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RESUMEN

En Ecuador existen alrededor de 3. 508 especies endémicas que se encuentran en algin grado
de amenaza, dentro de las cuales, 19 son especies del género Annona entre ellas Annona conica
Ruiz & Pav. Ex G. Don y Annona deceptrix (Westra) H. Rainer. Este estudio tuvo como objetivo
caracterizar la morfoanatomia foliar de dos especies endémicas amenazadas en peligro de
extincion, A. conica y A. deceptrix. Las muestras de hojas fueron colectadas en Rio Palenque-
Quevedo para A. conica y en el bosque protector de Cerro Pata de Pajaro-Pedernales para el caso
de A. deceptrix. Se estudié la morfologia foliar en ambas especies y adicionalmente se estudio
la anatomia de la lamina y del peciolo, siguiendo técnicas clasicas usadas para este tipo de
estudio. Los resultados obtenidos indican que a nivel morfoldgico, las dos especies son similares,
exceptuando la forma de la lamina. A nivel anatdmico se observaron caracteristicas similares en
ambas especies, pero A. conica presentd ondulaciones mas pronunciadas en la epidermis abaxial,
en el grosor de los tejidos A. deceptrix fue notablemente superior, se observaron tricomas
protectores y glandulares en ambas especies, pero hubo diferencias en el tipo y proporcion, en
A. deceptrix se evidencié mayor presencia de macroesclereidas incrustadas en el parénquima

€sponjoso.

Palabras clave: Annonaceae, morfologia de la hoja, anatomia foliar, Ecuador



SUMMARY

In Ecuador there are about 3.500 endemic species that are in some degree of threat, which 19
of the genus Annona are within them Annona conica Ruiz & Pav. Ex G. Don y Annona deceptrix
(Westra) H. Rainer. This study aimed to characterize the foliar morphoanatomy of the two
endemic species thereatened in danger of extinction A. conica and A. deceptrix. The leaf samples
were collected in Rio Palenque-Quevedo for A. conica and in the protective forest of cerro de
Pata de Pajaro-Pedernales for A. deceptrix. Leaf morphology was studied in both species and
additionally the anatomy of the lamina and peciole were studied, following the classical
techniques used for this type of study. The results obtained indicate that at the morphological
level, the two species are similar, except for the shape. At the anatomical level, similar
characteristics were observed in both species, but A. conica presented more pronounced
undulations in the abaxial epidermis, in the thickness of the tissues A. deceptrix was noticeably
higher, protective and glandular trichomes were observed in both species, but there were
differences in type and proportion, in A. deceptrix was evidence of a greater presence of

macrosclereids embedded in the spogy perenchyma.

Keywords: Annonaceae, leaf morphology, foliar anatomy, Ecuador.

10



iNDICE

1. INTRODUCCION ...oouiiiiiitiicieise ettt 17
2. OBUIETIVOS ..ottt e et e st e et e e e nab e e e nar e e e rre e nre s 19
A R = T - | OSSR U USSP 19
2.2, ESPECITICOS. ...ttt bbb bbb bbbt 19
3. MARCO TEORICO ...ttt ettt 20
3.1. Taxonomia y caracteristicas botanicas de la familia Annonaceae ...............ccccceevvevveennnne 20
TR O O I 0 40 0 - USSP 20
3.1.2. CaracteristiCas DOANICAS ........ccueieieieie ettt 21

3.2. Generalidades sobre el geNero ANNONA ..........cccvevieieiecie i 23
3.2.1. Origen y distribucidn del género ANNONA............ccueiveiiiie i 24
3.2.2. Caracteristicas morfoanatdmicas y estados de conservacion del género Annona........ 24
3.2.3. Importancia y potencial agronNOMICO .........c.ccveiuieieiieeie e sre e 25
3.2.4. Especies del género Annona amenazadas en peligro de extincion en Ecuador............ 27
3.2.5. Estudios morfoanatomicos foliares en el género AnNONA ..........ccccovverereencneieeeneenns 27
3.3. Morfologia de 12 N0JA ......ceieieieiee s 28

(1 LAMING 0 lMDBO FOIIAr ....eciciccce s 28

N -1 T ] o TSSO 29

L =T - o] - T SRS 29

3.3, ANALOMIA TOIIAN ...t enes 29

(1 SISTEMA TEIMICO ..ottt sttt renneeneas 30

(1 Sistema fFuNdamental ..o 30

(1 SISTEMA VASCUIAT ..ottt nneeneas 31

3.4. Importancia taxondmica de la morfoanatomia foliar .............cccccoeveiiiiiicein e 31
3.5. Estudios morfoanatomicos foliares con fines taxonOomICoS ..........cccevvevereienesesesianeas 32
4. METODOLOGIA .....ooooeeeeeeeeeee ettt 35
4.1. Ubicacion y condiciones climéticas de 10S Sitios de MUESLI0 ..........ccvvvevvereneierieniennnns 35
4.1.2. Preparacion del material MUeSIreado ..........cuvvvveiierieienie i 35

11



4.2. CaracterizaCion MOIfOIOQICA. ... ..oiuerieriieie e ereas 36

4.3. CaracCterizaCion ANALOMICA. ..........corveirerieieerie et 36
4.3.1. SECCIONES trANSVEISAIES .......eiuiiiiiieiete ettt 36
4.3.2. IMTBCEIAADS ...ttt bbbt b ettt 37

4.4, DeSCriPCION @NALOMICA .....eecveiieiieeiireie ettt e e e e e sreeaenreesreenee s 37

4.5. Variables anatdmicas CUBNTITALIVAS...........ccveivrirreiiiienieese s 37

5. RESULTADOS Y DISCUSION .....ccooiiiiueieiieeetcessieteeeseetsss s esessessesssses s, 39

5.1. MOrfologia fOlIAr .......ccveeieece e 39

5.2, ANatomia de 18 NOJA.......ccveiiiiieie e e 41
5.2.0 LAMING ..ttt bbbt b e r e 42

5.3. NErvadura CENTIAL .........cviiiiii s 47

5.4. Anatomia del PECIONO......c.ciiiiieiie e 51

5.5. Variables anatomicas cuantitativas de la lamina foliar .............ccccooeoniinicinciien 54

6. CONCLUSIONES ... oottt sttt sre e beesanas 57
7. RECOMENDACIONES. ... .ottt 58
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cooiiiieereeeteeeeteeee e es st enas s s ssn s 59
0. ANEXODS .ttt b e nnr e r e aneas 71

12



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de la hoja en dos especies de A. conica y A.

(o[- o0 o ) PP 24

Tabla 2. Valores promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion para longitud del
peciolo y tamafio de la lamina foliar en dos especies de A. conica y A.

T 7 P50

Tabla 3. Valores promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion para las variables
anatdbmicas cuantitativas determinadas en la seccion transversal de la lamina foliar en dos

especies de A. conica y A. deCEPIIiX......ccvvtiee e it iee cee et e et e eee e e e e e e e 40

Tabla 4. Valores promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion para las variables
anatémicas medidas en las secciones paradérmicas de la epidermis abaxial de la lamina foliar

en dos especies de A. conica y A. deCePLriX... ... .ovveiercerieeiee et e e ee e e e e e e D

13



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Vista de la seccion transversal de la ldmina foliar en A. conica (A,B) y A. deceptrix
(C,D). ead: epidermis adaxial; eab: epidermis abaxial; pem: parénquima en empalizada; pes:
parénquima esponjoso; cs: célula secretora; f: fibras; hv: haz vascular; me: macroesclereida; tgl:

tricoma glandular 1ar@o. ... ..o e 27

Figura 2. Vista paradérmica de la epidermis en 4. conica y A. deceptrix. A-B: Epidermis adaxial
(A) y abaxial (B) de 4. conica; C-D: Epidermis adaxial (C) y abaxial (B) de 4. deceptrix. tgc:

tricoma glandular corto; tp: tricoma protector; est: estoma. Barra de escala= 30 pm

Figura 3. Vista de la seccion transversal de la nervadura central en 4. conica. A: vista general
de la histologia del nervio medio; B: detalle de la anterior. Tge: tricoma glandular corto; eab:

epidermis abaxial .......o.oiiii i 34

Figura 4. Vista de la seccion transversal de la nervadura central en A. deceptrix. A: vista general
de la histologia del nervio medio; B: detalle de la anterior. Tgc: tricoma glandular corto; tgl:

tricoma glandular largo; tp: tricoma protector ........o.viiuieittiii e 35

Figura 5. Vista de la seccion transversal del peciolo en A. conica. A: vista general. B: detalle de
la anterior; c: detalle mostrando tricomas glandulares (tgc) en la epidermis. Be: grupo de

braquiesclereidas en la regidn cortical; hv: haz vascular ..., 37
Figura 6. Vista de la seccion transversal del peciolo en A. deceptrix. A: vista general. B: detalle

de la anterior. Notese grupos de braquiesclereidas (be); c: detalle mostrando tricomas glandular

corto (tgc) y tricoma glandular largo (tgl) en la epidermis. ...........oooiiiiiiiiiiiii i, 38

