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INTRODUCCION

Los flavonoides son las pr.ncipales substancias res-

ponsables de la coloracifén de las flores

El estudio bioquimico de estos pigmentos y el de su

control genético, fué iniciado hace mis de 100 afios

Los trabajos realizados por el joven quimico 1inglés
William Henry Perkin, hasta consequir el primer colorante sin-
tético a partir del carbbdn-alquicrén, sirvieron de estimulo e
inspiracidn para 1c investigacidn de los pigmentos, tanto natu

rales como sintéticos

Por otra parte, los expei mentos llevados a cabo por
Gregorio Mendel para establecer las t‘eyes bi.:.cas de la heren-
cia, redescubiertus hacia 1900, se utiiizaron para el estudio

de la herencia del co'or en las fiores

Hacia t.naie» del siglc al4{ y a principios del siglo
XX, quimicos de .2 t lla de Richaid w.ilstater y Stanislaus von
Kostaneck1l en A.ierania, y Robert s Gertrude Robinson en Ingla-
terra, identificairon una notable cantidad de pigmentos florales

Y trabajaron en ei estudic de su tvy~tura molecular Ellos

fueron los pionsros Jde tO0s conoc.r .ntos cuimicos de estos pig

mentos
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Al mismo tiempo un grupo de genetistas de la "John
Innes Horticultural Institution" de Londres se convertifian en

1fderes en el campo de la genética de los pigmentos florales

Muriel Wheldale Onslow, bioquimico de la Universi-
dad de Cambridge, fué& el primerc en darse cuenta de que se en
contraba ante el camino que le permitirfia conocer la relacién
entre los procesos quimicos y su control por factores mende-

lianos

En 1916 publicé "The Anthocyanin Pigments of Plants"
cuya segunda edicidn aparecib en 1925 Onslow pensSé que la pre
sencia de una substancia bioquimica simple, tal como un pigmen
to, podia estar relacionada con un cambio provocado por un gen
simple Trabajando en colaboracién ~on H L Bassett demostr§

que esta relacidn se daba realmente en flores de ‘Antirrhinum”

Con estas investigaciones se 1iniclaba el acercamien
to de la bioguimica a la genética ara conocer el problema de
los pigmentos en las plantas FEra también la primera demostra
cibn clara de la existencia de una correlacién entre un gen

simple y una entidad bioguimica

M&s adelante, hacia 1930, R Scott-Moncrieff disci-
pulo de Onslow, encontrS unos "patrones' bésicos de la heren-
cia estudiando variedades genéticas de muchas especies de plan

tas diferentes § Clevenger (1564}

Bas&ndose en estos trabajos clésicos, una lista es-

timable de bioguimicos y genetistas, empezaron a abordar desde



entonces, bajo diferentes aspectos, todo lo relacionado con
la naturaleza de los pigmentos y su produccifn en las célu-

las vivas

Las nuevas té&cnicas analfticas 1incorporadas progre
sivamente, han permitido alcanzar un conocimiento cada vez
m&s amplio y profundo de los flavonoides, sobre todo en estas
dos filtimas décadas en que han proliferado notablemente los

investigadores preocupados por estos temas

No podemos dar una lista exhaustiva de todos ellos,
pero a titulo informativo citaremos a algunos de aquellos que
por el enfoque dado a estos problemas, por los métodos emplea
dos, o0 bien por los resultados obtunidos, han contribuido de
alguna manera a dar luz y orientacidn en el desarrollo de es-

ta tesis

A todos ellos les preocupaban las mismas substancias
pero bajo distintos aspectos y en p.antas diferentes, coinci-
diendo en la metodologia unos e introduciendo innovaciones O-
tros, frente al problema comln de la determinacidn de las cau

sas que influyen en la manifestacifn dei color

En 1952 Byron y Wender publican unos trabajos sobre

aislamiento y purificacién de flavonoles en Fragaria chiloen-

S1s

—

En 1957-58 aparecen las publicaciones de Weinstein
sobre los cambics quiricos asociadnc a la senescencia en ro-

sas cortadas



Hacia 1962 Sam Asen hace un estudio sobre pigmentos

de clertas Lilidceas y Halevy sobre tulipanes

Ahuja y Carpenter (1963) presentan un an&lisis cua-
litativo y cuantitativo de antocianos en rosas, Muszynski (1964)

sobre petunias

En este mismo afio 1964, Yasuda inicia unos trabajos
sobre la influencia de la estructura de la epidermis de los pé&
talos de rosas en la manifestacidn del color, que continuan
hasta 1967 y que culminan en 1970 con la determinacidn del"efec

to de azuleamiento" en los pétalos

Dentro del afio 1966 aparecen ademis, los estudios de
Pecket sobre los pigmentos de Latyrus, los de Tronchet sobre

los de Convolvulus, los de Hagen sobre Impatiens y los de Asen

sobre azaleas Este mismo autor publica en 1967 otros trabajos

sobre flores de maiz, Gail Pollock sobre Mimulus cardinalis y

Vega sobre rosas Arisumi atendiendo al aspecto gen&tico habla

de genes dominantes para los antocianos de Saintpaulia (viole

tas africanas)

Mencifn aparte merece el libro "Comparative Bioche-
mistry of the flavonoids" (1967) publicado por J B Harborne,
compendio de los conocimientos de entonces sobre los pigmentos
flavonoides, sus caracteristicas, sus propiedades, su biosin-
tesis, etc con tablas sobre el contenido de los mismos de una
lista considerable de plantas y una exposicibén detallada de la

metodologfa de estudio de dichos pigmentos que todavia hoy es



t8 en pleno vigor

Algo parecido puede decirse sobre el libro "Les com
posés ph&noliques des vey&taux" de Ribereau-Gayon (1968) aun-
que m&s enfocado hacia el estudio de los flavonoides de Vitis

vinifera

Ambos autores han seguido publicando sobre esta ma-

teria hasta la actualidad

Patrikeeva (1968) hizo una investigacién fitoquimica

sobre flavonoides de Convolvulus

En 1969 Paynot y Martin hablan de la biosintesis de

antocianos en Begonia gracilis en funcifén de la temperatura;

Paynot y Cornu de la herencia de los pigmentos én flores de

Salvia horminum, Melkunjan de los antocianos en tulipanes y

Zieslin y Halevy del aumento de concentracién de pigmentos en

pé&talos de rosa, debido a variaciones de actividad enzimftica

en relacifn con la temperatura

En 1970 Loose, continuando los trabajos iniciados

en afios anteriores sobre Rhododendron, acepta la posibilidad

de que sea un i8n metdlico el que deba unirse a un antociano y
flavonol para dar efecto de copigmentacién
Saito (1970, 71 y 72) identifica flavonoides en Dha-

lia y Platycodon, Kawase (1970) en Chrysanthemum y Bezanger-

Beauquesne (1970, 71) en labiadas y lequminosas

Durante 1971 aparece la publicacién de Meynet y Cor-



nu sobre los genes implicados en la pigmentacién de Petunias

La de Fahselt sobre los componentes flavénicos de ciertas Fu-
maridceas Las de Jay sobre taxonomfa y filogenética de Saxifra
géceas en relacidn con la bioguimica flavénica Y las de Asen,
Norris y Stewart sobre efectos de copigmentacién en rosas, que

continuan hasta 1973

Dentro de 1972 podemos citar las de Stickland y Suder
land sobre fotocontrol en la produccién de flavonoides en Ha-

plopappus y Chrysanthemum, la de Bibb y Hagen sobre la diferen

ciacién de los pigmentos en las distintas partes de la flor de

Impatiens balsamina y la de Ball y Harborne sobre antocianos

de Compuestas En 1973 la de Bridle y Timberlake sobre los an-

tocianos de Salix purpurea y las de Jennen sobre heterésidos

flav6nicos en variedades de rosas rojas y amarillas

En 1974 destacaremos entre otros muchos trabajos,
los de Billot sobre la evolucibdn de los pigmentos antocilnicos
en flores de Jacaranda, los de Vries y Van Keulen sobre péta-
los de rosa, y los de Biran, Robinson y Halevy sobre los fac-

tores determinantes del color en p&talos también de rosas

Finalmente, en 1975 citaremos a Barrit y Torre que
identifican los pigmentos antocifnicos de frutos rojos de Rasp
berry y a H Marsall que descubre nuevas fuentes gen&ticas de
peonidina y nuevas combinaciones antocidnicas en rosas, tales

como la asociacifn de cianidina, pelargonidina y peonidina en

una misma flor, lo cual no se habia encontrado hasta entonces



Aparte de estos autores, existe una lista notable de
investigadores sobre todo franceses, que se dedicaron al estu-

dio de los flavonoides de Vitis vinifera bajo diferentes aspec

tos

Los métodos utilizados por ellos sirvieron de ayuda
en mds de una ocasidn en este trabajo por tanto aunque solo se
detallen aqul algunos de los trabajos, los demis autores se ci

tar&n ampliamente en el iltimo capfitulo dedicado a bibliograffa

En 1959 Ribéreau-Gayon publica algunos trabajos sobre
los antocianos en los vegetales, referidos al género Vitis; des

de entonces no ha dejado de preocuparse por estos temas

Deibner y Bourzeix (1964-67) aislan antocianos en vi-
nos y zumos de uva por cromatograffa en papel ;7 ¢ pa fina
Bourzeix (1967) publica una serie ce trabajos no solo sobre i-
dentificacién sino también sobre dosifica~'4: de antocianos

