detec-
tados en individuos adultos y plantulas con capacidad
fotosintética pero no en sus semillas, por lo que al no
ser un aporte de la planta madre, deben biosintetizarse
durante la germinacion o el desarrollo de la plantula.

Alargamiento de la vacucla

Acumulacion de solutos 0SMOtICoS

¥~ Activacion final dela respiracién

W Inicic de la sintesis de ARNm

4— Inicio del metabolismo de aminoécidos

Contenido de agua (% de peso fresco)

¥ Activacion de la respiracion

Fase 1
Activacion del
metabolismo

Inicio de |z elongacion en los gjes axiales

Activacion de ATP asa en plasmalema

<4— Inicio de la degradacion de reservas

Enla busqueda de caracterizar este evento metabo-
lico y sobre todo de encontrar la razon de ser de estos
MS para la especie, se buscod su presencia durante el
desarrollo temprano (figura 1), al mismo tiempo se
realizaron bioensayos para elucidar su significado
biolégico.

Actividad
foiosiniélica

Emergencia Radicular

N \ g

Mavilizacion de

‘ reservas almacenadas

4 Activacion de |a sinfesis de profeinas

Fase 2
Preparacion para la
elongacion celular

-

A

Germinacidn

P .
Ealli | L

Desarrollo de la plantula

FIGURA 1 Germinacion y desarrollo temprano de las plantas (Adaptado de Bove et al, 2001).

Metodologia

El trabajo experimental esta dividido en tres etapas: a)
caracterizacion del desarrollo temprano de A. macro-
prophyllata, b) determinacion de las relaciones 6rgano-
especificas de alcaloides durante las fases de desarrollo y
¢) evaluacion del significado biologico de los MS.

Caracterizacion del desarrollo temprano de A. macro-
prophyllata.

El desarrollo temprano se tipificé empleando la escala deci-
mal BBCH (Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt
and Chemical Industry) que codifica numéricamente las
caracteristicas fenologicas del crecimiento vegetal (Hess et

al., 1997). El cédigo identifica 10 estadios de crecimiento
principales (desde 0 hasta 9) divididos a su vez en 10
secundarios, la escala fue desarrollada inicialmente por
Zadoks (1974) para describir la fenologia de los cereales.
En este trabajo se estudiaron 4 etapas fenoldgicas: semillas
secas, semillas en imbibicion, emergencia radiculary plantulas en
desarrollo; éstas a su vez se dividieron en fases en funcion
de la fisiologia de la plantula, por lo que se estudiaron 11
fases de desarrollo y hasta 8 tejidos (embriones, hipocotilos,
cotiledones, endospermos, testas, raices, tallos y hojas).

Obtencion y cuantificacion de alcaloides
El perfil quimico de alcaloides fue determinado en cada
tejido de cada etapa, utilizando desde 1 hasta 5 gramos



de material vegetal; los alcaloides fueron obtenidos
mediante la técnica acido-base de Gonzalez-Esquinca
(2001) y cuantificados por espectrofotometria a 254 nm,
utilizando como estandar una curva patron de dilucion
con el alcaloide liriodenina (De-la-Cruz et al., 2012). La
presencia de liriodenina fue analizada con técnicas de
cromatografia de HPLC de acuerdo con De-la-Cruz y
Gonzélez-Esquinca (2012). Para cada tejido se realizaron
10 repeticiones.

Cuantificacion de aminoacido precursores

Los precursores biosintéticos (tirosina y fenilalanina)
para alcaloides se extrajeron por el método de Briickner
y Westhasur (2003) y se cuantificaron por cromatografia
liquida adaptando los métodos de Holme & Woods (2002)
y Perkin Elmer (2007). El analisis en HPLC se realiz6 en
un equipo Perkin-Elmer serie 900 UV-Vis, en una colum-
na de fase reversa spheri 5RP18 (de un tamafio de 100
x 4.6 mm y con un didmetro de particula de 5 micras).

Evaluacion del papel biolégico de los MS de A. macro-
prophyllata

Considerando los antecedentes antimicrobianos de los
alcaloides y la observacion de que las semillas en imbi-
bicién y sin germinar son infestadas por fitopatogenos,
se aislaron e identificaron dos fitopatégenos de semillas
contaminadas y sobre ellos se determiné la actividad
antifingica de extractos alcaloidales, asi también se
evaluo en concentraciones seriadas (desde 1 hasta 400
uM) al alcaloide liriodenina, constituyente mayoritario
de los extractos. La actividad antifungica de liriodenina
se determind mediante la técnica concentracién minima
en macrodilucion (NCCLS, 1997) y la de los extractos
por inhibicion del metabolismo de glucosa (Riesselman
et al., 2000).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del desarrollo temprano

Las etapas evaluadas del desarrollo temprano abarcaron
la germinacién (BBCH: 0), en todas sus fases (BBCH:
00-09) y el desarrollo de plantulas con hojas (BBCH: 1)
en las fases BBCH: 10 a 16 (cuadro 1).

Las semillas secas (BBCH: 00) son de 2 x 1 cm de
largo por ancho con una cubierta dura formada por la
testa, el tegmen y el tapon micropilar. El embrion es
diminuto (3-5 mm), basal, localizado en la regién micro-
pilar, son distinguibles en él la radicula y los cotiledones
(figura 2A). El endospermo es abundante y ruminado
(Gonzalez-Esquinca et al., 2015).
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La imbibicion (ingesta de agua) sucede rapidamente
por toda la testa y micropilo (Ferreira et al., 2014) (BBCH:
01 — 02; figura 2B-C), originando un incremento en el
volumen de la semilla y una coloracion oscura de la testa,
los embriones permanecen sin cambio aparente. La fase
I de la imbibicidn, es un fendmeno totalmente fisico e
independiente de la viabilidad de la semilla (Bewley &
Black 1994; Ferreira et al., 2014). A los cinco dias de la
imbibicién (BBCH: 03; figura 11D) el embrion crece
cerca de dos veces y algo del endospermo circundante a
¢l se torna blando y blanquecino, una sefial del inicio de la
movilizacion de reservas, esta es la fase IT de la imbibicién
(Bewley & Black 1994). A los diez dias de imbibicion
(BBCH: 04; figura 2E), el crecimiento del embrion es muy
visible (9 mm), la movilizacion de reservas se extiende a
todo el plano del endospermo (aspecto blanquecino) que
rodea el embrion. Exteriormente se observan rupturas en
la cubierta de la semilla en la region micropilar sin que
aun haya protrusién radicular, este punto es un marcador
morfolégico para sefalar el inicio de la Fase III de la
imbibicion (Nonogaki ez al., 2007).

La emergencia de la radicula (raiz primaria) sucede
entre los 12-15 dias, a los 13 (en promedio), la radicula
mide ~1 cm (BBCH: 05; figura 2F), esta emergencia es
causada por el alargamiento de las células de la zona de
elongacién del embrién, cuya presion de turgencia per-
mite la expulsion del tapon micropilar. El endospermo se
hace blando en diferentes planos y los cotiledones todavia
de color crema crecen longitudinalmente abarcando casi
la totalidad de la semilla y al mismo tamafio que el eje em-
brionario. En este punto termina la germinacion e inicia
el desarrollo de las plantulas, un periodo de crecimiento
vegetativo sustentado en las reservas del endospermo.
Tres dias después de la emergencia radicular (16 dias
desde la imbibicion), la radicula alcanza 2-cm de longitud
(BBCH: 06; figura 2G), y se observa un color rosa-rojizo
en el hipocétilo, los cotiledones ocupan gran parte del
endospermo que a su vez reduce su volumen. Cuando
la radicula tiene 5-cm de longitud (20 dias; BBCH: 07),
el hipocétilo es totalmente rojizo y en la parte alta de la
radicula se desarrollan entre tres y siete raices secundarias
(figura 2H). Los cotiledones siguen dentro del endosper-
mo ocupando todo el plano horizontal.

A los ~25 dias desde la imbibicidn se observan
plantulas con primordio foliar (BBCH: 11; figura 2I),
la germinacion es epigea y curva segun la clasificacion
de Duke (1969), ademas de criptocotiledonar (De Vogel,
1980), ya que los cotiledones no emergen totalmente de la
envoltura seminal, la parte expuesta parece fotosintesizar.
El hipocétilo (8-10 cm) es marrdn en la parte superior y
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rojizo en la media. La raiz es axonomorfa (raiz pivotante)
de 8-10 cm, con varias raices secundarias (15-30) que se
extienden principalmente desde la base del cuello. Aun
hay reservas energéticas en el endospermo.

A los ~30 dias se observan plantulas con 2-hojas
fotosintéticas (BBCHH: 12; figura 2J), el tallo presenta un
epicétilo de ~3 cm, color verde, mientras que el hipocétilo
no aumenta en longitud (8-10 cm), pero si en grosor (8
mm), con rastros de color rojo-marrén en su parte basal,
se conservan parte de los cotiledones dentro del endos-

permo totalmente agotado, el sistema radicular aumenta
en raices terciarias (40-60), a su vez también ramificadas.
Esta fase indica la independencia de la plantula de las
reservas del endospermo.

Alos ~60 dias desde la imbibicién se observan plantulas
con seis hojas fotosintéticas (BBCHH: 16; figura 2K). La
plantula alcanza una altura de ~16 cm. El sistema radicular
presenta finas y abundantes raices (60-80). Las hojas son
solo una de las dos tipos de hojas de un individuo adulto.
El endospermo junto con los cotiledones se ha desprendido.

Escala Fases de desarrollo P
Etapas BBCH (dias) Eventos Morfofisiologicos
Semﬂa seca 00 Semilla seca (0) Embrion rudimentario, endospermo ruminado.
Figura 2A
01 1 dia de imbibicion Inicio de la imbibicién de la semilla. Fase I de imbibicion.
02 2 dias de imbibicién Imbibicion de la semilla en proceso. Fase I de imbibicion.
Imbiblcion Imbibicid leta. Inicio del boli 1 iferi
figura 2 B-E 03 5 dias de imbibicion mbibicion completa. nicio de metabolismo en a periferia
cercana al embridn. Fase II de la imbibicion.
, e, Embrién en crecimiento. Ruptura de la testa. Movilizacion de
04 10 dias de imbibicion reservas alrededor del embrion. Fase ITT de imbibicion
05 1lcm de radicula Emergencia de la radicula. Fin de la germinacién. Moviliza-
(13-15) cién de reservas extendida a todo el endospermo.
Emergencia 2 cm de radicula
radicular 06 Diferenciacion del eje embrionario en radicula e hipocotilo
(16-18)
figura 2 F-H
07 5 cm de radicula Inicio de la formacion de raices secundarias. Hipocotilo desa-
(20-21) rrollado, rojizo. Cotiledones todavia encerrados.
. . . Cotiledones parcialmente abiertos y con fotosintesis. Epicoti-
Con primordio foliar . . . .
11 (25-26) lo y primer par de hojas verdaderas sin abrir y separadas del
apice del tallo. Raiz ramificada.
Plantula Con dos hojas quer par de hF)JaS con su tamafio final. Fotosintesis en
figura 2 I-K 12 (30-32) cotiledones y hojas. Remanentes de endospermo agotado.
Independencia de la plantula.
Seis hojas con su tamafio final de color verde oscuro, sistema
16 Con 6 hojas (60-64) radicular desarrollado. Endospermo y cotiledones desprendi-
dos. Crecimiento vegetativo.

CUADRO 1 Caracterizacion del desarrollo temprano de A. macroprophyllata (De-la-Cruz, 2012)

Ajustado acorde a la escala BCH. Hess et al., 1997. Weed Research 37: 433-441.
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Proceso de germinacion y desarrollo de Annona macroprophyllata. A) Sin imbibicion,
B) 1 dia en imbibicion, C) 2 dias en imbibicion, D) 5 dias en imbibicion, E) 10 dias en
imbibicion, F) Semillas con 1 cm de radicula, G) Semillas con 2 cm de radicula, H) Semillas
con 5 cm de radicula, 1) Plantula con primordio foliar, J) Plantula con 2 hojas, K) Plantula
con 6 hojas. COT: Cotiledén: EN: Endospermo, EM: Embrién, EPI: Epicétilo, HO:Hoja, HI:
Hipocétilo, PF: primordio foliar, RP: Raiz principal, RS: Raiz secundaria.

FIGURA 2
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Alcaloides durante el desarrollo temprano de A. ma-
croprophyllata

No se encontraron alcaloides en las semillas secas, se
detectan hasta avanzada la imbibicién, su abundancia
aumenta sustancialmente en las etapas de emergencia
radicular y de plantula. Estos MS se presentan en di-
ferentes 6rganos y en distintos tiempos (dindmica de
acumulacion) (cuadro 2).

La presencia de alcaloides es evidente en los endos-
permos a los cinco dias de imbibicion (0.05 mg.g?), la
abundancia en este tejido aumenta progresivamente hasta
alcanzar su punto mas alto en la fase de radicula de 2 cm
(0.673 mg.g"), para luego disminuir hasta 80% (0.133 mg.g
1) durante las dos etapas subsecuentes (cuadro 2). En las
radiculas-raices, los alcaloides aumentan constantemente
a partir de que la radicula emerge y hasta que las plantu-
las desarrollan 6 hojas, con rendimiento de hasta 3.383
mg.g'. Esta dinamica progresiva sucedid también con
los hipocétilos-tallos, desde que este tejido se diferencia

(2 cm de radicula) hasta las plantulas con 6 hojas (2.208
mg.g"). Algo similar fue observado en las hojas en las tres
fases estudiadas, pero con cantidades veinte veces menores
(0.05 mg. g'). Los cotiledones solo presentaron alcaloides
en dos fases (5 cm de radicula y primordio foliar) y en
proporciones desde 16 hasta 37 veces menos (0.20 y 0.09
mg g respectivamente) que los otros tejidos.

La produccién de alcaloides se caracteriz6 por pre-
sentar dominancias temporales en los distintos tejidos;
inicialmente los endospermos (fases de 1 y 2 cm de
radicula) tuvieron la abundancia mas alta, cerca de dos
veces mas que los otros; después los hipocotilos en las
fases de 5 cm de radicula y primordio foliar acumularon
hasta casi dos y nueve veces mas que los endospermos
y radiculas respectivamente; finalmente las raices en las
plantulas con 2 y 6 hojas contuvieron hasta dos y veinte
mayor proporcion de alcaloides que los tallos y hojas
respectivamente. Los cotiledones y las hojas siempre
tuvieron menos cantidad de alcaloides.

