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RESUMEN

Mpyrciaria dubia €s un arbusto amazoénico que produce varios compuestos nutritivos y
bioactivos. Esta investigacion se realizé para ampliar el conocimiento relacionado a la
vitamina C y antocianinas. Las muestras fueron obtenidas de la Coleccién de Germoplasma
del INIA. Lavitamina Cy las antocianinas se analizaron con técnicas estandares. El contenido
de vitamina C mostré una amplia variacion y gradientes de concentracion con diferencias
significativas en frutos verdes (7 =36, gl =3, p <0,001) y maduros (F =42, gl =3, p <0,001).
También, las antocianinas totales presentaron una amplia variacion y gradientes de
concentracion muy marcadas en los frutos maduros (F = 34, gl = 3, p < 0,001). Estas
diferencias se debieron primariamente entre el contenido de vitamina C y antocianinas de la
cascara y las demas partes del fruto (p < 0,01). Asimismo, se registrd correlaciones positivas
en el contenido de vitamina C y antocianinas. Adicionalmente, ambos compuestos se
detectaron en diferentes tejidos en los procesos de germinacion y crecimiento inicial. En
conclusion, M. dubia presenta una amplia variacion en el contenido de vitamina C y
antocianinas en sus frutos, principalmente por la influencia de factores genéticos. También,
ambos compuestos tienen gradientes de concentracion desde la céscara hasta el centro de
frutos verdes (excepto las antocianinas) y maduros. Ademas, en los frutos maduros existe
correlacion positiva entre el contenido de vitamina C y antocianinas de la cascaray la pulpaen
contacto con ésta. Adicionalmente, la vitamina C y las antocianinas, particularmente la
cianidina-3-glucdésido, son sintetizadas en el proceso de germinacion y crecimiento inicial.

Palabras clave: crecimiento inicial, frutal amazo6nico, germinacion, gradiente de
concentracion

VARIATION OF VITAMINA C AND ANTOCIANINS IN
Mpyrciaria dubia “CAMU CAMU”

ABSTRACT
Myrciaria dubia is an Amazonian shrub that produces various nutritional and bioactive
compounds. This research was conducted to expand our knowledge about vitamin C and
anthocyanins. Samples were obtained from the INIA Germplasm Collection and analyzed
using standard techniques. The vitamin C content showed a wide variation and concentration
gradients were significant in unripe (F = 36, df = 3, p <0.001) and ripe fruits (F = 42, df = 3,
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p < 0.001). Also, total anthocyanins showed extensive variation and very marked
concentration gradients in ripe fruits (F = 34, df = 3, p < 0.001). These differences were
primarily among vitamin C and anthocyanins in the peel and other fruit parts (» <0.01). We
also found positive correlations in vitamin C and anthocyanin content. In addition, both
compounds were detected in different tissues in the germination and early growth processes.
In conclusion, M. dubia has a wide variation in vitamin C and anthocyanins content in fruits,
mainly due to the influence of genetic factors. Also, both compounds have concentration
gradients from the peel to the center of unripe (except anthocyanins) and ripe fruits.
Additionally, there was positive correlation in ripe fruits between vitamin C and anthocyanins
content in the peel and pulp in contact with it. Additionally, vitamin C and anthocyanins,
especially cyanidin-3-glucoside, are synthesized in germination and early growth processes.
Key words: initial growth, Amazonian fruit, germination, concentration gradient