14



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Colecta de las muestras de la A. deceptrix en el Bosque Protector de Cerro Pata de

PAJar0-PeABINAIES. ... ..o 59
Anexo 2. Seleccion de la hoja de A. deceptrix para muestreo.................ccevveeeeveineennnnn. 59
Anexo 3. Medicion de las muestras del diametro y longitud de A. deceptriX............c.cceueee... 59
Anexo 4. Colecta de las muestras de la A. conica en Flora Rio Palenque-Quevedo............. 60
Anexo 5. Seleccion de la hoja de A. conica para MUESIIEO0.............ovvivieieiiniiieinaeninns 60
Anexo 6. Medicion de diametro y longitud de A.conica...............cc.cccecvviei e vei e e ... 60
Anexo 7. Separacion de la lamina foliar y peciolo en A. conica.................cccvviieennn.n. 61
Anexo 8. Medicion del peciolo de A. CONICA. ...........ovuiriiniiiieiie e, .61
Anexo 9. Separacion de la ldmina foliar y peciolo en A. deceptriX.................ccccevveennenn 61
Anexo 10. Medicion del peciolo de A. deCeptriX...........ovvvieiiniiiiiiiiiieieein, 61

Anexo 11. Estéreo utilizado para la limpieza de laepidermis.....................coooeiiiinn.i, 61
Anexo 12. Caja petrix con laminas semitransparentes..................cccoeeveeneennnnnn. 62
Anexo 13. Frascos con muestras de 1dminas semitransparentes. .....................cceeeevnnnn.. 62

Anexo 14. Materiales utilizados para la limpieza de epidermis: Pluma de gallina, pinceles,

glicering, eSMalte. . ... ..o e 62
Anexo 15. Muestras de A. deceptrix y A. conica con etanol al 70%.............ccccovvevrireiireeeenen. 62
Anexo 16. Muestras de epidermis después de los macerados...................ccocoeeueineinnnnn, 62

Anexo 17. Observacion y toma de datos de las muestras (epidermis y nervaduras) de A.

deceptrix y A. conica por parte de la tesista Valeria Rodriguez..............cccoooeviiiiiiinninnin. 63

15



Anexo 18. Observacion y toma de datos de las muestras (epidermis y nervaduras) de A.

deceptrix y A. conica por parte de la tesista Andrea Cevallos. ..o, 63
Anexo 19. Toma de fotografias en el microscopio con cdmara incorporada al mismo.......... 63
Anexo 20. Marca del microscopio que se utilizé para realizar las fotografias.................... 63

16



1. INTRODUCCION

Especie endémica hace referencia a que la misma se limita a un area geografica especifica
(Young, 2007). Se puede sefialar que las especies endémicas en Ecuador se encuentran en
diferentes estados de conservacién, muchas de ellas han sido explotadas en su totalidad, mientras
que otras se estan recuperando en bosques secundarios; cabe destacar que algunas de estas
poseen sus estructuras y caracteres originarios, esto debido a su dificil acceso y control nacional

ambiental, por lo que su aprovechamiento no ha sido extensivo (Aguirre et al., 2015).

En la actualidad los botanicos, conservacionistas, programas como: Programa de las Naciones
Unidas para el Ambiente (PNUMA), Union Internacional para la conservacion de la Naturaleza
(UICN), personas naturales entre otros, se han empezado a preocupar por la situacion de las

especies endémicas, debido a la vulnerabilidad que presentan las mismas (Rosete et al., 2018).

Leon-Yanez et al. (2017), en su levantamiento de informacion refieren que en Ecuador hay
3.508 especies endémicas que se encuentran con algun grado de amenaza, incluyendo a A. conica
y A. deceptrix, las cuales pertenecen a la familia de la Annonaceae, familia que agrupa varias
especies conocidas comlnmente como guandbana, andn las cuales; presentan grandes
perspectivas para el mejoramiento genético, como uso de porta injerto; sus flores poseen un
excelente aroma y sus frutos se caracterizan por ser de sabor exquisitos al paladar, ademas se les
confiere propiedades aromaticas, para extraccion de aceites, uso medicinal y como insecticida, a
pesar de estas importantes caracteristicas el cultivo no ha sido formalizado agronémicamente ni

econdémicamente (Gonzélez, 2013).

Las anona son nativas de Ecuador, Per( y Brasil; en Ecuador estan consideradas 19 especies
endémicas. Ledn-Yanez et al. (2011), manifestaron que las principales amenazas de extincion
son la deforestacion, cambio en el suelo, la erosion y la posecion de tierras durante los ultimos

50 afios, lo cual, ha contribuido acelerar la pérdida de la biodivesidad de los bosques.
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La biodiversidad representa la variedad de todos los tipos y formas de vida, desde genes hasta
especies (Fuentes, 2015). Los caracteres morfologicos, tradicionamente han servido como la

Unica base para la mayoria de los estudios taxonémicos (Salazar y Alvarado-Rodriguez, 2014).

Estos caracteres se han utilizado para la clasificacion de la mayoria de los taxones, sin
embargo, a través del tiempo se fueron incorporando datos adicionales como numero de

cromosomas, fitoquimica, micromorfologia y anatomia (Telez, 2006).

A pesar del auge en la utilizacion de los caracteres moleculares en la solucion de problemas
sistematicos y filogenéticos en grupos conflictivos, no se puede descartar el valor informativo
préactico que poseen los caracteres morfoanatomicos en la delimitacion de taxa de diferentes
jerarquias taxonomicas; esto se debe a la accesibilidad y facilidad que presentan este tipo de
atributos para ser evualuados en el campo, bajo la lupa o con un microscopio Optico, en
comparacion con los caracteres quimicos o moleculares que requieren una metodologia de
trabajo mas compleja (Raymundez et al., 2005). En vista de ello, la morfoanatomia podria
representar una fuente de informacion sistemética que permita delimitar con mas propiedad las

especies (Morrene, 2013).

En la actualidad existen reportes acerca de la morfoanatomia en integrantes de la familia
Annonaceae, pero para las especies A. conica y A. deceptrix esta informacion es extremadamente
escasa y debido a ello, resulta de importancia el desarrollo de trabajos que aporten informacion
al respecto. Con base a los sefialamientos anteriores, en el presente trabajo se realiz6 un estudio
morfoanatomico foliar de A. conica y A. deceptrix, en muestras que fueron colectadas, la primera
en Rio Palenque-Quevedo y la segunda en el bosque protector de Cerro Pata de Pajaro-
Pedernales, a fin de contribuir conocimientos bioldgicos de estas especies y aportar informacion

de posible valor diagndstico para la taxonomia de las mismas.
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2. OBJETIVOS

2.1. General

» Caracterizar la morfoanatomia foliar de A. conica y A. deceptrix especies endémicas

amenazadas en peligro de extincion.

2.2. Especificos

» Describir las caracteristicas morfoldgicas de la hoja en A. conica y A. deceptrix.

» Caracterizar la anatomia de la hoja en A. conica y A. deceptrix.
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3. MARCO TEORICO

3.1. Taxonomia y caracteristicas botanicas de la familia Annonaceae

3.1.1. Taxonomia

Segln el sistema de clasificacion del grupo para la filogenia de las angiospermas
(Angiosperm Phylogeny Group, [APG Il11], 2018), la familia Annonaceae es un grupo de plantas
leflosas que pertenecen al orden Magnoliales junto con Degeneriaceae, Eupomatiaceae,
Himantandraceae, Magnoliaceae y Myristicaeae. Mundialmente se reconocen 130 géneros y mas
de 2400 especies, distribuidas en regiones tropicales y subtropicales con predominancia en

América del Sur (Martinez, 2015).

Las primeras colecciones formales de ejemplares de la familia Annonaceae datan de los siglos
XVIII, XIX y principios del siglo XX, de manera que presentan una importante cantidad de
especies no implicando un problema mayor para su estudio, pero si para su taxonomia y
sistematica (Chatrou et al., 2012). Por ende, esta familia ha pasado por un largo proceso de
clasificacion donde, basado en el sistema de clasificacion de Engler y Diels, (1990), la incluyeron

en el orden Ranales dentro de orden Magnoliales.

Cronquist (1981), ubico a la familia Annonaceae en el orden Magnoliales, un grupo grande
en cuanto a nimero de géneros y especies; cerca de un tercio de las especies que integran esta
familia, se encuentra en tan solo cinco géneros Gautteria, Uvaria, Xilopia, Polyalthia y Annona
incluyendo este ultimo unas 200 especies (Chatrou et al., 2012). Asimismo, Valencia y Balslev
(1994), ubicaron a las Anonnaceae entre las cinco familias con mayor diversidad y abundancia

de especies del Amazonas.
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Entre 1990 y 2010 se efectuaron estudios que permitieron realizar una clasificacion mas
estable para la mayoria de las especies de las Annonaceae, esta clasificacion se baso
principalmente en caracteres morfoldgicos de la flor, el fruto, las semillas y el polen (Chatrou et

al., 2012).