‘ Etapas H sizzllla Imbibicién ‘ Emergencia radicular ‘ Plantula
1cmde 2cmde 5cmde Primordio
Fases 0 dias 1y 2 dias 5 dias 10 dias 2 hojas 6 hojas
radicula radicula radicula foliar
‘ Escala BBCH H 00 H 01y02 H 03 H 04 H 05 H 06 H 07 H 11 H 12 H 16 ‘
[ Dias o w2 | s [ w0 [ s ] e o ][ s 30 | e |
B (oo [ o0 || o || w || o | o | o | o | H |
0.0 0.0 0.102 +0.01 || 0.128+0.03 || 0.354+0.11 0.673+£0.09 || 0.217+0.1 0.133 £ 0.03
Endospermos
d d cd cd Ab Aa Bbc Ced
[omtrones || || o0 | oo || oo | | | | | | |
0.192+ 0.03 || 0.408+0.04 || 0.412+0.14 || 0.716 + 0.06 2244 +0.7 3.383 £ 1.50
Radiculas-Raices
Ac Bbc Bab Bbc Abc Aa
0.373+0.14 || 0.7208 £0.4 || 1.258 £0.24 1.047 +0.43 2.208 +0.40
Hipocotilos-Tallos
Bd Abc b Bbc ABa
0.0 0.20£0.1 0.09£0.1 0.0
Cotiledones 0.0
c Ba Cab Cc
0.05 £ 0.03 0.108 +0.03 0.162 +0.03
Hojas
Cc Bb Ba
Total 0.0 0.0 0.102+0.1 0.128 +0.1 0.546 0.2 1.454+£0.2 1.550+0.2 || 2.247+0.25 3.457+1.0 5573+ 1.8
ot
d f d d D c c b b a

CUADRO 2 Produccién de alcaloides (mg g'de mat. seca) durante el desarrollo temprano de A. macroprophyllata

Los valores se representan como el promedio de 10
repeticiones y su desviacion estandar.

Las letras en minusculas sefialan diferencias en las
cantidades de alcaloides de un mismo tejido entre las
etapas evaluadas (arreglo en filas). Mientras que las letras

en mayusculas sefalan diferencias entre los tejidos de una
misma etapa (arreglo en columnas). Las medias fueron
separadas con la prueba de Tukey 95%.

Los alcaloides se incrementan de manera proporcio-
nal al desarrollo de los tejidos con asociaciones lineales,



excepto en cotiledones (cuadro 3). Por ejemplo, en los
endospermos la acumulacién es directamente propor-
cional entre los 5 dias de imbibicién y la fase de 2 cm de
radicula, en las radiculas-raices entre la fase de 1 cm de
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radicula y la de plantulas con 6 hojas. Si se considera a
la pendiente del modelo lineal como una velocidad de
acumulacion, se observa que las raices son las que mas
aportan a la abundancia de alcaloides en las plantulas.

‘ Gl m F ‘ P ‘ Pba. Levene Intervalo d’e linealidad ‘ Regresion lineal |‘ r
(dias)

| Endospermos [ 29 ] 350 [[0.000] 0569 | 5-16 | Y=0.0347 X - 0.0424 || 0.7961 |
| Radiculas/Raices || 17 [ 10.92 [ 0.004 [ 0.058 | 13-60 | Y=0.0712 X -0.7194 | 0.8901 |
| Hipocotilos /Tallos || 14 | 16.83 [ 0.000 [ 0474 | 16-60 | Y=0.0380 X - 0.0264 || 0.9159 |
| Cotiledones | 8 ]| 888 ][ 0.016] 0100 | 13-30 | Y=-.0031X-0.1439 | 0.0403 |
| Hojas | 8 ][ 2831 0001] 0664 | 25-60 | Y=0.0027 X - 0.0027 || 0.8398 |
| Total [ 29 ][ 2439 ] 0.000] 0039 | 5-60 | Y=0.1017X-0.312 | 0.9567 |

CUADRO 3 Relacion de la produccion de alcaloides en el desarrollo temprano de A. macroprophyllata

Gl= grados de libertad, F= estadistico, P= probabilidad, r= correlacion

Relaciones 6rgano-especificas en el perfil de alcaloides

El perfil de alcaloides en el desarrollo de las plantulas incluye hasta cinco moléculas, tres de ellas fueron identificadas:
lisicamina, atherospermidina y liriodenina (figura 3). Estos alcaloides son muy comunes en la familia Annonaceae,

aunque se extienden a otros taxa (cuadro 4).

\; 2,0 H/ /H‘:: ‘ T ;:‘ Haco
\\" - N
e
]
Liriodenina

Atherospermidina

FIGURA 3 Alcaloides producidos durante el desarrollo temprano de Annona macroprophyllata.

Familias
(nimero de géneros y
especies)

Liriodenina

Géneros
(Numero de especies)

ma, Cymb lum, Disepalum, D,

Alphonsea (2), Annona (23), Artabotrys (4), Asimina, Cananga (2), Cardiopetalum, Cleistopholis, Cyathosthe-
(2), Duguettia (3), Enicosanthum, Enantia (2), Eupomatia (2), Fis-

P ) P 2

Annonaceae (48, 143)

sistigma, Fusaea, Goniothalamus (4), Guatteria (21), Guatteriopsis, Hexalobus, Hornschuchia, Lettowianthus,
Isolona, Meiogyne, Melodorum, Miliusa (3), Mitrella, Mitrephora, Monodora, Oncodostigma, Oxandra (2),
Oxymitra, Papualthia, Pachypodanthium, Polyalthia (13), Pseudomalmea, Pseudovoria (4), Popowia, Rollinia
(7), Saphranthus, Saccopetalum, Schefferomitra, Trivalvaria, Unonopsis (4), Uvaria (3), Uvariopsis, Xylopia (9)
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Familias

(nimero de géneros y
especies)

Géneros
(Numero de especies)

Eupomatiaceae (1, 2)

H Eupomatia

Hernandiaceae (1, 1)

H Illigera

Lauraceae (5, 6)

H Litsea(2), Neolitsea, Cryptocarya , Lindera, Neolitsea

Magnoliaceae (8, 35)

H Aromadendron, Elmerrillia, Liriodendron, Kmeria, Magnolia (18), Michelia (8), Paramichelia, Talauma (4)

Menispermaceae (8, 17)

Anisochyla, Ch hra (2), Ci
4

ipelos, Pachygone, Pycnarhea, Rhigiocarya, Sinomenium (2), Stephania

Monimiaceae (7, 18)

H Atherosperma, Doryphora, Dryadodaphne, Glossocalyx, Laurelia, Mollinedia (5), Siparuna (7)

Nelumbonaceae (1, 1)

‘ ‘ Nelumbo

Papaveraceae (2, 2)

H Roemeria, Papaver

Ranunculaceae (2, 4)

H Thalictrum (3), Xanthorhiza (1)

Rhamnaceae (2, 2) H Colubrina, Zyziphus
Rutaceae (1,4) | Zanthoxylum (4)
Thymelaeaceae (1, 1) H Agquillaria
Moraceae (1, 1) H Broussonetia

Lisicamina

Annonaceae (17, 34)

Annona (&), Artabotrys (2), Cananga, Duguettia, Enantia (2), Fissistigma, Guatteria (8), Heteropetalum,
Oncodostigma, Oxandra (2), Polyalthia (4), Rollinia (2), Trivalvaria, Unonopsis, Uvaria, Uvariopsis, Xylopia

Hernandiaceae (1, 1)

H Illigera

Lauraceae (3, 3)

H Cassytha, Cryptocarya, Lindera

Magnoliaceae (2, 2)

H Liriodendron, Michelia

Menispermaceae (4, 5)

H Abuta (2), Chamasenthra, Limacia, Stephania, Telitoxicum

Rhamnaceae

H Zyziphus

Atherospermidina

Annonaceae (12, 15)

Artabotrys (3), Desmos, Duguettia, Enantia, Fissistigma Guatteria (2), Polyalthia, Popowia, Pseudomalmea,
Pseudovoria, Rollinia (2), Oxandra

Monimiaceae

H Atherosperma

CUADRO 4

Distribucion de liriodenina, lisicamina y atherospermidina (De-la-Cruz, 2012)

Fue posible caracterizar la dinamica de acumulacion
de liriodenina (figura 5), el primer sitio en donde apare-
ce el alcaloide es el endospermo durante la imbibicién
(BBCH: 03), luego en las radiculas, hipocétilos y cotile-
dones (BBCH: 05-07), consecuentemente se encuentra
en las raices, tallos y hojas de las plantulas (BBCH:
11-16). Las raices son el sitio con mayor abundancia
del alcaloide, las hojas las menos. El endospermo es
desprendido (BBCH: 16) con cierta cantidad del MS.
La abundancia del alcaloide en las plantulas con seis
hojas (BBCH: 16) es similar a la de un adulto (~ 1.0
mg.g' MV).

Papel biologico de los alcaloides de A. macroprophyllata.
Utilizando los hongos Aspergillus glaucus y Rhizopus stoloni-
Sferresponsables de la pudricion de las semillas, se encontrd
que varios de los extractos alcaloidales de las plantulas
en desarrollo inhiben en alta proporcién su crecimiento
(figura 4). El alcaloide liriodenina detiene el crecimiento
de ambos fitopatdgenos a 100 y 200 pM, respectivamente.
La actividad de los extractos, la de liriodenina pura y la
proporcidn de ésta en los extractos sefialan la importancia
del alcaloide como sustancia responsable de la actividad
que muestran los extractos. Existe al menos otro alcaloide,
en menor concentracion, en las raices de las plantulas que



pudiera contribuir a la actividad antifungica. Con estos
datos se puede sefialar que la proporcion de alcaloides en
los tejidos parecen ser suficiente barrera para impedir el
crecimiento de estos fitopatogenos (figura 4).
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desarrollo de la plantula son obtenidos de la degradacion
de las proteinas de reservas, su cuantificacién permite
seflalar que para la biosintesis de alcaloides, la plantula
utiliza hasta 1.0 % de los aminoacidos precursores. Gasto

Finalmente, los alcaloides provienen de los aminoa-
cidos tirosina y fenilalanina, durante la germinacién y el

energético justificable por la funcion que desempefian
estas moléculas especializadas (figura 5).

100
®
90 I:E.
80 r ® E =
[
.% 70 oo
c5 L m]
25 60 p [ ]
=0
=
-
g c 50
o L
T T 40
> =
= ®A. glaucus
5 30 g
< R. stolonifer
20
10
O 1 1 1 ]
20 40 60 80
% de liriodenina en los extractos de raices
Grado de desarrollo de la plantula
Correlacion entre la actividad antifingica de extractos de raices de plantulas en desarrollo
FIGURA 4 - A
y la abundancia de liriodenina en ellos (n= 10).
Actividad
= . antiflingica
300 o Irosina Liriodenina /_’_' FE00
*  Fenilalaning =7 & L
250 ® - Liiodenina & sone
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Figura 5. Abundancia de aminoacidos aromaticos y del alcaloide liriodenina durante el
desarrollo temprano de Annona macrophyllata.

FIGURA 5
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CONCLUSION

Los alcaloides constituyen recursos de defensa durante el desarrollo temprano de Annona macroprophyllata.
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RESUMEN

Annona muricata es la especie de Anonaceae mas cultivada en México, debido a sus frutos son apreciados por su agradable sabor, es una planta
capaz de producir 16 alcaloides y 90 acetogeninas. En este articulo se relata un método para inducir respuestas quimicas en esta planta. Se usan como
modelo de estudio plantas con 6 hojas infectadas con el hongo Colletotrichum gloeosporioides. Los resultados sefalan que el método es eficiente y

que permite estudiar a la especie sin necesidad de utilizar ejemplares adultos.

Palabras Clave: Colletotrichum gloeosporioides, antracnosis, Anonna muricata.

ABSTRACT

Annona muricata is the most important crop species of Annonaceae family because its fruits are apreciated by their tasty flavor. It is able to produce

almost 16 alkalois and 90 acetogenins. In this research a method to induce chemical responses in this plant is reported using 6-leave-plants as a model

of infected plant with the fungus Colletotrichum gloeosporioides. This method result very efficient to study chemical induction in seedlig.

Keywords: Colletotrichum gloeosporioides, antracnosis, Anonna muricata.

INTRODUCCION

lo largo de su ciclo de vida las plantas se encuentran

en continua interaccion con el medio en el que ha-
bitan, por tanto, estan sometidas frecuentemente a estrés
abidtico y/o bibtico, este tltimo incluye hongos, bacterias
y herbivoros. Las plantas no pueden defenderse con faci-
lidad, son sésiles y al parecer carecen de sistema inmune,
no obstante la muerte por enfermedad es una situacién
excepcional (Whenham et al., 1986), ello supone el de-
sarrollo y perfeccionamiento a lo largo de la evolucion,
de sistemas de defensa altamente efectivos para detener
o contrarrestar infecciones por microrganismos o del
ataque de herbivoros, a fin de cuentas, mecanismos que
les permiten sobrevivir en ambientes diversos y adversos.
Las plantas producen metabolitos secundarios, tam-
bién llamados metabolitos especializados (Pichersky et al.,
2011) que constituyen una de las formas de defensa qui-
mica ante el ataque de diversos organismos, en general,
pueden ser constitutivos o inducidos. Los constitutivos
son producidos (biosintetizados) por la planta, previo a

la presencia de un patégeno o herbivoro, aminorando
o deteniendo el posible dafio a los tejidos de la planta.
Son barreras quimicas preformadas cuya informacién
genética ha sido heredada resultando una diversidad
de moléculas entre ellas alcaloides, fenoles, polifenoles,
aceites esenciales y terpenos (Dixon, 2003).

Si a pesar de las barreras constitutivas el patdégeno
se establece, las plantas pueden activar mecanismos de
defensa con el fin de detener la infeccion, a través de los
llamados mecanismos de defensa inducidos, que involu-
cran reacciones de biosintesis 0 activacion de moléculas
que se inducen por los tejidos en contacto con el o los
patégenos o herbivoros, en las que también intervienen
los tejidos no infectados, las moléculas producidas como
respuesta al ataque de patdgenos, son comunmente
llamadas fitoalexinas (fenoles, flavonoides, alcaloides,
terpenos) (Miieller & Borges, 1941). En contraste con la
resistencia constitutiva, la resistencia inducida se basa en
el reconocimiento del invasor y un evento subsecuente
de transduccion de senales que conduce a la activacion
de las defensas.
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Estas sefiales involucran en primer lugar una respues-
ta denominada respuesta hipersensitiva o hipersensible
(HR), que implica el colapso de las células dafiadas; en
segundo lugar se da la produccion de especies de oxigeno
reactivas (ROS); la activacion de genes relacionados con
la defensa, sintesis de fitoalexinas y cambios estructurales
de las paredes celulares y la. Esta respuesta localizada
ocurre en el sitio de ataque del patégeno y el resultado
son lesiones claramente delimitadas y circundadas por
tejido sano (Boljakova & Hadjilvakova, 2001, Chisholam
et al., 2006, Castro & Garcia, 2009).