INTRODUCCION
Mpyrciaria dubia es un arbusto amazénico que produce varios compuestos nutritivos y
bioactivos. Entre éstos, sobresale la vitamina C por su alta concentracion (>2,0 g/100 g de
pulpa)’. Ademas, contiene inhibidores de aldosa reductasa’, antocianinas’ y el compuesto
hepatoprotector 1-metilmalato’. También, posee propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias®, efectos antigenotéxicos® y mejora el perfil bioquimico de obesidad’. Por
tanto, M. dubia podria emplearse como suplemento de alimentos funcionales para retardar el
envejecimiento y controlar enfermedades crénicas asociadas con la diabetes, la obesidad y el
cancer.
En las plantas, tanto la vitamina C como las antocianinas, cumplen roles fundamentales.
Ambos compuestos son factores esenciales en las interacciones de las plantas con su
ambiente, frecuentemente sirven como la primera linea de defensa contra los radicales libres,
la radiacion ultravioleta y ataque de patdgenos’. Ademas, en el caso de la vitamina C se ha
demostrado que es importante para la division y diferenciacion celular **°. Consecuentemente,
lavitamina C y las antocianinas son moléculas multifuncionales muy importantes porque dan
soporte al normal funcionamiento, el crecimientoy desarrollo de las plantas.
Aunque se ha realizado varios estudios de M. dubia ain existen muchos vacios en el
conocimiento cientifico de algunos aspectos bioquimicos y bioldgicos basicos. Por ejemplo,
algunas investigaciones indican que existe unaamplia variacion en el contenido de vitamina C
en los frutos de M. dubia”, informacion que necesitamos confirmar, pero falta evaluar si
ocurre lo mismo con las antocianinas y como son influidos por los factores ambientales y
genéticos. Asimismo, aln falta determinar si la concentracién de vitamina C y de las
antocianinas es uniforme o muestran gradientes de concentracién en los frutos, también, debe
analizarse si en los frutos existe correlacion entre el contenido de vitamina C y antocianinas,
ya que la vitamina C es cofactor de varias enzimas que sintetizan antocianinas'. Asimismo, se
necesita conocer si la vitamina C esté presente en todos los tejidos de M. dubia. Finalmente, se
desconoce si las antocianinas presentes en la cascara de los frutos son las mismas que se
observan en los procesos de germinacion y crecimiento inicial de esta especie®. Por tanto, la
presente investigacion se realiz6 para responder a varias de estas preguntas bésicas y ampliar
el conocimiento cientifico de este importante frutal amazonico.

PARTE EXPERIMENTAL

Colectay transporte del material botanico
Las hojas, frutos verdes y frutos maduros de M. dubia fueron obtenidos de la Coleccion
Nacional de Germoplasma, Campo Experimental EI Dorado, Estacion Experimental San
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Roque-Loreto, Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), ubicado en el Km 25% de la
carretera Iquitos- Nauta (03°57'17? LS, 73°24'55? LO), el cual esta constituido por 43
accesiones representativas de la variabilidad genética de esta especie. Pertenecen a 8
principales cuencas hidrograficas de la Regién Loreto (Nanay, Itaya, Napo, Ucayali,
Putumayo, Curaray, Tigre y Amazonas), establecidas hace aproximadamente 20 afios. Las
muestras obtenidas fueron transportadas en condiciones de refrigeracion a los laboratorios de
la UEB-CIRNA-UNAP, donde se almacenaron a -80°C, las que posteriormente fueron
procesadas para determinar su contenido de vitamina C y antocianinas.

Germinacion de semillas

Las semillas de M. dubia fueron obtenidas después de despulpar manualmente frutos maduros
recién colectados. Las semillas fueron lavadas con agua destilada hasta quitar toda la pulpa.
Estas semillas fueron puestas entre dos capas de gasa embebidas con agua destilada estéril en
recipientes de pléstico y cubiertas con bolsas negras. La temperatura ambiental promedio fue
25+1°C y la humedad relativa promedio fue 92+2%. La germinacidon se evidencio
(emergenciade laradicula) a partir de la segunda semana de iniciado el proceso.

Tincion histoquimica de vitamina C

Las semillas sin testa y plantulas de dos etapas de desarrollo fueron tefiidas por 24 horasa 4°C
enunasolucion que contenia AgNO, 5%, alcohol metilico 70% y acido acético 5% y fijadas en
una solucion que contenia alcohol metilico 70% y NH,OH 5% por 30 minutos.* Finalmente,
las muestras tefiidas se transfirieron a una solucion de alcohol etilico al 70% y almacen6 a 4°C
hasta su registro fotografico.