Segun Cronquist (1981), clasificé a la familia Annonaceae de la siguiente manera:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Magnoliales

Familia: Annonaceae

Género: Annona

3.1.2. Caracteristicas botanicas

Segun lo indicado por Doyle et al. (2004), los integrantes de la familia Annonaceae poseen
varias caracteristicas primitivas, entre ellas: flores sin diferencia entre pétalos y sépalos, pétalos
y estambres dispuestos helicoidalmente y gran cantidad de carpelos, aunque algunos de los

géneros han perdido estas caracteristicas.

Las especies de la familia Annonaceae se caracterizan por producir frutos de sabor exquisito
teniendo importancia econdémica en algunas regiones del mundo; son arboles, arbustos o lianas
perennes, presentan hojas simples, enteras, alternas, sin estipulas, con peciolos cortos o

subsésiles, estomas casi siempre paraciticos, poseen inflorescencia axilares, extra-axilares o en
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racimos; en algunos géneros tanto las flores como los frutos se encuentran en la parte basal del

tronco (Cronquist, 1981).

Las flores generalmente son bisexuales, aunque algunos géneros poseen flores unisexuales,
los frutos sincarpicos o apocarpicos indehiscentes, parecidos a bayas, variando a veces a
coalescentes para formar un fruto agregado; las semillas, son una o varias a menudo ariladas;

embrion pequefio basal a axial, firme, ruminado y con endospermo oleoso (Cronquist, 1981).

3.1.3. Estudios morfoanatémicos foliares en la familia Annonaceae

Desde el punto de vista anatomico Metcalfe y Chalk (1950), indicaron que la familia,
Annonaceae presentan tricomas simples o estrellados; la mayoria de los integrantes de esta
familia poseen estomas paraciticos en la cara abaxial; su epidermis puede ser papilosa o0 no
simple o multiseriada con presencia de cristales agrupados o solitarios; el meséfilo puede ser

equifacial o bifacial; el peciolo presenta un arco lateral de haces vasculares

Desde el punto de vista morfoldgico Daurte et al. (2015), mencionan que la especie Guatteria
goudotiana Tr. y Pl. se caracteriza por presentar hojas simpes alternas; lamina eliptica o
lanceolada de 3 a 9 cm de largo por 1 a 4 cm de ancho, sin estipulas; peciolo de 2 a 8 mm de
largo; base cuneada; apice acuminado; borde entero; textura coriacea; nerviacion pinnada, con

nervios secundarios arqueados y unidos antes del margen.

Gomes et al. (2007), describieron la anatomia foliar del género Rollinia y encontraron que en
la superficie abaxial de la ldmina estan presentes tricomas simples de 2 a 4 células o estrellados,
la epidermis es uniestratificada, el mesofilo consiste de una a dos capas de parénquima en
empalizada y una capa de parénguima esponjoso; la nervadura central consta de un haz vascular
rodeado por esclerénquima continuo o discontinuo, agrupandose en forma de rifién o en U,

acompariado por floema en la regién abaxial.
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De la misma forma Hussin et al. (2000), realizaron un estudio de la anatomia foliar en 12
especies de tres géneros de la familia Annonaceae (Cyathostemma, Ellipeia y Uvaria), estos
presentaron la cuticula lisa en ambas caras; parénquima en empalizada con una a dos capas, a
diferencia del parénquima esponjoso que varia de tres a seis capas, mientras que su peciolo fue

de forma circular a semicircular.

Daurte et al. (2015), en un estudio en Rollinia rugulosa y R. mucosa demostraron que estas
especies se caracterizan por presentar hojas hipostomaticas con estomas paraciticos, tricomas
tectores multicelulares y mesofilo dorsiventral, la nervadura central es concava-convexa y esta
atravesada por haces vasculares colaterales; una cuticula fina, epidermis uniestratificada y

estomas anomociticos.

3.2. Generalidades sobre el género Annona

Rainer (2001), incluyé a Raimondia dentro de Annona debido a su semejanza general en
caracteres morfoldgicos y anatomicos, particularmente de flores bisexuales, originadas en
inflorescencias terminales y opuestas a hoja en ramas frondosas y frutos sincarpos de piel gruesa
y delgada; sin zona de abscision entre la parte portadora de semilla y el tallo (sin estipite). Hasta
donde se sabe el estudio filogenético mas grande en Annona utilizando marcadores moleculares
fue publicado por (Chatrou et., 2009), donde un individuo de cada una de las 22 especies de
Annona fue analizado por plastidios (trnL — F y rbcL) y regiones de ADN de microsatélites

flanqueantes nucleares (MLCH9 y LMCH10) encontrando relaciones filogenéticas.

El género Annona agrupa varias especies conocidas comunmente como guandbanas
cimarronas, anon, chirimoya, mamon, anona blanca, anona de monte; consta de
aproximadamente 200 especies (Jiménez-Ramirez y Soto-Nufiez, 2015). Las mas cultivadas son:

Annona cherimola Miller, A. muricata L., A. squamosa L. y A. reticulata L. (Gonzélez, 2013),
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siendo la mas comercial A. cherimola, que se cultiva en varios paises como: Esparia, California,

Chile, México, Ecuador, Per(, Nueva Zelanda y ademas en Centroameérica (Cardena, 2002).

3.2.1. Origen y distribucion del género Annona

El nombre género Annona se deriva del latin cosecha anual y proviene de los Andes Peruanos
y las montafias de Ecuador; crecen naturalmente, siendo la provincia de Loja y el valle sagrado
de Vilcambamba, probables centros de diversidad, adicionalmente se incluyen zonas andinas de

Colombia y Chile (Gonzélez, 2013).

Se ha indicado que el género Annona se extendi6 hacia el sur de México, América Central y
la parte de septentrional de América del Sur cuando lo conocieron los conquistadores en el siglo
XVI. Sin embargo, no fue sino hasta el siglo XVIII cuando las semillas llegaron a Espafia y
Portugal, desde donde pasaron a Italia, Egipto, Palestina y finalmente al resto del mundo, siendo
denominado “manjar blanco” por los espafioles cuando las descubrieron en América (Gonzalez,

2013).

3.2.2. Caracteristicas morfoanatémicas y estados de conservacién del género Annona

Las anonas son arboles o arbustos de 3 a 4 m de altura; hojas alternas de formas ovadas o
lanceoladas; peciolo ligeramente rollizo con un canal longitudinal en la superficie adaxial,
rodeado por una cobertura de pelos simples eglandulares; base de la lamina foliar mayormente
aguda u obtusa, raramente acorazonada; flores solitarias, actinomorfas, perfectas, pedinculo
rollizo, marrén oscuro curvado; céliz lobulado dialisépalo. El fruto de este género botanicamente
se considera que es agregado (proviene de una flor con muchos pistilos donde todos se unen para
formar el fruto), conico, verde o negruzco a la madurez, carnosos, pulpa blanca; semillas entre

35y 45 por fruto de color negro y lisas (Gonzalez, Gayoso y Chang, 2018).
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A nivel mundial, la determinacion del estado de conservacion de las especies es realizada por
la Union Internacional para la conservacion de la Naturaleza (UICN), cuyo objetivo principal es
evaluar el riesgo de extincion por medio de estimaciones del estado de conservacion de una
especie; esta institucion es reconocida por ser una fuente de informacion objetiva y fiable para

la toma de decisiones en materia de conservacion (Dauby et al., 2017).

Las evaluaciones del estado de conservacion de la Lista Roja de las especies amenazadas por
parte de la UICN se realizan especie por especie, por lo que se utilizan datos crudos, como
conocimientos actuales y confiables relacionados al tamafo, estructura y tendencia de la
poblacion, area de distribucion, habitats disponibles y amenazas recientes, actuales o proyectadas

que afectan al taxon (Navas, 2021).

Por otra parte, en el Libro Rojo de las plantas endémicas del Ecuador Ledn-Yéanez et al.
(2011), mencionaron que la familia de la Annonaceae estd en peligro de extincion. A su vez,
Agustin y Segura (2014) dan a conocer que el deterioro o pérdida genética de las especies de
esta famillia es preocupante y se deben fomentar estrategias de conservacion, entre estas:
transferir a los agricultores la necesidad de su participacion para conservar y utilizar estos
recursos genéticos en sus huertos tradicionales, comerciales y aréas naturales (conservacion

participativa) mediante acciones de uso racional.

Bravo (2013), manifest6 que debido a la deforestacidn indiscriminada y otras practicas se ha
erosionado la biodiversidad, por lo que resulta oportuno mencionar la necesidad de evaluar la
adaptacion de las especies endémicas en el medio donde se desarrollan, ya que algunas de ellas
conservan su estructura y composicién original, sin embargo, algunas pueden presentar
variaciones fenotipicas en sus poblaciones, llegando a ocurrir extincion local de dichas

variaciones debido a la vulnerabilidad ante las presiones ambientales.