Un patdgeno habitual de la guandbana (4Annona
muricata) es Colletotrichum gloeosporioides, que provoca
una enfermedad denominada antracnosis, la cual se ca-
racteriza por atacar hojas, botones florales, frutos y tallos.
Por ello el objetivo de este trabajo es dar a conocer uno
de los métodos que pueden ser utilizados para inducir
metabolitos secundarios en plantas.

MEropo

Aislamiento de Colletotrichum gloeosporioides
Colletotrichum gloesporioides se aislo de hojas jovenes de
Annona muricata infectadas; se hicieron cortes de tejido
infectado de 5 x 5 mm que se desinfectaron con hipoclo-
rito al 1.5 % por tres minutos y posteriormente se lavaron
3 veces con agua destilada estéril, se dejaron secar sobre
papel filtro estéril en una campana de flujo laminar durante
15 minutos, cada seccion de tejido fue sembrada en cajas
petri con agar dextrosa-papa (PDA, Bioxon®) e incubada
27°C * 2 en una incubadora marca RIOSSA ™ | al cuarto
dia, de las cajas con crecimiento micelial semejante al de
C. gloeosporioides, se tomaron muestras y se resembraron
tres veces en agar PDA; una vez verificada la pureza se
tomo una porcion de PDA con hifas, los trozos fueron
transferidos a cajas petri con este medio de cultivo y fueron
incubados a 27 °C durante 7 dias (Agostini et al., 1992).

Obtencion de cultivos monosporicos

Para la obtencion de cultivos monosporicos se siguid el
método propuesto por Manadhar ez al., 1995 modificado
por Santos, 2006 (Santos, 2006). Para ello, en condiciones
de esterilidad, se tomaron colonias de ocho dias de edad
desarrolladas en cajas petri con PDA, se deposité al centro
de cada caja 200 puL de agua destilada estéril con una micro-
pipeta. Conla ayuda de una aguja de diseccion previamente
se mezclaron los micelios y conidios con el agua; posterior-
mente se recuperd la solucion que se ajustd a 5 mL con agua
estéril. Se tomaron 500 pL de la suspension conidial y se
distribuyeron en las cajas con PDA, este cultivo fue incubado

a 27 °C durante 24 h. De cada aislamiento y con la ayuda
de un microscopio estereoscopico se selecciono6 un conidio
individual germinado y se transfirié a medio de cultivo PDA.
Los aislamientos con caracteristicas de C. gloesporioides
fueron seleccionados y se mantuvieron en PDA a 27°C.
La especie fue identificada por la doctora Graciela Huerta
Palacios, del Departamento de Fitopatologia del Colegio
de la Frontera Sur. Y verificada frente a una cepa NCBI
HM562712 adquirida del laboratorio GeMBio del Centro
Investigaciones Cientificas de Yucatan.

Inoculacion de plantulas con Colletotrichum gloesporiodes.
Para establecer las condiciones adecuadas para la inocu-
lacién. Se seleccionaron 75 plantulas de Annona muricata
con 6 hojas. Mediante aspersion se inocul6 cada planta,
con caldo dextrosa papa (5 mL) con 1x10° conidios mL"!,
cerciorandose que la aspersion fuera homogénea en todas
las hojas, la aspersion se llevd a cabo con un aspersor
manual. Cada plantula se cubri6 con una bolsa de plastico
transparente para crear un ambiente humedo (figura 1). Se
colocaron en una germinadora Conviron® con condiciones
controladas (27 °C, 50 % de humedad relativa, 12 hluz/12
h oscuridad). Se monitorearon los sintomas todos los dias.
Una vez que se observaron los sintomas caracteristicos de la
patologia en las hojas, se colectaron las hojas, tallos y raices,
se dejaron secar a temperatura ambiente y se procedio a
la extraccion de acetogeninas y alcaloides (Gonzalez-Es-
quinca, 2001). Tras la obtencion de los extractos se realizo
el analisis de esto bajo técnicas quimicas y cromatograficas
usuales para comparar lo perfiles quimicos.

Plantulas de A. muricata. A. Tratamiento. B.
Control

FIGURA 1
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ResuLTADOS

La inoculacién por aspersion de cultivos monosporicos
a1 x 10° mL"! esporas de C. gloeosporioides en las hojas
de plantulas con 6 hojas de A. muricata resulta ser un
método eficaz para inducir la aparicién de sintomas de
antracnosis, tales como necrosis foliar en los apices,
haz y bordes, necrosis en el cuello del tallo, asi como
deformaciones de las hojas (figura 2). EI 60 % de las
plantas presentaron estos sintomas 8 dias posteriores
a la inoculacion.

A

Sintomas caracteristicos de antracnosis en
A. muricata causada por C. gloeosporioides

FIGURA 2

El analisis del perfil quimico de las plantas sanas vs
infectadas de 4. muricata mediante este método permi-
ti6 determinar la induccidon de un nuevo alcaloide en
las hojas el cual se identificara por métodos quimicos y
espectrofotométricos (cuadro 1).

LITERATURA CITADA
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Abundancia relativa (%)

Alcaloides

| A | 93+3a | 100f1a |
| B | 100+7a | 963+2a |
| C | 100+2a | 952+3a |
| D | 100+2a |  985+3 |
| E [ 0 | 100+2a |

Alcaloides en hojas de plantas control e ino-
culadas con C. gloeosporioides.

CUADRO 1

Los métodos llevados a cabo para la induccién fungica
de fitoalexinas en su mayoria son realizados en cultivos
celulares, en los cuales interaccionan las células con induc-
tores de respuesta implicados en la via de sefalizacién por el
ejemplo el Ca*, acido jasmonico y acido salicilico, también
son frecuentemente utilizados elicitores fungicos que son
compuestos sefial que estimulan la aparicién de cualquier
respuesta defensiva que incluyen componentes de las su-
perficies celulares entre ellos oligosacaridos, glicoproteina
proteica o lipidica (Nef eral., 1991, Boué, 2000, Hahlbrock et
al., 2003, Conciencao et al., 2006, Robles-Zepeda et al., 2009).

El método por aspersién supone varios escenarios
mas alla de la busqueda de moléculas de respuesta ante
un ataque o infeccién por hongos, este método puede,
ademas ser utilizado en biotecnologia para el estudio
del metabolismo secundario con la finalidad de disefiar
estrategias para incrementar la resistencia de cultivos
importantes y asegurar una mejor de produccion.

CoNclLusiON
La aspersion de esporas es una buena opcidn para

inoculacion de plantulas para evaluar la expresion de
metabolitos secundarios en plantas.
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El género Bephratelloides Girault (Insecta: Hymenoptera:
Eurytomidae), parasitos de semillas de la familia Annonaceae Juss.
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RESUMEN

Debido a la importancia econémica y ecoldgica que representa la interaccion Bephratelloides-Annonaceae, en este articulo se documenta el estado

actual del conocimiento acerca de la relacion entre estos organismos. Se documentan 4 géneros y 13 especies de anonéceas hospederas: Annona (10

especies), Cymbopetalum (1), Duguetia (1) y Xylopia (1). Bephratelloides cubensis es la especie mas estudiada.

Palabras clave: plaga, avispa barrenadora de semillas, Bephratelloides sp., Annonaceae.

ABSTRACT

Due to the economical and ecological relevance of the significance of Bephratelloides-Annonacea interaction, this paper describes the current knowled-

ge about the relation between these organisms. 4 genera in 13 host plant are reported here: Annona (10 species), Cymbopetalum (1), Duguetia (1)

Xylopia (1). B. cubensis is the main studied specie.

Keywords: pest, seed borer wasp, Bephratelloides sp., Annonaceae.

INTRODUCCION

a familia Annonaceae pertenece al Orden Magnolia-

les y se encuentran entre las plantas mas primitivas de
las angiospermas (Cronquist, 1968). Esta conformada por
cuatro subfamilias, 14 tribus y 108 géneros que contienen
alrededor de 2,400 especies (Chatrou et al., 2012; Chatrou,
2013; Couvreur et al., 2012), distribuidos en su mayoria en
selvas tropicales en las regiones Neotropicales, en Africa
y Asia-Australasia (Couvreur et al., 2012).

El género Annona tiene especies de importancia
econOmica, por sus frutos comestibles ocupan un lugar
destacado en la agricultura, como el caso de Annona
muricata (guanabana), Annona cherimolia (chirimoya) y,
mas regionalmente, A. macroprophyllata (papausa). Estas
especies, junto con otras, estan relacionadas con una
avispa que parasita sus semillas que, por la afinidad que
tiene hacia este género, se le conoce como la avispa de las
anondceas (Hernandez-Fuentes et al., 2010). Estos insectos
pertenecen al género Bephratelloides y provocan la pérdida
hasta del 100% de la cosecha (Bruner & Acufia, 1967;
Nadel & Pefia, 1991; Castafieda-Vildozola et al., 2010;

Hernéandez-Fuentes et al., 2010). Debido a la importan-
cia econémica y ecologica que representa la interaccion
Annonaceae-Bephratelloides, a la falta de sistematizacion
y actualizacion de la informacion sobre este tema, en este
articulo se documenta el estado actual del conocimiento
acerca de la relacién entre estos organismos.

ResuLtADOS

La clasificacion taxondémica del género Bephratelloides
es la siguiente (Noyes, 2014):

Orden Hymenoptera

Superfamilia Chalcidoidea

Familia Eurytomidae

Subfamilia Eurytominae

Género Bephratelloides Girault, 1913

Especies del género Bephratelloides

El género Bephratelloides Girault, 1913, esta constituido
por avispas barrenadoras de semillas, de acuerdo a No-
yes (2014) este género incluye ocho especies: B. ablusus
Grissell & Foster, B. cubensis Ashmead, B. duguetiphagus
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Chang, B. limai Bondar, B. melleus Westwood, B. paraguayensis Crawford, B. petiolatus Grissell & Schauff y B. pomo-

rum (sin. B. maculicollis Cameron) Fabricius (figura 1).

FIGURA 1

Distribucion y especies hospederas

La presencia de B. cubensis se ha documentado especial-
mente en el género Annona, probablemente porque son las
que tienen mayor interés comercial. Hasta el momento,
se ha reportado que la avispa parasita a 10 especies del
género Annona (Korytkowski & Ojeda, 1966; Heu, 1988;
Grissell & Schauff, 1990; Nadel & Pena, 1991; Pena &

Algunas especies del género Bephratelloides. A) B. cubensis, B) B. ablusus, C) B. pomorum. A) Fotografia de los autores,
B) Castaneda-Vildozola et al, (2011), C) Pereira et al, 2003.

Bennet, 1995; Gonzalez-Sanchez, 2014) de 18 especies
que se distribuyen en México (De la Cruz et al., en prensa)
(Figura 2, Cuadro 1). Pero también se conoce que Cym-
bopetalum mayanum (Grissell & Foster, 1996), Xylopia
aromatica (Perioto, 1997) y Duguetia panamensis (Chang,
1998) son plantas hospederas (cuadro 1).



FIGURA 2

Garden. 30 sept. 2016.

Las especies de Bephratelloides se encuentran Uni-
camente en el Continente Americano y su distribucion
abarca paises desde Norte América hasta Sudamérica
(figura 3, cuadro 1). De acuerdo a los reportes de estas
avispas, B. cubensis es la que se encuentra mas amplia-
mente distribuida, seguida por B. pomorum.
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Algunas hospederas de Bephratelloides. A) A. macroprophyllata, B) A. squamosa, C) A. lutescens, D) A. reticulata, E) C.
mayanum, F) X. aromatica. Fotografias A,C) Coleccion del Laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal; D) Missouri Bota-
nical Garden MBG®© B, E) Cirilo Nelson (TEFH)©; F) 0.M. Montiel©. B, D-F) Adquiridas de Tropicos.org. Missouri Botanical

De las ocho especies, dos de ellas se han registra-
do en México (figura 3): B. ablusus y B. cubensis; ésta
ultima se localiza en Nayarit (Rodriguez et al., 1980;
Hernandez-Fuentes, 2008), Guerrero, Morelos, Puebla,
Veracruz, Yucatan (Castaneda-Vildozola, 2010) y Chia-
pas (Gonzalez-Sanchez, 2014); mientras que B. ablusus se
ha registrado unicamente en Chajul, Chiapas, en semillas
de C. mayanum (Grissell & Foster, 1996).



m Revista de Ciencias de la UnicacH

\ Florida A
México Cuba N

«©
o gagail Haiti

&

Trinidad y Tobago
D o

Surinam  Guyana

ag Francesa

Simbologia

Golfo de
@ B. ablusus

México Yucatédn

Brasil

Nayarit) @
@ B. cubensis avart
Y¢8. duguetiphagus Oeq,,
% 5
® B. limai

@ B. paraguayensis
# B. petiolatus
W B. pomorum

FIGURA 3 Distribucion del género Bephratelloides.

Especie Distribucién Especie hospedera Referencias
‘ Bephratelloides sp. H H Xylopia aromatica H Perioto (1997) ‘
‘ B. ablusus H México H Cymbopetalum mayanum H Grissell & Foster (1996) ‘
Brasil
Colombia
COétlalealca Annona bullata
Guatemala A;he;:z:zla Korytkowski & Ojeda (1966)
Haiti y }f e Heu (1988)
Hawaii 4 ma;'ro rophvllata Grissell & Schauff (1990)
B cubensis Honduras ’ 4 mﬁ . 51 ng: Nadel & Pefia (1991)
’ Florida A. muricata Nadel & Pefia (199b)
Jamaica A. reticulata Pefia & Bennet (1995)
México ’ Gonzalez-Sanchez (2014)
Panama A. squamosa
Pert: A. squamosa X cherimola
Puerto Rico
Reptiblica Dominicana
Venezuela
B. duguetiphagus H Panama H Duguetia panamensis H Chang (1998) ‘
L . Annona sp. Grissell & Schauff (1990b)
B limai Brasil A. muricata Noyes (2014)
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Especic hospedea \
B. melleus ‘ Desconocido Desconocido Grissell & Schauff (1990)
. Paraguay .
B paraguayensis Trinidad & Tobago Annona sp. Grissell & Schauff (1990)
) , Pefia & Bennet (1995)
B. petiolatus Panama Annona sp. Noyes (2014)
Bolivia
Belice
Brasil
Colombia
Costa Rica Annona sp.
Ecuador A. cherimola Grissell & Schauff (1990b)
B. pomorum Guyana Francesa A. montana Pefla & Bennet (1995)
Honduras A. muricata Barbosa ez al., (1997)
Panama A. squamosa
Pera
Surinam
Trinidad & Tobago
Venezuela

CUADRO 1 Distribucion y especies hospederas de Bephratelloides.

