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Resumen

A partir de brotes crecidos in vitro del portainjertos de Prunus insititia GF 655/2 se realizaron estudios
comparativos sobre la anatomia y la histoquimica de las raices crecidas en las fases de enraizamiento y
aclimatacion. Para los analisis histoquimicos se usaron las técnicas histologicas de Sudan I1I, Lugol y cloru-
ro férrico. Las raices de los brotes crecidos in vitro presentaban grasas, almidén y células con taninos,
mientras que las raices que se encontraban en la etapa de aclimatacion estos contenidos no estaban presentes
0, en algunos casos, restringidos a la endodermis. Estas diferencias en los contenidos celulares podrian estar
relacionados con los distintos habitos nutricionales que presentan las plantas que crecen in vitro y las que se
encuentran en el estadio de aclimatacion en invernaculo.

Anatomic changes and histochemical study in the roots
of micropropagated plants of Prunus insititia GF 655/2 microshoots

Summary

A comparative anatomic and histochemical study between in vitro rooting and acclimatized stages of Prunus
insititia GF 655/2 microshoots was carried out. Histochemical analysis were analyzed using Sudan III,
Lugol and ferric chloride histochemical techniques. It was found that sprouts grown in vitro roots present fat,
starch and tannin cell contents, while in the acclimatized ones these contents are not present, or in some
cases, are limited to the endodermis. These differences in the contents could be related with the dissimilar
nutritional habits between the in vitro grown plants and the acclimatized ones.

Introduccion elongacion y enraizamiento, y rusticacion o aclima-
tacion.

La propagacion vegetativa in vitro o micro- Para crecer y multiplicarse en estas condiciones,

propagacion es una técnica que se utiliza para mul- las plantas necesitan un medio rico en nutrientes,

tiplicar plantas en condiciones estériles. Consta de tanto organicos (vitaminas, aminodcidos, hidratos de
diferentes etapas: iniciacion, multiplicaciéon,  carbono, etcétera) como inorganicos (sales minera-

Palabras clave: micropropagacion - analisis histoquimico - enraizamiento in vitro - aclimatacion - Prunus.
Key words: micropropagation - histochemical analisys - in vitro rooting - acclimatation - Prunus.
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les fundamentalmente macro y micronutrientes) y
reguladores del crecimiento como el acido giberélico
y benzil amino purina. Por esta razon se dice que los
tejidos vegetales son heterotrofos (George, 1993)
porque son dependientes de un aporte externo de
hidratos de carbono en el medio de cultivo, como
sustrato primario para la respiracion.

En la etapa de enraizamiento se induce la forma-
cion de raices adventicias, generalmente por agre-
gado de auxinas (4cido indol butirico) al medio de
cultivo.

En la rusticacion, los brotes crecidos y enraizados
in vitro son pasados a una camara con sustrato y
humedad controlada. Esta etapa es critica, ya que
las plantas pueden sufrir un fuerte estrés hidrico por
varios factores. A diferencia de las plantas crecidas
en invernaculo o en el campo, cuyas hojas tienen
cuticula y presentan un mesofilo con dos a tres ca-
pas de células, las plantas crecidas in vitro se carac-
terizan por la ausencia de cuticula, y porque sus
estomas no tienen la capacidad de cierre (Preece y
Sutter 1991); ademas, el mesoéfilo tiene un conside-
rable espacio de aire y una sola capa de células.
(Brainerd y col., 1981; Brainerd y Fuchigami, 1981).
También se observo que las raices inducidas in vitro
no son completamente funcionales. El pasaje desde
el cultivo in vitro a las condiciones de rusticacion
origina cambios en la anatomia de la planta, de las
que hay escasa informacion con respecto al nivel de
los cambios histologicos.

En este trabajo se describen los cambios
histologicos que ocurren en las raices de ciruelo
Prunus insititia L. —Rosaceae— GF 655/2, micro-
propagadas del portainjertos durante las etapas de
enraizamiento y rusticacion.

Materiales y métodos
Material vegetal

Todo el material vegetal usado para este trabajo fue
obtenido de brotes de plantas madres con sanidad
controlada del portainjertos de Prunus insititia GF
655/2 que se encontraban en la Estacion Experimen-
tal Julio Hirschhorn de la Facultad de Ciencias Agra-
rias y Forestales de la Universidad Nacional de La
Plata.

Para la iniciacion in vitro se usaron segmentos
nodales de brotes tiernos, de material no lignificado,

de la copa de los arboles del portainjertos de Prunus
insititia GF 655/2.

Desinfeccion del material vegetal y obtencion de
explantos estériles

Los brotes tiernos fueron desfoliados y seccionados
en segmentos que contenian de dos a tres yemas cada
uno, y que se desinfectaron con una soluciéon com-
puesta con hipoclorito de sodio (NaClO) marca
Ayudin® al 25% (1% de cloro activo) y unas gotas
de detergente, durante 20 minutos, seguida de HgCl,
al 0,1%, 5 minutos. Los explantos se enjuagaron tres
veces con abundante agua estéril entre cada desin-
fectante y al final del tratamiento. De esta manera,
los explantos quedaron preparados para ser coloca-
dos en el medio de cultivo de iniciacion.

Etapas de la micropropagacion, medios de cultivo
usados y condiciones de cultivo

Iniciacion

Los explantos desinfectados fueron colocados en
tubos que contenian medio de iniciacion hasta la
brotacion de sus yemas, mientras que los contami-
nados fueron descartados.

El medio usado para la iniciacion de los cultivos
fue el de Murashige y Skoog (1962), solucion sali-
na basica mas los organicos de iniciacion: (mg/l)
mio-inositol 100; tiamina 0,1; glicina, 2. Se agregd
sacarosa 30 g/l y, en algunos casos, se agrego benzil
amino purina (BA), segtin la necesidad y el momen-
to del afio en que fueron tomados los brotes de las
plantas madres.

Multiplicacion

Los explantos brotados en el medio de iniciacion
fueron transferidos a frascos que contenian medio
de multiplicacién para comenzar su reproduccion
vegetativa o micropropagacion. Cada 28 a 30 dias
se realizaron los repiques o subcultivos de los
explantos. Los brotes fueron multiplicados en el
medio de cultivo descrito por Radice y col. (1999),
que consiste en:

Solucion salina basica de Murashige y Skoog (1962):
(mg/l) Macronutrientes: NH,NO,, 1650; KNO,,
1900; CaCl 2H,0, 440; MgSO,7H,0, 370; KH,PO,,
170;
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Quelante: Na EDTA, 37,23 + FeSO,7H,0, 27,95 =
FeEDTA;

Micronutrientes: K1, 0,83; H,BO,,6,2; MnSO ,4H20,
22,3; ZnSO,7H,0O, 8,6; Na,M0oO,2H,0, 0,25;
CuSO,5H,0, 0,025; CoCL,6H,0, 0,025.
Composicion organica de Prunus: MSP (Radice y
col., 1999) (mg/1): mio-inositol, 100; tiamina, 0,1;
glicina, 2; piridoxina, 0,1; pantotenato de Ca, 0,1;
acido nicotinico, 0,1; biotina, 0,1; riboflavina, 0,5;
acido ascorbico, 10.

Reguladores del crecimiento agregados: acido
giberélico (GA,) 0,1 mg/l + benzil amino purina
(BA) 0,5 mg/l.

Enraizamiento

Los brotes o microestacas que alcanzaron 2 cm de
longitud fueron pasados al medio de enraizamiento
(Perelman y Caso, 2000) que se describe a conti-
nuacion.