Determinacién de vitamina C por HPLC-DAD

Se realizo de acuerdo a Ledezma-Gairaud.” En un mortero se trituré 500 mg de la muestra y
2,0 mL de solucion extractora (HPO, 3%, acido acético 8% y &cido etilenodiamino
tetraacético 0,36%). El homogenizado se transfirié a microtubos de 1,5 mL y centrifug6 a
20000 x g por 10 minutos a 4°C; 100 pL del sobrenadante obtenido se diluy6 diez veces, se
filtr6 a través de un filtro para jeringa de 0,45 um y 25 pL de las muestras filtradas se
analizaron en un equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de
diodos HPLC-DAD (Elite La Chrome, modelo HP 1100). El analisis cromatografico se hizo
empleando una columna Purospher®STAR LiChroCART RP-18e (5 um, 250 x 4,6 mm). La
temperatura de la columna fue mantenida a 56°C. El flujo de la fase mévil (KH,PO, 100 mM
pH 2,5) fue 0,7 mL/miny lavitamina C se detect6 a 245 nm. La cuantificacion de la vitamina C
serealizé en base alaecuacion de la curva estandar preparada.

Determinacion de antocianinas totales

Se realiz6 segln Page et al.® Un mililitro del sobrenadante obtenido en el proceso de
extraccion de vitamina C se emple6 para medir su absorbancia a 530 y 657 nm empleando un
espectrofotémetro UV/Vis (Genesys 6, Thermospectronic) y la concentracién de lamuestra se
determind con la siguiente ecuacion:

Donde:
PM = peso molecular de la cianidina-3-glucésido = 448,82 g/mol
€ = coeficiente de extincion molar de la cianidina-3-glucésido = 24825

Los valores fueron normalizados con el peso de las muestras.
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Analisis cromatografico de antocianinas por HPLC-DAD

Se realiz6 de acuerdo a Figueras ez /. 7on modificaciones menores. Para ello se triturd en un
mortero 1 g de la muestra (cascara, plimula, raiz o semilla sin testa) y 20 mL de solucién
extractora (alcohol etilico 99% y acido férmico 1%). El homogenizado se filtrd a través de tres
capas de Miracloth (Calbiochem) y el filtrado se transfirié a vasos de precipitado de 100 mL.
El alcohol etilico se evapor6 a 40°C por 24 h. El residuo seco se disolvié con 2 mL de una
solucidn de alcohol metilico al 50% y acido férmico al 1%. La solucion homogenizada fue
transferida a microtubos de 1,5 mL y centrifug6 a 20000 x g por 5 minutos; el sobrenadante
obtenido se filtrd con filtros para jeringa de 0,45 um; 100 uL de las muestras filtradas se
analizaron en el HPLC-DAD (Elite La Chrome, modelo HP 1100). El analisis cromatografico
se hizo empleando una columna Purospher®STAR LiChroCART RP-18e (5 im, 250 x 4,6
mm). La temperatura de la columna fue mantenida a 40°C. El volumen de inyeccion de la
muestra fue 100 iL. Se empled una fase mabil binaria: la solucién A compuesta de &cido
férmico:agua (10:90) y la solucién B compuesta de metanol:agua:acido formico (45:45:10).
Se uso una gradiente lineal de 80:20 a 60:40 en 15 minutos con un flujo de 1,5 mL/miny de
60:40 a 20:80 en 10 minutos con un flujo de 2 mL/min y un tiempo adicional de 5 min en la
proporcién 20:80. La deteccion se programd de 450 a 550 nm. La longitud de onda analitica
para detectar las antocianinas fue programadaa 535 nm.

Analisis de datos

Los analisis estadisticos descriptivos, el ANVA con prueba HSD de Tukey y la prueba t de
Student y la correlacidon de Pearson se hicieron con el programa IBM SPSS Statistics version
21y los gréficos estadisticos fueron disefiados con el programa R versién 3.0.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Variacion en el contenido de vitamina C y antocianinas