CicLo DE VIDA

El ciclo de vida comienza con la oviposicion de las
hembras sobre frutos pequefios. De acuerdo con los
estudios realizados con B. cubensis en diferentes especies
de anonas, se conoce que las hembras prefieren oviposi-
tar en frutos que tengan un didmetro de 3 a 4 cm en 4.
reticulata (Bruner & Acufa, 1967), desde 3.1 hasta 7.6
cm en A. squamosa (Hernandez-Fuentes, 2010) y < 8 cm
en A. macroprophyllata (Gonzalez-Sanchez, 2014), esto
significa que las hembras siempre buscan ovipositar en
frutos inmaduros.

Los huevos, larvas, pupas y adultos se desarrollan
en el interior de semillas de frutos en crecimiento (Na-
del & Pefia, 1991) (figura 4). Las larvas se alimentan
del endospermo de las semillas, afectando la viabilidad
de éstas. Los individuos adultos al salir de los frutos
forman galerias a través de la pulpa que permiten la
entrada de insectos necréfagos y hongos fitopatdgenos,
danando totalmente a los frutos (Nadel & Pena, 1991; e Tl ae vtk dle B @it @i A [
Castafieda-Vildozola et al., 2010; Herndndez-Fuentes URA 4 prophyllata. Fotografias de los autores.

et al., 2010).

Adulto
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La avispa mas estudiada es B. cubensis, su ciclo de vida
oscila entre ~86y 100 dias (Bruner & Acufia, 1967; Nadel
&1 Pefia, 1991; Veloza, 1991 en Murcia, 2006; Evangelista
et al., 1999b), otro reporte sefiala que tiene una duracion
de ~30 a 45 dias (Korytkowski & Ojeda, 1966) (Figura 5).

Tomando en cuenta el tiempo de duracion de los
diferentes estados de desarrollo, los huevos eclosionan
~12-24 dias después de la puesta, el periodo larvario

tiene una duracion de ~23-55 dias, las pupas de ~9-34
dias y los adultos ~11-24 dias (figura 5). Esta variacién
depende de la especie de Bephratelloides y de la planta
hospedera, de las condiciones ambientales (temperatura
y humedad) y del tipo de estudio (campo o laboratorio)
(Bruner & Acufia, 1967; Korytkowski & Ojeda, 1966;

-~

B. pomorum

28-32

56-60

IB. cubensis—

12 42

12-24 23-50

Dias de duracion por estadio

26-28

9

13-34

o= ) o

Nadel & Pena, 1991; Veloza, 1991 en Murcia, 2006;
Duracion total

Evangelista et al., 1999).
del ciclo de vida \

BN A. muricata!

A. cherimola?

~30-45

A. squamosaxA.
cherimola®

IS A. reticulata®
~87 .
- . muricata>®

/

~86

11-20

24

12-55

%Hernandez-Fuentes et al, (2010).

FIGURA 5

Métodos de control de la plaga
Meétodos quimicos, fisicos y bioldgicos han sido sugeridos
para el control de Bephratelloides. En 1988, Pefla y Nagel
realizaron un analisis utilizando dos insecticidas quimi-
cos comerciales y a diferentes concentraciones frente
a B. cubensis: Malation y Permetrina. En condiciones
de laboratorio, estos compuestos provocaron, después
de 24 horas del tratamiento tépico, el 100% y 95% de
mortalidad a 0.57g ai'L! y 0.256 ai-L‘!, respectivamen-
te. En condiciones de campo, la menor infestacion se
produjo después de la aspersion de 0.36 1b ai/100 gal de
una mezcla de Malation, Metil tiofanato y Mancozeb.
Hernandez-Fuentes ez al., (2008) también evalud diferen-
tes insecticidas, de los cuales el Dimetoato fue el mejor
tratamiento (0.75 y 5.9% de infestacion).

Con la finalidad de buscar métodos amigables con
el ambiente que permitan controlar a la plaga, Murcia y

Duracion del ciclo de vida de B. cubensis y B. pomorum en diferentes especies de Annona. ' Veloza (1991) en Murcia &
Salamanca (2006); ? Korytkowski & Ojeda (1966); *Nadel & Pena (1991a); ‘Bruner & Acuiia (1967); *Evangelista et al, (1999);

Salamanca (2006) sugieren un método de control biold-
gico, utilizando al hongo Paecilomyces lilacinus, en cuyo
ensayo provoco el 100% de mortalidad en B. pomorum a
una concentracion de 6.4x107 conidios/mL.

De acuerdo a las investigaciones en las que se han
utilizado barreras fisicas, los autores apuntan que es
la propuesta mas rentable, econdémica y funcional. Se
sugiere que para bloquear la oviposicién de la avispa,
es necesario envolver a los frutos pequefios, de ~3cm
de diametro, con bolsas hechas de tela de organza con
372 perforaciones por pulgada (1.6% de infestacion)
(Hernandez-Fuentes et al., 2008), con bolsas de plastico
perforadas (49 cm x 28 cm) (15% de infestacion) (Miche-
letti er al., 2001) o bolsas de plastico con orificios de 5-10
mm (20 cm x 15 cm) de color rojo con TNT (12.5% de
infestacion) (Silva et al., 2013).
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CONCLUSION este trabajo se documentan cuatro géneros 'y 13 especies

de anonaceas hospederas: Annona (10 especies), Cym-
Las especies del género Bephratelloides tienen una  bopetalum (1), Duguetia (1) y Xylopia (1). De las ocho
afinidad especial hacia las integrantes de la familia  especies de avispas que existen, B. cubensis es, sin duda,
Annonaceae, especialmente con el género Annona. En  la mas estudiada.
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RESUMEN

El alcaloide oxoaporfinico liriodenina presenta actividad citotéxica en lineas celulares cancerosas y ha sido sefalado como un buen candidato para el
desarrollo de nuevos farmacos antineoplasicos, sin embargo su efecto en las células normales no ha sido auin reportado. Utilizando ensayos in vitro de
la proliferacion celular, en este estudio se compard la actividad de la liriodenina aislada de A. lutescens Saff. sobre la linea cancerosa de mama MCF-7
y en cultivos primarios de linfocitos de bazo murinos, utilizando la doxorubicina como farmaco antineoplasico de referencia. Los resultados muestran
que la liriodenina y la doxorubucina inhiben la proliferacion de las células MCF-7 de manera dosis dependiente con una DI, para ambos compuestos
de 4 png/mL. Interesantemente, la menor concentracion del alcaloide que produjo una inhibicion significativa (P < 0.05) fue de 0.001 ug/mL la cual fue
10 veces menor a la encontrada para el farmaco de referencia. Estadisticamente, las concentraciones menores de 1 ug/mL de liriodenina muestran un
efecto menor en los linfocitos murinos que en las células transformadas. Estos datos permiten conocer en las células MCF-7 los rangos seguros de la
posible administracion del alcaloide, sin comprometer excesivamente a las células normales.

Palabras clave: liriodenina, antiproliferativo, cancer.
ABSTRACT

The alkaloid oxoaporfinico liriodenine shows a cytotoxic activity on neoplasic cells lines and is pointed out as a good candidate for the development of new
anti cancer drugs, However its effect on normal cells has not yet been reported. In this study the activity of the isolated liriodenine from A. lutescens Saff.
on breast cancer line MCF-7 and in primary cultures of murine spleen lymphocytes using in vitro cell proliferation assays was compared; the doxorubicin
as an antineoplasic reference drug was used. Our results show that the liriodenine and the doxorubucina inhibit both the proliferation of MCF-7 cells,
with a DI, of 4 ug/mL Interestingly the lowest alkaloid concentration that produced a significant inhibition (P < 0.05) was 0.001 pg/mL and it is 10 times
lower than that found for the reference drug. Concentrations below 1 mg/mL of liriodenine statistically have less effect in murine lymphocytes than in the
transformed cells. These data allow knowing in MCF-7 cells, the safe ranges of its possible administration, without excessively compromising normal cells.

Keywords: liriodenine, antiproliferative, cancer.

INTRODUCCION xica etc. (Anaya y Espinosa-Garcia, 2006). Por ello, estos

compuestos son una de las fuentes mas importantes en

as propiedades medicinales de las plantas son atri-

buidas a la produccién de moléculas de bajo peso
molecular denominadas metabolitos secundarios (fenoles,
flavonoides, taninos, cumarinas, esteroides, alcaloides y
otros compuestos) cuya funcion se ha relacionado con la
interaccion de las plantas con su entorno; sin embargo
al ser quimicamente activos, pueden actuar en otros sis-
temas biologicos modificando sus procesos fisiologicos
y exhibiendo de manera natural actividades bioldgicas
como la antifingica, antimicrobiana, insecticida, citoto-

la busqueda de moléculas activas para el desarrollo de
nuevos medicamentos.

Se ha documentado que los alcaloides derivados de
isoquilinas, como los aporfinoides presentan un rango
amplio de actividades como antiparasitaria, antimicrobia-
na, antifingica, antitumoral y sobre el sistema nervioso
central (Mufioz ef al., 2006). Dentro de este grupo se
encuentra la oxoaporina denominada liriodenina que
es una molécula plana, de color amarillo y fluorescente
que ha sido aislada de diversas familias de plantas y es
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el alcaloide apofinico mas abundante en la familia An-
nonaceae (Gonzalez-Esquinca, 2005)

Diversos estudios seflalan que este alcaloide tiene
efectos inhibitorios sobre la proliferacion de células
cancerosas de pulmon, higado y mama (Wu ez al., 1990;
Chang et al., 2004; Hsieh et al., 2005), y su actividad se
ha relacionado con la inhibicion de la topoisomerasa II
(Wooetal., 1979; Lieral., 2009) lo que llevaria al bloqueo
del ciclo celular. Por lo anterior se le ha sehalado como
un buen candidato para el desarrollo de nuevos farmacos
antineoplasicos; sin embargo un compuesto para ser
considerado como de uso potencial debe presentar una
adecuada selectividad sobre las células cancerosas sin
afectar de manera excesiva a las normales. Utilizando en-
sayos de proliferacion celular en este estudio se compard
la actividad in vitro de la liriodenina aislada de extractos
alcaloidales de Annona lutescens Saff. (Annonaceae) en
la linea de adenocarcinoma humano de mama MCF-7
y en cultivos primarios de linfocitos de bazo de ratones
normales, utilizando como firmaco antineoplédsico de
referencia la doxorubicina.

MEropo

Aislamiento de la liriodenina

Se moli6 hasta polvo fino 50 g de raices de Annona lutes-
cens Saff. que se saturaron con una solucion concentrada
de Na,CO,. El polvo se sec6 a temperatura ambiente y se
extrajo con CHCI,. El extracto se refin6 en tres ocasiones
mediante una extraccion acido-base con CHCI, siguiendo
el método reportado por de la Cruz y Gonzalez-Esquinca
(2012). Se obtuvo 23 g de extracto alcaloidal, del que se
precipit6 un sélido amarillo que se purificoé por medio de
recristalizaciones con CHCl,-MeOH hasta obtener 4.3
mg de liriodenina (p.f. 280-282 °C) (figura 1).

o ]

Liriodenina, A. Estructura quimica. B. Cromato-
grafia en placa fina corrida con CHCI,-MeOH
9:1 y revelado con el reactivo de Dragendorff.

FIGURA 1

Lineas celulares

La linea humana de adenocarcinoma mamario MCF-7
(ATCC Manassas, VA. USA) fue mantenida con medio
de cultivo D-MEM/F12 (Invitrogen, México) suplemen-
tado con 10% de suero fetal bovino (medio completo).
Los linfocitos murinos se obtuvieron de ratones Balb/c
normales, sacrificados humanitariamente de acuerdo a
las normas de la Asociacién Mexicana para Animales
de Laboratorio (AMCAL). Asépticamente el bazo fue
removido y las células disociadas mediante su paso por
una malla. Las células se recolectaron en un tubo conico
y los eritrocitos presentes se lisaron con una solucién 0.15
MNH,CI, 1.0mM KHCO, y 0.1 mM Na,EDTA,; los lin-
focitos resultantes fueron lavados por centrifugacion con
una solucion amortiguada de fosfatos pH 7.2 y finalmente
resuspendidos en medio completo. Todo el procedimiento
se realiz6 en condiciones de esterilidad (Kruisbeek, 1994).

Ensayos en los cultivos celulares

Las células fueron sembradas en 100 uL. de medio de cultivo
completo en placas de 96 pozas a una densidad de 1x10*
células MCF-7 o 4 x 109 linfocitos murinos por poza y
mantenidas a 37°C en atmosfera himeda con 5 % de CO,
durante toda la noche. Al dia siguiente se afiadi6 liriodenina
o el farmaco de referencia doxorubicina a concentraciones
finales de 20, 10, 1, 0.1,0.001 y 0.0001 ug/mL. La viabilidad
(linfocitos ) o la proliferaciéon (células MCF-7) celular fue
analizada después de 48 h de exposicion, utilizando 10 ul
de MTT (5mg/mL) de acuerdo al método reportado por
Mosmann (1983) y la absorbancia medida con un lector
de microplacas (Biorad, Hércules CA, USA) a 570 nm de
longitud de onda. Cada prueba se realizo por triplicado y
en cuatro ensayos independientes. El porcentaje de prolife-
racion o viabilidad se calculd considerando como 100 % el
valor obtenido en las células control (sin tratamiento). La
concentracion de liriodenina o doxoribucina que redujo al
50% la proliferacion o viabilidad celular en relacion a las
células control (dosis inhibitoria media o DI, ) fue deter-
minada graficamente mediante curvas de dosis-respuesta.