Solucion salina basica de enraizamiento

Se realizaron modificaciones sobre la base de la
solucion salina basica de Murashige y Skoog usa-
da para la etapa de multiplicacion. Se redujeron
los nitratos a la mitad de la solucidn salina y el
FeEDTA se duplico. Se agregd la composicion
organica de Prunus (MSP) descripta y, ademas,
se agrego 1mg/1 de acido indol butirico (IBA).

Los brotes se mantuvieron en oscuridad la pri-
mera semana de cultivo, y luego fueron transferidos
al fotoperiodo normal. Permanecieron en el medio
de enraizamiento 28 dias.

Condiciones de cultivo y fraccionamiento de los
medios

Los medios de iniciacion fueron distribuidos en frac-
ciones de 10 ml, en tubos de vidrio de 45 ml de ca-
pacidad; por otra parte, los medios de multiplica-
cion fueron fraccionados de a 50 ml y envasados en
frascos de vidrio de 350 ml, con tapa de plastico
opaca. Para los de enraizamiento se usaron frascos
de 160 ml de capacidad con 25 ml de medio.
Todos los medios de cultivo usados fueron suple-
mentados con sacarosa al 3%; para que los medios fue-
ran semisolidos se agrego agar 7 g/l, se ajustaron a pH
5,8 £0,02 con KOH IN. La esterilizacion se llevo a
cabo en autoclave durante 20 minutos a 0,1 MPa.

Las condiciones de cultivo del material vegetal
para las diferentes etapas de la micropropagacion
fueron 24 + 2 °C de temperatura con un fotoperiodo
de 16 horas, suministrado por tubos Philips TLT 110
W/54 RS de luz blanca fria.

Aclimatacion

Las plantas enraizadas se aclimataron en macetas o
en cajones que contenian un sustrato estéril com-
puesto por perlita, turba y aciculas trituradas de pino,
en partes iguales. Durante aproximadamente 20 a
25 dias se mantuvieron en una camara con condi-
ciones controladas de luz, temperatura de 24 + 2 °C
y un fotoperiodo de 16 h. Durante la primera sema-
na las plantas crecen con altos niveles de humedad
(= 80% HR) que se reduce en forma gradual durante
los dias siguientes.

Al final de ese periodo las plantas estan en con-
diciones de pasar a invernaculo. El tiempo necesa-
rio para la aclimatacion completa de los brotes es de
aproximadamente 45 dias.

Preparacion histologica
Fijacion

Se usaron dos soluciones de fijacion: formol-acido
acético-alcohol (FAA) y la otra, formol-acido acéti-
co (FOA). Las raices de los brotes aclimatados 60
dias se fijaron en FAA. Las raices de los brotes
crecidosin vitro y las raices de los brotes aclimata-
dos 45 dias se fijaron en FOA.

Inclusion

La inclusion se realiz6 mediante la técnica de
Johansen descripta por Dizeo de Strittmatter, (2000).

Cortes

Los cortes transversales y longitudinales de todas
las raices se realizaron con microtomo minot y de
deslizamiento, a 9 im. Los cortes transversales siem-
pre se realizaron en la zona media de la raiz.

Coloracion

Para determinar la estructura histologica de la raiz
la coloracion utilizada fue safranina-fast green.
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Muestras

Para cada etapa en estudio se cortaron transver-
salmente 10 raices en cortes seriados.

Técnicas histoquimicas

Se realizaron reacciones de caracterizacion para ob-
servar diferencias en las raices crecidas in vitro y en
las raices que se encontraban 45 dias aclimatadas.
Las técnicas histoquimicas usadas fueron: Sudan II1
para identificacion de grasas, Lugol para deteccion
de almidones y cloruro férrico para la identificacion
de taninos (D’Ambrogio, 1986).

Resultados
Cortes con safranina fast-green
Raices de brotes crecidos in vitro

El aspecto general del corte transversal de los brotes
crecidos in vitro se corresponde con una raiz prima-
ria de Prunus, tipo tetrarca (Esau, 1953).

En estas raices se observo, de afuera hacia adentro:
a) una corteza de una sola capa de células fuertemente
coloreada con safranina; b) dos capas de células de
parénquima cortical; ¢) varias capas de tejido
parenquimatico con abundantes células que presentan
contenidos; d) una endodermis fuertemente tefiida, que

Figura 1.- Transcorte de raiz de brotes crecidos in vitro

significa presencia de células con contenidos abundan-
tes; se observo, ademas, que la endodermis puede pre-
sentar de una a tres capas de c€lulas fuertemente tefii-
das; e) el periciclo levemente tefiido con safranina pre-
senta una sola capa de células ovoidales; f) entre cua-
tro y cinco capas de células de parénquima floematico
rodeando al tejido xilematico que presenta grandes
vasos y fibras no lignificadas de paredes celulares grue-
sas (Figura 1 a,by c).

Raices de brotes aclimatados 45 dias

Las raices de los brotes aclimatados 45 dias, colo-
readas con safranina- fast green presentan una tipi-
ca estructura tetrarca, muy similar a lo observado en
las raices de in vitro, pero con algunas diferencias:
los contenidos celulares estan restringidos a la
endodermis, en una sola capa de células (Figura 2 a,
b) en los brotes aclimatados 45 dias.

Cuando se estudiaron con safranina-fast green las
raices de los brotes que permanecieron 60 dias en
aclimatacion, se observo que presentaban el aspecto
tipico de las raices con crecimiento secundario (Fi-
gura3ayb).

Andlisis histoquimico
Reaccion de Sudan 111

En las raices procedentes de brotes de in vitro,
esta reaccidn resulto positiva en las células del

a) Observacion de raiz primaria tetrarca. Presencia de endodermis de varias capas y contenidos celulares. Aumento:
100 x. b) Detalle de endodermis, periciclo y células del parénquima con contenidos celulares. Aumento: 400 x. c)

Corte longitudinal. Aumento: 400 x.

8
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Figura 2.- Transcorte de raiz aclimatada 45 dias

~ .i.a_,? f‘vl-'-:_.’ Al
s ; \

a) Se observan contenidos celulares en la endodermis. Aumento: 200 x. b) Detalle de la endodermis de raiz. Aumento:
400 x.

parénquima cortical, en la endodermis y en las célu-
las de la epidermis, donde se observaron contenidos
grumosos de grasas (Figura 4 ay b).

En las raices de los brotes aclimatados por 45
dias, se observo que algunas células de la endodermis
presentaron contenidos de grasa en su interior (Fi-
gura 5), de modo quedo restringida esta reaccion a
la Gnica capa de células de la endodermis.

Reaccion de Lugol

En los cortes de las raices procedentes de cultivos in
vitro se observé que la mayoria de las células de los
parénquimas radical y cortical, y del periciclo presentan
abundante contenido de almidon. El almidon atraviesa
la endodermis y se acumula en el periciclo que rodea
los parénquimas floematico y xilematico (Figura 6).
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Figura 4.- Reaccion de Sudan III en raices de brotes crecidos in vitro

a) Raiz procedente de brotes in vitro. Aumento 200 x. b) Detalle de la raiz. Aumento: 400 x.

Figura 5.- Reaccion de Sudan III en raices aclimatadas
45 dias

Figura 7.- Reaccion de Lugol en raices aclimatadas 45
dias

Aumento 100 x .

Figura 6.- Reaccion de Lugol en raices de brotes crecidos
in vitro

Corte transversal de la raiz. Aumento: 100 x.