Boabals (1968) estudia las diferentes coloraciones de
las bayas de Vitis

Flanzy (1968-69) habla de aislamiento y determinacifn
cuantitativa de flavonoides mediante aplicac.da e métodos espe
ciales

Aubert y Poux (1969) extraen los compuestos fenblicos
de Vitis y realizan estimaciones sobre el corten.do de los mis-

mos en distintas clases y tipos de vinos

De esta forma nos extenderiamos hasta los trabajos ac



tuales, versando siempre sobre problemas parecidos, "determina

cién cualitativa y cuantitativa de flavonoidesen Vitils vinifera"

Asi como ciertas flores como Rosas, Tulipanes, Crisan
temos, Petunias, etc han sido repetidamente utilizadas por los
investigadores como material de estudio de los compuestos fens-
licos, al Clavel en cambio, se le ha prestado hasta la actuali-

dad muy poca atencibn en este sentido

La mayoria de los trabajos realizados con Dianthus se
refieren a crecimiento, florecimiento, mutagénesis, infecciones
viricas y temas similares, pero el aspecto "color" como tal, ha

si1do apenas abordado

A partir de 1940 empezaron a aparecer los trabajos de

Mehlquist sobre la herencia en Dianthus

El priner aspecto considerado por dicho dutor es el
de la herencia uer colcer en ia flor, en =21 que lleg a la con-
clusibn de gue «x sten <eis factores independierie responsables
de la colorac.6n, ~uya accidn puede resumirse d-:¢ s.girente mo-
do
- facter ¥ controla la produccién de artoxantina ama
rilla
-~ factor I controla la produccién de artovantina de
color marfil y es epistdtico de Y
- factor A es factor b&sico en la produccibn de an-
tociancs Normalmente solo e¢= efectivo

en presencia de Y e I



- factor § controla la produccidn de antociano ro-
Jo-escarlata Su alelo recesivo es rojo
claro o salmén

- factor R controla la produccién de antocianos ro
jo-carmesi, su alelo recesivo r permite
la produccibén de antociano rojo-escarla
ta solamente

- factor M modifica los colores de la serie del ro
jo a los correspondientes colores de la

serie del malva

En 1941, siguiendo sus estudios sobre la herencia del
color en el clavel, Mehlguist encuentra varios tipos anormales
en nimero suficiente para permitirle un an8lisis gen&tico de
su herencia, en el que deduce que cada uno de ellos difiere del

tipo normal en un factor recesivo simple

En 1945 por cruzamiento interespecifico de Dianthus
chinensis, tetiapleoids, co (C.anthus diploide, obtiene hibri-
dos en su mayorfa t:iivloides y estériles y alguros tetraploi-
des fértiles cuyo compcrtamiento es el de un -anfidiploide es-

table

Dichos hibr.dos, al poseer mayor nQmero de cromosomas
que los normales, podrian dar mds combinaciones con respecto
a las caracteristicas gue se exlgen a un clavel comercial con
ello, a pesar de la esterilidad parcial en cruces con claveles

diploides, seria posible transferir a dichos tetraploides colp
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res bien conocidos en los diploides, y también producir tri-
ploides con cada uno de los colores, lo cual se revelarfa de

suma utilidad

Hacia 1947 Mehlqui.t sigue publicando, en colabora

cién con Geisman, sobre los mismos temas

La accidn de los factores responsables del color i
dentificados anteriormente, es concretada cada vez teon mayor

exactitud

El gen A, bdsico en la produccifn de antocianos y so
lo efectivo en presencia de Y e"I; cuando A va acompafiado de i
solo se obtiene una pequefia cantidad del pigmento El alelo re

cesivo a no produce antoc.anos

El gen S controla la cantidad de antocianos, en pre-

sencia de su alelo recesivo g se forma menos pigmento

R determina la clase de antociano El alelo dominan-

te produce cianid.ra mie:rtras el recesivo da pelargonidina

M determina ¢l nimero de moléculas de azficar unidas
a la molé&cula del antociano El alelo dominante da dos molécu

las de azfGcar, y m solo una

El nfimeic de moléculas de azficar unidas al antocia-
no produce un marcado efecto en el mismo

Cuando M va con r cambia el color de rojo brillante

a rosado y con R pasa de carmesf o rojo oscuro a pGrpura En

general se considera que la adicién de una segunda mol&cula
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de azficar produce un efecto de "azuleamiento" en el color del

antociano

HabLan tarpis~ d= o nes que dan lugar a flores varie
gadas, la maioria de las ¢ « &3 son alelos mGltiples de los ge

nes de color #nico

Finalmen!e cons.deran que todos estos genes respon-—
sables del color .nflsyrr en el vigor de la planta que disminu

ye cuando los genes -01 1L4CES1VOS

Stewart er 1951 presenta un trabajo sobre la induc-
cidn de tetraploirdes en claveles por tratamiento con colchici-
na

Con la tecpica de La colchicina el nlimero de cromoso
mas aumenta ve'ativamente “f%cil y se obtienen plantas de tallo
mds grueso y flore: grandee %in embargo, pacrece ser que el au

mento de la ta. = . i 1'.rv se traduce en una disminucidn de

la produccisén .-

M& a“e arid 2l i1st,en 1954, estudiando mutaciones
som&ticas en 1a . .%z7% 7 :1liam &Sim, encuentra que dicha varie
dad y cuatrc clionc. i1 artes -Pink Sim, White Sim, Peppermint

Sim y Skyline fi13s ea ~ 92~ -en todos ellos el mismo genotipo
AA I1 Yy S5 r: mw

Tale. 1hv2s m wmite son variantes somdticas, proba
blemente quimerasc per clinales, cuya condicibn mutante es exter

na y no suficiente wnve raa pacra afectar a la formacidn
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de los gametos

Geissman, Hinreiner y Jorgensen (1956), se preocupa
ron como Mehlquist por los ¢ ctos quimicos que acompafian a
las alteraciones en la consti*acisn gen8tica con respecto a
los genes §, Ry M

Se crefa hasta entonces que solo R afectaba al grado
de hidroxilacién de los pigmentos antocifnicos de las flores

Las formas "cidnicas' que tenfan R en condiciones ho
mocig8ticas o heterocigbticas, contenfan glic6sidos de la cia-
nidina; los homocigotes recesivos rr contenfan derivados de la
pelargonidina

En cuanto a las flores blancas y amarillas (r:r) que
no poseen antocianos, se consideraba que contenfan el flavonol
kaempferol, cuyo patrdn de hidroxilacifn es el mismo que para
da pelargonidina

Apoy&ndose en estac conclusiones, dichos autores su-
girieron la posibilidad de que R fuera un factor asociadoc no
solamente a la estructura de los antocianos, sino a la hidroxi
lacién de todo el anillo 'B en general, es decir de los anto-
clanos y flavonoles

Para determinarlo examinaron los constituyentes fla-

vonoides de algunas variededes rr (rojas y rosadas) y de otras

blancas rr y R-blancas

Vieron claramente kaempferol en todas las variedades

de genotipo rojo y rosado, mientras que la quercetina estaba
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ausente en las mismas pero era visible en la muestra R-blanca

Estos resultados estaban de acuerdo con la hipStesis
emitida de que en las flores de clavel, el factor R controla
el grado de oxidacién del anillo "B" de los constituyentes fla

vonaides.

