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RESUMEN

Annona muricata es promisoria para el cultivo por su importancia alimenticia y
la exquisitez de su fruto. EI cardcter recalcitrante de las yemas vegetativas de la
especie ha dificultado la micropropagacion de material vegetal adulto previamente
seleccionado por su alta productividad. Este trabajo tuvo como objetivo identificar
la relacion entre el desarrollo vegetal “in Vitro” de Annona muricata y los niveles
endégenos de poliaminas. El desarrollo vegetal “in Vitro” fue promovido por
microinjertacion en serie y los niveles endogenos de poliaminas libres fueron
cuantificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE). Los resultados
indican que la espermina es la poliamina de mayor abundancia en los brotes
(54,5%), sequida de putrescina (27,6%) y espermidina (17,9%). La espermina
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decrece con el aumento de las series de microinjertacion y la edad del
brote, esta situacion es similar para el contenido de poliaminas totales. En
esta investigacion se encontraron varias correlaciones entre el desarrollo
vegetal “in Vitro” de Annona muricata y las poliaminas confirmando su
funcion como marcadores fisiologicos.

ABSTRACT

Annona muricata is promising for crop because of its importance like food
and exquisite fruit. The recalcitrant nature of the vegetative buds of the
specie has dificulted the micropropagation of plant material mature that
previously it was selected for its high productivity. This study aimed to identify
the relationship between plant development “in Vitro” of Annona muricata
and endogenous levels of polyamines. Plant development “in Vitro” was
promoted by serial micrografting and the endogenous levels of polyamines
were quantified by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC). The
results indicate that spermine is the most abundant in shoots (54,5%),
followed by putrescine (27,6%) and spermidine (17,9%). The spermine
decreases with increasing series of micrografting and age of the shoot,
this situation is similar for the total content of polyamines. This research
found several correlations between plant development “in Vitro” of Annona
muricata and polyamines, reaffirming their role as physiological markers.

RESUMO

Annona muricata é promissor para o cultivo de alimentos para a sua
importancia e delicadeza de seus frutos. A natureza recalcitrante da gemas
vegetativas das espécies tem dificultado a micropropagagao de plantas
cultivadas previamente selecionados para alta produtividade. Este estudo
teve como objetivo identificar a relagdo entre o desenvolvimento das plantas
“in Vitro” de Annona muricata e nos teores endogenos de poliaminas.
Desenvolvimento das plantas “in Vitro” foi promovido por microenxertia
em Série e 0S niveis endogenos de poliaminas livres foram medidos por
cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE). Os resultados indicam que as
poliaminas espermina é o mais abundante na parte aérea (54,5%), sequida da
putrecina (27,6 %) e espermidina (17,9%). Espermina diminui com 0 aumento
da microenxertia série e idade da epidemia, a situagdo é semelhante ao teor
total de poliaminas. Nesta pesquisa, encontramos uma série de correlagoes
entre 0 desenvolvimento das plantas “in Vitro” de mudas de gravioleira e
poliaminas confirmando seu papel como marcadores fisiologicos.
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INTRODUCCION

Las poliaminas (PAs) son compuestos nitrogenados
que se encuentran en todos los organismos y son
esenciales para la viabilidad de las células. Son
moléculas alifaticas de bajo peso molecular que en
los tejidos se encuentran en forma libre 0 conjugada
con otras biomoléculas [1-3].

Las PAs se consideran reguladoras de los procesos
celulares y fisiologicos en las plantas, ya que, estan
implicadas en la division celular, en la sintesis de
proteinas, en la organogénesis, la embriogénesis,
en el desarrollo de flores, frutos, polen, nudos,
raices, en la germinacion, fotosintesis y respuestas
al estrés [4- 10].

La Putrescina (Put), la Espermidina (Spd) y la Espermina
(Spm) son las principales PAs encontradas en las plantas
y en general, los tejidos vegetales juveniles contienen
mas PAs que los tejidos adultos [11]. En las plantas
superiores los altos niveles de PAs son caracteristicos
de tejidos meristematicos y en crecimiento activo; cada
organo de la planta presenta un patron especifico y esta
correlacionado con los procesos de division o expansion
celular [12-14].