10
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En los cortes transversales de raiz, provenientes
de los brotes aclimatados durante 45 dias, no se ob-
servo la presencia de almidon en las células radica-
les (Figura 7).

Reaccion de cloruro férrico

Los contenidos de taninos que se observaron en los

cortes transversales de las raices provenientes de los
brotes cultivados in vitro, presentaron una distribu-
cion mas abundante en el parénquima mas proximo
a la corteza; también se encontraron en la endo-
dermis y en los vasos del xilema (Figura 8).

En las raices de las plantas aclimatadas 45 dias
esta reaccion solo mostro taninos en el parénquima
xilematico (Figura 9 ay b).

Figura 8.- Cloruro férrico en raices de brotes crecidos in vitro

Corte transversal de la raiz, se puede observar la distribucion de taninos en el parénquima, en la endodermis y en los

vasos del xilema. a) Aumento: 100 x. b) Aumento: 200 x.

Figura 9.- Reaccion cloruro férrico en raices aclimatadas 45 dias

Corte transversal, se observa reaccion positiva en los vasos del xilema. a) Aumento: 100 x. b) Aumento: 200 x.

11
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Conclusiones

Los cortes del material cultivado in vitro con la co-
loracion de safranina-fast green presentan en el
parénquima gran cantidad de contenidos celulares
muy coloreados y, en las reacciones histoquimicas,
abundantes sustancias de reserva (SR), que podria
deberse a la acumulacion de SR durante el periodo
in vitro, ya que durante la etapa de micropropagacion
las plantas se vuelven heterotrofas debido al agre-
gado externo de nutrientes ¢ hidratos de carbono.

Los cortes de las raices de los brotes aclimatados
durante 45 dias no presentan sustancias de reserva,
0 son muy escasas y restringidas al parénquima
xilematico o a la endodermis, en algunos casos
(taninos y grasas). Es de esperar que los nutrientes
que aparecen durante la etapa in vitro sean usados
para superar la aclimatacion o la rusticacion, por esa
razon los cortes de esta etapa no presentan conteni-
dos, o son muy escasos en los parénquimas radica-
les, ademas de volver al habito autotrofo.

Las sustancias de reserva que se observaron con
la coloracion de safranina-fast green son fundamen-
talmente grasas combinadas con almidon y taninos,
como lo demostraron los analisis histoquimicos.
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Resumen

Varias especies de las familias Asclepiadaceae y Apocynaceae son de especial interés debido a que son
utilizadas como plantas medicinales porque tienen diferentes principios activos. En este trabajo se discute la
posicion taxonomica de la familia Asclepiadaceae mediante un analisis multivariado de caracteres bioquimicos.
El objetivo de la investigacion fue establecer si la familia Asclepiadaceae es taxondémicamente una familia
independiente, o es una subfamilia de la familia Apocynaceae.

La muestra utilizada estaba conformada por proteasas de latex de: Araujia hortorum, A. angustifolia, Asclepias
curassavica, A. fruticosa, Funastrum claussum, Morrenia brachystephana, M. odorata, Philibertia gilliesii
(dsclepiadaceae) y Ervatamia coronaria, E. heyneana (Apocynaceae). Se realiz6 un agrupamiento jerarqui-
co de esas enzimas para determinar si las proteasas pertenecientes a la familia Asclepiadaceae conforman un
grupo separado respecto a las proteasas provenientes de la familia Apocynaceae.

Los resultados obtenidos indicaron que los caracteres bioquimicos empleados en este trabajo no permitieron
establecer si la familia Asclepiadaceae es una familia independiente o no, de la familia Apocyanaceae; asi,
concuerda con la corriente cladista que considera a las Asclepiadaceas como una subfamilia (4Asclepiadoideae)
dentro de la familia Apocynaceae.

Multivariate analysis from proteases of Asclepiadaceae family

Summary

Several species of the Asclepiadaceae and Apocynaceae families, are of great interest due to their uses in
folk medicine and their different active compounds. In this paper, by means of a multivariate analysis of
biochemical characters the taxonomic placement of Asclepiadaceae is discussed. The aim is to investigate
whether the Asclepiadaceae must be systematically considered as an independent family, or to be recognized
as a subfamily of Apocynaceae. The sample was comprised by proteases of Araujia hortorum, A. angustifolia,
Asclepias curassavica, A. fruticosa, Funastrum claussum, Morrenia brachystephana, M. odorata, Philibertia
gilliesii (Asclepiadaceae) and Ervatamia coronaria, E. heyneana (Apocynaceae). A hierarchical cluster was

Palabras clave: Asclepiadaceae - Apocynaceae - proteasas - feneticismo.
Key words: Asclepiadaceae - Apocynaceae - proteases - phenetics.
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obtained with the biochemical characters of proteases, in order to determine whether proteases derived from
Asclepiadaceae cluster as a separate group respect to proteases derived from Apocynaceae. Results indicated
that proteases of both Asclepiadaceae and Apocynaceae cluster together. These data agree with cladistic
hypothesis that considerer the Asclepiadaceae as a subfamily of the Apocynaceae.

Introduccion

El interés que promueve el estudio de las familias
Asclepiadaceae y Apocynaceae se debe a que varias
especies son utilizadas como plantas medicinales
porque tienen diferentes principios activos. Algunas
de las especies usadas con estos fines (Vinca minor,
Catharanthus roseus, Rauwolfia serpentina, Nerium
oleander) contienen alcaloides, flavonoides, taninos
y glicosidos cardiacos (cardendlidos).

Las principales propiedades medicinales que se
atribuyen a estas especies son analgésicas, der-
matoldgicas, purgantes, antitumorales, hipotensoras
y sedantes (Hechem de Bonansea y Escurra, 2006;
Fernandez Brewer y col., 2008).

Es necesario identificar con precision las especies
pertenecientes a estas familias, debido a la importan-
cia economica que tienen algunas de ellas; por ejem-
plo, la vinca de Madagascar (Catharanthus roseus,
perteneciente a la familia Apocynaceae) se ha conver-
tido en la principal fuente de alcaloides como la
vinblastina (antineoplasico), ajmalicina (hipotensor) y
serpentina (tranquilizante) (Iwase y col., 2005). Otras
especies, como Nerium oleander (Apocynaceae) o
Asclepias syriaca (Asclepiadaceae), son conocidas por
su toxicidad.

Uno de los principales objetivos de la Sistemati-
ca Botanica es la construccion de un verdadero siste-
ma filogenético que refleje las relaciones naturales
entre todos los taxones vegetales. No es, naturalmen-
te, una tarea facil debido a que desde mediados del
siglo XX se han producido diferentes tipos de clasi-
ficaciones para las Angiospermas. Ejemplo de ello
son las elaboradas por Hutchinson (1959; 1973);
Takhtajan (1959; 1969; 1980); Cronquist (1968;
1981), Dahlgren (1980) y Thorne (1983; 1992).

Los fundamentos de la clasificacion bioldgica son
objeto de una de las mas intensas controversias en
la Biologia, ya que hay varias corrientes de pensa-
miento acerca de los fundamentos teodricos para apli-
car en esa clasificacion. Es asi que se construyeron
variadas clasificaciones, desde la corriente evo-
lucionista (Schumann, 1985; Bruyns y Forster, 1991;
Wenzel, 1997); la cladista (Endress y Bruyns, 2000;
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Sennblad y Bremer, 2002), y la fenética (Sneath y
Sokal, 1973; Duncan y Baum, 1981).