Las pulpas de frutos verdes y maduros de M. dubia presentaron una amplia variacion en el
contenido de vitamina C (figura 1A). En los frutos verdes las concentraciones mas frecuentes
fueron de 1,6 a 1,8 g de vitamina C/100 g pulpa y en los frutos maduros de 1,2 a 1,6 g de
vitamina C/100 g pulpa. En promedio se registré mayor contenido en frutos verdes (1,63+0,29
g/100g pulpa) que en frutos maduros (1,47+0,32 g/100g pulpa), siendo estas diferencias
significativas (t = -4,8; gl = 354; p < 0,001). Estos resultados concuerdan con otras
investigaciones, tanto en laamplia variacion encontrada™ y en el mayor contenido de vitamina
C en frutos verdes que en maduros."™** En la figura 1B se muestra un bajo contenido de
antocianinas en la cascara de frutos verdes (0,85 a 2,42 mg/100 g cascara), mientras que en
frutos maduros el contenido de antocianinas fue de 6 a >140 veces mayor que en frutos verdes
y mostré una amplia variacion con distribucion normal. En promedio se registré mas
antocianinas en frutos maduros (55,17+24,30 mg/100 g céascara) que en frutos verdes
(1,64+0,44 mg/100 g cascara), siendo estas diferencias estadisticamente significativas (t =
9,1; gl = 153; p < 0,001). Estos resultados concuerdan con otra investigacion que indica
variacion en el contenido de antocianinas de 22,8 a 86,7 mg/100 g cascara de frutos maduros.’
Laamplia variacion registrada en el contenido de vitamina C y de antocianinas en frutos de M.
dubia debe estar controlada por factores ambientales y genéticos. Los factores ambientales
podrian tener menor influencia, porque todas las plantas de la coleccion de germoplasma del
INIA estan distribuidas en un éarea de 0,5 ha, en un suelo con propiedades fisicoquimicas
similares (franco arenoso, pH = 4,1), la precipitacion pluvial mensual (211,6+120,5 mm), la
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temperatura ambiental (maxima = 31,9+0,9 °C y minima = 22,1+0,5 °C), la humedad relativa
(84,0+£2,2%) vy las horas de radiacion solar (4,7£1,0 h), son las mismas. Sin embargo, la
coleccion de germoplasma consta de 43 accesiones obtenidas de ocho cuencas hidrogréficas
de la Region Loreto: Nanay, Itaya, Napo, Ucayali, Putumayo, Curaray, Tigre y Amazonas™ y
con técnicas moleculares se ha demostrado que la coleccion esta constituida por multiples
genotipos.”

Figura 1. Contenido de vitamina C (A) y antocianinas (B) en frutos verdes y maduros de
M. dubia de la coleccion de germoplasma del INIA.

Por tanto, los factores genéticos moleculares estarian determinando la amplia variacion en el
contenido de ambos compuestos en esta especie. En cuanto a la variacién del contenido de
vitamina C, Cobos™ reporta que en M. dubia el gen que codifica la enzima L-galactono-1,4-
lactona deshidrogenasa, una enzima de la via biosintética de vitamina C (Smirnoff-Wheeler),
esta sobreexpresada en plantas con alto contenido de vitamina C. También, estudios recientes
demuestran que la actividad catalitica diferencial de otras enzimas de esta via, tales como L-
galactosa deshidrogenasa y L-gulono-1,4-lactona deshidrogenasa™ y de enzimas del ciclo
ascorbato-glutation” determinan la acumulacion de vitamina C en esta especie.
Adicionalmente, estudios realizados con Solanum lycopersicum indican que la variacion en el
contenido de vitamina C se atribuye principalmente a factores genéticos.”
Consecuentemente, las plantas de M. dubia de la coleccién de germoplasma del INIA difieren
significativamente en su produccidn de vitamina C aln estando bajo las mismas condiciones
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ambientales, lo que sugiere que las diferencias observadas son controladas por maltiples
genes que codifican enzimas involucradas en el metabolismo de la vitamina C.

Similar a lo descrito, la amplia variacion en el contenido de antocianinas en la cascara de los
frutos de M. dubia también estaria controlada por multiples genes. Aunque a la fecha no
existen estudios moleculares del metabolismo de antocianinas en esta especie, pero
investigaciones realizadas en Vitis vinifera sugieren la participacion de genes reguladores
(codifican factores de transcripcion) y genes estructurales (codifican enzimas de la via
biosintética de antocianinas). Por ejemplo, Castellarin y Di Gaspero® concluyen que la
variacion del color en frutos de V. vinifera depende de un patrén peculiar de expresion
genotipo-especifico de todos los genes que participan en la biosintesis de antocianinas en una
relacion directa del transcripto-metabolito-fenotipo. Los niveles y la abundancia relativa de
los ARNm de los genes estructurales en el proceso de maduracion, explica per se el fenotipo
final para el contenido de antocianina, la composicion de antocianinas y la intensidad del
color. Asimismo, Cardoso et al.” empleando una estrategia de genes candidatos encuentran
que los genes que codifican los factores de transcripcion MYBI1, MYBCC 'y MYCB estan
asociados con el contenido de antocianinas totales en la cascara. También, muestran que los
genes estructurales UFGT'y MRP estén asociados con la produccion de diferentes tipos de
antocianinas.