Las PAs como indicadores de la condicion fisiologica
de las plantas sirven para evaluar su desarrollo cuando
existen evidencias de problemas de propagacion
“in Vitro” como es el caso de Annona Muricata L.
Esta especie se caracteriza porque produce la fruta
mas grande dentro de la familia de las Annondaceas
y su importancia alimenticia como fuente de calcio,
fosforo, fibra y vitaminas, ha generado un interés
por tecnificar comercialmente su cultivo [15]. No
obstante, los estudios de propagacion “in Vitro” de A.
muricata evidencian problemas de oxidacion, latencia,
fenolizacion de explantes y problemas con la formacion
de raices [16-19].

Dado que las PAs estan involucradas en importantes
procesos biologicos, esta investigacion tuvo como
objetivo identificar la relacion entre los niveles
endogenos de poliaminas libres (Put, Spd y Spm) y
el desarrollo vegetal “in Vitro” de Annona muricata L.
En la revision bibliografica realizada no se encontraron
estudios que relacionen a las PAs con el desarrollo
vegetal de esta especie.

METODO

Material vegetal. En el aio 2009 se realizd un
experimento de revigorizacion de material adulto de
Annona muricata L. por medio de la microinjertacion
en serie con el objetivo de recuperar las propiedades
organogénicas del tejido y facilitar su propagacion “in
Vitro” [20]. En el disefo experimental se probaron
tres tratamientos de microinjertacion en serie y un
control asi: M1 fueron estacas microinjertadas en un
portainjerto, M2 fueron estacas microinjertadas en dos
veces, es decir, permanecieron en dos portainjertos
diferentes con un lapso de un mes entre cada traspaso,
M3 fueron estacas microinjertadas tres veces, es decir,
permanecieron en tres portainjertos diferentes con
un lapso de un mes entre cada traspaso y el Gontrol
fueron estacas sin microinjertar extraidas directamente
de la planta madre adulta. Al finalizar los tratamientos
se tomaron 300 mg de material vegetal seleccionado
al azar (brotes en M1,M2 y M3, y yemas en el control,
dado que en este ultimo tratamiento no hubo desarrollo
de brotes). Este material fue liofilizado (en un Liofilizador
Telstar- Italia, Ref. LyoQuest-55) y almacenado en un
congelador (Challenger — Colombia, Ref. IBDC-216)
a -20°C para su posterior analisis de PAs, por CLAE
(Cromatografia liquida de alta resolucion). Se realizaron
tres réplicas por tratamiento.

Cuantificacion de poliaminas: a) Extraccion.