Los caracteres morfologicos, anatémicos,
palinoldgicos, embrioldgicos, quimicos, bioqui-
micos, entre otros, son validos para evaluar las rela-
ciones naturales entre los diferentes seres vivos cuan-
do no se cuenta con sus registros fosiles.

La publicacion Chemotaxonomie der Pflanzen por
Hegnauer fue un hito en la comprension de las relacio-
nes filogenéticas de las familias vegetales. Este autor
reviso la literatura sobre la distribucion de los
metabolitos secundarios y de algunos metabolitos pri-
marios en el reino vegetal —como el almacenamiento
de carbohidratos—y sugirio la existencia de relaciones
filogenéticas entre las familias de plantas a partir
de sus perfiles quimicos (Chemotaxonomische
Betrachtungen) (Hegnauer, 1962).

En forma simultanea se desarrollaron la “quimio-
taxonomia” o “sistemdtica micromolecular” —que
tradicionalmente utiliza como caracteres taxo-
ndémicos pequefios componentes organicos de plan-
tas—, y la “sistematica macromolecular” o “sistema-
tica molecular”— que emplea las caracteristicas de
las biomoléculas— (proteinas y acidos nucleicos) en
sus clasificaciones (Grayer y col., 1999).

Actualmente los investigadores de diferentes dis-
ciplinas se proponen llegar a un acuerdo definitivo
con respecto a la ubicacion taxondmica de la fami-
lia Asclepiadaceae.

Tradicionalmente la posicion de esta familia es
la siguiente:

Reino, Plantae

Division, Magnoliophyta
Clase, Magnoliopsida
Subclase, Asteridae
Orden, Gentianales
Familia, Asclepiadaceae.

El orden Gentianales tiene, ademas de la ya men-
cionada familia Asclepiadaceae, cuatro familias mas:
Loganiaceae, Gentianaceae, Saccifoliaceae y
Apocynaceae. La controversia se plantea cuando se
considera la familia Asclepiadaceae como una
subfamilia de la familia Apocynaceae, o mantenerla
como tal.
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La escuela evolucionista o tradicional considera
que tanto la familia Asclepiadaceae como la familia
Apocynaceae tienen caracteristicas propias, y por ello
mantienen la identidad de cada una de ellas. Con
relacion a esta tematica han trabajado Cronquist
(1981), Swarupanandan y col. (1996), entre otros.
Cronquist mantiene las dos familias independientes
por la presencia de traslatores (estructuras que par-
ticipan en la polinizacion) en Asclepiadaceae y su
ausencia en Apocynaceae.

Autores como Safwat (1962), Stevens (1983),
Fishbein (2001), Liede y Tauber (2002) y Endress y
Bruyns (2000), entre otros, siguen la linea de pensa-
miento cladista en lo que se refiere a la ubicacion de
la familia Asclepiadaceae. Endress y sus colabora-
dores consideran que los integrantes de la familia
Asclepiadaceae son derivados apomorficos de los
miembros de la familia Apocynaceae.

Sin embargo, las nuevas investigaciones molecu-
lares, asi como los anteriores estudios morfologicos,
sugieren la inclusion de la familia Asclepiadaceae
como una subfamilia de la familia Apocynaceae
(Sennblad y Bremer, 1996).

En este estudio se propone contribuir a este debate
aplicando la metodologia de la escuela fenética; asi,
analiza las variables bioquimicas de las proteasas de
ambas familias, Asclepiadaceae y Apocynaceae, por
técnicas de analisis multivariado. El objetivo principal

consiste en clarificar si la familia Asclepiadaceae es
una familia taxonémicamente independiente o es una
subfamilia de la familia Apocyanaceae. La hipotesis
de prueba indica que Asclepiadaceae es una familia
independiente con respecto a la familia Apocynaceae,
y si esto se expresa por rasgos bioquimicos, entonces
las proteasas de la familia Asclepiadaceae deberian
formar un grupo bien definido y no deberian estar vin-
culadas con las proteasas de la familia Apocynaceae.

Materiales y Métodos
Material vegetal

La muestra estuvo conformada por 19 proteasas, de
las cuales 15 pertenecen a la familia Asclepiadaceae
y el resto, a la familia Apocynaceae, segun la clasi-
ficacion tradicional de Cronquist (1981). En el pri-
mer grupo las enzimas derivan de las siguientes es-
pecies: Araujia angustifolia, Araujia hortorum,
Asclepias curassavica, Asclepias fruticosa,
Funastrum claussum, Morrenia brachystephana,
Morrenia odorata y Philibertia gilliesii (Tabla 1).
Las cuatro proteasas restantes de la muestra derivan
de la familia Apocynaceae y pertenecen a las espe-
cies: Ervatamia coronaria 'y Ervatamia heyneana

(Tabla 2).

Tabla 1.- Proteasas seleccionadas de la familia Asclepiadaceae

Proteasas

Familia Asclepiadaceae

Referencias

Araujiaina a [ (Arau a I)
Araujiaina a I (Arau a II)
Araujiaina a III (Arau a III)

Araujiaina h I(Arau h I)
Araujiaina h II (Arau h III)
Araujiaina h III (Arau h III)

Asclepaina c I (Ascle ¢ I)
Asclepaina c II (Ascle ¢ II)

Asclepaina f (Ascle f)
Funastraina c I (Funa c II)
Morrenaina b I (Morre b I)
Morrenaina b II (Morre b 1I)

Morrenaina o I (Morre o I)
Morrenaina o II (Morre o II)

Philebertaina g I (Phili g I)

Araujia hortorum Fourn.

Asclepias curassavica L.
Asclepias fruticosa L.

Funastrum claussum (Jacq.) Schlechter

Morrenia brachystephana Griseb.

Morrenia odorata (Hook et Arn.) Lindley

Philibertia gilliesii Hook. et Arn.

Araujia angustifolia (Hook et Am.) Descaine Obregén y col., 2008

Obregon y col., 2001

Liggieri y col., 2004

Trejo y col., 2001

Morcelle de Valle y col.,
2004

Vairo Cavalli y col., 2003
Cortadi, 2001

Vairo Cavalli y col., 2001
Cortadi, 2001

Sequeiros y col., 2005
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Tabla 2.- Proteasas seleccionadas de la familia Apocynaceae

Proteasas Familia Apocynaceae Referencias
Ervatamina A (Ervata A) Ervatamia coronaria (Jacq.) Stapf. Sreedevi y col., 2003
Ervatamina B (Ervata B) Ervatamia coronaria (Jacq.) Stapf. Kundu y col., 2000

Ervatamina C (Ervata C)

Heynaina (Heyna)

Ervatamia coronaria (Jacq.) Stapf.