3.2.3. Importancia y potencial agronémico
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Las especies del género Annona presentan grandes perspectivas al emplearse en los programas
de mejoramiento genético, uso como porta injerto y cultivos alternativos, ya que poseen un
excelente aroma en sus flores y sus frutos poseen un agradable sabor al paladar; ademas de
propiedades aromaticas, lo que les confiere valor para la extraccion de aceites esenciales y otros
compuestos de importancia medicinal, o de uso potencial como insecticida. Sin embargo, a pesar
de las importantes caracteristicas, en general del cultivo de Annona no ha sido formalizado
agronomica y econdémicamente (Vidal et al., 2014). Segun Guerrero y Fischer (2007), las
especies de este género tienen gran potencial como cultivo, pero su uso con este fin ha sido
limtado debido a la escasa informacion existentes principalmente en relacion a los aspectos

bioldgicos, botanicos y agronémicos.

En Ecuador existen varias zonas productoras como Tumbaco, Vilcabamba, Gualaceo,
Guayaquil, Santa Elena y Manabi, que actualmente cultivan guanabana y cherimoya y se célcula
que existe aproximadamente 1000 ha de cultivo (Andino, 2014). Dentro del manejo agrénomico
se le atribuye: poda, para formaciéon de arboles vigorosos; en cuanto a la fertilizacion, lo
recomendable es realizar tres aplicaciones: una al inicio de la epoca lluviosa, la proxima déspues

de los dos meses de la primera fertilizacién y la ultima al final de las lluvias (Cruz, 2003).

Las anonas son vunerables al ataque de plagas ya que las mismas reducen la produccion,
causan una desvalorizacién comercial del producto y afectan la longevidad productiva de los
cultivos, lo cual ha venido desmotivando y limitando el establecimiento de nuevas plantaciones

comerciales (Guerrero y Fischer, 2007).

Dentro de las plagas que causan dafio a los frutos en las anonas estan la avispa perforadora de
semillas Bephratelloides maculicollis Cam. y la polilla perforadora del fruto Cerconota anonella
por lo tanto estas dos plagas atacan y momifican a los frutos debido a las perforaciones, facilitan

la entrada y el establecimiento de hongos patdgenos; su nivel de dafio puede alcanzar mas del 50
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% de los frutos (Coto y Saunders, 2001). Para el manejo y control de estas plagas se recomienda
la recoleccidn de los frutos afectados, tanto del suelo como de los arboles (Guerrero y Fischer
2007). Dentro las enfermedades méas comunes en las anonas podemos mencionar la antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides), que ataca flores, frutos y hojas y la mancha blanca del follaje
(Cercospora annonae); ambas aumentan su incidencia y severidad en épocas de lluvia (Guerrero

y Fischer 2007).

3.2.4. Especies del género Annona amenazadas en peligro de extincion en Ecuador

De acuerdo al reporte de Ledn-Yanez et al. (2017) en Ecuador estan consideradas 19 especies
endémicas del género Annona, de las cuales se hace mencidon a A. conica y A. deceptrix,
indicando que las mismas muestran diferentes grados de amenazas atribuidas principalmente a
la deforestacidn, la erosién y la posesion de tierras que han fragmentado los bosques de la Costa
durante los ultimos 50 afios (Muriel, 2011). En efecto, se puede describir A. conica, como un
arbusto que crece desde el bosque seco hasta el bosque piemontano (0—600 m.s.n.m.), incluyendo
poblaciones en el Parque Nacional de Machalilla en los alrededores de Guayaquil y Quevedo,
desarrollandose de mejor manera cerca de las quebradas; mientas que A. deceptrix es un arbol
del litoral Piemontano himedo (0-850 m.s.n.m.); presente en los bosques hiumedos de San
Sebastian, Pedernales y los bosques de la cordillera Chongon - Colonche (Ledn-Yéanez et al.,

2017).

3.2.5. Estudios morfoanatomicos foliares en el género Annona
Gonzélez et al. (2018), describieron la especie Annona muricata L. la cual presenta hojas
alternas; lamina oblonga o eliptica de 6 a 12 cm de longitud por 2 a 5 cm de ancho; apice agudo

o0 redondeado; borde entero y peciolo corto.

Martinez (2015), sefiala que Annona cherimola Mill. presenta un peciolo de 6 a 13 cm de

largo, laminas elipticas, lanceoladas, ovadas a abovadas entre 3 a 7 cm de longitud, y de 2 a 5
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cm de ancho; apice agudo, redondeado a ligeramente acuminado, base cuneada, redondeada a

obtusa.

Ocampo y Castro-Moreno (2016), mencionaron que en Annona contrerasii J. la hojas se
caracterizan por presentar un peciolo de 1 a 3 mm de largo, fuertemente acanalado en el haz;
l&minas estrechamente lanceoladas entre 6 a 14 cm de largo y de 8 a 18 cm de ancho, &pice agudo
a acuminado, base atenuada; vena media impresa en el haz, fuertemente elevada en el envés

amarillenta.

En la literatura disponible existen algunos reportes acerca de la taxonomia de A. conica y A.
deceptrix, pero la informacién en cuanto a su morfologia y anatomia foliar es escasa o

inexistente.

3.3. Morfologia de la hoja

Las caracteristicas morfoldgicas y fenoldgicas son de alta heredabilidad, siendo influenciadas
por el ambiente (Programa Cooperativo para el Desarrollo Tecnoldgico Agroalimentario y
Agroindustrial del Cono Sur [Procisur], 2010). En las plantas vasculares el concepto de hoja se
aplica a los apéndices laterales del tallo, usualmente aplanados y de color verde, cuyas funciones
primordiales son fotosintesis y transpiracion, sin embargo, existe mucha variaciéon en lo que

respecta a la morfologia de este rgano (Hernandez-Villareal, 2013).

Lindorf et al. (1985), describe que en la morfologia de una hoja se pueden distinguir las

siguientes partes:

= LAamina o limbo foliar

Es la porcion mas variable de la hoja, pero por lo general es de forma aplanada, su cara
superior 0 adaxial se la denomina haz y la inferior se denomina envés. Existe una terminologia

muy variada en cuanto a las distintitas formas del limbo, que generalmente se asocian con formas
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geomeétricas y figuras varias. También hay una variedad de términos que se utilizan para los tipos
de bases, apices y margenes de la lamina. Internamente el limbo foliar esta recorrido por un
sistema de nervios que conforman lo que se denomina nerviacién o venacion. Cuando el limbo
foliar estd formado por una sola pieza, se dice que la hoja es simple; si por el contrario este se
subdivide en ld&minas mas pequerias, se dice que la hoja es compuesta; en este segundo caso, a

las piezas pequefias que constituyen la lamina se la denomina foliolos.

= Peciolo
Es la porcion frecuentemente cilindrica que soporta la ldmina y la une al tallo, funcionando
ademas en el transporte de agua y sales disueltas hacia la ldmina y de fotosintetizados desde ella
hacia el tallo, en algunos casos el peciolo esta ausente y en este caso se dice que la hoja es sésil.
El ordenamiento de las hojas en el tallo se conoce como filotaxis y es extraordinariamente

constante para una especie dada y por eso es muy Util para identificacion y clasificacion

= Base foliar

Es la porcidn inferior de la hoja y se encuentra ente el tallo y el peciolo, en algunas especies
se presenta engrosada y puede provocar movimientos nasticos en la hoja, en este caso recibe el
nombre de base foliar pulvinulo. También puede presentarse expandida lateralmente formando

una vaina que envuelve parcial o totalmente el tallo y se llama base foliar envainadora.

3.3. Anatomia foliar
Al igual que la morfologia externa de la hoja, su anatomia es también muy variable. Segln
Esau (1977), la organizacion anatdmica en una hoja tipica de angiosperma incluye tres sistemas

de tejidos:
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= Sistema dermico

Esta presentado por la epidermis, la cual en la mayoria de las hojas se diferencia en epidermis
superior o adaxial y epidermis inferior o abaxial. ComUnmente ambas epidermis estan formadas
por una sola capa de células y por lo general, las epidermis adaxial son mas grandes y poseen
una cuticula mas gruesa que la epidermis abaxial. Los estomas pueden ubicarse bien en la
epidermis inferior (hoja hipostomatica), en la superior (hoja epistomatica) o en ambas epidermis
(hoja anfiestomatica) y en este ultimo caso, la densidad de estomas (nimero de estomas por
unidad de area), usualmente es mayor en la epidermis abaxial de la hoja. También pueden
encontrarse tricomas en la epidermis foliar, constituyendo el conjunto de ellos, el indumento. En
algunas especies la epidermis foliar puede estar formada por varias capas de células y en ese

caso se habla de epidermis multiple o pluriestratificada.