Analisis estadistico

La diferencia estadistica entre los tratamientos y las célu-
las control fue calculado mediante el analisis de varianza
(ANDEVA) de una sola via y la prueba a posteriori de Bon-
ferroni en donde P < 0.05 fue considerado significativo

ResuLTADOS

Los resultados indican que la liriodenina y el farmaco an-
tineoplasico de referencia afectan a los linfocitos normales



murinos Unicamente en concentraciones altas aunque la
viabilidad celular nunca fue menor a 50% respecto de las
células control. Asi en las concentraciones mas altas (10 'y
20 pg/mL), la liriodenina permitié un 51% de viabilidad
celular en tanto que la doxorubicina el 69% (tratadas vs
controles); en el rango desde 1.0 hasta 0.0001 pg/mL el
efecto de la liriodenina y la doxorubicina fue desde mo-
derado hasta nulo (desde 90.1 hasta 100% y 87.4 a 99.8%,
respectivamente). Estos ensayos permiten conocer el rango
de concentracion del alcaloide en donde menos se perturba
a las células normales asi como registrar las concentra-
ciones donde pueden producirse los efectos indeseables.
Por otro lado, en la linea celular de adenocarcino-
ma mamario MCF-7 se encontré una reduccién de la
proliferacién dependiente de la concentracion de los
compuestos. Asi, en la menor concentracién (0.0001
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pg/mL), la liriodenina permitié 91% de proliferacion y
la doxorubicina el 87% (tratadas vs controles), en tanto
que a la mayor concentracion (20 pg/mL), la prolifera-
cion se redujo hasta el 29.5% en las células expuestas a
liriodenina y 35% con doxorubicina (cuadro 1). Aunque
para ambos compuestos la DI, es aproximadamente de
4 pg/mL, es importante seflalar que la concentracion
minima que produjo una inhibicion significativa de la
proliferacion (P <0.05) fue de 0.001 ug/mL en el caso de
la liriodenina, y de 0.01 ng/mL para la doxorubicina; es
decir la liriodenina fué 10 veces mas activa en las células
cancerosas que el firmaco control (cuadro 1). Utilizando
liriodenina extraida de Zanthoxylum nitidum (Rutaceae) y
esta misma linea neoplasica, Yang et al. (2009), encontra-
ron una DI de 2.19 ug/mL, por lo que ambos estudios
son coincidentes.

1 o000 [oo0r [ 001 | o1 | 1 | 0 | 2 |
LT Lirodenina || 1000 | 968 || 914 | 912 | 901 | 512 | 537 |
mutrinos (%) | Doxorubicina | 99.8 || 903 | 847 | 941 | 874 | 755 | 691 |
St b | Liriodenina | 911 | 757 | 756 | 680 | 605 | 321 | 295 |
Doxorubicina | 870 | 898 | 801 | 832 | 636 | 428 | 349 |

CUADRO 1

Diferencias estadisticas respecto a las células control (P < 0.05).

El efecto comparativo de la liriodenina entre ambos ti-
pos celulares muestra que existen diferencias importantes
y en donde es posible separar dos rangos de afectacion a
las células. En el primero con concentraciones bajas del
alcaloide (0.0001 a 1 pg/mL), la proliferacidn celular de
las células transformadas MCF-7 es abatida a medida que
se incrementa la concentracién, en tanto que la viabilidad
en las células normales se conserva. y la diferencia entre
ambas lineas celulares es significativa (P <0.05) especial-
mente de 0.001 a 1 ug/mL. Lo anterior pudiera indicar
el rango donde la liriodenina ejerce su mayor efecto en
las células neoplésicas sin afectar excesivamente a las
normales. En el segundo rango con concentracion alta
del compuesto (1 a 20 ug/mL), se compromete la sobre-
vivencia no solo de las células transformadas sino tam-
bién de las normales, por lo que podrian descartarse en
trabajos futuros, especialmente en ensayos con modelos
in vivo (figura 2). Una alternativa para buscar una menor
toxicidad a las células normales y una mayor solubilidad
del compuesto podria ser la modificacion estructural del
compuesto posiblemente a partir de los a&tomos N-7 y O-8
carbonilo (Liu et al., 2009).

Efecto de las concentraciones de liriodenina y del doxorubicina (ug/mL) en los cultivos celulares
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Proliferacion celular (%)

- T T T )
0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 20
Concentracién (ug/mL)

-4~ Linfocitos murinos ——Células MCF-7

Efecto de las concentraciones de la liriode-
nina en los linfocitos normales murinos y la
linea celular neoplasica MCF-7. Diferencias
estadisticas entre ambas lineas celulares.

FIGURA 2

En la linea de células de céancer de pulmdn A549 y
mediante analisis de citometria de flujo Chang ez al. (2004)
reportaron que la liriodenina bloque6 la progresion del
ciclo celular durante la transiciéon de G2/ M y condujo a

13
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la activacion de las proteinas caspasas mediadoras de la
inducciéon de la apoptosis o muerte celular programada.
Estas caracteristicas deseables en un farmaco antineoplasico
ademas del conocimiento de las dosis terapéuticas lejanas de
las nocivas, abre la posibilidad de iniciar los trabajos i vivo
con modelos animales, a fin de conocer su efecto e interac-
ci6n en los multiples sistemas que integran al organismo.

CONCLUSIONES

Annona lutescens (anona amarilla) es un recurso natural
de México y Centroamérica con abundante produc-

cion de liriodenina y otros compuestos activos, que
pudieran servir para el desarrollo de nuevos farmacos.
Laliriodenina posee actividad antiproliferativa a dife-
rentes concentraciones sobre la linea celular cancerosa
MCF-7 y es mas activa que el farmaco de referencia
doxorubicina; de manera importante las concentracio-
nes menores de 1 pg/mL del alcaloide presentan una
adecuada especificidad hacia las células transformadas
sin comprometer excesivamente a las normales, lo que
permite visualizar a la liriodenina como un candidato
importante para el desarrollo de nuevos farmacos
antineoplasicos.
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RESUMEN

En este estudio se senalan los efectos depresores del extracto alcaloidal total extraido de la raiz de la Annona macroprophyllata. Dado que se ha
demostrado en experimentos in vivo, que la administracion de extractos de anonas causa efectos sobre el sistema nervioso central (SNC). Se considerd
importante estudiar el efecto del extracto alcaloidal total de la A. macroprophyllata en algunas conductas que exploran efectos depresores del SNC.
Los resultados mostraron que la administracion sistémica del extracto alcaloidal total a dosis de 100 y 200 mg/kg en ratones, produce sedacién, un
efecto cataleptogénico claro, pero de poca duracion, medido en la prueba de la barra. De la misma manera, una disminucion de la hiperactividad motora
inducida por anfetamina. Finalmente se encontré una disminucion de la actividad motora espontdnea en la prueba de campo abierto. Los resultados
anteriores sugieren que el extracto alcaloidal total de A. macroprophyllata posee efectos depresores del SNC. Sin embargo, se requieren mas estudios
para establecer con precision el perfil farmacolégico y el sitio de accion de este extracto alcaloidal y el o los alcaloides responsables de los efectos.

Palabras clave: Annona macroprophyllata, extracto alcaloidal total, sedacion.
ABSTRACT

In this study the depressant effects of total extract alkaloidal extracted from the root of the Annona macroprophyllata is reported. Since it has been
shown in experiments in vivo that the administration of anona extracts produced effect on the central nervous system (CNS). It was considered im-
portant to study the effects of total extract alkaloidal A. macroprophyllata in some behaviors that explore CNS depressant effects. The results showed
that systemic administration of total alkaloidal extract at doses of 100 and 200 mg / kg in mice, produce sedation, a clear cataleptogenic effect, but of
short duration, measured in the bar test. Similarly, a decrease in motor amphetamine-induced hyperactivity. Finally a decrease in spontaneous motor
activity in the open field test was found. The above results suggest that alkaloidal extract has total A. macroprophyllata have depressant CNS effects.
However, further studies are required to accurately establish the pharmacological profile and the site of action of this alkaloidal extract and/or alkaloids
responsible for the effects.

Keywords: Annona macroprophyllata, alkaloidal total extract, sedation.

INTRODUCCION reportan actividad anticonvulsivante (Okoye ez al., 2013),
sedativa (Bourne & Egbe, 1979; Tortoriello & Romero,
1992), hipnética (Gupta, 1995), ansiolitica (Hasrat et al.,
1997) y antidepresiva (Martinez-Vazquez et al., 2012).

De los estudios de extractos obtenidos de anonas

La papausa, (Annona macroprophyllata) es un arbol
nativo de México (Ruiz y Morett, 1997). Los frutos
de esta planta se utilizan como alimento y las hojas tienen

uso popular atribuyéndoles propiedades antiinflamatorias
y analgésicas. Sin embargo, los estudios farmacologicos
de esta planta son escasos.

Los extractos de anonas tienen un amplio uso en la
medicina tradicional de muchos paises alrededor del
mundo. Se les atribuye una variedad de propiedades, entre
ellas, efectos sobre el sistema nervioso central, donde se

con efectos sobre el sistema nervioso central (SNC) se
encuentran; los etan6licos de 4. diversifolia y A. muricata
y los hexanicos y alcaloidales totales de 4. Cherimolia
y A. purpurea, mostrando actividades sedantes, depreso-
ras, antidepresivas anticonvulsivantes y ansioliticas en
modelos conductuales con roedores (Bourne & Egbe,
1979; Gouemo et al., 1997; Gonzalez-Trujano et al., 1998;
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Lopez-Rubalcaba et al., 2006; Gonzalez-Trujano et al.,
2009; Rejon-Orantes et al., 2011; Martinez-Vazquez et al.,
2012). Los resultados de estas investigaciones han sugeri-
do que algunos metabolitos producidos por estas plantas
pudieran ejercer efectos que implicarian los sistemas de
receptores GABAérgicos, serotonérgicos, asi como accio-
nes sobre el sistema adrenérgico y dopaminérgico (Hasrat
et al., 1997; Gouemo et al., 1997; Morais et al., 1998;
Gonzalez-Trujano et al., 1998, 2001; Lopez-Rubalcava
et al., 2006; Rejon-Orantes et al., 2011).

Previamente Gonzalez-Trujano ef al. (1998) ha repor-
tado efectos en el SNC del extracto etanolico de las hojas
de la Annona diversifolia. En este trabajo, estudiamos las
propiedades depresoras en el SNC del extracto alcaloidal
total obtenido de la raiz de esta planta.

MeToDOLOGIA

Materiales

La Raiz de A. macroprophyllata fue recolectada en la finca
rural Montafia Azul, municipio de Ocozocoautla, Chia-
pas, México. El espécimen se depositd con el No. 30260
en el herbario Eazi Matuda (HEM) de la Universidad
de Ciencias y Artes de Chiapas.

Extraccion del extracto alcaloidal total
La extraccion de alcaloides totales se realizé de acuerdo al
procedimiento reportado por Gonzalez-Esquinca (2001).
Para este propo6sito se secaron a temperatura ambiente y
molieron finamente 100 g de raices. El material obtenido
se impregné con una solucion saturada de Na,CO,, y se le
permitid secar a temperatura ambiente. Los alcaloides fue-
ron extraidos agitando este material por una hora con 100
mL de CHCI,, El proceso de extraccion fue repetido una
vez mas y al final ambas extracciones combinadas fueron
filtradas y concentradas a un volumen de 50 mL. El extracto
cloroférmico concentrado fue lavado con agua destilada (50
mL/3 veces) y extraido dos veces con 50 mL de HCI 1IN
en cada ocasion. La fase acida resultante de ambas extrac-
ciones fue alcalinizada (pH 9.5) con una solucion saturada
de Na,CO, y extraida nuevamente con 100 mL de CHCI,
Finalmente, el extracto cloroférmico obtenido en
esta ultima extraccion fue secado con Na,SO, anhidro y
concentrado a 10 mL por evaporacion a 45°C. El extracto
cloroférmico fue agitado con movimientos giratorios
suaves dentro de un recipiente con agua y hielo, obte-
niéndose por precipitacion cristales amarillos en forma
de agujas. El rendimiento obtenido fue de 300 mg de
alcaloides totales. Todos los pasos fueron monitoreados
con el reactivo de Dragendorff.

EVALUACION FARMACOLOGICA

Animales

Se utilizaron ratones machos BALB/c (25 a 30 g),
hospedados en grupos de 6 en cajas de polisulfonato
(44/21/21cm) y puestos en un medio ambiente con-
trolado (temperatura 25°C, iluminacién 06:00-18:00 h)
con agua y alimento (2018 Laboratorios Harlan, Harlan
México) disponible at libitum.

Los animales fueron donados por el Bioterio del Insti-
tuto de Ciencias Biologicas de la Universidad de Ciencias
y Artes de Chiapas. El protocolo experimental se basd
en las recomendaciones establecidas por la guia para el
cuidado y uso de los animales de laboratorio del Instituto
de Recursos Animales de Laboratorio, Consejo Nacional
de Investigacién, Washington, DC (Clark et al., 1996).

Féarmacos

El extracto alcaloidal total (EAT) fue disuelto en aceite de
sésamo (Holm er al., 2014), el diazepam (Hoffmann-La
Roche, México), el sulfato de anfetamina (Sigma Che-
mical Co., St. Louis, MO, USA) y el haloperidol (Hal-
dol, JANSSEN-CILAG, S.A. DE C.V, México) fueron
disueltos en una mezcla de polietilenglicol/acido citrico
(4g/5mg) en 10 mL de agua estéril. Todos los compues-
tos utilizados en este estudio fueron inyectados por via
intraperitoneal (i.p.), con excepcién del EAT y el grupo
control con aceite de sésamo que fue administrado por
via subcutanea (s.c.), en un volumen total de 10 mL/kg.

Evaluacion conductual

Los experimentos conductuales fueron llevados a cabo en
ausencia del experimentador en un cuarto aislado de ruido,
iluminado con luz roja a 40 w (Vasconcelos et al., 2004) y
equipado con equipo de video filmacién. La evaluacion
conductual fue conducida entre las 10:00-14:00 h.

Prueba de campo abierto

La prueba se realizo en una caja de vidrio (con paredes y
piso transparente de 48 x 48 x 30 cm) cuyo piso se dividio
con lineas pintadas de color negro formando cuadros de 12
x 12 cm. La prueba tuvo una duracién de 5 minutos duran-
te los cuales se evaluaron la distancia total recorrida (nu-
mero de lineas cruzadas marcadas en el piso, considerada
como la actividad locomotriz horizontal) y los alzamientos
(ntmero de veces en que el ratdn se extendid apoyando sus
patas delanteras en las paredes de la caja, representando
la actividad locomotriz vertical) (Vasconcelos ez al., 2004).
El EAT se administro a dosis de 50, 100 y 200 mg/kg y el
diazepam usado como control positivo a 2 mg/kg.