Gradientes de concentracion de vitamina C y antocianinas en frutos

Los frutos verdes y maduros de M. dubia mostraron gradientes de concentracion de vitamina
C (figura 2). De tal modo, que en ambos estados de maduracion la cascara presentd mas
vitamina C por gramo de peso fresco, y ésta disminuyd gradualmente desde la pulpa que esta
en contacto con la cascara hasta la pulpa que esta en contacto con las semillas (centro del
fruto); estas diferencias fueron significativas, tanto en frutos verdes (F = 36, gl =3, p <0,001)
como en frutos maduros (F = 42, gl = 3, p < 0,001), principalmente entre el contenido de
vitamina C de la cascara y las otras partes del fruto (p < 0,01). También observamos que los
frutos verdes no presentaron diferencias en el contenido de antocianinas entre las diferentes
partes analizadas (F = 2, gl = 3, p = 0,094). En contraste, los frutos maduros pesentaron
gradientes de concentracion muy marcadas (F = 34, gl = 3, p < 0,001). Estas diferencias se
debieron primariamente entre el contenido de antocianinas de la cascaray las demas partes del
fruto (p < 0,01). Esto puede deberse a que la cascara, por tener capacidad de fotosintesis,
dispone de mas precursores para la biosintesis de vitamina C y antocianinas, en tanto que la
pulpa né, pero tal como ha sido demostrado en varias investigaciones; las hojas, pulpa y
cascara de M. dubia tienen capacidad de biosintesis de vitamina C debido a que en estos
tejidos se expresan los genes y hay actividad de las enzimas de la via Smirnoff-Wheeler.”***
La presencia de estas gradientes sugieren que la vitamina C y las antocianinas son
transportadas desde la céscara hasta las otras partes del fruto por sistemas de transporte,
facilitado en favor de la gradiente.
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Figura 2. Gradientes de concentracion de vitamina C y antocianinas en frutos verdes y
maduros de M. dubia. CA: Céscara, PC: pulpa en contacto con la cascara, PI: pulpa
intermedia, PS: pulpa en contacto con las semillas.

Asimismo, en latabla 1, los analisis de correlacion de Pearson muestran que existe correlacién
positiva en el contenido de vitamina C y antocianinas entre varias partes del fruto y entre el
contenido de vitamina C y antocianinas en determinadas partes del fruto (tabla 1). La
correlacidn positiva de la concentracion de vitamina C entre cascaray pulpa en contacto con la
cascaraen frutos verdes y maduros, concuerda con resultados obtenidos en Malus domestica.”
Asimismo, la correlacion positiva registrada entre el contenido de vitamina C y antocianinas
en la cascara de los frutos maduros es similar al reportado para Arabidopsis thaliana,™ porque
por lo menos tres enzimas que participan en el proceso de biosintesis de antocianinas emplean
como cofactor alavitamina C, que permite mantener el hierro de sus sitios activos en el estado
de oxidacion apropiado parasu actividad catalitica.”
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Tabla 1. Matriz de correlacion de Pearson del contenido de vitamina C y antocianinas en frutos
verdes (diagonal inferior) y en frutos maduros (diagonal superior) de M. dubia.

Vitamina C Antocianinas
CA PC PI PS CA PC PI PS

o | €A 049*  052* 036 0,76**  0.70** 0,03 0,072
g pC 0,64* 0,29 0,22 0,22 0,23 033  -0,07
§ m 028 067" 0,78** 0,10 0,27 005  -016
> | Ps 011 031 073 002 014 028 014
o | CA 0,39 0,07 020  -042 0,65* 0,14 0,44
% PC 009 -020  -008  -0,29 0,66* 0.23 0,29
S| P 015  -018  -007  -0,39 0,59*  0,86%* 0,79%
2| ps 040  -027 015  -0,34 0,39 0,64*  0,82%%

Donde: * p < 0,05; ** p < 0,001; CA: Cascara; PC: pulpa en contacto con la céscara;
PI: pulpa intermedia; PS: pulpa en contacto con las semillas.