= Sistema fundamental

El sistema fundamental de la hoja, esta representado por los tejidos presentes en el mesdfilo,
que es la zona ubicada entre ambas epidermis. Sus células son generalmente de parénquima
clorofiliano, pero puede incluir también tejido esclerequimatico (fibras, esclereidas) y/o tejido
secretor. En las hojas se distinguen dos tipos de parénquima clorofiliano: parénquima en
empalizada y parénquima esponjoso. El parénquima en empalizada esta formado por pocas capas
de células alargadas con gran cantidad de cloroplastos, que dejan entre si espacios intercelulares
pequefios y ocupa por lo general, la cara abaxial o superior de la hoja. El paréngquima esponjoso
se encuentra comunmente hacia la cara abaxial y estd formado por células de forma diversa
(estrellados, lobulados, isodiametrica, etc.), que dejan entre ellas espacios intercelulares amplios.
Cuando en el mesofilo el parénquima en empalizada ocupa la cara superior y el parénquima
esponjoso la cara inferior, se dice que la hoja bifacial. Cuando el parénquima en empalizada se
ubica en ambas caras y en el centro esta el parénquima esponjoso o si no hay diferencias entre

ambos tipos de parénquima, la hoja es isofacial.
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= Sistema vascular
Esta presentado por los haces vasculares, nervios o venas, los cuales constituyen la nerviacion
0 venacion de la hoja. Usualmente se designa como nervio o vena al tejido vascular (xilema o
floema) y al no vascular que lo rodea (paréngquima esclerénquima). Los haces vasculares

generalmente se ubican hacia el parénquima esponjoso.

En el peciolo también estan presentes estos tres sistemas de tejido, pero la anatomia de esta
porcidn de la hoja se asemeja mucho a la del tallo, no observandose en el mismo parénquima en

empalizada ni esponjoso.

3.4. Importancia taxondmica de la morfoanatomia foliar

En la taxonomia de las plantas con flores las caracteristicas florales tradicionalmente han sido
las mas utilizadas en los distintos sistemas de clasificacion, sin embargo, también se han usado
con fines taxondmicos una gran cantidad de caracteres vegetativos; en el caso de la hoja,
caracteristicas morfoldgicas tales como la filotaxis, forma y composicién de la ldmina, patrén de
venacion, entre otros, han sido de utilidad para la delimitacion taxonémica; como ejemplo, se
ha citado el género Ulmus, en el cual la forma de la hoja tiene mayor valor taxonémico que los

caracteres de las flores y frutos (Benitez et al., 2006).

Segun Pecanha (2013), los caracteres anatdmicos son pocos utilizados, pero estos pueden
contribuir a reconocer acertadamente distintas categorias taxonémicas, aportando informacion
atil para la identificacion de distintos taxa, con base en caracteristicas histologicas que son
constantes y de alto valor diagnostico. Asimismo lo expresaron Gomez y Koch (1998), quienes
han reconocido que los estudios anatomicos son una herramienta muy factible para usar

caracteres y establecer agrupaciones y parentescos. Gutiérrez et al. (2015), sefialaron que estos

31



caracteres permiten encontrar relaciones filogenéticas, clasificar a diferentes niveles

taxondémicos y apoyar el reconocimiento de nuevas especies.

En cuanto a la anatomia foliar, su importancia sistematica en las dicotileddneas fue reconocida
hace més de un siglo por Solereder (1908), siendo luego reforzada por Metcalfe y Chalk (1950).
Por su parte Varilla-Gonzélez y Ruiz-Vega (2020), hacen hincapié en que estos estudios podrian
contribuir a reconocer acertadamente las especies e incluir nueva informacién para las claves de

diferenciacion en los géneros.

Los caracteres de la histologia foliar son utiles tanto en la identificacion practica como en la
determinacion de relaciones filogenéticas (Benitez et al., 2006). Asimismo, se ha reconocido la
importancia de la anatomia foliar en la identificacion de material fragmentario y en el
reconocimiento preliminar de muestras de herbario (Chuncho et al., 2019). Entre los caracteres
anatémicos de utilidad diagndstica en las dicotiledoneas se han indicado: la anatomia del
mesdfilo, tipo de estoma, tipo de tricoma, entre otros (Metcalfe y Chalk, 1979). Particularmente
los tricomas foliares, se han reportado como una de las herramientas Utiles para la delimitacion
tanto a nivel de género como de especie (Renddn-Cordona et al., 2006; Valencia y Delgado,

2003; Varilla-Gonzalez y Ruiz-Vega, 2020).

Por otra parte, el estudio de la flora de las zonas tropicales se ha apoyado en la caracterizacion
morfoldgica de la hoja en diversos taxa. Segun un andlisis realizado por Pérez-Garcia y Mendoza
(2002), este tipo de estudio ha ocupado el tercer lugar en orden de importancia como apoyo al

conocimiento de la diversidad vegetal de estos complejos ecosistemas.

3.5. Estudios morfoanatémicos foliares con fines taxondémicos

Arcia et al. (2021), han sefialado que los estudios morfoanatomicos son una herramienta que

podria proveer evidencias valiosas que permitan apoyar la delimitacion de las especies con
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mayor propiedad, ayudando asi a evitar confusiones al momento de realizar planes de

conservacion para dichas especies.

Por su parte Zamora-Natera y Terrazas (2012), en un estudio realizado en cuatro especies de
Lunipus (Fabaceae), encontraron diferencias entre las mismas en cuanto al espesor de la ldmina
y del mesofilo, asi como la abundancia de ceras epicuticulares. Por otra parte Garcia et al. (2008),
en una investigacion realizada en 15 especies que crecen en la zona costera del estado de Falcon-
Venezuela encontraron, que el grosor de la cuticula, disposicion de cristales en las células del
mesdfilo, presencia de tricomas, estomas protegidos por papilas y la presencia de estructuras
secretoras son modificaciones que se asocian con adaptaciones a la salinidad del habitat en el

que crecen estas especies.

Arcia et al. (2021), en un estudio realizado en las especies que forman el complejo Varronia
bullata mostraron de manera descriptiva, que la densidad de tricomas simples en la epidemris
abaxial y la longitud de los tricomas fueron los caracteres que resultaron de mayor interés para

la sepacion de las especies.

Santana-Mezquita (2014), resaltaron la importancia de un estudio de anatomia foliar del
género Mimosa L. donde encontraron siete tipos de venacion y varios tipos de cristales de oxalato
de calcio de forma prismatica, concluyendo que este caracter es Util para distinguir las diferentes

especies de este género.

Valades (2001), estudio la anatomia foliar de siete especies del género Hyptidinae de la
familia Labiatae, la cual consiste de cuatro géneros pequefios, que presentaron variciones
anatomicas en la lamina, tales como la frecuencia y forma de los tricomas, marcas circulares,
presencia de estomas adaxiales, grosor de la epidermis adaxial, presencia de una hipodermis,

estructura y patron de venacion del mésofilo y la variacion vascular del peciolo que va de simple
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a compleja, mencionando que tales caracteristicas estd relacionadas a habitat xérico y son

taxondnicamente Utiles en la clasificacion a nivel taxonomico.

Varilla-Gonzalez y Ruiz-Vega (2020), realizaron un estudio en tres especies de Cercropia:
C. peltata, C. longipes y C. membranaceay encontraron que estas dos Gltimas pueden ser
separadas de la primera por la presencia de epidermis pluriestratificada, asi como la proporcion

del parénquima clorofiliano.

Por otra parte Noguera-Savelli y Jauregui (2011), realizaron un estudio anatémico foliar de
11 especies de Laeliinae y encontraron que aunque ellas son anatdmicamente similares, existen
algunos rasgos histoldgicos que son particulares en ciertas especies, entre ellos la presencia o no
de: papilas epidérmicas, hipodermis, células con engrosamiento espiralados en la pared
secundaria de las células del mesofilo, inclusiones cristalinas, arreglo del mesofilo foliar,

organizacion de los haces vasculares y de los paquetes de fibra extravasculares.
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4. METODOLOGIA

4.1. Ubicacion y condiciones climaticas de los sitios de muestreo

Se colectaron muestras de dos especies amenazadas, A. deceptrix y A. conica. La primera
especie se la colectd en junio de 2019 en el bosque protector de Cerro Pata de Pajaro que se
encuentra a 12 km al sur este de Pedernales con coordenadas 00 02' 31" N 79 59' 11" W, con
una altitud de 300 hasta 845 m.s.n.m., con temperatura va de 25° a 29 °C, precipitacién media
anual es de 1.113 mm (Caranqui, 2015). La segunda especie se la colectd en septiembre del
mismo afio en la reserva Rio Palenque que se encuentra ubicada en el km 55 via Quevedo-Santo
Domingo con coordenadas 00°35'19" S y 79°21'45" W, a una elevacion de 196 m.s.n.m. con
una temperatura media anual que oscila entre 23 y los 25.5 °C, recibe una precipitacion promedia

anual entre 2000 a 2500 mm.