Ervatamia heyneana (Wall.) Cooke

Kundu y col., 1999
Patel y col., 2003

Tabla 3.- Caracteres bioquimicos de las proteasas seleccionadas

Caracteres bioquimicos

Fitoproteasas 1 11
Arayjiaina a I (Arau aI) 4,88 23,464
Araujiaina a II (Arau a II) 8,6 23,528
Araujiaina a III (Arau a III) 8,66 23,488
Araujiaina h I (Arau h I) 18 24,031
Araujiaina h I[IArau h II) 3 23,718
Araujiaina h III (Arau h IIT) 12,5 23,446
Asclepaina ¢ I (Ascle ¢ 1) 10,9 23,200
Asclepaina clI (Ascle clI) 6,58 23,590
Asclepaina f (Ascle ) 7 23,652
Funastraina c¢ II (Funa c IT) 7,45 23,636
Morrenaina b I (Morre b I) 10,9 23,205
Morrenaina b IT (Morre b IT) 8,8 26,000
Morrenaina o I (Morre o I) 15,36 27,000
Morrenaina o II (Morre o II) 30,1 25,8
Philibertaina g I (Phili g I) 5,28 23,530

I v v VI Vi
9,3 8,00 NC NC 85
9,3 8,25 0,18 NC 0
9.3 9,25 5,14 NC 80
9,3 8,75 NC 0,024 0
8.9 8.5 NC 0,238 85
10,5 8,5 NC 0,099 80
9,3 8,5 0,8183 0,0503 80
9,3 8,5 NC 0,1634 85
9,3 9,5 0,0554 NC 85
9,3 9,5 0,1011 0,0203 80
9,3 8,70 NC 0,02 0
9,3 8,25 NC 0,041 0
9,3 8,5 NC NC 0
9,3 8.5 NC 0,000043 0
9,0 7,5 0,1527 NC 0

Referencias. Caracteres bioquimicos. I: Actividad especifica (Ucas/mg de proteina); II: Peso Molecular (Daltons);
III: Punto isoeléctrico;IV: pH 6ptimo; V: Parametro cinético Km usando pFLNA como sustrato; VI: Pardmetro cinético
Km usando N-a-Cbz-L-Gln p-Nitrofenil ésteres de algunos L-aminoacidos (Ala, Asn, Gln, Gly, Ile, Leu, Trp, Pro y Val)
como sustratos; VII: Porcentaje de identidad con papaina (Papaya Proteinasa I); NC: datos no comparados.

Seleccion de los caracteres

Se utilizaron siete caracteristicas bioquimicas para
comparar las proteasas entre si. (Tabla 3): actividad
especifica (Ucas/mg de proteina), peso molecular
(Daltons), punto isoeléctrico, pH 6ptimo, parametro
cinético Km usando como sustratatos pFLNA y N-
a-Cbz-L-p-Nitrofenil ésteres de algunos L-
aminoacidos (Ala, Asn, Gln, Gly, Ile, Leu, Trp, Pro
y Val), y porcentaje de identidad con papaina (Pa-
paya Proteinasa I).

Meétodo estadistico

Las relaciones entre las proteasas se evaluaron por
medio de una agrupacion jerarquica, técnica de uso
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comun para analizar similitudes y diferencias entre
las unidades por la aplicacién de una serie de
algoritmos. La agrupacion jerarquica permite orga-
nizar unidades en estructuras significativas (Sneath
y Sokal, 1973).

Se efectud una estandarizacion de los datos con
el objeto de eliminar las diferencias de escala y de
unidades de medida entre las variables. Los datos
fueron convertidos en Score Z (unidades estandar
en valor promedio igual a 0 y desvio estandar igual
a 1) (Crisci y Lopez Armengol, 1983). La agrupa-
cion se baso en el Método de la Varianza Minima de
Ward y la distancia euclidiana (Johnson, 2000).

En primer lugar, las proteasas de la familia
Asclepiadaceae se compararon entre si con el ob-
jeto de conocer la forma en que se agrupaban en
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funciéon de sus similitudes y diferencias. Luego
se incluyeron en la comparacion las proteasas de
la familia Apocynaceae con el fin de detectar los
patrones de relacion con las proteasas de la fami-
lia Asclepiadaceae. Debido a la falta de datos en
algunas de las caracteristicas, la comparacion
entre Asclepiadaceae y Apocynaceae se realizd
con las variables 1-4 y 7. Los analisis estadisti-
cos se realizaron con Systat 10,2.

Resultados

La comparacion de las proteasas de la familia
Asclepiadaceae con todas las variables estudia-
das origina la formacion de dos grupos principa-
les (Figura 1), donde el grupo mas distanciado
esta integrado por tres Morrenainas (Morre b 11,
Morre o I y Morre o II), mientras que el otro gru-
po se subdivide en dos subgrupos: uno de ellos
compuesto por Arau h 11, Ascle c II, Ascle f, Funa
c Il y Arau h III, y el otro subgrupo, integrado
por: Arau h I, Morre b I, Arau II, Phili g 1, Arau a
I, Ascle ¢ [ y Arau III.

Al incluir en el analisis estadistico las proteasas
de la familia Apocynaceae se formaron dos grandes
agrupamientos (Figura 2). El grupo mas alejado con-
tiene a Ascle f, Funa c II, Arau a III, Ascle ¢ I, Ascle
cll, Araual, Arau h Il y Ervata C. El grupo restante
fue subdividido en dos subgrupos: el formado por
Heyna, Arau h 11, Arau h I, Morre b I, Arau a [l y
Phili g 1 y el integrado por Ervata B, Morre b 1I;
Morre o I, Morre o Il y Ervata A.

Discusion

Del analisis de los datos expuestos, surgieron resul-
tados sorprendentes. Por un lado se mantuvo la rela-
cion de las proteasas de la familia Asclepiadaceae
entre siy, por otro, las proteasas correspondientes a
la familia Apocynaceae se distribuyeron en los dos
grupos principales.

La clasificacion resultante desde el punto de vista
de la fenética sugirio que la familia Asclepiadaceae
no puede considerarse una familia separada. Estos
resultados coincidieron con el pensamiento
cladistico y, en consecuencia, difirieron con el
evolucionista.

Tanto la escuela cladista como la evolucionista con-

Figura 1.- Fenograma correspondiente a las carac-
teristicas bioquimicas de las proteasas de la familia
Asclepiadaceae

Arau h 1l
AsclecII:'—'i
Ascle f o
Funac Il -
Arau h Il
Arau h I—Ji
Morre b |
Arau a H:I—
Philig |
Amual—— |
Asclec | —
Arau a Il

Morre b Il

Morcs 5l —— ]
B —
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T T T 1

1 2 3 4
Distancias
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Figura 2.- Fenograma correspondiente a las carac-
teristicas bioquimicas de las proteasas de las familias
Asclepiadaceae yApocynaceae
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sidera que las relaciones filogenéticas deben expresar-
se en la clasificacion. El evolucionismo también esta-
blece que la clasificacion debe expresar la cantidad de
cambio entre los taxones y, ademas, que tengan un sen-
tido practico y estable. El cladismo no considera las
relaciones basadas en la similitud global de los carac-
teres en sus clasificaciones. Esta escuela argumenta
que si dos grupos son similares no necesariamente sig-
nifica que sus relaciones evolutivas sean cercanas. Es-
tas semejanzas pueden ser debidas a la congruencia
evolutiva. Es decir, esa congruencia se refiere al pro-
ceso por el cual los caracteres de especies pertenecien-
tes a lineas evolutivas independientes pueden tener
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semejanzas en respuesta a las adaptaciones que surgen
de similares presiones de seleccion (Queiroz y
Gauthieri, 1992; Cantino, 1998).

Finalmente, esta corriente tiende a crear un
gran numero de categorias taxonémicas, una por
cada nodo de un cladograma, lo que lleva a un
exceso de categorias jerarquicas. De este modo,
cada cladograma representa una hipotesis evolu-
tiva global que la convierte en algo extremada-
mente cambiante debido a que nuevos estudios
pueden llevar a una nueva clasificacién taxo-
nomica, con cambios jerarquicos notables. Por lo
tanto, las clasificaciones cladistas no son estables
como la de los tax6nomos evolucionistas, pues
hay un continuo cambio de categorias taxono-
micas, lo cual estaria agravando ain mas la taxo-
nomia de los seres vivos.