Prueba de la barra

Para esta prueba, se administré EAT a 200 mg/kg y como
control positivo haloperidol (0.05 mg/kg). Las patas de-
lanteras de los ratones se colocaron suavemente en una
barra horizontal de metal con didmetro de 2 milimetros y
puesta a 4 centimetros sobre el nivel del suelo y se midio
el lapso de tiempo que el raton mantenia esta postura
anormal. La prueba termina cuando la pata del animal
toca el suelo. Si el animal no se aferra a la barra después
de que tres intentos, recibieran la cuenta de 0 segundos,
se regresa a su caja. La observacion se efectuo alos 1, 2,
3y 4 horas después de la administracion del EAT y en
grupos de 5 ratones (Sousa & Almeida, 2005).

Prueba de hiperactividad inducida por anfetamina

La prueba se efectud con tres grupos de 6 ratones, cada
grupo fue tratado con EAT a 200 mg/kg s.c., el control
negativo (aceite de sésamo)a 0.1 ml /10 gs.c. y haloperidol a
5mg/kgi.p., una hora después de administradas estas dosis
los tres grupos recibieron sulfato de anfetamina a 3 mg/kg
1.p. e inmediatamente fueron colocados en la caja de prueba
de campo abierto, la prueba fue registrada en tres intervalos
de 10 minutos, durante una hora (Morais et al., 1998).

Analisis estadistico

Los resultados fueron evaluados usando la prueba de
ANOVA de una via, seguida de la prueba poshoc de
Newman-Keuls para comparaciones multiples y ANO-
VA de dos vias seguida de la prueba de Bonferroni para
comparaciones multiples. Los resultados son expresados
como la media + SEM de 5-6 ratones por grupo. Un valor
de alfa de P < 0.05 fue considerado estadisticamente sig-
nificativo. Los parametros estadisticos fueron procesados
usando el software GraphPad Prism statistical.

ResuLTADOS

Toxicidad

Diferentes dosis del EAT (50, 100 y 200 mg/kg, s.c.)
fueron administradas a ratones y su mortalidad registrada
por 48 h (Morais ez al., 1998). No se registraron muertes
en las 48 h subsecuentes a la administracion de las dis-
tintas dosis de este extracto.

Prueba de campo abierto

Se observaron diferencias significativas tanto en el nu-
mero de lineas cruzadas (F,,,,= 1.084;****P < 0.0001)
como en el numero de alzamientos (F,,,,= 3.912; ***P
< 0.0001) entre los ratones tratados con EAT (100 y 200

mg/kg; s.c.) y diazepam (2mg/kg; i.p.) cuando fueron
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comparados con aquellos a los que solo se les administrd
el vehiculo (figura 1).
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Efecto del extracto alcaloidal total de A. macro-
prophyllata (EAT) sobre la actividad locomotriz
horizontal (A) y vertical (B) en la prueba de
campo abierto. Se representa la media + EEM. El
EAT y el diazepam usado como control positivo,
disminuyeron el numero de alzamientos (A) y el
numero de lineas cruzadas (B), representando
inhibicion de la actividad locomotriz espontanea.
*P < 0.05, **P < 0.001. ANOVA de una via segui-
da de la prueba de Newman-Keuls para compa-
raciones multiples. N=5 ratones por grupo.

FIGURA 1

Prueba de la barra

El EAT a 200 mg/ kg, s.c. prolong6 el tiempo de perma-
nencia de las patas anteriores del raton sobre la barra de
esta prueba en comparacion al grupo del vehiculo (F, ;=
1.849; *P < 0.05) (figura 2). El haloperidol a 0.05 mg/
kg, i.p. careci6 de efecto cataleptogénico.

@ ®  Vehiculo + anfetamina 3 mg/kg
',E 4004 A ETA 200 mg/kg + anfetamina 3 mg/kg
3 . .
5 l ¢ Haloperidol 5 mg/kg + anfetamina 3 mg/kg
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Efecto del extracto alcaloidal total de A. ma-
croprophyllata (EAT) sobre la duracion de la
catalepsia medida en la prueba de la barra.
Se representa la media [l EEM. EI EAT prolon-
go la duracion de la catalepsia con respecto
al grupo del vehiculo. El haloperidol usado
como control positivo no modifico esta con-
ducta a la dosis empleada. **P < 0.01, ANOVA
de dos vias seguida de la prueba de Bonfe-
rroni. N= 5 ratones por grupo.

FIGURA 2
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Prueba de hiperactividad inducida por anfetamina

El EAT administrado a dosis de 200 mg/kg, s.c. al igual
que el haloperidol (5 mg/kg, i.p.) inhibieron la hiperac-
tividad inducida por anfetamina (3 mg/kg, i.p.) (F
16.09;***P < 0.0001) (figura 3 ).
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Efecto del extracto alcaloidal total de A.
macroprophyllata (EAT) sobre la actividad
locomotriz en la prueba de la hiperactividad
locomotriz inducida por anfetamina. Se re-
presenta la media + EEM. El EAT al igual que
el haloperidol usado como control positivo,
disminuyeron el nimero de lineas cruzadas
en comparacion al grupo del vehiculo, repre-
sentando inhibicion de la hiperactividad in-
ducida por anfetamina.***P < 0.001, ANOVA
de dos vias seguida de la prueba de Bonfe-
rroni. N= 6 ratones por grupo.

FIGURA 3

CONCLUSIONES

En nuestra primera aproximacion en el estudio del extrac-
to alcaloidal total extraido de la raiz de la 4. macroprophy-
llata (EAT), los resultados mostraron una disminucién
de la actividad motora indicando efecto depresor sobre
el SNC (Morais et al., 1998). Ademas, se observo ptosis
palpebral, y una acentuada sedacion que facilitaba la
manipulacion de los animales. Coincidente con el efecto
depresor en SNC reportado por Gonzalez-Trujano et al.
(1998) con el extracto etanolico de las hojas de esta planta.

Aproximadamente 99 alcaloides aislados de la fami-
lia Annonaceae han demostrado actividades bioldgicas
(Conserva et al., 2005). Los alcaloides mas frecuente-
mente aislados corresponden a los bencilisoquinolinicos
(BIQ)(Leboeuf et al., 1982), en los cuales se ha reportado
actividad en el SNC; la anonaina, la liriodenina, (Jin et
al., 2007; Lee et al., 2008; Rejon-Orantes et al., 2011), la
glaucina y la reticulina (Zetler, 1998; Morais et al., 1998),
entre otros.

De los alcaloides presentes en el extracto alcaloidal
total de A. macroprophyllata, la liriodenina es el de

mayor presencia (Gonzalez-Esquinca et al., 2005). Esta
documentado que la liriodenina y la anonaina, tiene
una afinidad variable por los receptores dopaminérgicos
D,y D, (Protais et al., 1995), lo que posibilita un efecto
de antagonismo dopaminérgico en este sistema, no obs-
tante, la actividad antidopaminérgica podria darse por
mecanismos indirectos, ya que también la liriodenina y
la anonaina inhiben #n vitro la actividad de las enzimas
hidroxilasa de tirosina (TH), descarboxilasa de acidos
aromaticos (DAA) y también disminuye la liberacion de
dopamina (Jin ez al., 2007; Lee et al., 2008).

La TH cataliza la conversion de L-tirosina a DOPA,
que es el primer paso y limitante en la sintesis de las
catecolaminas (Fujisawa et al., 2005); por lo consiguien-
te, la regulacion de la actividad de esta enzima es muy
importante. Estos resultados, convergen con nuestras
observaciones obtenidas en la prueba de campo abierto,
donde los efectos motores se presentaron tras los primeros
minutos de la administracion sistémica del EAT.

En virtud que alcaloides BIQ interfieren con el sistema
dopaminérgico, en este trabajo estudiamos los efectos
conductuales del EAT en relacion a la inhibicion de la
sintesis de dopamina, por lo que efectuamos las pruebas
de la barra (catalepsia) y la de hiperactividad inducida por
anfetamina (Morais et al., 1998). Se ha demostrado que
la catalepsia esta principalmente mediada por receptores
dopaminérgicos postsinapticos localizados en el estriado
(Sanberg, 1980) y la anfetamina (b-fenilisopropilamina)
es una de las aminas simpaticomiméticas de accién in-
directa mas potente para estimular el SNC (Fleckenstein
et al., 2007).

La catalepsia, es una conducta de inmovilidad que
estd asociada con grados de rigidez muscular (Klemm,
1985). Este estado es inducido en ratones que reciben
antagonistas dopaminérgicos D, y D, (Sanberg, 1980),
como farmacos neurolépticos, entre ellos el haloperidol,
el cual es conocido por inducir parkinsonismo en la prac-
tica clinica. Se estudio si la administracion sistémica del
EAT generaba el fendémeno de catalepsia. La generacion
de este fendmeno se cuantifico por el tiempo que el raton
permaneci6 inmovil cuando fue colocado con sus patas
delanteras apoyadas en una barra de 2mm a 4 cm de al-
tura. Los resultados de catalepsia de poca duracion en la
prueba de la barra con dosis de 200 mg/kg, sugirieron que
el EAT se comporté como antagonista dopaminérgico.

La conducta de hiperactividad inducida por la anfen-
tamina (AMPH) es consecuencia de la liberacién de dopa-
mina desde las terminaciones nerviosas dopaminérgicas
del estriado en el sistema mesolimbico. Esta respuesta
de la AMPH puede ser enmascarada por antagonistas



dopaminérgicos como el haloperidol (Morais ez al., 1998).
Nosotros la evaluamos por el numero de lineas cruzadas
en el piso de la caja de campo abierto. Se observé una
inhibicion significativa de esta conducta tanto con EAT
a 200 mg/kg como con haloperidol 5 mg/kg en compa-
racién al grupo que recibi6 el vehiculo.

Estos resultados sugieren que la inhibicién de la
sintesis y liberacion de dopamina i vitro provocada por
la presencia de alcaloides BIQ como la liriodenina en el
EAT podria causar la interferencia con la neurotransmi-
sion dopaminérgica central cuando se administro por via
sistémica en ratones, confiriéndole al EAT potenciales
propiedades neurolépticas. La liriodenina es el alcaloide
mas abundante en este extracto (Gonzalez-Esquinca et
al., 2005), y estan reportados efectos conductuales (Rejon-
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Orantes et al., 2011) que podrian explicar parcialmente lo
observado con el EAT de la raiz de la 4. macroprophyllata,
sin embargo se requieren mas estudios para establecer con
precision el perfil farmacoldgico y el sitio de accion de
este extracto alcaloidal y el o los alcaloides responsables
de los efectos.
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Rolliniastatina-2, molécula aislada de Annona macroprophyllata
Donn. Sm. (Annonaceae) inhibe protoplastos de bacterias

Lorena Mercedes Luna-Cazares'*
Alma Rosa Gonzalez-Esquinca?

Laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal. Instituto de Ciencias Bioldgicas. Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas. Libramiento Norte-Poniente No.
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RESUMEN

Se evalud la toxicidad de la acetogenina rolliniastatina-2 (bullatacina) sobre protoplastos (bacterias sin pared celular) obtenidos de las cepas Gramposi-
tivas Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Los resultados obtenidos indican un mayor efecto sobre los protoplastos
de S. aureus a los 10 y 30 minutos de exposicion, la acetogenina también afecté a B. subtilis y S. epidermidis con la menor concentracion solo a los
10 minutos de exposicion. La toxicidad de la rolliniastatina-2 sobre las bacterias libres de pared puso en evidencia que las membranas citoplasmaticas
son sensibles a su accién bioldgica.

Palabras clave: acetogenina de anonacea, Complejo |, bacterias Grampositivas, rolliniastatina-2, protoplastos
ABSTRACT
Acetogenin rolliniastatin-2 (bullatacin) toxicity on protoplasts (bacteria without cell wall) derived from Gram-positive Bacillus subtilis, Staphylococcus

aureus y Staphylococcus epidermidis strains was evaluated. The results showed a greater effect on protoplasts of S. aureus at 10 and 30 minutes of
exposure, the acetogenin also affected B. subtilis and S. epidermidis protoplasts with the lowest concentration only 10 minutes of exposure. Rollinias-

tatin-2 toxicity on wall free bacteria revealed that the cytoplasmic membranes are sensitive to their action biological.

Keywords: anonaceous acetogenin, Complex I, Grampositive bacteria, rolliniastatin-2, protoplasts

INTRODUCCION

Las bacterias son organismos cosmopolitas, microsco-
picos y unicelulares, pueden ser moviles o inmoviles,
aerobias o anaerobias. Las células individuales tienen
diferentes morfologia y capacidad de agruparse. Son
procariotas con una “cubierta” constituida por pared
celular, membrana citoplasmatica y en ocasiones capsula
de secrecion (Parés y Juarez, 1997). La pared bacteriana
es permeable a la sal y a muchas sustancias de bajo peso
molecular. La tincién diferencial de Gram las divide en
Gramnegativas y Grampositivas, las primeras se tifien
con safranina y las segundas con cristal violeta. Esta
coloracion es un criterio de clasificacién importante
correlacionable con otras propiedades bacterianas.

Las bacterias Grampositivas tienen una capa gruesa
del peptidoglucano unido a acidos teicoicos que forman
la pared. En muchas bacterias la red de mureina (peptido-
glucano) esta muy desarrollada, llegando a tener hasta 40

capas (Raisman, 2005). Esta envoltura externa restringe
el acceso a la membrana citoplasmatica, estructura estra-
tégica ya que en el caso de las bacterias aerobias, en ella
se encuentran las enzimas de la cadena respiratoria, la
que es bastante similar a la de las mitocondrias (Kita ez
al., 1989; Parés y Juarez, 1997; Voet et al., 2006), 1o que
no es sorprendente ya que una de las teorias evolutivas
indica la factibilidad de que los ancestros de las bacterias
aerobicas dieron lugar a las mitocondrias.

Friedrich y Scheide (2000) sefialan que existen
homologos del Complejo I no sélo en bacterias sino
también en arqueobacterias, cloroplastos de plantas y
la mayoria de eucariotas. La homologia de secuencias,
funcién y grupo prostético sefialan un ancestro comun.
Hirst (2005) sefiala que todos los Complejos I tienen en
comun 14 subunidades, este nucleo de subunidades es
considerado suficiente para la transduccién de energia.
Aunque de manera general, hasta hoy el de las bacterias es
mucho mas pequefio y simple, generalmente constituido
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por 14 subunidades (Marreiros et al., 2014), ademas de
menos conocido que el de la mitocondria (de 44 o mas
subunidades) (Vartak ez al., 2014) (figura 1).