4.1.1. Material vegetal

El muestreo se realizé con el apoyo del Dr. José Pico, quien ya viene trabajando con este
género y previamente identifico los especimenes muestreados con la asesoria del Dr. David Neill
del herbario ECUAMZ de la Universidad Estatal Amazonica. Se seleccionaron cuatro arboles
adultos de cada una de las especies ya indicadas. En cada arbol se muestrearon cuatro hojas

ubicadas en el cuarto nudo en sentido apice-base de ramas a plena exposicién solar.

4.1.2. Preparacion del material muestreado

Una vez colectadas las hojas, fueron envueltas en papeles periddicos y guardados en fundas
plasticas y se trasladaron al Laboratorio de Botanica y Fisiologia Vegetal de la Facultad de
Ingenieria Agronomica de la Universidad Técnica de Manabi del Canton de Santa Ana,
Parroquia Lodana. Posteriormente, las hojas fueron lavadas con agua de grifo, eliminando asi la
suciedad, luego se realizo la separacion del peciolo y la lamina, y en la parte media de esta tltima
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se cortaron segmentos de aproximadamente 2 cm?, mientras que el peciolo se cortd una seccion
de 1 cm de longitud; luego ambas porciones se fijaron en una solucion de FAA (formalina-acido

acetico-etanol al 70%), hasta su procesamiento.

4.2. Caracterizacion morfoldgica

En primer lugar, se procedié a la toma de fotos de las hojas de cada especie; posteriormente,
y utilizando una cintra métrica se midio el largo de la lamina y el ancho de la misma en la parte
media; asimismo, se registré la longitud del peciolo. Posteriormente se realizo el estudio de las
siguientes caracteristicas morfolégicas de la lamina: filotaxis, composicion de la
lamina,venacion, forma, tipo de apice, base y contorno, para lo cual se utilizé un descriptor
morfoldgico usado en chirimoya que es también una especie del género Annona (Bioversity

International y Cherla, 2008).

4.3. Caracterizacion anatomica
Para el estudio anatémico, se realizaron cortes en secciones transversales a mano alzada de
ldmina y peciolo. Adicionalmente, en el caso de la ldmina también se efectuaron macerados a fin

de poder describir la epidermis en vista paradérmica.

4.3.1. Secciones transversales

Las muestras tanto de l&mina como de peciolo, se colocaron en un soporte de espuma flex y
se realizaron secciones transversales lo mas delgadas posibles, las cuales se fueron colocando en
una cépsula de Petri con agua. Posteriormente, con la ayuda de una lupa, se seleccionaron los
cortes mas delgados y se procedio a realizar la tincion utilizando una solucion de azul de toluidina
acuosa al 0,5 % y después se montaron en un porta objeto con solucion agua: glicerina (v:v), se

colocé el cubre objeto y se selld cada lamina con esmalte de ufias transparentes.
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4.3.2. Macerados

Para el estudio de la epidermis en vista frontal, se efectuaron macerados con una solucién de
hipoclorito de sodio comercial (5,25 %), para lo cual se tomaron fragmentos de lamina de
aproximadamente 1 cm?, estas fueron sumergidas por cuatro horas en la solucion hasta que las
muestras se observaron semitransparentes; posteriormente, las muestras se lavaron con agua y
se manipularon bajo un microscopio, estereoscopico (lupa) para realizar la separacion manual de
ambas epidermis y retirar restos de mesofilo, con la ayuda de pinceles, bisturi, jeringuilla de
insulina, pluma de gallina y cotonete; luego las secciones se tifieron con una solucién acuosa de
azul de toluidina (0,5 %) y se realiz6 el montaje en portaobjeto con agua: glicerina (v:v);
finalmente se coloco el cubreobjetos y las laminas se sellaron con esmalte de ufias transparente

(Johansen, 1940).

4.4. Descripcion anatomica

El material microscépico preparado de la forma antes descrita, se observd bajo un
microscopio optico y se realiz6 la descripcion de los diferentes tejidos presentes, tanto en la
lamina foliar como en el peciolo. Adicionalmente, en el Laboratorio de Ciencias Agropecuarias
de la UTM, ubicado en Lodana, se tomaron imagenes digitales de los preparados microscépicos
utilizando un microscopio marca Optika modelo B383OLi con camara incorporada y con la

ayuda del programa Am Scope.

4.5. Variables anatomicas cuantitativas
Las laminas preparadas correspondientes a las secciones transversales y los macerados se
observaron bajo un microscopio previamente calibrado marca Optika modelo B383OL.i y

con la ayuda de un ocular micrométrico se determinaron las siguientes variables:

» Grosor de epidermis: se determino el espesor de la epidermis adaxial y de la epidermis

abaxial y el valor obtenido se expreso en pum.
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» Grosor del parénquima clorofiliano: se midié el espesor del parénquima en empalizada
y del parénquima esponjoso y el valor obtenido se expreso en um.

> Densidad de estomas: se conto el nUmero de estomas por unidad de campo 40x y luego
se calculé en nimero de estomas por mm?,

» Longitud de estomas: se midio el largo de estomas y se expreso en pum.

> Densidad de tricomas: se cont6 el nimero de tricomas por unidad de campo 40x y el

valor obtenido se expres6 en No. /mm?.

Las variables anatdmicas cuantitativas descritas se determinaron en diferentes preparaciones
microscopicas seleccionadas al azar y se efectuaron 80 medidas para cada variable, en las

muestras foliares colectadas de cada arbol.
4.6. Analisis de datos

Los datos obtenidos para las variables morfoldgicas y anatémicas, se organizaron en una base de
datos Excel y con la ayuda de este programa se calcul6: media, desviacidn estandar y coeficiente

de variacion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Morfologia foliar

Las caracteristicas morfoldgicas de la ldmina foliar de las dos especies estudiadas se resumen
en la Tabla 1. La morfologia del limbo foliar es la misma para las dos especies, exceptuando la
forma del mismo ya que A. conica presentd una forma lanceolada mientras que en A. deceptrix

es obovada.

La familia Annonaceae se caracteriza por presentar hojas alternas, simples, pecioladas,
margen entero, venacion pinnada (Aguirre-Mendoza et al., 2015). Esas caracteristicas coincide
con lo observado en las dos especies de Annona incluidas en este estudio. En A. muricata, se ha
indicado que la hoja es simple, peciolada, y de forma obovada Daurte et al. (2015), caracteristica
que coincide con lo observado en A. deceptrix. Por otro lado A. cherimola presenta una filotaxis
alterna, forma del limbo ovada a lanceolada, apice acuminado (Andrés-Agustin et al., 2006).

Caracteristica similar en la forma de la ldamina descrita en A. conica.
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Caracteristicas morfoldgicas de la ldmina foliar en A. conica

A. conica presento: hojas alternas, simple, &pice acuminado, venacién pinnada, base aguda,

forma lanceolada, y contorno entero, hoja lutrosa, menor presencia de tricomas (Figura 1).

Caracteristicas morfoldgicas de la [amina foliar A. deceptrix
En cuanto A. deceptrix las hojas fueron: Hojas alternas, simple, apice acuminado, venacion
pinnada, base, aguda, forma obovada, Yy contorno entero, hoja opaca, mayor presencia de

tricomas (Figura 2).
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En cuanto a la morfologia cuantitativa de la hoja, los valores se muestran en la Tabla 2. En
relacién a la longitud del peciolo, A. deceptrix presenta un peciolo mas largo en comparacion
con A. conica. En cuanto a las dimensiones de la ldmina, en A. deceptrix tanto el largo como el

ancho de la misma es mayor, en relacion con A. conica.

Tabla 2. Valores promedio, desviacion estdndar y coeficiente de variacion para longitud del

peciolo y tamafio de la ldmina foliar en largo y ancho en A. conica y A. deceptrix.

Especie Longitud del Largo de la lamina | Ancho de la lamina
peciolo (cm) (cm)
(cm)
A. conica 14+0,7(48,3) | 24,6+7,2(29,4) 8,8+1,2(13,8)
A. deceptrix 1,8+0,3(14,1) 30,3 £5,6 (18,6) 13,8 + 2,8 (20,1)

Valores entre paréntesis corresponden a coeficiente de variacion.

La longitud del peciolo resultd ligeramente mayor en A. deceptrix en comparacion con lo
presentado por A. conica. El tamafio de peciolo coincide con lo reportado por Salazar et al. (2010)
en A. muricata, describieron un peciolo de mayor tamafio. Gran parte de las variaciones entre
especies ocurren en relacion con las modificaciones del medio fisico (Premoli y Mathiasen,
2011). Al comparar los caracteres de largo y ancho de las hojas de las dos especies implicadas
en este estudio, A. conica presentd un tamafio inferior en comparacion de A. deceptrix. Por otro
lado Vidal et al. (2015), manifest6 que A. globiflora, presenta hoja pequefias, lo cual coincide
con lo observado en A. conica. Mientras que Salazar et al. (2010), mencionaron que A. muricata

presenta hojas que miden de 5 a 15 cm de largo por 2 a 6 cm de ancho.