El contenido de PAs libres en Annona muricata L.
fue analizado modificando el método de Aldesuquy
[21], para ello, el material vegetal liofilizado (300 mg)
fue macerado y homogenizado en 2mL de TCA (50
g/L" de Acido tricloroacético, Sigma Aldrich-USA,
Referencia T6399-250G), la mezcla se centrifugd
(centrifuga Hettich — Alemania. Ref. Universal 32R)
a 11500 rpm por 15 min. a 4°C y se recupero el
sobrenadante en tubos de vidrio que permanecieron
en un recipiente con hielo por 30 minutos. El extracto
se mezclo con 5mL de dietil-eter (Sigma Aldrich
- USA, Ref. 309966-1L), se agité en un vortex
(IKA — USA. Minishaker MS1S1), se dejo reposar
por 3 minutos y se descarto la fase superior; este
procedimiento se repitio dos veces mas. El extracto
se deshidrato por burbujeo con nitrégeno y se diluyo
con 200 uL de H,0. b) Dansilacion: 100 uL de
cada muestra fue dansilada con 200 uL de cloruro
de dansilo (30 mg/mL en acetona. Sigma-Aldrich —
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USA, Referencia 39220-5G-F) y NaHCO, (50 mg).
Luego de 12 horas en oscuridad, se adicionaron 100
uL de prolina (150 mg/mL, Sigma Aldrich - USA,
Ref. P0380-100G) durante 30 min., el extracto fue
secado por burbujeo con nitrégeno y diluido en 100
uL de H,0. Para extraer las aminas dansiladas se
adicion6 1mL de benceno (Sigma Aldrich - USA,
Ref. 270709-100ML), se agito en vortex por 15
segundos y se centrifugd a 5.800 rpm. por un minuto.
La capa de benceno (0,8mL) fue cuidadosamente
removida y transferida a nuevos tubos eppenforf y
las aminas dansiladas fueron conservadas a -20°C
hasta su posterior analisis por CLAE. Para la curva
de calibracion, las poliaminas Put, Spd y Spm (Sigma
Aldrich - USA, Ref. S3256-1G, S2626-1G, P7505-
25G) se utilizaron para realizar soluciones patron
de 10-150 nmol/mL diluidas en metanol (Grado
HPLC, Merck — Ref. MX0475-1) y 100 uL de cada
solucion patron fue dansilada de manera similar a las
muestras. ¢) Cromatografia. 100 uL de los derivados
dansilados fueron ubicados en tubos eppendorf, se
evaporo el benceno con la ayuda de nitrogeno y
los derivados dansilados fueron diluidos en 500uL
de metanol. Un volumen de 50 uL fué inyectado
en el Cromatografo Liquido (Agilent- Canada, HP
Series 1100), con una columna de fase reversa
C-18 (Phenomenex — USA, Ref. 00B-4017-B0 de
90x2mm). La lectura con detector UV se realizo a los
254 nm, se us6 una elusion en gradiente de metanol/
agua del 65% con incrementos de metanol hasta el
85% hasta los 8 minutos, una velocidad de flujo de
0,8 mL/min. y un tiempo de corrida de 17 min.

Las variables bioguimicas fueron el contenido de Put,
Spd, Spm y PAs totales y las relaciones de PAs: Put/
Spd+Spm, Put/Spd, Put/Spmy Spd/Spm. Las variables
morfologicas fueron el nimero de brotes, nudos y hojas,
y la longitud promedio del brote.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados y graficados utilizando los
programas Statistica version 6,0 y Excel. Se realizaron
pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza,
un analisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis),
una prueba de Dunn para comparar los tratamientos y
un analisis de correlacion (coeficiente de Pearson) entre

las variables bioquimicas y morfoldgicas. Para el analisis
de correlacion no se tuvo en cuenta el control pues este
corresponde a yemas que no contienen tejido diferenciado.

RESULTADOS

El orden en el que aparecen las PAs y sus tiempos de
retencion se indican en la figura 1. No se presentaron
sustancias adicionales que interfirieran con los picos
de las poliaminas estudiadas. El tiempo de retencion de
las poliaminas fue igual en muestras y patrones y su
aparicion en el cromatograma concuerda con su peso
molecular, es decir, Put (88,15 g/mol) aparece primero
porque tiene la menor masa molecular, seguido por Spd
(145,2 g/mol) y Spm (202,34 g/mol).

Figura 1. Cromatograma de poliaminas: esquema del cromatograma de
un patron de PAs con sus respectivos tiempos de retencion (arriba) y
cromatograma de una muestra del tratamiento M1 (abajo).
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El porcentaje promedio de cada poliamina en los
tratamientos se indica en la figura 2. En general, la Spm
es la PA de mayor abundancia en los tejidos analizados
de Annona muricata L. seguida de Puty Spd. Cuando el
porcentaje de Spm aumenta, el porcentaje de Put baja
indicando una relacion inversa entre ellas; esta situacion
es explicada por la ruta biosintética de las poliaminas
ya que, mediante la adicion de grupos aminopropilo
(provenientes de la metionina transformada) la Put
se transforma en Spd y esta a su vez en Spm con la
ayuda de enzimas [3,10]. Asi, la produccion de Spm
implica un gasto de Put y la reduccion en la sintesis de
Spm conlleva a una acumulacion de Put. Es probable
que Spd funcione como puente metabdlico entre la
putrescina y la espermina y que su biosintesis esté
regulada por la actividad enzimatica que la produce mas
que por la relacion fuente-demanda entre poliaminas.