Sobre 1959 Hannan expuso la influencia de las tempe-

raturas diurnas sobre el crecimiento y florecimiento de Dianthus

Cultivando claveles a temperaturas diurnas de 159,
189, 219 y 232 C y temperatura nocturna constante de 112C , en
contr8d que la calidad de la flor varfa con la intensidad de la
luz y la edad El Sptimo de temperatura para la mixima calidad
decrece cuando la intensidad de la luz decrece y a medida que

la planta va envejeciendo

Variando la temperatura de 232 a 159C vié que
- @l peso fresco de las flores cortadas incrementaba
- la intensidad del color aumentaba

el florecimiento era progresivamente retardado

1

el tamafio de la flor y hoja aumentaba, asf como también la
longitud de los entrenudos y la resistencia del tallo, mien

tras que la longitud del mismo disminuia

- y finalmente que la vida de la flor cortada disminuia

O“otani y Miura (1961), hicieron un estudio cromato

gr&fico de los pigmentos antocidnicos de algunas variedades
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de Dianthus

Gracias a este método, dichos autores corroboraron los
resultados de Geissman y colaboradores (1947) segfin los cuales
no se observaba en ningfin caso la co-existencia de derivados de

cianidina y pelargonidina en una misma flor

Vieron tambi&n que las flores que contienen pelargoni
dina pueden presentar simultaneamente la forma monSsido y dimoné
sido, mientras que la cianidina solo se presenta en una de las

formas ~mono o dimonésido- en cada variedad

Comprobaron ademds que existe cierta relacidn entre el
color de la flor y la composicidn antocidnica, lo cual proporcio
na una orientacién previa sobre el contenido, mucho mé&s clara en
el caso de la cianidina que en el de la pelargonidina, para la
cual la presencia simult&nea de mono y dimondsido puede en algqu
nos casos dificultar la determinacidn visial L« propcrcibn en

ambos gluc6sidos suele ser diferente para cada variedad

También en 1961 Brooks y Mehlguist, siguiendo su linea
de investigacién sobre la herencia en el clavel, obtienen del
cruzamiento de plantas diploides por tetraploides, solo un 8% de
hfbridos, de los cuales el 90% son tetraploides, c¢l 7% triploi-
des y el 2% aneuploides

Cruzando tetraploides por diploides la proporcidn de
hfbridos asciende a un 49%, de los cuales 41% son tetraploides,

31% triploides y 27% aneuploides
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El grado de dificultad en la producci6n de hibridos

va asoclado al grado de homocigosis del genoma entre los padres

En 1962 Mehlquist y Sagawa obtienen por medio de ra-
diaciones gamma, a dosis adecuadas, una gran variedad de muta-
ciones en el aspecto del color de la flor, en un pequefio nfimero
de plantas y con menos tiempo del que serfa necesario para que

dichas mutaciones se produjeran espont&neamente

El efecto de las radiaciones puede utilizarse también
para determinar el origen de los clones mutantes A menudo el
clon mutante no presenta relacidn con sus padres, con lo cual a
medida que pasa el tiempo y sobre todo si se importan de otros

paises, el origen del clon puede olvidarse

La irradiacién de estos clones puede causar reversio-
nes al tipo de sus padres con 1o cual se obtiene informacién
acerca de su origen y quiz8 una pista del comportamiento de su

progenie

Sobre el mismo tema de induccién de mutaciones som&-
ticas en el clavel por irradiacifn con rayos gamma, D'Amato,

Moschini y Pacini publican un trabajo en 1964

Utilizando las variedades "Cardinal Sim" (rojo) y

"Elia rosso", ambas de flor semidoble, obtienen los siguientes
resultados

- Color de la flor "cardinal Sim" da una sola mutante de color
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blanco "Elia" da varias mutantes rosa, Spalo, melocotén, blan
co con estria rosada en el centro de cada pétalo y variegado

rojo-blanco Como hablan observado anteriormente Sagawa y Mehl
quist, muchos cambios de color aparecen en condicidén quimérica

en las ramas

- NGmero de p&talos en ambas variedades se dan casos de flores
con menor nfimero de pétalos que la flor semidoble En "Cardinal
Sim" observan también casos de mayor nGmero de pé&talos, todo lo
cual les hace suponer que este caracter -nfimero de pétalos- es

t& controlado por un sistema polig&nico

En "Elia", observan ademis que este menor nfimero de
pé&talos en algunos casos va acompafiado de un largo y delgado ta
llo Consideran que esta situacién es debida a un efecto pleio-
tré6pico o a una segunda mutacién, lo cual estd@ todavia por de-
terminar
- Deficlencias clorofflicas 1las radiaciones producen sectores
con deficiencias clorofflicas (color amarillo-verdoso y albino)
Las propagaciones vegetativas de estas plantas mutadas son in-
capaces de sobrevivir
- Recubrimiento de cera En algunas plantas R, aparecen sectores

sin recubrimiento de cera Segfin el tamafio del sector mutado en

esta primera irradiacifSn, pueden obtenerse plantas totalmente mu

tadas en R2 Y Rj

Buiatti y Ragazzini en 1965 utilizando las mismas va
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riedades que los autores anteriores, hacen tambi&n un estudio
del efecto de las radiaciones gamma sobre dichas plantas y dan

como resultados los siguientes

- Se observa un efecto fisiolSgico significativo que se manifies
ta en una disminucién del nGmero de flores por rama y del nfime
ro de ramas por planta Este efecto es menos notable en la rama

principal que en las laterales

- Aparecen deficiencias clorofflicas a frecuencias groseramente

proporcionales a la dosis

- Se notan cuatro tipos de cambios de color inducidos en la va-
riedad "Elia" y uno en "Cardinal Sim" Su frecuencia es suficien
temente baja para apoyar la idea de que las dos variedades no
son quimeras periclinas La frecuencia de cambio de color es

mis elevada en las tres ramas principales que en las laterales

-~ Analizando las superficies mutadas en cada sector de los péta
los, se puede calcular que cincuenta células por lo menos pue-
den estar implicadas en la ontogenia de cada pétalo en el momen

to de la irradiaciédn

El nGmero de pétalos no muestra diferencias signifi-
cativas entre las medias, pero revela un incremento de variabi-
lidad algo proporcional a la dosis Esto estarfa de acuerdo con
la idea de que el nfimero de pé&talos es controlado por un siste-

ma poligé&nico

A partir de un estudio de la distribucibn de superfi

Cles sin cera en las plantas Rl’ se concluye que las poblaciones
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celulares mantienen su heterogeneidad gen&tica en las ramas ter

ciarias

Bensa (1966), en su libro 'Il garofano rifiorente"
trata sobre aspectos generales del clavel, de gran utilidad en
floricultura Describe las condiciones que debe reunir la flor
para alcanzar la mixima calidad y aceptacifn, y expone los ti--
pos de cultivo y las condiciones mis id6neas para el desarrollo

de la planta

En 1967 Domergues, Gillot y Martin describen las mu-
taciones producidas en el clavel "Chabaud" por tratamiento de
sus semillas con varias dosis de metano sulfonato de etilo y

con rayos ¥ de Cobalto 60

Estos métodos les permiten comparar la eficacia rela
tiva de dos tratamientos, quimico y fisico, sobre la induccidn

de guimeras somiticas clorofflicas y antocidnicas

Encuentran un mayor porcentaje de mutaciones cloroff
licas con el método quimico, con un incremento sensible del por

centaje de mutaciones antocifnicas a mayores dosis de MSE

Las quimeras clorofilicas son muy variadas, tanto por
el fenotipo de la mutacién como por la localizacidn del sector

mutado en las diferentes capas ontogénicas de la hoja

Las mutantes antoclénicas van desde rojo vivo a malva

algo pGrpura, rojo-vermelldn, rosa claro y blanco casi puro,
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adem8s de las coloraciones intermedias

Paynot y Martin identifican por cromatografia en ca-
pa fina (Nybom 1964) los pigmentos de las mutantes obtenidas y
encuentran modificaciones cualitativas y cuantitativas interesan

tes sobre todo en los pigmentos antocifnicos y sus heter6sidos

Los principales pigmentos identificados corresponden
a derivados del flavonol kaempferol y de los antocianos pelargo
nidina y cianidina En ningln caso aparece la asociacifn ciani-
dina-quercetina identificada por otros autores en claveles de

color plrpura

Segfin el libro "Compararive Biochemistry of the flavonoids" de
Harborne (1967), los principales antocianos identifi-cados en

Dianthus eran

- Pelargonidina y Cianidina 3-gluclsidos

- Pelargonidina y Cianidina 3,5-diglucfsidos

En dicho libro el autor habla del clavel amarillo como la mayor
fuente de la calcona isosalipurpésido

Por otra parte hace una breve exposicién de los prin
cipales genes que controlan la produccidn de flavonoides en di-
cha planta segfin las teorias de Mehlquist y Geissman expuestas

anteriormente

Howard (1968), hace un estudio sobre plantas de cla-~

vel poliploides utilizando un método para diferenciar si su ori
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gen mutacional es por tratamiento con colchicina o en el creci

miento de las semillas

Se trata de una identificacién de tipo citolégico,
comparando las medidas del polen y estomas, la seccibn del extre
mo de los esquejes y atendiendo al nfimero de cromosomas mit&ti-
cos, por otra parte diffciles de contar, debido a su pequefia ta

lla en Dianthus, 'Mehlquist (1965)