5.2. Anatomia de la hoja
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5.2.1. Ldmina

La lamina foliar las dos especies de Annona estudiadas presenta epidermis uniestratificada en
ambas superficies; vistas en seccidn transversal, las células son de forma cuadrangular o tabular
en ambas especies, (Figuras 1A —1C). En vista paradérmica (frontal), las células de la epidermis
adaxial son de contornos rectos y se observan de forma poligonal en ambas especies (Figuras 2A
— 2C), mientras que en la epidermis abaxial, las células tienen contornos ondulados, siendo las
ondulaciones mas pronunciadas en A. conica (Figuras 2B — 2D). En cuanto a la ubicacion de los
estomas, las hojas son hipostomaticas con estomas en su mayoria paraciticos, ubicados al mismo

nivel que el resto de células epidérmicas.
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Figura 3. Vista de la seccion transversal de la lamina foliar en 4. conica (A,B) y A. deceptrix
(C,D). ead: epidermis adaxial; eab: epidermis abaxial; pem: parénquima en empalizada; pes:
parénquima esponjoso; cs: célula secretora; f: fibras; hv: haz vascular; me: macroesclereida; tgl:

tricoma glandular largo.
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La epidermis uniestratificada es comun en las Annonaceae (Justo et al., 2005), rasgo estructural
que coincide con lo observado tanto en A. conica como A. deceptrix. Mientras que Figueiredo
(2016), menciona que Annona se caracteriza por presentar una epidermis adaxial uniseriada, con
paredes delgadas, estomas paraciticos. Caracteres similares que presentaron las dos especies

implicadas en este estudio.

Peres-Martinez et al. (2004), describieron la anatomia foliar de A. muricata y A. montana,
encontrando que ambas especies poseen hojas hipostomatica, caracteristica que coincide con lo
observado en este estudio en cuanto a la ubicacion de estomas. Rodrigues et al. (2014)
observaron estomas paraciticos en A. mucosa. Asimismo, Folorunso y Abayomi (2014),
encontraron estomas paraciticos y elipticos, ligeramente hdndidos con un borde peristomatico y
abertura estrecha en la superficie abaxial en A. senegalensis. Mientras que en las dos especies
incluidas en este estudio se observaron estomas paraciticos, ubicados al mismo nivel que el resto
de células epidérmicas, contradiciendo este ultimo punto por lo expresado por Folorunso y

Abayami (2014).

En las dos especies se observaron tricomas protectores y glandulares, pero hubo diferencia en
el tipo y proporcién de ellos. En la lamina de A. conica se observaron tricomas glandulares cortos
de cabeza globosa en ambas epidermis, y en la epidermis abaxial también se observé un tricoma
de tipo protector uniseriado formado por 2 a 3 células (Figuras 2A, 2B). En el caso de A.
deceptrix se observaron tricomas glandulares cortos de cabeza globosa en ambas epidermis
abaxial, pero ademas se evidencié la presencia de dos tipos de tricomas glandulares: uno corto
bicelular de cabeza globosa y uno largo también bicelular pero en el que la célula apical no es

de forma globosa (Figuras 1D, 2D).
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Figura 4. Vista paradérmica de la epidermis en A. conica y A. deceptrix. A-B: Epidermis adaxial

(A) y abaxial (B) de 4. conica; C-D: Epidermis adaxial (C) y abaxial (B) de 4. deceptrix. tgc:

tricoma glandular corto; tp: tricoma protector; est: estoma. Barra de escala= 30 um
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La presencia de tricomas ayuda la proteccion de las plantas contra los factores ambientales,
como la radiacion solar o el viento y de herbivoros (Martinez-Gordillo y Espinosa, 2005).
Figueiredo (2016), mostraron la presencia de tricomas filiformes, multicelulares, uniseriados y
simples en el género Annona L. Folorunso y Abaymi (2014), encontraron tricomas glandulares,
uniseriados cortos y largos en A. reticulata. En cuanto a las dos especies estudiadas se observaron

tricomas protectores y glandulares.

De acuerdo al arreglo de los tejidos del mesofilo la hoja es bifacial (Figura 1) en las dos
especies estudiadas. En ambos casos el parénquima empalizada esta formado por una capa de
células con cloroplastos grandes y el parénquima esponjoso esta representado por 5 — 6 estratos
celulares de arreglo laxo (Figura 1). En A. conica se notaron células secretoras interrumpiendo
el parénquima esponjoso (Figs. 1A, 1B), mientras que en A. deceptrix fue notable la presencia

de macroesclereidas incrustadas en el parénguima esponjoso (Fig. 1C).

En cuanto al tejido conductor de la lamina, este esta representado por haces colaterales
cerrados y en el caso de A. deceptrix estos en su mayoria, especialmente los de mayor tamafio,

tienen casquetes de fibras tanto del lado adaxial como del abaxial (Fig. 1C).

El mesofilo bifacial es un rasgo comun en la familia Annonaceae, ya que ha sido reconocido
en varias especies como Rollinia mucosa, Cyathostema argenteum, C. excelsum, C. micranthum
y Uvaria cordata (Daurte et al., 2015). Tambien Folorunso y Abayomi (2014), encontraron en
A. reticulata un meséfilo bifacial. Caracteristica que coincide con la descripcion de las dos
especies estudiadas. Similarmente Gomes et al. (2007), describieron a A. crassiflora Mart. con
un mesofilo dorsiventral compuesto por una capa de parénquima empalizada y de cuatro capas

el parénquima esponjoso.
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En cuanto al nimero de capas del parénquima empalizada en ambas especies estudiadas esta
formado por una capa de células de cloroplastos grandes. Contrario a lo expresado por Ferreira

et al. (2008), en A. squamosa que presenta un parénquima empalizada entre 8 a 10 capas.

En relacion al numero de capas de parénquima esponjoso en las dos especies implicadas en
este estudio esta representado por 5 — 6 capas. Mientras que en A. squamosa se ha reportado la
presencia de 6 — 8 capas de parénquima esponjoso (Ferreira et al., 2008). Por otro lado en A.

senegalensis. describieron un parénquima esponjoso de 8 a 10 capas (Maas et al., 2003).

Tambien fue notable la presencia de macroesclereidas en ambas especies pero fue mas notable
en A. deceptrix. Lo cual coincide con lo observado en A. squamosa (Ferreira et al., 2008).

Asimismo lo reportd Maas et al. (2003), en A. senegalensis.

5.3. Nervadura central

En las Figuras 3 y 4 se muestran la anatomia de la nervadura central en las dos especies de
Annona estudiadas. En ambos casos, la nervadura es prominente hacia la superficie abaxial y las
epidermis estan formadas por células de menor tamario que las de la ldmina, pero similares en
forma, notandose en las dos especies tricomas de los mismos tipos descritos para la lamina foliar,
en mayor proporcién en A. deceptrix, en comparacion con A. conica. En esta Ultima especie,
debajo de la epidermis superior se observaron 5 a 6 capas de parénguima clorofiliano de células
globosas, mientras que en A. deceptrix se visualizé un nimero similar de estratos, pero en este
caso las células poseen paredes gruesas y pocas de ellas contienen cloroplastos. En la cara abaxial
se distinguié un menor namero de capas de este tejido parenquimatico; en A. conica, las células
se observaron con menos cloroplastos en comparacion a las del lado adaxial, mientras que en A.
deceptrix las células fueron similares en estructura a las ya descritas para la cara superior de la
lamina. La parte central estd ocupada por tejido vascular, compuesto por un arco de xilema y

floema secundario, rodeado por una vaina esclerenquimatica formada por fibras, siendo mayor

47



el desarrollo del tejido vascular y esclerenquimatico en el caso de A. deceptrix. Ambos lados del
tejido vascular en posicién central, se observaron dos haces accesorios colaterales cerrados

pequefios, también bordeados por tejido esclerenquimatico.
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Figura 5. Vista de la seccion transversal de la nervadura central en A. conica. A: vista
general de la histologia del nervio medio; B: detalle de la anterior. Tgc: tricoma

glandular corto; eab: epidermis abaxial
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Figura 6. Vista de la seccion transversal de la nervadura central en A. deceptrix. A: vista
general de la histologia del nervio medio; B: detalle de la anterior. Tgc: tricoma glandular

corto; tgl: tricoma glandular largo; tp: tricoma protector
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La anatomia de la nervadura central en las dos especies estudiadas es similar o lo descrito en
la lamina. Sus rasgos histolégicos coinciden con lo que reporta la literatura clasica (Metcalfe y
Chalk, 1950). Folorunso y Abayomi (2014), describieron la nervadura central de A. reticulata la
cual tiene forma de U de poca amplitud. Mientras que en las dos especies implicadas en este
estudio presentaron un arco de xilema y floema secunadario, rodeado por una vaina
esclerenquimatica, lo cual coincide con lo reportado por Gomes et al. (2007) en A. crassiflora
Mart. que presenta una una nervadura central con solo haz vascular rodeado por una vaina de
fibras, especie rica en tejido esclerénquemitico, esclereidas distribuidas en el tejido del
parenquima. La abundancia de tejido esclerénquimatico en la hojas es caracteristicas comdn en

plantas xeromorfas (Hernandez 2014).