Por su lado, el feneticismo, proporciona clasifi-
caciones que consideran varios caracteres del orga-
nismo en su conjunto, y cada uno tiene el mismo
peso en la clasificacion.

Las diferencias entre las distintas corrientes de
pensamiento son las responsables de las diferencias
en las clasificaciones biologicas. Es por ello que en
la actualidad, se tiende a la busqueda de nuevos ca-
racteres que permitan acceder a nuevas fuentes de
informacion filogenética. Asi, los datos provenien-
tes de estudios de secuenciacion de ADN, los estu-
dios ontogenéticos basados en un contexto filo-
genético con el objeto de evitar errores en los con-
ceptos de estructuras homologas, entre otros, cam-
biarian la idea que se tiene sobre la evolucion pun-
tual de algunos grupos de organismos.

Ademas, los analisis morfologicos y moleculares
constituyen las dos caras de una misma moneda y
deben utilizarse de manera complementaria (Stuessy,
1997; Fishbein, 2001).

Se puede concluir que, de acuerdo con el anali-
sis multivariado de caracteres bioquimicos realiza-
dos en este estudio, la hipotesis fue rechazada. Las
proteasas de la familia Asclepiadaceae no confor-
man un grupo separado respecto a las correspon-
dientes a la familia Apocynaceae. Asi, los caracte-
res bioquimicos empleados en este trabajo no per-
mitieron establecer la independencia taxondmica de
una familia con respecto a la otra. De este modo,
entendemos que este trabajo constituye un apor-
te a la corriente cladista que considera que
las Asclepiadaceas forman la subfamilia
Asclepiadoideae dentro de la familia Apocynaceae.
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Resumen

Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pav.) Tiegh. y Tripodanthus flagellaris (Cham. & Schlecht.) Tiegh.
—Loranthaceae— son plantas hemiparasitas utilizadas en la medicina popular por sus supuestas propiedades
hipotensoras. El objetivo de este trabajo es caracterizarlas mediante su composicion de flavonoides. Se
estudiaron hojas y tallos de ejemplares que crecen sobre diferentes hospedantes. Para el aislamiento y la
caracterizacion de los flavonoides se recurrio a métodos estandares. Los estudios fitoquimicos revelaron la
sintesis de quercetina-3-O-arabinofurandsido y catequina-43-ol en hojas y tallos de 7. acutifolius, y quercetina-
3-O-ramnosilglucosido y proantocianidinas diméricas B6 y B8 en T flagellaris. Estos resultados aportan
parametros anatomicos y fitoquimicos que pueden ser utilizados para el control de calidad de estas especies.

Flavonoids from Argentine species
of Tripodanthus (Eichl.) Tiegh. (Loranthaceae)

Summary

Tripodanthus acutifolius (Ruiz & Pav.) Tiegh. and Tripodanthus flagellaris (Cham. & Schlecht.) Tiegh.
—Loranthaceae— are hemiparasitic plants used in folk medicine by their putative hypotensives properties.
The aim of this work is to characterize them studying their flavonoid composition. Standard procedures for
flavonoid isolation and characterization have been used. Phytochemical analysis revealed quercetin-3-O-
arabinofuranoside and catequine-4f3-ol synthesis in leaves and stems of 7. acutifolius,and quercetin-3-O-
rhamnosylglucoside and dimeric proanthocyanidins B6 and B8 in 7. flagellaris. These results propose
anatomical and phytochemical parameters which can be used for quality control of those species.

Introduccion familia, junto con Viscaceae y Eremolepidaceae

principalmente, comprende un gran grupo de plan-
Tripodanthus (Eichl.) Tiegh. es uno de los cinco  tas —aproximadamente 1.400 especies— a las que
géneros que conforman la familia Loranthaceae se les llama, en forma generalizada, “muérdagos”.
en la Republica Argentina (Abbiatti, 1946). Esta Son plantas hemipardsitas, semilefiosas, que se

Palabras clave: estudios fitoquimicos - flavonoides - hemiparasitas - Loranthaceae - Tripodanthus - medicina popular.
Key words: Phytochemical study - flavonoids - hemiparasites - Loranthaceae - Tripodanthus - folk medicine.
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desarrollan sobre otros arboles o arbustos y se dis-
tribuyen en habitats tropicales, subtropicales y tam-
bién en zonas templadas.

En la Argentina se desarrollan dos especies del gé-
nero Tripodanthus: T. acutifolius (R. & P.) Tiegh. y T.
flagellaris (Cham. & Schlecht.) Tiegh (Abbiatti, 1946).

T. acutifolius se encuentra distribuida en la re-
gion septentrional de la Formacion del Monte y del
Parque Chaqueiio (22°a30° S, 64° a 68° O)(Cabrera,
1994). Los pobladores de las provincias de Salta y
Jujuy le dan el nombre popular de “corpus”; tam-
bién se la conoce como “liga” y “yerba del pajarito”
(Abbiatti, 1946; Lombardo, 2003). Es una planta
hemiparasita de especies de Leguminosas,
Anacardidceas, Sapindaceas, Zigofilaceas y también
frutales. Es un arbusto erecto o subtrepador, con rai-
ces aéreas vigorosas. Las hojas son opuestas, coria-
ceas o subcoriaceas, aovado-lanceoladas, pecioladas
y penninervadas. Las flores son blancas o blanco-
amarillentas, muy fragantes y dispuestas en triades
pediceladas. Los frutos son bayas aovadas y
negruzcas (Castellon, 1998) (Figura 1).

Figura 1.- Tripodanthus acutifolius

T. flagellaris se distribuye en la Formacion del
Monte y el Parque Mesopotamico o selva para-
naense. Se la conoce con el nombre popular de “liga
blanca” (Abbiatti, 1946); en algunas comarcas, los
pobladores la denominan “corpo”, “liga” o “pupusa”
(Ulibarri, 1987). Parasita diversas especies de Aca-
cia y Prosopis. Es una planta trepadora, de ramas
flexuosas y con raices aéreas delgadas. Las hojas
son alternas, sésiles o subsésiles, linear-agudas,
subcoriaceas y con la nervadura media apenas visi-
ble. Las flores son blancas o amarillentas, dispues-
tas en triades pediceladas. Los frutos son bayas
obovoides, negruzcas (Abbiatti, 1946) (Figura 2).
Ambas especies son utilizadas en medicina popular
por su supuesta accion hipotensora que se atribuye
a las semejanzas —en su habito hemiparasito— con el
muérdago europeo (Viscum album L. —Viscaceae—)
(Dominguez, 1928).

Debido a su empleo como hipotensor en medici-
na popular, y a su posible utilizacion en la terapéuti-
ca antitumoral, se abordo este estudio a fin de carac-
terizar los flavonoides de ambas especies no solo

Figura 2.- Tripodantus flagellaris
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para diferenciarlas entre si, sino también, de otros
muérdagos; ademas, fue objetivo del estudio esta-
blecer parametros que se puedan aplicar a su control
de calidad.