Alpi, Buiatti y Baroncelli presentan en 1968 un tra-

bajo sobre control poligénico

Utilizan dos poblaciones de variedades comerciales de

Dianthus caryophyllus, asi como también a sus padres, y examinan

dos rasgos cuantitativamente
- nimero de pé&talos

- y duracién de las flores después de cortadas

Ambas poblaciones mostraron un incremento en el nfime-

ro de pétalos y en su duracidn

En lo que concierne al nimero de pé&talos, estos resul
tados est&n completamente de acuerdo con la teoria de que el con
trol genético de este caracter es de naturaleza poligénica, ya
due muestran un incremento de variabilidad en la segregaciém de
poblaciones sin ningln cambio relevante en el medio y mantenien

do una distribucifn de frecuencias normal

En 1971 Emino y Rasmussen publican un trabajo realiza
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do con microscopio electrdnico scanning sobre los cambios estruc
turales que tienen lugar durante el desarrollo de los dpices de
Dianthus en la organogénesis vegetativa y reproductiva de la va-

riedad Scania

Parten de material fresco y adicionan nuevas técnicas

de estudio con el microscopio electrénico

Con cortes realizados a mano con sumo cuidado, de los
dpices vegetativo y reproductor y tefirdos con Sud&n III y IV pa-
ra lipidos, ponen de manifiesto un incremento de intensidad de
color de la cutfcula del &pice floral comparado con el Spice ve-
getativo, lo cual indica la posibilidad de que sea la cuticula

del &pice reproductor la de mayor grosor

El Spice vegetativo tiene forma de domo Los cambios
que se producen en dicho 8pice en diferentes estadios del plas-
tocrono, son el resultado de una distribucién inicial ciIclica de

los dos primeros primordios foliares

El Sdpice crece hasta una altura mdxima de 100m e 1ini
cia un Gnico primordio circular en su flanco Dicho praimordio se
expande y la cfipula alcanza entonces una altura minima de 40 m
POr encima del verticilo

El primordio foliar no se inicia individualmente como
parecia en los cortes longitudinales, sino a partir de un verti-

c¢ilo circular que rodea completamente al &pice Dicho verticilo

se diferencia después en dos primordios foliares opuestos

En el subsiguiente estadio del plastocrono, el nuevo
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verticilo da un primordio foliar a 909 del formado anteriormente

La diferenciacibn del &pice floral se conoce facilmen
te por la mayor amplitud del Sprce y la iniciacién del verticilo

pentagonal cuyos primordios se convierten en s&palos

En seccifén longitudinal, dicho estadio de desarrollo
aparece en las fotograffas del microscopio electrdnico scanning
como un dpice vegetativo ensanchado con primordios opuestos, pe

ro se trata de un temprano meristema floral

Los sé&palos se unen lateralmente formando un c&liz
de ondulada cresta de cinco puntas, que se diferencia y ensancha
rapldamente cubriendo los dem&s 6rganos florales a medida que se

van desarrollando

Alternativa y centripetamente a log cinco primordios
de los sé&palos, se desarrollan cince primordios de pétalo Los
primordios de las anteras ge inician en un ver.icilo pentagonal
alternando con los primordios de los pétalos y en posicifn opues
ta a los primordios de los s&palos La mayorfa de las anteras se

diferencian despuds en pé&talos

Finalmente el primordic carpelar se inicia como un
verticilo circular y posteriormente se diferencia en un aparente
primordio bicarpelar, con el primordio de la placenta en el cer-

tro

Con estas conclusiones Emino y Rasmussen mostraban
las variaciones morfogénicas que tilenen lugar en los &pices du-

rante su diferenciacién
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Podemos citar tambi&n dentro de 1971 algunos trabajos

sobre infecciones viricas en Dianthus caryophyllus, como el de

Castro, Moreno y Rublo-Huertos

Dichos autores estudiando varias muestras de Dianthus
de diferentes lugares de Espafia, que presentaban sintomas de vi
rosis, encontraron que la mayorla presentaban inclusiones intra
celulares de tipo amorfo y las dem&s dos clases de inclusiones

amorfas al mismo tiempo

~ amorfas granulares o filamentosas

~ y amorfas del tipo mosaico de virus de Dhalia

Con métodos adecuados identificaron dichos virus co-

mo el "moteado" del clavel y el "grabado en anillo"

Hacia 1972, Bunt pone de manifiesto el efecto de los
cambios de temperatura y radiacifn solar que se producen en las
diferentes estaciones del afio, sobre el crecimiento del clavel
de raza americana "White Sim" cultivado bajo invernadero en el

sur de Inglaterra

Ya anteriormente, en 1962, Korns y Holley estudiando
la tasa de crecimiento absoluto (gr dIa‘l) del clavel en rela-
cién con la radiacién solar, hablfan llegado a la conclusién de
que mientras la radiacién solar incidente en Colorado (E E U U )
en diciembre era aproximadamente el 45% de la recibida en junio,
la tasa de crecimiento en diciembre era solo el 15% de la de ju

nio
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Bunt, atendiendo a la variacifn del peso seco, deter-
mina la tasa de crecimiento no solo en relacién con la radiacién
solar, sino también con la temperatura, y en condiciones de luz

total y de 50% de luz

Encuentra que mientras el cambio estacional en la ra-
diacifn es practicamente simétrico respecto al dfia m&s largo, la
temperatura en cambio muestra una diferente "fase de retardo" y
ello se refleja en los altos valores de la tasa de crecimiento
hacia mitad del verano, que se mantiene aproximadamente dos me-

ses

La tasa de crecimiento absoluto (gr dIa“l) es funcién
lineal de la radiacidn Las observaciones realizadas durante el
periodo de enero a junio, muestran un tasa de crecimiento menor
que la que corresponde al perfodo de julio a diciembre, durante
el cual la temperatura es superior Cuando la luz se reduce a

la mitad, los valores de crecimiento descienden tambi&n aproxi-

madamente a la mitad

Para ambos regimenes de luz, la tasa de crecimiento

absoluto muestra una relacién curvilinea con la temperatura

En cuanto a la tasa de crecimiento relativo (% dia),
el aumento producido por un incremento de radiacibn desde valo-
res muy bajos a valores altos, es superior al que se obtiene por

incremento de la temperatura media desde bajos a altos valores

Con todo ello Bunt concluye, como Bierhnizen (1960)

en sus trabajos sobre vegetales, que el factor luz produce mayor



-25=

efecto que el factor temperatura

Y afiade que es posible que utilizando plantas de ori

gen mediterr@neo se reduzca esta variabilidad estacional
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OBJETO DEL TRABAJO

Como se deduce de los antecedentes bibliogr&ficos so
bre Dianthus citados en la introduccién, resumen de los conoci-
mientos sobre dicha planta publicados hasta la actualidad, exis
te un notable paréntesis en lo que se refiere a estudios de i-
dentificacién de pigmentos flavonoides y determinacién de facto
res que influyen en la manifestacién del color, sobre todo en

nuestras variedades mediterrineas (raza nizarda)

En nuestro pais el clavel es una de las plantas orna
mentales de mayor interé&s en floricultura por su elevada produc
cidn, gracias a las condiciones climiticas tan favorables y por
8u gran aceptacibén en el mercado floral, no solo nacional sino

tambi&n internacional, debido a sus caracteristicas estéticas

Los hibridadores espafioles, mediante laboriosos tra-
bajos de cruce y seleccién, persiguen la obtenciSn de variedades
cada vez mis adaptadas a nuestra zona y que reunan las mejores

Caracteristicas en cuanto a potencia, vigor y color

Segfin un convenio internacional, los requisitos que
8e exigen a una buena variedad para ser considerada como tal,

Son, Bensa (1966)
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Vegetacldn: vigorosa y equilibrada, resistente o inmune a las

enfermedades criptogémicas

Follaje no excesivamente largo, ni grande, ni demasiado car-

noso
Floracifn abundante produccién de flores

Reflorescencia capacidad de dar otras floraciones intensas y

abundantes despué&s de la primera

Tallp floral fuerte pero no excesivamente grueso, proporciona

do al tamafio de la flor

Ciliz el cdliz entero es el ideal y de rigor para las varieda

des cultivadas para dar floracién estival
Corola regular y de forma casi semiesférica
Pétalos consistentes, de ufia larga y limbo bién desarrollado
Estambres y pistilo escondidos entre los pé&talos
Flor la flor debe presentarse erecta sobre el tallo

Perfume el perfume de la flor es un caracter que se ha ido
atenuando con el mejoramiento de* la especie, en la

actualidad estd muy descuidado y no se aprecia de-

masiado

Resistencia de la flor cortada la flor debe tener gran capaci
dad de continuar viviendo una vez cortada, adaptar
se bi&n al embalaje y transporte, no alterar su co
lor y mantener durante un tiempo considerable su

efecto decorativo
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- Color nitido y brillante, no sujeto a cambios, a decoloracio
nes o a manchas como consecuencia de la temperatura,
de las adversidades atmosféricas y su conservacién

en el agua una vez cortados

La presencia de determinados pigmentos flavonoides

en las flores, no es el inico factor que determina la coloracidn
que ellas manifiestan; existen otros aspectos como la concentra
cién de pigmentos, formacibén de complejos con metales, efectos
de copigmentacidn y pH del jugo celular, que provocan variacio-
nes de color para un mismo contenido en pigmento, dando lugar a
la aparicién, en las diferentes especies vegetales, de colores
distintos a los que los flavonoides por si solos deberfan mani-

festar Ver Cuadro 1 Harborne (1967)