5.4. Anatomia del peciolo

La anatomia del peciolo fue similar en las dos especies de Annona estudiadas (Figuras 5y 6).
El contorno del peciolo es circular, pero con un saliente a cada lado hacia la superficie adaxial.
La epidermis es uniestratificada de células pequefias y de forma predominantemente
cuadrangular, con tricomas de los mismos tipos descritos en la lamina y la nervadura central de
cada especie (Figuras 5C, 6C). La region cortical estd formada por un nimero variable de estratos
de tejido parenquimatico, y en el caso de las capas méas externas las células poseen paredes
secundarias fuertemente engrosadas (Figura 6B), mientras que en las ubicadas mas internamente
las paredes de este tejido son delgadas. En las dos especies fue notable la presencia de grupos de
braquiesclereidas en forma de células pétreas, inmersas en el parénquima ya descrito, siendo
éstas notablemente mas abundantes en A. deceptrix. El sistema vascular esta representado por
tres grupos de haces colaterales ubicados en la porcién central, y separados por franjas de tejido

parénquimatico y/o por grupos de braquiesclereidas.
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Figura 7. Vista de la seccion transversal del peciolo en A. conica. A: vista general. B: detalle
de la anterior; c: detalle mostrando tricomas glandulares (tgc) en la epidermis. Bc: grupo de

braquiesclereidas en la region cortical; hv: haz vascular
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El peciolo en la mayoria de los géneros de las Annonaceae presenta un haz vascular no
obstante, pueden variar entre especies y géneros (Metcalfe y Chalk, 1950). Gonzélez (2015),
describieron el peciolo de la especie A. squamosa, en forma de arco, caracteristica que coincide
con lo observado en las dos especies estudiadas. Mientras que Chatrou, et al. (2012), describe a
A. muricata con un peciolo forma cdncava-convexa o en herradura. Por otro lado, Almeida et al.
(2009). describieron a Stenanona floageliflora peciolo en con forma circular o cilindrica con 9
capas de parénquima. En ambas especies estudiadas hubo la presencia de esclereidas. Heide-
Jorgansen (1990), expresaron que la presencia de esclereidas posiblemente desempefian

funciones de soporte.

5.5. Variables anatdmicas cuantitativas de la lamina foliar

La Tabla 3 muestra un resumen de las variables anatémicas cuantitativas de la lamina foliar
de las dos especies estudiadas. El grosor de los tejidos no fue marcadamente distinto en las dos
especies; A. deceptrix presenta mayor grosor del parénquima empalizada, en cuanto al grosor del
parénquima esponjoso A. conica fue superior de A. deceptrix. En cuanto al grosor de la epidermis
adaxial A. deceptrix fue superior de A. conica. Mientras que en la epidermis abaxial fue

ligeramente superior A. deceptrix de A. conica.
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Tabla 3. Valores promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion para las variables
anatomicas cuantitativas determinadas en la seccion transversal de la ldmina en A. conicay A.

deceptrix.

Grosor de los tejidos (um)

Especie Epidermis adaxial | Epidermis abaxial | Parénquima en Parénquima
empalizada esponjoso

A. conica 18,7 + 3,2 (17,3) 16,3+3,2(19,4) |50,8+8,1(15,9) | 105,3 + 18,2 (17,3)

A. deceptrix | 26 +3,7 (14,2) 175+2(11,6) | 556+4,7(8,5) | 101,893 (9,1)

Valores entre paréntesis indican coeficiente de variacion

En relacion al grosor de las epidermis la especie que presentd mayor grosor fue A. deceptrix,
en relacién a lo observado en A. conica. Dzomeku (2012), sefiala que la presencia de epidermis
gruesa protege a la planta frente a la accion de fuertes vientos ayudando a contrarrestar la pérdida
de agua por transpiracion. Por otra parte, Murillo-Serna (2018), establece que el grosor del tejido

epidérmico puede variar con intensidad luminica.
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La densidad estomatica resultd mayor en A. deceptrix que en A. conica. En cuanto a la
longitud de estomas A. deceptrix superd a A. conica. Mientras que en la densidad de tricomas A.

deceptrix fue superior de A. conica (Tabla 4).

Tabla 4. Valores promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion para las variables
anatémicas medidas en las secciones paradérmicas de la epidermis abaxial de la lamina foliar en

A. conica y A. deceptrix.

Estomas Densidad de tricomas
Largo Densidad (No/mm2)
Especie (um) (No/mm?2)
A. conica 295+29(9,7) 102,4 £ 17 (16,6) 7,4 +2,3(30,7)
A. deceptrix | 28,1+1,8(6,3) | 129,3+ 14,7 (11,4) 25,4 + 6,1 (23,1)

Valores entre paréntesis indican coeficiente de variacion.

En cuanto a la densidad de tricomas A. deceptrix fue notablemente superior de A. conica. Lo
cual coincide con lo reportado por Martinez (2015) en A. cherimola que presentd una gran
cantidad de tricomas. La presencia de tricomas se debe a adaptaciones de plantas xerdfitas,
presentdndose como una pubescencia que protege a la planta de la excesiva radiacion solar y
evitar la pérdida excesiva de agua (Hernandez, 2019). En relacion a la densidad estomatica A.
deceptrix mostré un mayor nimero. Parés et al., (2004), reportaron una fluctuacion de entre 110
a 132 estomas por mm?en Annona. Megias et al. (2019) confirmaron que la densidad estomatica
es una funcion total de la radiacién recibida y las variaciones climaticas que experimenta la

planta.
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6. CONCLUSIONES

» La morfologia de la hoja fue similar en las dos especies estudiadas, pero hubo una
variacion en cuanto a la forma de la ldmina A. conica presenté una forma lanceolada
mientras que A. deceptrix una forma obovada.

» En el tamafio de la lamina foliar de A. deceptrix fue notablemente superior, en
comparacion con el de A. conica.

» A.conicay A. deceptrix presentaron en la hoja caracteres anatomicos similares entre ellas
y comunes a otras especies del género Annona, entre los cuales pueden mencionarse:
hojas hipostomaticas, presencia de tricomas grandulares y protectores, estomas
paraciticos, mesofilo bifacial y haces vasculares colaterales, tanto en la lamina como en
el peciolo.

» Entre los rasgos de la anatomia foliar que diferenciaron las dos especies, destacan: mayor
densidad de tricomas y presencia de un tricoma glandular largo sin cabeza globosa en A.
deceptrix; mesdéfilo con esclereidas y mayor abundacia de este tejido en el peciolo en A.

deceptrix y presencia de cavidades secretoras en el mesofilo de A. conica.
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7. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio se sugiere:

» Realizar este tipo de estudio en especimenes de A. conica y A. deceptrix en distintos
ambientes, para determinar si las caracteristicas morfoanatomicas de la hoja que
diferencian estas especies se mantienen o no.

» Divulgar estos resultados con el fin de que se realicen futuras investigaciones en otras

especies endémicas en peligro de extincion.
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9. ANEXOS
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Anexo 1. Colecta de las muestras de la X

A. deceptrix en el Bosque Protector de Anexo 2. Seleccion de la hoja de A.
Cerro Pata de Pajaro-Pedernales. deceptrix para muestreo.
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Anexo 4. Colecta de las muestras de la

A. conica en Flora Rio Palenque-
Quevedo

a de A.

Anexo 5: Seleccion de la hoj
conica para muestreo

Anexo 6: Medicion de diametro y longitud de A. conica.
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Anexo 7. Separacion de la lamina foliar y Anexo 8. Medicion del peciolo de A. conica.
peciolo en A. conica.

Anexo 9. Separacion de la lamina foliar y Anexo 10. Medicion del peciolo de A.
peciolo en A. deceptrix. deceptrix.

Anexo 11. Estéreo utilizado para la
limpieza de la epidermis.
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Anexo 12. Caja petrix con laminas Anexo 13. Frascos con muestras
semitransparentes. de laminas semitransparentes.

Anexo 14. Materiales utilizados para Anexo 15. Muestras de A. deceptrix y A.
la limpieza de epidermis: Pluma de conica con etanol al 70%
gallina, pinceles, glicerina, esmalte.

"Anexo 16. Muestras de epidermis después de
los macerados.
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Anexo 17. Observacién y toma de
datos de las muestras (epidermis y
nervaduras) de A. deceptrix y A.

conica por parte de la tesista Valeria
Rodriguez.

- i B N
Anexo 19. Toma de fotografias en
el microscopio con camara
incorporada al mismo.
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Anexo 18. Observacion y toma de
datos de las muestras (epidermis y
nervaduras) de A. deceptrix y A.

conica por parte de la tesista Andrea
Cevallos.

Anexo 20. Marca del microscopio

que se utiliz6 para realizar las
fotografias.
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