Reconstruccién electromicroscopica del Com-
plejo | (NADH: Ubiquinona dxido-reductasa). A,
Bacteriano; B, Mitocondrial (Hofhaus et al, 1991)

FIGURA 1

Debido a que en la actualidad muchas de las bacterias
que causan padecimientos infecciosos se han vuelto mul-
tirresistentes a los antibioticos o de sensibilidad reducida
a los mismos, es importante evaluar nuevos compuestos
obtenidos de plantas, entre ellos estan las acetogeninas
(ACG) de anonaceas, en este caso particular se trata de
rolliniastatina-2.

Estas moléculas obtenidas de diversas estructuras
botanicas de diferentes especies de la familia Annonaceae
son metabolitos citotéxicos con efecto antimicrobiano,
antihelmintico, antivirico, entre otros, se han estudiado
con relacion a la actividad bioldgica en células cancerosas
de distintos tipos, asi como su efecto insecticida, antipara-
sitario y antialimentario. Ademas, esta es una de las mas
potentes sobre el Complejo I de la cadena respiratoria
mitocondrial de acuerdo a diferentes investigaciones
realizadas sobre mitocondrias de insectos, de bovino, de
polloy raton, también sobre particulas submitocondriales
(PSM) de corazén de bovino (Londershausen ez al., 1991,
Lewis et al., 1993; Tormo et al., 1999; Miyoshi, 2005).

El efecto que esta ACG presenta sobre diversos mo-
delos bioldgicos en concentraciones muy bajas, justifican
el hecho de ser seflalada como una de las mas potentes
inhibidoras del Complejo I, atin mas potente que rote-
nona, el clasico inhibidor del Complejo I mitocondrial.
Pero en pocos trabajos se ha determinado su accién sobre

bacterias y, todavia mas escasas son las investigaciones
sobre la actividad de las ACG en bacterias Grampositivas
sin pared celular (protoplastos).

Valorar el efecto de las ACG sobre protoplastos es
importante debido que tanto la membrana citoplasmatica
como los mesosomas, en donde se encuentra la enzima
NADH: Ubiquinona 6xido-reductasa (NADH deshidro-
genasa, también llamada Complejo I), quedan expuestos
a cualquier sustancia disuelta en el medio en que estos se
encuentren y, por tanto, valorar el efecto sobre la enzima.

Las evidencias experimentales sefialan la accién de las
ACG sobre el transporte de electrones en la membrana in-
terna mitocondrial, con accion especifica sobre la NADH:
Ubiquinona 6xido-reductasa de manera similar a como
lo hacen los inhibidores clasicos como la rotenona y la
piericidina A (Londershausen et al., 1991; Degli Esposti et
al., 1994; Guadaifio et al., 2000; Tormo et al., 2003; Chah-
bourne ez al., 2006). Por ello, el proposito de este trabajo
fue el de evaluar la toxicidad de la rolliniastatina-2 aislada
de semillas de Annona macroprophyllata Donn. Sm. sobre
los protoplastos de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis.

MeToboLoaia

Recoleccion del material vegetal

Se obtuvieron semillas de frutos maduros de A. macro-
prophyllata (papausa) provenientes de la Delegaciéon de
Copoya, municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Estas
se secaron a la sombra y temperatura ambiente en el
laboratorio de Fisiologia y Quimica Vegetal del Instituto
de Ciencias Biologicas de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chiapas (UNICACH).

Obtencién del compuesto puro

Se separo la testa del endospermo, este ultimo se molid
hasta obtener un polvo fino, este material se extrajo con
hexano en un equipo soxhlet por ocho horas tres veces.
El extracto se concentrd por destilacién al vacio en un
rotaevaporador. El extracto formé un precipitado que se
filtr6 y se fracciond en una columna abierta que se eluy6
con una mezcla de disolventes con gradientes de polaridad
creciente, y se obtuvieron 65 fracciones. La fracciéon S4 pre-
sent6 un precipitado que se filtr6 y recristalizé varias veces
para su purificacion y posterior elucidacion estructural.

Obtencion de protoplastos y evaluacion bioldgica

Los protoplastos se obtuvieron de cepas de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC) 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, se prepararon usando
el método de Padilla et al. (2002) utilizando lisozima
(Sigma®) y el ensayo de toxicidad de la ACG frente a
los protoplastos de acuerdo a los métodos de Abriouel
et al. (1998) y Codling et al. (2003). Se ensayaron con-
centraciones de 0.00160 nmol.mL"! (1 ng.mL"), 0.00643
nmol.mL* (4 ng.mL?), 0.02572 nmol.mL"! (16 ng.mL"")
y 0.10286 nmol.mL"! (64 ng.mL!) de la acetogenina
frente a indculos de las tres cepas bacterianas con absor-
bancia desde 0.35 hasta 625 nm durante 30 minutos de
exposicion, todas las pruebas se hicieron por duplicado.
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El porcentaje de inhibicién se determind con relacion
al control (protoplastos) sin compuesto y corresponde
al promedio de dos repeticiones. Todos los ensayos se
realizaron en el Laboratorio de Fisiologia y Quimica
Vegetal del Instituto de Ciencias Bioldgicas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El compuesto obtenido (15 mg) con punto de fusiéon de
69 a 71°C, fue identificado por el doctor Diego Cortés
Martinez del Departamento de Farmacologia, Labora-
torio de Farmacognosia de la Universidad de Valencia,
Espafia como rolliniastatina-2 (figura 2).

FIGURA 2 Estructura de rolliniastatina-2 o bullatacina

La eliminacion de la pared celular de las cepas Gramposi-
tivas deja al protoplasma de las bacterias rodeado tinicamente
por la membrana celular (protoplasto), 1o que convierte a la
bacteria en un microorganismo extraordinariamente sensible
(Raisman, 2005). La accién inhibitoria de rolliniastatina-2
se evalud en tres tipos de protoplastos utilizando cuatro con-
centraciones diferentes durante 30 minutos de exposicion,
destacando que en ellos la mayor inhibicion se produce en los
primeros 10 minutos con la menor concentracion (0.00160
nmol.mL! =1 ng.mL?), excepto en S. aureus.

El efecto de la rolliniastatina-2 en B. subtilis en los prime-
ros 10 minutos presenta un maximo inhibitorio del 55.78%
con la menor concentracion nmol.mL"! (pero disminuye
ligeramente conforme se incrementa la concentracion y el
tiempo (grafica 1A), mientras que el efecto es mayor sobre
los protoplastos de S. aureus debido a que la inhibicion
aumenta del 62.40% en los primeros 10 minutos de exposi-
cion al 64.94% de acuerdo al aumento de la concentracion,
sin embargo no hay tiempo ni concentracién dependencia
(gréafica 1B); mientras que, también en S. epidermidis el efecto
es mayor a los 10 minutos de exposicion (0.00160 nmol.
mL! =55.68%) para después tener un ligero decremento al
aumentar la concentracién y el tiempo (grafica 1C).

El analisis estadistico de ANDEVA y de muestras
pareadas al 95% de confiabilidad a los 10 minutos de ex-

posicion no revela diferencias significativas en la actividad
de la ACG. Es decir, en los protoplastos de B. subtilis, S.
aureus y S. epidermidis el efecto de la ACG fue indepen-
diente de la concentracién y del tiempo de exposicidn.

Los resultados obtenidos con los protoplastos de B.
subtilis y S. epidermidis, en los que el mayor valor de in-
hibicién se obtuvo con la menor concentracion, coincide
con el reporte de Teuber (1969) cuando utiliz6 polimixina
B sobre Proteus mirabilis resistente al antibiotico, al que
le elimino la pared celular, la mayor actividad la obtuvo
con las dosis mas bajas probadas.
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Los resultados obtenidos con los protoplastos bac-
terianos coinciden con lo que reportan Gumpert et al.

80 1 - :
(1982) al senalar que representan un sistema de ensayo
- 60 - r——————p —lF . .
3 adecuado y eficaz para detectar sustancias activas y
: 40 - para obtener mas informacion acerca de su modo de
i 20 1 accion. Ello debido a que la rolliniastatina-2 tuvo efecto
: 0 inhibitorio sobre bacterias libres de pared a diferencia
0.00160 000643 | 0.02572 0.10286 de lo reportado por Riley Saldana (2007) con bacterias
—e—10mn | 6240 60.50 63.98 64.94 completas y la misma acetogenina.
—8—20mn | 61.61 59.71 63.19 65.25
—A—30min | 60.98 60.03 64.14 63.51 CONCLUSIONES
Concentracion (nmol/mL)
La rolliniastatina-2, tiene efecto inhibitorio sobre las tres
5 - bacterias ensayadas.
El porcentaje de inhibicion es variable de acuerdo a
: 601 la especie bacteriana.
< 40 - \z&. Despliega un potente efecto en concentraciones
204 micromolares.
o Los resultados sugieren que al igual que en otros
0.00160 | 0.00643 | 0.02572 | 0.10286 sistemas bioldgicos, el sitio blanco de la rolliniastatina-2
—e—10min| 5568 44.27 46.05 4053 es el Complejo I bacteriano.
—8—20min| 5460 4160 4196 40.18 Este es el primer reporte en el que se investiga la acti-
—4—30min| 53.18 4053 45.16 39.29 vidad de ACG sobre protoplastos aportando las primeras
Concentracién (nmol/mL) evidencias que la pared celular de las bacterias constituye

una barrera que impide la interaccion de la ACG con el

sitio blanco en las bacterias.
Efecto de la rolliniastatina-2 sobre protoplas-

GRAFICA 1 tos de bacterias Grampositivas. A, B. subtilis;
B, S. aureus; C, S. epidermidis.
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RESUMEN

Annona lutescens Safford es un arbol con diversas actividades bioldgicas tales como: analgésico, antitumoral, vermifugo, insecticida y antibacteriana;
sin embargo, se desconoce si muestra actividad sobre las variantes patégenas de E. coli, un bacilo Gramnegativo que causa diarrea. Los ensayos in vitro
mostraron que E. coli ATCC 25922 fue inhibida de manera dosis dependiente con los extractos acuosos de hojas de A. lutescens. Dichos extractos no
inhibieron las variantes patégenas de E. coli EAEC, DAEC o EPEC, que causan diarrea; tampoco degrado a la proteina Pic, un factor de virulencia de EAEC.

Palabras clave: Annona lutescens, extracto acuoso, Escherichia coli, diarrea.
ABSTRACT

Annona lutescens Safford is a small tree in which crude extracts have demonstrated biological activities including analgesic, anti-tumoral, vermifuge, in-
secticide and antibacterial; however, this biological activity against diarrheagenic E. coli strains have not been evaluated. In vitro assays performed in this
study demonstrate that leaf crude aquose extracts of A. lutescens exhibited antibacterial activity against the non-pathogenic E. coli strain ATCC 25922
in a dose-dependent manner. The extracts, however, were unable to inhibit the bacterial growth when incubated with diarrheagenic pathotypes EAEC,
DAEC, or EPEC. The crude extract was tested for protease activity on secreted virulence factors. A secreted autotransporter protein, Pic, an important
virulence factor from EAEC, was used as a surrogate for this studies but Pic remained intact after incubation.

Keywords: Annona lutescens, aquose extract, Escherichia coli, diarrhea.

INTRODUCCION

Annona lutescens es un arbol pequefio perteneciente
a la familia Annonaceae, conocida vernaculamente
como anona amarilla o anona. En América se distribuye
al sur de México, Guatemala y Cuba. En México crece
en el bosque tropical seco, florece al comenzar la tem-
porada de seca y los frutos de desarrollan al terminar
esta (Miranda y Hernéndez, 1963; Borchert, 1983). Los
tejidos y 6rganos de las plantas de este género presentan
distintas propiedades bioldgicas; la corteza de muchas de
estas especies es aromatica, estimulante y astringente; las
semillas pueden actuar como vermicidas y/o bien como
insecticidas; las hojas frescas contienen propiedades
analgésicas por lo que muchas de estas especies han sido
utilizadas en la medicina tradicional.

Entre estas plantas, se han descrito metabolitos
secundarios como los alcaloides, siendo la liriodenina

uno de los mas abundantes en 4. lutescens (De la Cruz
Chacon y Gonzalez-Esquinca, 2012). En esta planta, este
metabolito participa en el metabolismo del nitrogeno asi
como en la defensa contra hongos fitopatégenos (De la
Cruz-Chacon et al., 2011). En este rubro, los extractos
acuosos de A. lutescens también han mostrado actividad
antibacteriana contra bacterias Gramnegativas como
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhi, Shigella
flexneri y el Grampositivo Staphylococcus aureus ATCC
25923, todas causantes de infecciones gastrointestinales
(Luna-Cazares et al., 1999).

En el caso de E. coli, bacilo Gram-negativo anaerobio
facultativo, es una bacteria que se encuentra normalmente
en el intestino grueso del ser humano. Sin embargo, exis-
ten clonas patogenas que causan diarrea y muerte infantil
en los paises en vias de desarrollo. Asi, se han definido
seis grupos patdgenos que ocasionan este padecimiento:
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva
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(EIEQ), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli con ad-
herencia difusa (DAEC), E. coli enteropatdégena (EPEC)
y E. coli enteroagregativa (EAEC) (Kaper et al., 2004).

La patogénesis de la infeccién por DAEC ha sido
poco estudiada; se ha descrito la fimbria de superficie
F1845 involucrada en la adherencia difusa, ademas de
una proteina de membrana externa de 100 kDa, sin
embargo, solo se ha reportado en una minoria de cepas
aisladas (Rodriguez-Angeles, 2002).

EPEC es un patdgeno que produce diarrea aguda, con
vomito, fiebre y mala absorcion; se adhiere a las células
mediante fimbrias llamadas Bfp, cuyos genes se localizan
en el plasmido EAF. Esta bacteria exhibe un fenotipo
localizado, donde las bacterias forman agregados que se
adhieren a los polos de células en cultivo (idem).

EAEC tiene un fenotipo de adherencia agregativo,
donde las bacterias forman empalizadas en forma de “pa-
nal de abeja”, que se adhieren sobre sustratos animados
e inanimados. EAEC coloniza la mucosa del intestino
grueso y delgado y en nifios se presenta diarrea liquida,
de color verde, con moco, sin sangre, pudiendo llegar a
ser severa y requerir rehidratacion intravenosa (Kaper et
al., 2004).