Deteccion histoquimica de vitamina C

La tincion argéntica revel6 que la vitamina C es un compuesto comun de todos los tejidos de
M. dubia (figura 3). Es decir, ademas de estar presente en la pulpa y cascara de los frutos
(figura2), se le encuentraen las semillas, plimulas, hojas, raices primarias y secundarias. Esto
se puede atribuir a los mdltiples roles que tiene esta vitamina en las plantas, como
antioxidante, fotoprotector, como cofactor para la biosintesis de antocianinas y otros
compuestos importantes. Ademas, esta demostrado que estimula el crecimiento y
diferenciacion celular.”***

Figura 3. Deteccion histoquimica de vitamina C en tejidos de M. dubia. Semillas sin testa y
plantulas en dos etapas de desarrollo antes (A, Cy E) y después (B, D y F) de la tincidn argéntica.
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Antocianinas en frutos y en el proceso de germinacion y crecimiento inicial

Las antocianinas estan presentes en la cascara de los frutos maduros y en las etapas de
germinaciény crecimiento inicial de M. dubia (figura4). En la cascara de los frutos pintones
y maduros (figuras 4A, B) se observan hasta dos tipos de antocianinas (figura J), la mas
abundante es cianidina-3-glucosido (tiempo de retencion=12,5 minutos) y la segunda
antocianina (tiempo de retencién = 22,5 minutos) es desconocida. Estos resultados
concuerdan parcialmente con Zanatta e a/.° quienes indican que la cianidina-3-glucésido es la
antocianina predominante en esta especie. También, en lagerminaciony en las etapas iniciales
de crecimiento de M. dubia (figuras 4C-1) se observa que la cianidina-3-glucdsido es la Unica
antocianina sintetizada (figura 4K). Es evidente la acumulacion de este compuesto en la zona
de brote de la radicula, de las raices secundarias, de la plimula, y en las plantulas se detecta
acumulacion en la pldmula, particularmente en las zonas apicales de mayor crecimiento
celular. Ademas, en la figura 4A evidenciamos que las areas de los frutos expuestas a mayor
radiacién solar acumulan mas antocianinas; esto se debe a que se desencadena un mecanismo
molecular para activar las enzimas responsables de la biosintesis de antocianinas.” Sin
embargo, el proceso de germinacion y crecimiento inicial de M. dubia se realiz6 en total
oscuridad, pero igual se sintetizé la cianidina-3-glucésido, lo que sugiere que existen otros
mecanismos moleculares independientes de la induccidn de la luz que permiten la sintesis de
antocianinas en esta especie.

Figura 4. Presencia de antocianinas en frutos y en las etapas de germinacion y crecimiento inicial de
M. dubia. Ay B: frutos pintones y maduros, C y D: brote de la radicula, E y F: brote de las raices
secundarias, G y H: brote de la plimula, I: plantula con plimula y raices, J: cromatograma 3D de

antocianinas extraidas de la cascara de frutos maduros, K: cromatograma 3D de antocianinas
extraidas en las distintas etapas de germinacién y crecimiento inicial.
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Aunque no existen reportes del papel de las antocianinas, particularmente cianidina-3-
glucdsido en el proceso de division y diferenciacion celular, pero su acumulacién en las
distintas etapas de germinacién y desarrollo inicial sugiere que estos compuestos quimicos
estan implicados directa o indirectamente en estos procesos fundamentales.

CONCLUSIONES

Myrciaria dubia presenta una amplia variacion en el contenido de vitamina C y antocianinas
en sus frutos, principalmente por la influencia de factores genéticos. También, ambos
compuestos tienen gradientes de concentracion desde la cascara hasta el centro de frutos
verdes (excepto las antocianinas) y maduros. Ademas, en los frutos maduros existe
correlacidn positiva entre el contenido de vitamina C y antocianinas de la cascaray la pulpaen
contacto con ésta. Adicionalmente, la vitamina C y las antocianinas, particularmente la
cianidina-3-glucosido, son sintetizadas en el proceso de germinaciény crecimiento inicial.
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