Asl! se explica, por ejemplo, la existencia de flores
azules en la naturaleza, cuando las antocianidinas que se cono-
cen -delfinidina, cianidina y pelargonidina- dan solamente la

gama de colores que va del malva al rosa

Las m@iltiples combinaciones que se pueden producir
in vivo con los flavonoides, muestran la complejidad del estu-

dio de los aspectos relacionados con la manifestacién del color

Dado que el color era uno de los"requisitos' menos
estudiados en las variedades mediterrdneas de Dianthus y vien-
do la importancia de estos conocimientos para ser aplicados en

el campo de la genética, en la obtencidén de variedades de colo
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res nuevos, decidimos iniciar su estudio con miras a la realiza

cién de un trabajo de tesis doctoral

Este laboratorio estaba en relacién con hibridadores
de la comarca de "El Maresme" (Barcelona) que gentilmente ofre-

cieron las variedades obtenidas en dicha zona

De entre todas ellas, existen algunas que si bié&n no
cumplen con todos los requisitos sefialados para ser considera-
das como variedades excelentes, presentan como caracterfstica e
sencial un color rojo intenso y un brillo especial en sus pé&ta-
los que las hace sumamente apreciadas sobre otras variedades de

mayor calidad

El objeto de esta Tesis era concretamente, centrarse
en el estudio de esta caracteristica "color y brillo especial de
los p&talos" de dichas variedades y compararlo con el de otras
variedades, como el rojo Scania mutante de la variedad Sim de ra
za americana, para poder determinar las causas gue provocan las

diferencias de brillo y tonalidad que presentan unas y otras
Para ello se llevaron a cabo los siguientes

a) - anflisis cualitativo, mediante extraccién e identificacibn
de los principales pigmentos flavonoides que colorean los

pétalos
b) - anflisis cuantitativo de dichos pigmentos

C) - an&lisis electrofor&tico de los mismos para evidenciar po-

8ibles fenbmenos de copigmentacidn
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d) - estudio de la influencia de ciertos factores ambientales,

como temperatura, en la produccién de los pigmentos

e) - y finalmente, estudio micromorfolSgico de la superficie de
los pétalos por microscopia ordinaria e iluminacién episcéd
pica y con microscopio electrénico "scanning", para deter-
minar la influencia del microrelieve cuticular en la mani-

festacién del brillo en el pétalo

Como al factor "color" se le exige adem8s de nitidez
y brillantez, gue no est& sujeto a cambios o decoloraciones, tan
to antes como después de cortar y conservar en agua la flor, se
tuvo tambi&n presente en el trabajo este nuevo aspecto del color,

no menos importante

Se ha podido comprobar que las variedades de la raza
americana Sim, no azulean cuando se les mantiene cortadas y pues

tas en agua

La mayor parte de las variedades de la raza nizarda
azulean, lo cual obliga a practicar una gran presifn de selec-

cién a favor de las variedades que se mantienen estables

Las variedades utilizadas en esta Tes$is, emparenta-
das con variedades nizardas e inglesas, tenfan la caracteristi-
ca de que tampoco azuleaban después de cortadas y puestas en a-

qgua

Dado que su origen diferfa del de las variedades Sim,
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gse intentd explicar su comportamiento tomando como base el conte
nido en pigmentos de estas variedades, esperando hallar una bue
na correlacifn entre composicién quimica y estabilidad de color

frente a los factores ambientales

Gracias a estos trabajos se obtenfIa un conocimiento
profundo de los aspectos relacionados con la manifestacién del

color en los pé&talos de Dianthus

El fin que se perseguia con ello era aportar estos re
sultados al campo de la genética, encontrando asi una aplicacidn

prictica a nuestros estudios

De esta forma, se podrfan realizar posteriores traba-
jos de cruce, mejora y seleccién, encaminados a la determinacién
del mecanismo de la transmisién del color entre variedades ele-
gidas previamente bajo los criterios de nuestra investigacién,
con lo cual se llegarfan a obtener variedades de colores nuevos

mds en la linea de la moda y gusto actual

Los resultados obtenidos y la discusién del trabajo

pondrdn de relieve la complejidad de todos estos aspectos
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CAPITULO I

Compuestos fenSlicos
Biosintesis de flavonoides

Genética de flavonoaides
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I 1- COMPUESTOS FENOLICOS

A - Generalidades

En esta primera parte exponemos resumidamente los cono-
cimientos actuales sobre los compuestos fenSlicos, atendiendo a
sus propiedades, a su biosintesis y a su clasificacién, haciendo
hincapi& en aquellas substancias que han sido identificadas en

nuestro trabajo

Los compuestos fenflicos son substancias que se carac-
terizan por la presencia en su molécula de uno o varios nficleos
bencénicos simples o asociados Entre estas substancias se encuen-
tran desde compuestos simples, hasta polfimeros de peso molecular

elevado como los taninos y la lignina

Los compuestos fen6licos mds extendidos en la naturaleza
Pueden reunirse en tres grandes grupos
- Derivados del &cido benzoico o compuestos en Csr Cg ~Cyv
y Cg - C,
- Derivados del &cido cin@mico o colpuestos en C6 —03

- Flavonoides o compuestos en C6 - C3 - C6

La mayor parte de las substancias identificadas en el
Presente trabajo son derivados pertenecientes al grupo de los Fla-
voides Tambié&n se han encontrado derivados de los &cidos cinfmi-
Ccos, aungue en menor cantidad Por ello nos cefiiremos al estudio
de estos dos grupos, dejando los &cidos benzoicos para otros tra-

bajos
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B - DERIVADOS DEL ACIDO CINAMICO O COMPUESTOS EN C. - C

6 3

Este grupo engloba a los &cidos cinfmicos y las

cumarinas

1 - ACIDOS CINAMICOS

Los &cidos cin&micos estan constituidos por un
ciclo bencénico unido a una cadena en C3, que presenta un
doble enlace Debido a este doble enlace se pueden presentar
bajo dos formas isSmeras &cido cis-cindmico y &cido trans-

cindmico

CIS - CINAMICO

H
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H/ COOH

TRANS - CINAMICO
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2 - CUMARINAS

Cuando la cadena en C3 forma un heterociclo oxigenado
tenemos las cumarinas Se considera a las cumarinas como deriva-
dos de los dcidos cin@micos ortohidroxilados Solamente las for-
mas cis de los &cidos cindmicos son susceptibles de ciclarse pa-

ra dar las cumarinas

Aunque se han identificado en algqunos extractos vege-
tales 8cidos hidroxicin&micos en estado puro, como el &cido me-
lil6tico por Geissman y Hinreinen (1953), en general se presen-

tan en las plantas en forma combinada

Un ejemplo de forma combinada lo tenemos con el &cido
clorog&nico (ester del &cido cafeico con el guinico) que es uno
de los productos m&s importantes, cuantitativamente, entre los

&cidos cin&micos

En el presente trabajo las finicas formas combinadas
que se han encontrado son los &steres de glucosa, para-cumirico
l-glucosa, ferfilico-1 glucosa, cafeico-l glucosa y p-cumérico
l-gentiobiosa que habian sido identificados con anterioridad por

Harborne y Corner (1961) en hojas de Raphanus sativus y pétalos

de Petunia hybrida y Antirrhinum majus

A continuacién damos las f6rmulas de los principales
derivados de los Scidos cinimicos, Cuadro I 1 y las cumarinas,

Cuadro I 2



CUADRO |1
R R=Rz=H Ac
R=0H R'zH
CH=CH~-COOH
00 RSOCH; R:H
R=zR'z OCH5
H CH,OH

CH=CH~—-CO-—-0

HO

Ac p-cumaril-glucoso

CUADRO 1 2

HO 0 R=H

R=0H
R ~ H R=0CH,

A\

p-cumdrico

Ac cofeico
Ac ferdlco
Ac  singpico

Umbeliferona
Esculetino
Scopoletina
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C - FLAVONOIDES O COMPUESTOS EN CG-C3*C6

Las substancias pertenecientes a este grupo se carac-
terizan por una estructura comfin en CG-C3~C6, constituida por
dos anillos bencénicos (A y B), unidos por una cadena en C3 di-
ferente para cada tipo de flavonoide, que puede ciclarse o no

con uno de los anillos dando los diferentes compuestos

Estas substancias se reparten en tres grandes fami-

lias

1 - Flavonas, Flavonoles y derivados
2 - Calconas y Auronas

3 - Antocianos

Nuestros extractos sb6lo presentaban compuestos perte-
necientes al primer y tercer grupo, esencialmente flavonoles y

antocianos

1 - FLAVONOLES

En los flavonoles la cadena en C3 que une a los dos
ciclos bencénicos A y B, esti ciclada con un grupo OH del anillo
A 86lo se diferencian de las flavonas por poseer un grupo hidrs-
x1lo en posicién 3, que varia ligeramente sus propiedades Se
pueden considerar como hidroxi 3-flavonas

Entre los flavonoles la quercetina es el m&s extendi-

do en la naturaleza, seguido del kaempferol y la miricetina Son

responsables de coloraciones amarillas Cuadro I 3




-39~

CUADROI 3

Fdrmula de los principales FLAVONOLES (aglicdn)