ETEC coloniza el intestino delgado mediante las fim-
brias CFA y después secreta las enterotoxinas termolabil
(LT) y/o termoestable (ST), codificadas en plasmidos o
transposones. (Rodriguez-Angeles, 2002). EIEC es una
bacteria invasiva, que penetra el epitelio celular y escapa
del proceso de fagocitosis celular para infectar células
adyacentes del epitelio (Idem). EHEC provoca colicos
abdominales y diarrea acuosa con sangre; estas bacterias
se adhieren al epitelio intestinal y lo destruyen (Idem).

Aunque se han descrito actividades antibacterianas
en esta planta, se desconoce si son capaces de inhibir
a las variantes patdgenas de E. coli. El proposito de este
trabajo fue evaluar el efecto de extractos obtenidos de
hojas y semillas de A. lutescens sobre cepas prototipo de
E. coli que causan diarrea, asi como sobre la proteina Pic
de E. coli enteroagregativa, un factor de virulencia que
favorece la colonizacion.

MeToDOLOGIA

Obtencion de extractos de hojas y semillas de A. lutescens
Se molieron 100 g de hojas secas y de semillas y se hir-
vieron; se filtrd la mezcla, se dejo secar y se almacenaron
a temperatura ambiente.

Cepas bacterianas

Se utilizaron las cepas prototipo de EAEC 042, EPEC
E2348/69 (O127:H6), DAEC E66438, E. coli ATCC
25922 y la clona recombinante secretora de la proteina
Pic. E. coli HB101/pPicl; todas de la coleccion de
cultivos bacterianos de la Universidad de Ciencias y
Artes de Chiapas (Gutiérrez-Jiménez et al., 2015). Se
analizo la capacidad de adhesién a células epiteliales
en cultivo asi como la presencia de genes especificos
de estos patotipos.

Ensayo de adherencia a células epiteliales (Cravioto
et al., 1979)

Se cultivo la linea celular CaCO,, proveniente de adeno-
carcinoma colon, en medio minimo esencial de Dulbecco
(DMEM), suplementado con suero fetal de bovino al
10%, bicarbonato de sodio (1.5 g/L) y penicilina-
estreptomicina (10,000 U/10,000 mg/ml) a 37° C con
5% de CO,. Cuando se alcanzo el 100% de confluencia,
las células se disgregaron con tripsina (0.5%) y se resus-
pendieron con 25 ml de DMEM. Se transfirio 1 ml de la
suspension celular a una microplaca de 24 pozos, a los
que previamente se colocaron cubreobjetos circulares
de 13 mm de diametro; se incub6 bajo las condiciones
citadas arriba hasta un 70% de confluencia.

Las bacterias se cultivaron en caldo Luria Bertani
(LB) toda la noche a 37°C bajo condiciones estaticas. El
paquete celular bacteriano se obtuvo por centrifugacion
y se resuspendio en 1 ml de PBSIX pH 7. Se reemplazo
el medio de las células por DMEM sin antibi6ticos ni
suero fetal de bovino y con D-manosa al 1% y cada
pozo se inocul6 con 107 —10* UFC/ml de bacterias (50
ul del paquete bacteriano) y se incubd a 37°C durante
3 h. Se hicieron dos lavados con PBS IX, las células se
fijaron con metanol al 70% y se tifieron con colorante
de Giemsa durante 15 minutos. Los patrones de adhe-
sién se evaluaron con microscopia optica (Primostar,
Zeiss®).

Deteccion de genes de virulencia en patotipos de E. Coli
Mediante PCR multiplex se amplificaron los genes AA
Probe, aggr y aap de EAEC, asi como eaed y bfpA de
EPEC. Las mezclas de reaccion se prepararon con 13.5
uL de Master mix (DNAtaq, dNTP's y MgCl, Promega),
3.5 mL de la mezcla de iniciadores (cuadro 1), 2 uL de
lisado bacteriano (ADN muestra) y 7 uL. de agua estéril
libre de nucleasas (USB Corp.®).
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Patotipo/locus Secuencia (5°-3") Referencia
| EAEC | | | | Cernaeral (2003) |
| AAProbe || CTGGCGAAAGACTGTATCAT | 20 | 629 | |
| | CAA TGT ATA GAA ATC CGCTGTT || | | |
| aggR | CTAATTGTACAATCGATGTA || 15 | 457 | |
| | AGA GTC CAT CTC TTT GAT AAG || | | |
| aap | CTTGGGTATCAGCCTGAATG || 10 | 310 | |
| | AAC CCA TTC GGT TAG AGCAC || | | |
| EPEC | | | | Lopez-Saucedo er al. (2003) |
| cacA | GACCCGGCACAAGCATAAGC || 38 | 384 | |
| | CCACCTGCA GCA ACAAGAGG || | | |
| bfpA | ATTGGTGCTTGCGCTTGCTGC | 25 | 324 | |
| | GCC GCT TTA TCC AAC CTG GTA | [ [ |

CUADRO 1

Las reacciones se procesaron en un termociclador
(Eppendorf®) bajo las condiciones descritas en la lite-
ratura (Lopez-Saucedo et al., 2003, Cerna et al., 2003).
Los productos de PCR se resolvieron con electroforesis
en agarosa al 2.3 % en regulador TAE 1X (Promega®),
durante 45 min a 100 V. Las bandas de ADN se visuali-
zaron luego de la tincion con bromuro de etidio (10 ug/
mL) y se digitalizaron con un fotodocumentador de luz
UV (Enduro GDS ™, Labnet International, Inc).Como
marcador de peso molecular se uso la escalera de 100 pb
(Fermentas®).

Oligonucledtidos utilizados en este estudio.

Actividad antimicrobiana de los extractos (Bauer ez
al., 1966)
Se construyeron discos de papel filtro Whatman No. 2
de 5 mm de didmetro y se esterilizaron. Los extractos
acuosos de hojas y semillas se prepararon a 2.5, 5, 10, 15
y 20 mg/disco y con ellos se impregnaron los discos de
papel filtro. Las cepas microbianas fueron sembradas en
3 mL de caldo Miieller Hinton (excepto E. coli HB101/
pPicl) e incubadas a 37°C hasta alcanzar una DO, =
0.08 — 0.1; las cepas se sembraron masivamente en agar
Miieller Hinton y se depositaron los discos; se incubaron
a 37° C por 18 h y se examinaron en busqueda de halos
de inhibicion. Los ensayos se hicieron por triplicado.
Obtencion de la proteina Pic recombinante. La cepa E.
coli HB101/pPicl se sembré en caldo LB con tetraciclina
(10 g/mL), se incubd a 37°C por 16 h y el sobrenadante

(conteniendo a la proteina Pic) se concentro en filtros con
un valor de corte de 100 KDa. La proteina se resolvio
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%,
en condiciones desnaturalizantes.

Interaccién de extractos vegetales con la proteina Pic (Sta-
bach et al., 1997). Se mezclaron 2 pg de proteina Pic con
5, 10, 15 y 20 mg/mL del extracto acuoso de hojas de
A. lutescens; la mezcla se incub6 a 30°C por 1y 2 h. Para
buscar productos de degradacién de la proteina Pic, las
muestras se analizaron con electroforesis en gel de po-
liacrilamida al 10%.

ResuLtADOS

La cepa prototipo de E. coli enteroagregativa (EAEC)
exhibid un fenotipo agregativo, donde grupos de bacilos
en empalizadas se adhirieron al cristal en forma de “pa-
nal de abeja”; la cepa de E. coli enteropatdgena (EPEC)
mostrd un fenotipo localizado, en el que se observaron
microcolonias de bacterias adheridas en los polos de
las células epiteliales, en tanto que la cepa E. coli con
adherencia difusa (DAEC) se observ¢ el fenotipo difuso,
donde las bacterias se adhieren sobre las células de forma
azarosa (figura 1A-C); la cepa de E. coli ATCC 25922 no
exhibi6 capacidad de adhesion a las células CaCO,. La
caracterizacion genotipica revel6 los genes AA probe, aggr
y aap en la cepa EAEC, en tanto que en la cepa EPEC
los genes bfpA y eaeA (figura 1D).
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Patrones de adhesion y genes tipicos en variantes patégenas de E. coli. A, fenotipo agregativo
CUADRO ] en EAEC 042; B, fenotipo localizado en EPEC E2348/69; C, fenotipo difuso en DAEC E66438;
D, genes AA probe y aggR (carril 2), genes aggR y aap (carril 3) de EAEC; genes eaeA y bfpA
(carril 4) de EPEC; MPM (carril 1).

El ensayo de difusion para evaluar la actividad anti-  pectivamente. Sin embargo, estos extractos no mostraron
bacteriana, reveld que los extractos acuosos de hojas de  actividad contra los patotipos EAEC, DAEC ni EPEC
A. lutescens inhibieron el crecimiento de E. coli ATCC  (tabla 1). Los extractos acuosos de semillas de A. Jutescens
25922 de manera dosis-dependiente, exhibiendo halos  no manifestaron actividad antibacteriana contra ninguna
de 6, 7.6, 8.3 y 8.3 mm con 5, 10, 15 y 20 mg/disco, res-  bacteria (datos no mostrados).

_ Halo de inhibicion (mm)

Extracto acuoso de hojas | ;AT 25922 EAEC 042 EPEC E2348/69 | DAEC E66438
de A. lutescens (mg/d)

| Media (+ DE) |
| 5 H 6 (0.05) H Neg H Neg H Neg |
| 10 | 7.6 (1.5) | Neg | Neg [ Neg |
| 15 | 8.3 (0.81) | Neg | Neg [ Neg |
| 20 | 8.3(0.3) | Neg | Neg [ Neg |

TABLA 1 Actividad antibacteriana de extractos acuosos de hojas de A. Iutescens sobre E. coli.



Los ensayos de interacciéon entre la proteina Pic de
EAEC y los extractos acuosos de hojas de esta proteina
bacteriana (figura 2). de 4. lutescens (10 y 20 mg) durante
1y 2 h, no mostraron subproductos de degradacion.
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Extracto de hoja A. lutescens

Pic (116 kDa) +

Interaccion entre extractos acuosos de A.
lutescens y la proteina Pic de E. coli ente-
roagregativa. Carril: 1, proteina Pic de EAEG;
2, MPM; 3-4; Proteina Pic mas 10 y 20 mg
de extracto acuoso de hojas de A. lutescens,
respectivamente (1 hora); 5-6, Proteina Pic
mas 10 y 20 mg de extracto acuoso de hojas
de A. lutescens, respectivamente (2 horas).
MPM: marcador de peso molecular: albimi-
na sérica bovina, ovoalbumina y anhidrasa
carbonica (66, 45 y 29 kDa, respectivamente).

FIGURA 2

CONCLUSIONES

Desde tiempo remoto, el hombre ha utilizado las plantas
como un recurso medicinal. Ello ha impulsado la inves-
tigacién farmacolégica y el desarrollo de nuevas drogas
a partir de compuestos activos presentes en ellas (Arun
etal., 2015). Entre las actividades bioldgicas descritas en
compuestos obtenidos de plantas de la familia Anno-
naceae estan la citotoxica, biopesticida, , antitumoral,
vermifugo, inmunosupresora, anti-emética, inhibidor del
apetito, antimalaria, insecticida y antibacteriana (Krinski
etal., 2014).

La actividad antibacteriana del extracto acuoso de
hojas de A. lutescens sobre E. coli ATCC 25922 reportada
aqui, quiza obedezca a que esta bacteria no posee elemen-
tos genéticos que codifiquen factores de virulencia, tales
como las fimbrias que fomentan la capacidad de adhesion
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de las bacterias a las células epiteliales. Por otro lado,
también podrian participar los diterpenos descritos en
Annona, dado que se ha reportado que estos compuestos
presentes en extractos metanolicos de A. squamosa inhi-
bieron el crecimiento de patdégenos como S. aureusy S.
pneumoniae (Wiart et al., 2005); los diterpenos fomentan la
lisis de la membrana celular bacteriana, actividad debida
a su estructura lipofilica (Urzua ez al., 2008).

Un estudio reportd que los extractos acuosos obte-
nidos de la corteza de raiz de Annona senegalensis no
exhibieron actividad contra E. coli ATCC 25922 (Lino
y Deogracious, 2006), esto quiza porque en esta estruc-
tura de la planta no se encuentran presentes moléculas
con actividad bactericida. También se observo que los
extractos acuosos de hojas y semillas de 4. lutescens no
inhibieron, en condiciones in vitro, €l crecimiento de
las cepas prototipo EAEC, DAEC y EPEC quecausan
diarrea (tabla 1). Dicho fendmeno puede obedecer a que
en dichas variantes patdgenas hay elementos genéticos
extracromosomales como los plasmidos; por ejemplo, la
cepa EAEC 042 posee un plasmido de 60-65 MDa en el
que estan codificadas las fimbrias de adherencia agrega-
tiva (AAF), las enterotoxinas Pet y EAST, asi como una
proteina antiagregante (Cerna et al., 2003).

Las fimbrias participan en la formacion de biopeli-
culas en EAEC, lo que puede explicar la resistencia de
esta bacteria ante agentes biocidas como los presentes en
los extractos vegetales de Annona (Shamir et al., 2010).
Ademas de los factores de virulencia codificados en el
plasmido de EAEC, en su cromosoma esta codificada la
proteina Pic, que favorece la colonizacion de la bacteria
en el intestino degradando el moco intestinal (Gutiérrez-
Jiménez et al., 2008). Los resultados mostraron que
dichos extractos no degradaron a la proteina Pic de
EAEC, probablemente por la carencia de afinidad de
los compuestos vegetales con esta proteina bacteriana.
En cuanto a la variante EPEC, ésta posee el plasmido
EAF en cuyo material genético esta codificada la fimbria
Bfp que participa en la adherencia localizada de esta
bacteria (Donnenberg et al., 1992); asi, la capacidad de
formar microcolonias por esta fimbria en EPEC podria
explicar la falta de actividad antibacteriana de los ex-
tractos de A. lutescens. Aunque los extractos acuosos de
esta planta no inhibieron estos patotipos de E. coli en
particular. Se ha reportado su actividad antibacteriana
contra otros patdgenos intestinales como Salmonella
serovar Typhi o Shigella flexneri (Luna-Cazares et al.,
1999), lo que revalida su uso como parte de la medicina
tradicional en México.
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