Materiales y métodos
Material vegetal

El material estudiado se encuentra depositado en el
Herbario del Museo de Farmacobotanica “Juan
Anibal Dominguez” (BAF), de la Facultad de Far-
macia y Bioquimica (UBA). Los ejemplares se de-
terminaron mediante el uso de claves sistematicas y
la comparacion con material de herbario. Se anali-
zaron las hojas y los tallos de los siguientes mate-
riales:

Tripodanthus acutifolius: - JUJUY: Tumbaya,
Leg. Vignale, D. y P. Domenech n® 811, 26-1V-1996,
sobre Salix sp (Salicaceae); Lozano, Leg. Gurni, A.
s. n., 17-111-1999, sobre Salix humboldtiana Willd.
(Salicaceae). - SALTA: Faldeo Cerro San Bernardo,
Leg. Gurni, A. s. n., 20-1X-1985, (3 ejemplares),
sobre hospedante indeterminado. - TUCUMAN: El
Cadillal, Leg. Gurni, A. s. n., 2-V-1981, sobre
Fabaceae.

Tripodanthus flagellaris: - CATAMARCA: a
33 km. antes de El Rodeo, Leg. Gurni, A. y Wagner,
M. n°31, 16-11-1997, sobre Prosopis sp (Fabaceae).
- Cn., 11-1983, sobre Acacia caven (Mol.) Molina
(Fabaceae). - ENTRE RiOS: Nandubaysal,
Gualeguaychu, Leg. Gurni, A. n° 3, 16-111-1985, so-
bre hospedante indeterminado.

Obtencion de los extractos

Se tomaron 10 g de cada 6rgano desecado y molido, a
los cuales se les agregaron 100 ml de metanol-agua
(80:20) a temperatura ambiente durante tres dias, con
cambio diario del solvente hasta obtener un volumen
de 300 ml. Cada extracto asi obtenido se llevd a seque-
dad a presion reducida en evaporador rotatorio. Se pre-
pard de cada extracto una solucion al 20%.

Estudio de los flavonoles
Con cada uno de los extractos se realizaron

cromatografias bidimensionales en capa fina de ce-
lulosa normal (TLC) o de alta resolucion (HPTLC).

Se utilizo TBA (ter butanol-acido acético-agua,
3:1:1) como primera dimension y acido acético
(AcOH) 15 % como segunda dimension (Mabry y
col., 1970). Los cromatogramas se observaron a la
luz UV antes y después de ser expuestos a vapores
de amoniaco. También se realiz6 una aspersion con
tricloruro de aluminio en metanol (solucion al 5%)
y con AEDBE (Naturstoffreagenz A), para obtener
el patron de distribucion de los compuestos en el
material estudiado.

El aislamiento y la purificacion se llevaron a
cabo por cromatografia descendente en papel
Whatman 3MM, y se empled6 AcOH 15% como
solvente. Cada banda fue eluida con metanol y se
realizé otra cromatografia descendente en BAA
(n butanol-acido acético-agua, 6:1:2) (Mabry y
col., 1970; Waterman y Mole, 1994). Los com-
puestos obtenidos fueron eluidos en metanol. A
cada compuesto aislado se lo sometid a una
hidrolisis acida con una solucidn acuosa de acido
clorhidrico 2 N durante 1 h a 100 °C, para estu-
diar los aglicones y los aztcares (Markham,
1982). La identificacion de los glicosidos y de
los aglicones se realizd por procedimientos
estandares (Mabry y col., 1970; Markham, 1982;
Waterman y Mole, 1994). Para la caracterizacion
se utilizaron testigos de quercetina, quercetina-
3-O-glucdsido y rutina provistos por Sigma-
Aldrich.

La identificacion de los azucares de cada com-
puesto se realizdé mediante cromatografia en capa
delgada (TLC) con azlcares de referencia y con
isopropanol-agua (4:1) como solventes de corrida,
y se detectaron con anilina-difenilamina-acetona-
acido fosforico al 80% (4 ml: 4 g: 200 ml: 30 ml)
(Hansen, 1975).

Estudio de las proantocianidinas

Se analiz6 cada extracto mediante cromatografia
bidimensional en capa fina de celulosa (TLC); se
utilizd6 como solventes sec butanol-acido acéti-
co-agua (sBAA, 14:1:5) para la primera dimen-
sion, y AcOH 6 % para la segunda dimension
(Haslam, 1975). Se desarrollaron dos croma-
togramas: a uno se lo reveld con solucion de HCl
al 1% en metanol y luego fue colocado en estufa
a 100 °C durante 15 min. El flavan-3,4-diol y las
proantocianidinas se conviertieron en anto-
cianidinas (Gurni y Wagner, 1982); al segundo
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cromatograma se le realizo una aspersion con el
reactivo de vainillina-HCI (solucion etandlica de
vainillina al 5%-HCl cc; 4:1). Las manchas colo-
readas corresponden a leuco y a proantocianidinas
(Haslam, 1975). La caracterizacion de los com-
puestos fue realizada mediante procedimientos
estandares (Haslam, 1975; Porter, 1994; Sun y
col., 1998, 1999; Vovk y col., 2005). Se utiliza-
ron testigos de (+) catequina, (-) epicatequina y
procianidina B1 y B2, provistos por Sigma-
Aldrich, y de procianidinas B6 y B8 que fueron
extraidas de la corteza y de las hojas del roble
europeo (Quercus robur (Ehrh.) DC.-Fabaceae-)
(Vivas y col., 2000).

Resultados

Los resultados obtenidos de la caracterizacion
fitoquimica de flavonoides realizada sobre muestras
de hojas y de tallos de T. acutifolius como T.
flagellaris indican que: ambas especies producen
quercetina libre, quercetina-3-O-glucosido y
quercetina-3-O-rutinésido. Sin embargo, T.
flagellaris presenta, ademas, el triglicosido 3-O-[3-
glucosil-(1 - 2)-O-[a-L-ramnosil-(1 - 6)-D-gluco-
sal, y T. acutifolius, por su parte, presenta el 3-O-
arabofurandsido.

Las dos especies acumulan (+) catequina y (-)
epicatequina. 7. flagellaris se diferencia de T.
acutifolius porque produce procianidinas diméricas
(B6 y B8); en cambio, T acutifolius acumula flavan-
3.,4-diol (leucocianidina) (Figura 3) (Tabla 1).

Tabla 1.- Polifenoles de T acutifolius y T. flagellaris

Figura 3.- Estructura de los compuestos aislados

OH OH
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Compuesto T. acutifolius T. flagellaris
Quercetina Quercetina
Flavonoles Quercetin-3-O-glucosido Quercetin-3-O-glucosido
Quercetin-3-O-ramnosilglucosido (Rutina) Quercetin-3-O-ramnosilglucésido (Rutina)
Quercetin-3-O-arabofurandsido Quercetin-3-O-glucoramnosilglucésido
Flavan-3-ol (+) Catequina (+) Catequina
(-) Epicatequina (-) Epicatequina
Flavan-3,4-diol Catequin-4f3-ol (leucocianidina) ND
Proantocianidinas ND B6: [catequina (40 — 6)-catequina]

B8: [catequina (40 — 6)-epicatequina]

ND: No detectado.
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Tabla 2:.- Distribucion de los flavonoides en los diferentes drganos de las especies de Tripodanthus

i ; Compuestos
Especies Organo
Q QG QA QGR QGRG C E C4pol Bé B8
- tallo 1 + + ND ND + + + ND ND
T. acutifolius
hojas + e f % ND + (+) + ND ND
. tallo A + ND 4+ -+ + (+) ND ND ND
T. flagellaris
hojas + + ND ++ ++ + + ND + +

Q: quercetina; QG: quercetin-3-O-glucésido; QA: quercetin-3-O-0-L-arabofurandsido; QGR: rutina; QGRG: querce-
tin-3-O-glucoramnosilglucdsido; C: catequina; E: epicatequina; C4bol: catequina-4B3-ol; B6 y B8: dimeros de
proantocianidinas. Presencia. ++ : alta; + : intermedia; (+) : baja; ND: no detectado.