RzR=zH KAEMPFEROL

R= OH,R=H QUERCETINA

R=R=0H MIRICETINA
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Salvo raras excepciones, estos compuestos se presen-
tan siempre en las plantas en forma de heterbsidos, es decir,
unidos a mol&culas glucfdicas La presencia de algicones, frac-
cién no glucidica, en los extractos se deberfa a una hidrélisis
quimica o enzim&tica producida durante las operaciones de ex-

traccidén y purificacién

El enlace glucfdico tiene lugar entre el C1 del glfici-
do y el aglicbn, por medio de un &tomo de oxfgeno (0-heterbsi-
dos) En general las moléculas glucfdicas se fijan primero al
OH en posicibén 3, y luego al OH en 7 Contrariamente a lo que
se observa en los antocianos, en los flavonoles el OH en posi-

cién 5 no interviene en los enlaces glucfdicos

Los azficares que intervienen con mayor frecuencia son
d- glucosa
d- galactosa
d- xilosa
1- ramnosa
1- arabinosa
y el &cido d-glucurbnico (derivados de la glucosa) Harborne
(1964) ha indicado la existencia de més de cincuenta heter&si-
dos diferentes en los flavonoles, especialmente del kaempferol
Y la quercetina

Asimismo los heter&sidos de los flavonoles pueden pre-
sentarse acilados, es decir, con uno de los OH glucfidicos unido a

un &cido cindmico (p-cumirico o ferfilico) mediante enlace de

tipo &ster
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En cuanto a la presencia de grupos metilo, en los fla
vonoles se da con menor regularidad que entre los antocianosj
sin embargo, se conocen un niimeroconsiderable de derivados me-

tilados entre los flavonoles

2 - CALCONAS Y AURONAS

Las calconas y auronas son pigmentos de color amari-
llo intenso que pueden virar a rojo-anaranjado en presencia de
vapores de amoniaco Se encuentran en un grupo reducido de plan

tas

En las calconas la cadena en C3 qgue une a los dos ci-
clos bencénicos ( A y B) no se cicla, sino que aparece en forma
de cadena lineal En cambio en las auronas forma un ciclo de t1

po furano

CALCONA
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HO 0
6
2C=CH
5 3
)4 I
0
AURONA

3 - ANTOCIANOS

Los antocianos son quizd los pigmentos flavomoides
que han sido més estudiados Sus colores rojos, azules, malvas
y violetas unidos a los amarillos de los flavonoles, dan a las

flores y frutos sus coloraciones caracteristicas

Ambos tipos de pigmentos son de naturaleza hidrosolu
ble y se localizan en las vacuolas de las cé&lulas de tejidos su

perficiales o préximos a la superficie, Tissut (1972)

Los antocianos, igual gque los flavonoles, se presentan
en la naturaleza bajo forma de heterdsidos A la fraccidn no glu

cidica o aglicén se le conoce con el nombre de 'antocianidina"

En las antocianidinas la cadena en C3 aparece también
en forma de ciclo, pero se diferencian de los flavonoles por su

tipica estructura en 15n oxonio que les confiere propiedades

muy particulares
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Debido a este 16n oxonio las antocianidinas pueden
actuar como cationes formando bases de oxonio Por otra parte,
los grupos hidroxilo del anillo B, para un determinado pH del

medio, pueden estar disociados y actuar como aniones

ANTOC/ANIDINA

A pH &cido las antocianidinas presentan su carga (%)
Y dan coloraciones rojas a pH alcalino se anula su carga (+) y
Se exalta la (-) de los grupos OH del anillo B, que al quedar
disociados pueden dar fenatos, pasando la coloracién de roja a

azul

Esta propiedad de variar de color segfin el pH del me
dio no 1la presentan los dem&s flavonoides ya que en ellos no se

forma el i6n oxonio Es exclusiva de las antocianidinas

Entre las antocianidinas las mias frecuentes son
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- pelargonidina (rojo-anaranjado)
- cianidina (rojo fuerte)

- delfinidina (malva)

Todas ellas tienen el mismo esqueleto fundamental,
fenil-2 benzopirilio, variando por la hidroxilacién de los

ciclos bencénicos Cuadro I 4

En los antocianos los enlaces heterosfdicos son igua-
les a los de los flavonoles, pero asf como en &stos las posicio-
nes mds probables son primero la 3, y luego la 7, en los anto-
clanos se puede dar adem&s la unicén glucfdica con el OH en po-
sicidn 5 Son muy frecuentes los antocianos a base de dimonési-

dos 3~5

La mayorfa de los antocianos conocidos poseen una mo-
lécula de azficar en posicién 3, indispensable para dar estabi-

lidad al pigmento

Se conocen m&s de una veintena de tipos diferentes de
heter8sidos, Harborne (1964), siendo los m&s importantes los
3-monoglucbsidos, 3-rutindsidos (3-ramnoglucSsidos), y los 3-5-

dimonSsidos

Mucho antes que en los flavonoles, Harborne (1964),
habfa descrito ya la existencia de antocianos esterificados con
8cidos cin&micos Demostrd que dicha esterificacién se daba siem-
Pre sobre un OH glucfdico, generalmente sobre la mol&cula de aZG-
car en posicién 3, y que los &cidos cindmicos mds frecuentes eran

el p-cumirico, el cafeico y el fer@Glico
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CUADRO I 4

Férmula de las principales ANTOCIANIDINAS

R=R'=H PELARGONIDINA

R:=0OH, R=H CIANIDINA

R=R'=0H DELFINIDINA
Derivados metilados ’

Rz=OCH, R=H  PEONIDINA
R=OH, R=OCH, PETUNIDINA

R =R'= OCH, MALVIDINA
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En cuanto a las formas metiladas de los antocianos,
las mds frecuentes, Peonidina, Petunidina y Malvidina, han

sido expuestas en el Cuadro I 4

Cada modificacién en la mol&cula de un flavonoide,
- variacidn de grupos hidroxilo, metilacién o glucosidacién -
determina una variacidén en el color de dichas sustancias,

Ribereau-Gayon (1968)

- Respecto a los grupos hidroxilo, la presencia de
pelargonidina (con un solo OH) da lugar a flores de color ro-
jo-anaranjado, la cianidina (con dos grupos OH) da flores ro-
jas, mientras que la delfinidina (con tres grupos OH) da co-

lor rojo-azulado

- La metilacién de los hidréxilos provoca variacién
de color hacia el rojo, asi la malvidina es ligeramente mis

roja que la delfinidina

- La glucosidacién determina en cambio un ligero
desplazamiento del m&ximo de absorcién hacia las débiles lon-
gitudes de onda Asf los 3,5-heter6sidos son algo mas azules

que los 3-heter8sidos

Variaciones anilogas se producen en los flavonoles

dentro de la gama de color amarillo y amarillo verdoso

Por tanto, a partir de un pequefio nimero de antocia-

Nos y flavonoles se puede obtener una gama extensisima de co-

lores
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En realidad la coloracién que presentan los vegeta-
les, sin considerar la debida a clorofilas y carotenoides, no
depende solamente de la naturaleza qufmica de los pigmentos,
sino también de un conjunto de factores ffsicos, quimicos y
ambientales que pueden modificar la coloracién propia de di-

chos pigmentos

Es decir, que a parte de los factores estructurales
-hidroxilacibén, metilacién y glucosidacién- influyen en la ma-
nifestacién del color factores a) ffsicos, tales como la con-
centracién de pigmento, b) quimicos, como la formacién de com-
plejos con metales y fenSmenos de copigmentacién, y c¢) ambien-

tales, como luz, temperatura, etc

a) f;ctores fisicos

Concentracidén - Cuanto mayor sea la concentracién de

pigmento, m&s 1intenso serd el color Si existen va-
rios pigmentos, se manifestar& el color del que se
presente en mayor cantidad, m8s o menos enmascarado
por los dem&s segln sus respectivas concentraciones
En consecuencia podrén obtenerse distintos colores
aunque cualitativamente no existen diferencias en

el contenido de pigmentos Ashtakala y Maloney (1971)

b) factores quimicos

1) Formacién de complejos con metales -~ Vimos anterior-

mente que los antocianos a pH &cido eran de color rojo
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Yy que viraban a azul al pasar a pH alcalino El pH
del jugo vacuolar de las flores es &cido, por tanto
debe existir algGn fenfmeno que explique la existen-
cia de flores azules en la naturaleza

Ya en 1948 W Crocker habfa manifestado que las Hor-

tensias -Hydrangea macrophylla- de flores de color

rosado, daban flores azules cuando en el medio de
cultivo se afiladia aluminio Ello se debe, seglin Asen
y Jurd (1967) y Asen, Norris y Stewart (1969) a que
el aluminio y otros metales, tales como el hierro y
el magnesio, son capaces de formar complejos con los
antocianos que poseen grupos orto-difenol libres,
dando coloracién azul, lo cual explicaria el mencio-

nado fenémeno

FenSmenos de copigmentacién - Los antocianos que ca-

recen de grupos orto-difenol libres no pueden formar
complejos met&licos Su color azul a pH &cidos puede
explicarse por fenbémenos de copigmentacién, es decir,
por la formacién de complejos entre antocianos y otros
flavonoides