El analisis de varianza del contenido de poliaminas
y sus relaciones en los tratamientos indico una
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
para casi todas las variables bioquimicas (cuadro 1).
Lo anterior es una evidencia de que los tratamientos
de microinjertacion provocaron un cambio fisiologico
en los tejidos, causado principalmente por el paso de
nutrientes, reguladores de crecimiento 0 mensajeros
secundarios desde el portainjerto, que es un material
joven, hacia la estaca, desencadenando un proceso de
organogénesis en los tejidos. La variable Put/Spd no
presentd diferencias significativas en los tratamientos
y no se incluyo en el cuadro 1.

Se puede generalizar que en las plantas superiores
los niveles altos de poliaminas son caracteristicos de
tejidos meristematicos y en crecimiento activo, y que

Figura 2. Porcentaje promedio de PAs en los grupos de andlisis de
microinjertos de Annona muricata.
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cada drgano de la planta presenta un patron especifico,
en algunas ocasiones correlacionado con procesos de
division celular y en otros de expansion celular [12].
Entre los tratamientos aplicados en este estudio, el
Control presenta los niveles mas altos de poliaminas;
esto era de esperarse porque el material vegetal
analizado fueron yemas que en su interior contenian
tejido meristematico, reconocido por sus altos niveles de
poliaminas comparados con los de tejidos diferenciados
0 senescentes. Asi, el tejido meristematico ubicado en
las yemas de material adulto de Annona muricata L., se
encuentra en un proceso de division celular, evidenciado
por sus altos niveles de poliaminas.

La Spm es importante para el desarrollo vegetal de
Annona muricata L., porque se encuentra en mayor
concentracion en todas las condiciones ensayadas.
Las series de microinjertacion (M1, M2 y M3) reducen
significativamente el contenido de Spmy de Pas totales
en Annona muricata L. Al parecer, la sintesis de Spm
esta relacionada con la edad del explante, siendo mayor
la concentracion de Spm cuando menor es la edad del
brote microinjertado. Esta informacion corrobora el
hecho de que la concentracion de PAs es mayor en
plantas jovenes no senescentes y disminuye a medida
que los organos se hacen viejos [3].

Las relaciones entre las poliaminas pueden explicar
en parte fenomenos de activacion o inhibicion de
su biosintesis. Dado que la PA precursora (Put) se
encuentra en el numerador de la relacion, los valores
altos implican la acumulacion de Put, mientras que
los valores bajos implican la biosintesis de Spm. En
este estudio, se evidencia una relacion de fuente-
demanda entre Put y Spm respectivamente; ademas,
las relaciones que involucran a Spm son menores de
1, indicando que no hay acumulacion de Putrescina
y que la sintesis de Spm es constante. La relacion de
fuente-demanda entre Put y Spm también fue observada
por Romero y Norato [22-23].

El analisis de correlacion entre las variables morfologicas
y bioquimicas se indica en la cuadro 2. Las correlaciones
mas altas se presentan en las variables que relacionan las
poliaminas, mas que en las poliaminas individuales como tal.

La correlacion positiva entre el nimero de hojas y las
relaciones que involucran a Spm (Put/Spd+Spm, Put/
Spm y Spd/Spm) permite proponer que la dinamica
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Cuadro 1. Niveles de PAs en los tratamientos de microinjertacion de Annona muricata L.

Poliaminas n Control M1 M2 M3

Put (nmol/g.pf) 3 199,67+19,50 a 54,45+13,20 ab 28,19+4,05 b 41,40+ 8,80b
Spd (nmol/g.pf) 3 | 56,08+10,83 a 29,14+ 539 ab 19,68+2,34 b 26,79+ 3,58 b
Spm (nmol/g.pf) 3 | 157,90+25,48 a 119,16+21,38 ab 81,49+0,50 b 63,77+14,87¢c
PAs Totales (mol/g.pf) | 3 | 315,00+54,75 a 203,22+39,88 ab 129,36+2,16 bc 117,88+15,04 ¢
Put/Spd+Spm 3 1047 a 0,37 ab 0,28 b 0,46 a
Put/Spm 3 1064 a 0,46 ab 0,35 b 0,65 a
Spd/Spm 3 1 040ab 024 b 0,24 b 043 a

Los valores con letras diferentes en cada fila indican diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) mediante la prueba de Dunn.