Los datos fisicoquimicos de los compuestos ais-
lados se detallan a continuacion:
Quercetina. Rf en Forestal 0,42; en BAA 0,73; en
CAA0,15;en TBA 0,57; en HOAc 60% 0,30. Pro-
piedades espectrales A, MeOH 256, 370; + NaOMe
248, 322 (desc.); + AICI, 270, 334, 456 y + HCI
265, 360, 426; + NaOAc 274, 390 (desc.) y + H,BO,
262, 388.
Quercetina-3-O-glucoésido. Rf en BAA 0,58, en
H,O 0,08, en HOAc 15% 0,33. Propiedades
espectrales )\méx MeOH 256, 357;+ NaOMe 272, 320,
404; + AICI, 274, 428 y + HCI 270, 364, 400; +
NaOAc 270, 300, 382 y + H.BO, 262, 378.
Hidrolisis: quercetina y glucosa.
Quercetina-3-O-a-L-arabofuranésido (Avicu-
larina). Rf en BAA 0,85; en H,0 0,17; en HOAc
15% 0,30. Propiedades espectrales A . MeOH 257,
357;+NaOMe 271, 324, 403; + AlCI, 272,404 y +
HCI 269, 354, 395; + NaOAc 270, 320, 376 y +
H,BO, 260, 299, 367. Hidrdlisis, quercetina y
arabinosa.
Quercetina-3-O-rutindsido. Rf en BAA 0,46; en
H,O 0,22; en HOAc¢ 15% 0,44. Propiedades
espectrales )\méx MeOH 257,356;+NaOMe 270, 324,
410; + AICI, 274, 300, 430 y + HCI 268, 300, 364,
395; + NaOAc 270, 320, 414 y + H,BO, 266, 304,
402. Hidrolisis, quercetina, ramnosa y glucosa.
Quercetina-3-O- glucoramnosilglucésido. Rf en
BAA 0,39; en H,0 0,77; en HOAc 15% 0,82. Pro-
piedades espectrales A, MeOH 255, 353; +NaOMe
270, 322, 402; + AICI, 272, 300, 432 y + HCI 270,
384, 420; + NaOAc 264, 378 y + H.BO, 259, 370.
Hidrolisis parcial (5 min), quercetina-3-0-
glucoramnédsido y glucosa; hidroélisis total,
quercetina, glucosa y ramnosa.

Quercetina-3-O-glucoramnosido.Rfen BAA 0,45;
en H,O 0,23; en HOAc 15% 0,51. Propiedades
espectrales )\méx MeOH 256, 356; + NaOMe 270, 324,
410; + AICI, 274, 300, 430 y + HCI 268, 300, 364,
396; + NaOAc 270, 320, 414 y + H,BO, 266, 304,
402. Hidrolisis: quercetina, glucosa y ramnosa.
Cianidina. Rf en BAA 0,65; en Férmico 0,28; en
Forestal 0,47; en HOAc 15% 0,60. Propiedades
espectrales, A, MeOH-HCI 536; + AICI, 552.
E,/E, . %=19.
Sistemas de solventes: BBA (nbutanol-AcOH-H,0;
6:1:2); CAA (cloroformo-AcOH; 2:1 saturado con
H,0); Formico (4cido férmico-AcOH-H,0; 9:2:3);
Forestal (HCI_-AcOH-H,0; 3:30:10).

Latabla 2 indica la distribucion de los flavonoides
en las hojas y en los tallos de las dos especies anali-
zadas.

Discusion

Desde el punto de vista fitoquimico, las especies
estudiadas de Tripodanthus pueden transformar la
dihidroquercetina por dos vias. Una de ellas es la
oxidacion de la dihidroquercetina por la enzima
flavonol sintasa y la generacion de quercetina (Heller
y Forkmann, 1994; Winkel-Shirley, 2002); parte de
este compuesto sufre glicosidaciones en el OH del
carbono 3 por la enzima 3-O-glicosiltransferasa. La
otra via es la reduccion del carbonilo de la
dihidroquercetina por la enzima 3-hidroxiflavona-
4-reductasa NADPH dependiente que origina
leucocianidina (catequina-4f-ol) (Heller y
Forkmann, 1994; Winkel-Shirley, 2002), y que
puede acumularse en 7. acutifolius, o puede ser
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Figura 4.- Rutas metabolicas probables para las especies
estudiadas de Tripodanthus
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CHI: chalcona isomerasa; F3H: flavonoide-3-hidroxilasa;
F3’H: flavonoide-3’-hidroxilasa; FLS: flavonol sintasa;
DFR: dihidroflavonol-4-reductasa; LCR: leucoantocia-
nidina reductasa.

transformada por la 3,4-cis-dioles-reductasa (o
leucocianidina reductasa) NADPH dependiente en
(+) catequina y (-) epicatequina (Winkel-Shirley,
2002; Marles y col., 2003) como ocurre en ambas
especies. T. flagellaris produce la condensacion de
las leucoantocianidinas y, en consecuencia, se acu-
mula proantocianidinas (B6 y B8), pero hasta el pre-
sente no ha podido ser dilucidado el mecanismo de
la condensacion (Marles y col., 2003; Dixon y col.,
2005; Xie y col., 2005) (Figura 4).

Del estudio comparativo de ambas especies se
infiere que 7. flagellaris se caracteriza por presentar
una mayor complejidad en la glicosidacion, proba-
da por la presencia de quercetina-3-O-gluco-
ramnoglucoésido, compuesto poco comun en la na-
turaleza. Ademas, acumula las proantocianidinas
diméricas B6 y B8 que caracterizan a la especie. En
cambio, T. acutifolius no produce triglicosidos ni
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proantocianidinas, pero produce quercetina-3-O-
arabofuranésido y catequina-43-ol (Tabla 1).

Al comparar los tallos de ambas especies, se obser-
v6 que T acutifolius presentaba mayor complejidad
en las rutas que llevan a la sintesis de proantocianidinas,
pero menor diversidad de los 3-O-glicosidos de
quercetina que T. flagellaris (Tabla 2).

En las hojas, en cambio, 7. acutifolius presentd
un metabolismo de los flavonoides menos complejo
que T flagellaris, probado por la presencia de las
proantocianidinas B6 y B8 (Tabla 2).

Cuando se compararon los 6rganos estudiados
en ambas especies, se observd que las hojas presen-
taban mayor diversidad de compuestos que los ta-
llos. En 7" acutifolius, la acumulacion de rutina en
las hojas, las diferenciaron de los tallos. En T.
flagellaris la diferencia esta dada por la presencia
de proantocianidinas en las hojas (Tabla 2).

Como conclusion, existen diferencias inter-
especificas entre ambas especies en la produccion
de los flavonoides. T. flagellaris se diferencia por
presentar el triglicosido 3-O-f3-glucosil-(1 - 2)-O-
[a-L-ramnosil-(1 - 6)-D-glucosa] y, T. acutifolius,
por su parte, presenta el 3-O-arabofurandsido. Ade-
mas, T. flagellaris se diferencia de T. acutifolius
porque produce procianidinas diméricas (B6 y B8);
en cambio, 7. acutifolius acumula flavan-3,4-diol
(leucocianidina).

Estos resultados aportan parametros fitoquimicos
diagndsticos que pueden ser empleados en la auten-
ticacion y en el control de calidad de las dos espe-
cies estudiadas.
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