Seglin Pecket (1965), Jurd y Asen (1966) y Loose (1970)
se requiere la presencia de un i6én metdlico - hierro

o aluminio - que al unirse al antociano y flavonol da

la copigmentacidn
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Sin embargo, mis adelante, Asen, Stewart y Norris
1970, 1971, admiten que puede darse copigmentacién
sin la presencia del i6n met&lico, mediante la for-
macién de dimeros El complejo pigmento-copigmento

da un desplazamiento batocrdmico del m&ximo de absor-
cidén respecto al del antociano que lo forma Dicho
complejo requiere una determinada concentracifén de
los elementos que lo constituyen para que tenga lugar

su formacién

Los mismos autores en otros trabajos publicados en
1971, 1972 y 1973, ponen de manifiesto que el efecto
de copigmentacién permite explicar la gran variacién
de color que pueden presentar las flores incluso a
pH neutros para los cuales los antocianos carecen

virtualmente de color

¢} factores ambientales

La influencia de los factores ambientales en la mani-

festacifn del color, se expone en el apartado "Biosin-

tesis de flavonoides"
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I 2 - BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES

A - Generalidades

Los primeros estudios sobre la biosintesis de los
compuestos fen8licos y en particular de los flavonoides, se
llevaron a cabo en organismos inferiores M&s adelante se
ha podido comprobar que en las plantas superiores se dan
aproximadamente los mismos mecanismos de sintesis, si bien
su confirmacidn no puede realizarse con la misma precisién
que en los microorganismos debido a la dificultad de incorpo-

racién de ciertos métodos analfticos

En 1936 Robinson llegé a la conclusidn de que los
dos ciclos bencé&nicos de los flavonoides tenfan diferente
origen biogen&tico y que la molé&cula en C6-C3-C6 resultaba
de la condensacién de una unidad de fenil-propano con el flo-
roglucinol, para dar un precursor a partir del cual se forma-

rlan los diferentes tipos de flavonoides

+ CHOH OH—-> (':H
CH/ \
OH

OH OH

floroglucinol ferul -propano precursor de flavonoides
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En la actualidad se sabe que el floroglucinol no in-

terviene como tal en la sintesis

Los métodos que se han aplicado al estudio de la
biosintesis de flavonoides son, como resume Ribereau Gayon

(1967)

a) Utilizacidn de mutantes que hayan perdido la
capacidad de sintetizar ciertas sustancias Con ello la sin-
tesis queda interrumpida en alguno de sus pasos, precisamente
aquel que el mutante no es capaz de sintetizar, acumul&ndose
en gran cantidad la sustancia que se habfa sintetizado en el
paso anterior al bloqueo

Empleando diferentes mutantes se pueden llegar a
determinar todos los eslabones de la biosintesis Este m&todo

tiene mayor aplicacién entre los organismos inferiores

b) Estudio in vitro de reacciones bioquimicas ele-
mentales de la biosintesis, por medio de sistemas enzimfticos
alslados y purificados a partir del material vegetal A parte
de las dificultades que lleva consigo el aislamiento de siste-
mas enzimiticos, este método junto con el empleo de molé&culas

marcadas, ofrece grandes posibilidades

c) Finalmente el m&todo de marcaje de mol&culas con

Cl4 que es el que ha dado mejores resultados

Gracias al método de obtencifn de mutantes por irra-
diacién, Davis (1955) llegs a la conclusién de que los compues-
fenSlicos se formaban a partir de la glucosa por la vfa del Sci-

do sikfmico
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M&s adelante la utilizacién de elementos radiacti-
vos permiti6 conocer con mis detalle a los intermediarios que
se forman en estos mecanismos tan complejos, Goodwin (1972)

Cuadro I 5

Por la via del &cido sikfmico se llega a la fenil

alanina, y a partir de ella se obtiene el anillo B junto con

la cadena en C3 Smith (1973) y Towers (1974) Cuadro I 6

y Cuadro I 7

La formacidn del anillo A, tiene lugar por caminos
muy diferentes Se obtiene por condensacién de tres mol&culas
de &cido ac&tico activado (acetil-coenzima A) que se unen ca-

beza a cola Grisebach (1965)

En realidad el mecanismo que tiene lugar es mucho
mds complejo Por carboxilacibn del &cido acético activado
se obtiene malonil-coenzima A que es la pieza clave en la
sintesis del anillo A Harborne (1963), Grisebach (1965) y

Towers (1975)

A la formaci6n de los dos anillos bencé&nicos sigue
el proceso de unién de los mismos a través de la cadena en

C3, dando lugar a las calconas, Smith (1973) Cuadro I 8

Y a partir de las calconas, por procesos de 1isome-
rizacién sequidos de hidroxilacién, reduccién y enolizacién,
se forman los diferentes flavonoides - flavonas, flavonoles,
antocianos -, Harborne (1963), Grisebach (1965) y Towers

(1974) cCuadro I 9



CUADRO! §

VIAS BIOSINTETICAS

Gl
cI:oon h cloou
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CH, CIHz
Fosfoenolpiryvato HO—'(li—H =
+ H—C— OH
ClHO > |
> H—C'Z—-OH CHO®
CHz()@ Acido 3-deoxi
D-eritrosa 4fesfato | heptulosonico
NADPH.H*
CIOOH ADP* COOH
/C -
HEZ cH, H(I:/ \clﬂZ
H HO
'y QL LC_H 2C_
HO ¢~ TH o7 N H
| I
OH OH

Acidosikimico

D-arabino

7 fostato

®

HO

HQ COOH
Nes”

NADH
HO

NAD*

Acd S-dehidroquinico
Acd 5-dehidrosikimico



CUADRO 1 &

VIAS BIQS'NTETICAS

COOM COOH
Hcf’C\CH CIOOH HC/C%CH
,é’H HHQIC R Hy LY
HO™ ¢~ H CH, ~ &~ " ~0-C-COOH
O‘H 0|H &H:.

Acido stkimic o Fosfoenolpiruvato Acd clorismico

COOH COOK ?oon

CIH—NH;,_ clzzc c|:=o

CH, CH, CH, COOH

¢ L D
HCZ CH HCZ CH He” CH
| < ‘ " € Hél H ‘(l:H
Hc%C _CH O, CH ~L

H H OH

Fenilalaning  Acd femlpiruvico Acd prefénico




CUADRO T 7

VIAS BIOSINTETICAS

COOH

NH,

Femil alamina

\L—NHS

COOH

= l
N
acido cinamico

\L + 0,4+ NADP +H*

~7

HO
acido p-cumarico

\L-i ATP+C,ASH

I
C,AS CH
N~/

-

8

p-cumar:l CA

-5/~
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CUADRO 1 8

VIAS BIOSIMTYETICAS

—

1 CH-COSCA
Acetil C,A ﬁH OH
_k

CH
2 CH-COSC A T ATP + COAS-—C/
COOH
Malonit CA Acido p-cumdrico CA

HO

Flav-noles ’ HOQ \C:CH @
7

Antocianos Aurong



CUADROI1 9

VIAS BIOSINTETICAS

isomenzacuon

~-2H
Hidroxilacién
H o\c OH

]

CH

|C| C'IH OH
HO o) /CH
lgvon

Flavanonol (dihidroflavonol )

/

o] 0
OO OnYa
L. PA
c% OH “OH
' HO %
HO Flavonol
_N L 4
0\ HO, .
| Icl:_ \C OH
—> HO
ﬁc\ /'c\ + R
(l-;‘ HO Antoctanidina




La hidroxilacién y metilacifn de los dos ciclos no
estd muy clara todavia En el anillo A, parece ser que la hi-
droxilacién tendrfa lugar antes de la formacién del anillo,
mientras que en el anillo B, el primer OH (4') aparecerfa
antes de la formacidén de CG-C3 y los dem&s una vez formada

la molé&cula

En cuanto a la metilacifn de los grupos OH, se cree
que es la metionina activada la que actua como dadora de gru-

pos CH3

Normalmente los flavonoides se presentan en la natu-
raleza, como ya hemos dicho, en forma de heterSsidos La fija-
cién de las moleculas glucidicas no se sabe con seguridad si
tiene lugar antes o despu&s de la formacién de la molé&cula de
flavonoide

En el caso de los antocianos se admite que la fijacién
de glucosa en 3 se puede dar antes de la formaciSn de antociani-
dina, confiriéndole estabilidad y que posteriormente se fijan

las demfs mol&culas glucfdicas

Sin embargo Conn (1964) aislS enzimas susceptibles de

formar heter8sidos a partir de aglicones

En cuanto a la esterificacifn con los &cidos cinémicos,
algunos autores, Corner y Swain (1965), han consegquido aislar

enzimas capaces de provocar dicha esterificacién

Aungue actualmente se aceptan las teorias gque acabamos



de exponer, Goodwing (1972), Swain (1974), Towers (1974),
quedan todavia muchos puntos oscuros en la biosintesis de

flavonoides

~59~
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B - FACTORES QUE INFLUYEN EN LA BIOSINTESIS