Cuadro 2. Correlacion entre las variables morfoldgicas de desarrollo
vegetal y las PAs (n=9).

Brotes | Longitud | Hojas | Nudos
Put 0,77* 0,53 0,14 0,59
Spd 0,47 0,08 -0,28 10,17
Spm 0,25 -0,12 -0,71* 10,17
PAs-Totales 0,50 0,10 -049 10,34
Put/Spd+Spm | 0,48 0,68* 0,91* 10,42
Put/Spd 0,65 0,62 0,46 0,59
Put/Spm 0,41 0,64 0,94 10,36
Spd/Spm 0,13 0,35 0,81* 10,03

*Estadisticamente significativo (p<0.05)

metabolica de las PAs participa en la organogénesis de
la hoja en Annona muricata L. La correlacion negativa
entre el nimero de hojas y los niveles de Spm esta
indicando que los brotes con mas hojas contienen
menos Spm.

El nimero de brotes se relaciona positivamente con
los niveles de Put y sucede lo mismo entre la longitud
del brote y la relacion Put/Spd+Spm. Este resultado
concuerda con los resultados obtenidos por otros autores
sobre la importancia que Put tiene en el desarrollo
vegetal “in Vitro” de otras plantas. Rey y colaboradores
investigaron el contenido endogeno de Pas en hojas
de plantas jovenes y maduras de Corulus avellana L.
revigorizadas “in Vitro” mediante subcultivos [24].
Encontraron que Put libre se encuentra en mayor cantidad
en el tejido joven y que el tejido adulto iguala los niveles
de PAs cuando se analizaron 14 subcultivos; luego de
los cuales las PAs decrecen. La relacion Put/Spd+Spm
es mayor en el tejido joven y micro propagado que en el
adulto y podria reflejar un balance entre el crecimiento
vegetativo y procesos reproductivos.

Huh encontro que la Put en Dendranthema grandiflorum
(crisantemo) aumenta con elincremento en la formacion
de yemas axilares estimulado por la temperatura.

La transformacion de Put a Spd y Spm podria estar
relacionada en la formacion de yemas axilares [25]. La
revigorizacion de Pinus radiata investigada por Fraga
esta correlacionada positivamente con el contenido
de Put libre y con la relacion Put/spd+spm [26]. La
relacion Put/spd+spm es mayor en yemas apicales
de plantas jovenes de Pinus radiata y Pinus pérsica al
compararlas con las yemas de plantas adultas y la Put
decrece con la edad en ambas especies [27]

En este trabajo se encontraron varias correlaciones
que implican a las PAs como marcadores fisioldgicos
de desarrollo vegetal “in Vitro” de Annona muricata L.
La correlacion de la longitud del brote con la relacion
Put/Spd+Spm soporta la idea de que la dinamica
metabdlica de las PAs, mas que de sus concentraciones
individuales, podria participar en la elongacion celular
y crecimiento de la planta.

CONCLUSIONES

La edad del material vegetal de Annona muricata L., esta
asociada al contenido endogeno de poliaminas libres
principalmente de Spm, que es la PA mas abundante en
los tejidos y representa mas de la mitad del contenido
total de PAs. El contenido de PAs difiere con el tipo de
tejido vegetal u organo en esta especie, asi, el tejido
meristematico encontrado en las yemas contiene
los niveles mas altos de PAs, mientras que las hojas
contienen menos Spm. En este trabajo se encontraron
varias correlaciones que implican a las PAs como
marcadores fisioldgicos de desarrollo vegetal “in Vitro”
de Annona muricata L., entre ellos la division celular, la
elongacion celular y la organogénesis.
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