Existen ciertos factores ambientales y fisiol&gicos
en relacifn con la biosintesis que no podemos dejar de citar,
tales como la accién de la luz y la de la temperatura, y la
presencia o ausencia de ciertas sustancias en la planta que
determinan un aumento o disminucif6n del contenido de flavonoi-

des !

t
i

a) LUZ - '
|
La luz es el factor externo m&s importante que in-

fluye en la sintesis de flavonoides

Siegelman y Hendricks (1958) llegaron a la conclu-

t
sibén de que la sintesis de antoc1anqs 86lo se producia cuando
se mantenia a la planta bajo alternancia de periodos lumino-

S0O8 y OscCuros

Shisa y Takano (1964) demostraron que los antocianos
no se formaban a bajas i1intensidades de luz, teoria corroborada

por Parks, Sandhu y Montgomery en 1973

Ping-Kaung Ku y Mancinelli (1972) y Smith (1973)
hablan tambi&n de "fotocontrol" en la sintesis de antocianos
con respuestas diferentes segfin la duracién del periodo de ilu-

minacidén y la intensidad de la misma

Por su parte Stickland y Sunderland (1972) comparten

la teorfa de que la luz es esencial en la produccién de antocia-

nos y deducen que de todas las longitudes de onda, la correspon-
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diente al color azul es la que tiene mayor efecto en la sinte-
sia Con luz azil los pigmentos se acumulan rapidamente, mien-

tras que con luz roja lo hacen con lentitud

El mecanismo de accidn de la luz se ha llegado a
conocer mediante estudios enzim&ticos Parece ser que la activi-
dad de los enzimas responsables de la conversifn de la fenilala-
nina en los precursores del anillo B, - fenil alanina amonio lia-
sa (PAL), cinnamato hidroxilasa y p-cumarato coenzima A ligasa-~

se ve incrementada al tratarlos con %uz, Smith (1973)

Anteriormente se pensaba que la planta utilizaba la
energia luminosa en la condensacidn de unidades de acetil-coen-~
zima A para formar el anillo A, pero no estaba completamente

demostrado |
|

Hoy se acepta que la luz no actua en ambos caminos
de sintesis, sino que su mayor efecto esté en acelerar la con-

versidén de la fenilalanina en cinnamato para llegar al anillo B

b) TEMPERATURA -

El factor temperatura influye en el sentido de pro-
vocar un aumento en la sintesis de antocianos a medida que la

temperatura va disminuyendo, Hall y 'Stark (1972)

Hanan (1959) habfa llegadd también a la conclusién,
en trabajos realizados con claveles, de que una disminucién de
las temperaturas diurnas provocaba un aumento de sintesis de

antocianos
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A su vez, Rutland (1968) vi8 que temperaturas de

302 C durante el dfa y 152 C durante la noche daban mayor

contenido de antocianos que 352 C dfa

y 202 C noche

Reciprocamente, un aumento de temperatura se tra-

duce en una disminucién del contenido

Takano (1964)

de pigmento, Shisa y

Zieslin y Halevy (1969) exp?ican este fen6meno por

la accién de un enzima - polifenolasa

- cuya actividad dismi-

nuye al aumentar la temperatura, disminuyendo en consecuencia

la sintesis de antocianos

Paynot y Martin (1969) consiideran por su parte que

el efecto depresivo, es decir, que el

mento debido a las altas temperaturas

menor contenido en pig-

; €8 s8lo cuantitativo

Y que la cantidad final no se sabe exactamente si depende de

I

una no produccién, como insinuaban los autores anteriores, o

de una rédpida destruccién de los pigmentos

|

c) FACTORES FISIOLOGICOS - [

l
En el aspecto fi1siol8gico Ribé&reau-Gayon (1959), vié

que una movilizacidn de reservas de la planta con el consi-

guiente aclGmulo de glficidos, provocaﬂa una r8pida sintesis

de antocianos |

La presencia de antocianos en las hojas de otofio

se deberfa a una modificacién del meJabolismo glucidico

I
|
|
!
|
i
|
|
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Rutland y Walters (1973) hablan también de la posi-
bilidad de considerar la insuficiencia de azlcares como factor

limitante en la sintesis

- Por otra parte, el contenido de la planta en pig-
mentos varia para los distintos 6rganos, en sus diferentes

estadios de desarrollo

|

Asf Shisa y Takano (1964) 'vieron que en flores de

}
rosa el contenido en antocianos aumenta con la edad de la
flor, mientras que Paynot y Martin (1969) encontraron que

I
en hojas de Begonia gracilis se da mayor actividad sintética

cuando son hojas jb6venes |

Posteriormente Stickland (1972), halls en flores

de Chrysanthemum, que la cantidad de Eigmento aumenta a medi-
1
da que se desarrolla la flor, y alcanza el maximo hacia el

estadio de abertura intermedia ;

Este factor es muy 1mportan%e y debe tenerse en
cuenta en el momento de la toma de mu%stras para an8laisis

cuantitativo !
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C - IMPORTANCIA TAXONOMICA DE LOS FLAVONOIDES

Los compuestos fen6licos juegan un importante papel
no sb6lo en la coloracién de las plantas sino también en el

aspecto taxonSmico

El estudio de la naturaleza y reparticién de los
flavonoides ha contribuido a una mejor comprensién de la sis-
|
tem&tica y filogenia de los vegetaleg, Voirin y Lebreton

!
(1971)

|
Aplicando estos criterios de tipo bioquimico se han
resuelto problemas taxonSmicos de grupos vegetales determina-

dos, Jay (1971)

Asi plantas cuyas caracteristicas morfolSgicas eran
tan semejantes que hacian presumir se trataba del mismo grupo
sistem&tico, presentaban marcadas diferencias en su contenido
de flavonoides, suficientes para ser incluidas en grupos dife-
rentes, ya que segfin el criterio acgual los flavonoides tienen
considerable potencialidad para ser tomados como "marcadores
taxonfmicos" en la clasificacitn deflas plantas, Harborne
(1967) y (1973)

Es curioso constatar en este aspecto, que la familia
de las Cariofil&ceas, a la cual pertenece el gé&nero Dianthus,
es la finica familia dentro del orden de las Centrospermas que

presenta pigmentos antocifnicos En otras familias de este



orden los antocianos est&n reemplazados por betacianinas,

pigmentos pfirpura de estructura diferente

Harborne (1967) considera que serfa prematuro ex-
cluir completamente las Cariofil&ceas del orden Centrosper-
mas, como sugerfa Mabry (1966), ya que algunas de las fami-
lias aunque no posean antocianos, presentan estructuras pré-

ximas a los flavonoides

Sin embargo, convendria determinar desde el punto
de vista taxonfmico, si la distribucién de dichas estructu-~
ras se mantiene dentro de todo el orden; de no ser asf, de-

berfa separarse a la familia de las Cariofil&ceas del resto

del grupo



I 3 -~ CONSIDERACIONES SOBRE GENETICA DE FLAVONOIDES

(Segln Swain (1962-74), Alston (1964), Harborne
(1962-67) y Walker (1975)

Despufs de lo visto sobre genética en la introduc-
cidn, pasamos a ampliar ciertos conceptos b&sicos en el estu-

dio de la gené&tica de flavonoides

A - Generalidades

La genética de los pigmentos florales, al igual que
su bipsintesis, son temas que preocupan a los investigadores

desde hace varias dé&cadas

Fu€ a partir de 1930 cuando la ciencia de los gene-

tistas empez® a experimentar realmente, una rdpida evolucién

Su objetivo principal era establecer en los clé&si-
cos té&rminos Mendelianos, el mecanismo gen&tico que produce
la amplia variedad de colores en las flores de determinados

géneros o especies

En las primeras contribuciones clésicas, y las que
siguieron a continuacibén, los datos sobre tales estudios co-
rrelacionaban los efectos fenotipicos con cambios quimicos

especificos en la produccién de flavonoides

Paralelamente, otras investigaciones habfan revelado

algunos de los mecanismos que controlan la herencia cuantita-

-66-
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tiva de los pigmentos Dichos estudios inclufan, a menudo, un
andlisis del control genético de los patrones de distribucién

de clertos constituyentes flavonoides

Independientemente, y por medio de indicadores radio-
activos, se habfa adelantado en el conocimiento de la via bio-

sint8tica de la estructura b8sica de los flavonoides

En cambio, los grandes progresos logrados en el cam-
po de la enzimologfa sobre sintesis aromitica en microorganis-
mos, no habfan estimulado demasiado para el estudio enzim&tico

de la biosintesis de flavonoides

La regulacién genética del complejo sistema biogqui-
mico necesario para el desarrollo, ha sido siempre un tema de
inter&s biol8gico general Los estudios sobre regulacidn de
sintesis de sustancias quimicas especificas, ha permitido pro-
gresar en el conocimiento e interpretacién bioquimica de la

morfogénesis

Los pigmentos flavonoides constituyen material ideal

para esta clase de investigaciones, ya que

- son sustancias quimicas facilmente caracterizables

- responden con rapldez a las numerosas influencias fisiol&-
gicas

- han sido repetidamente investigadas por los genetistas

~ se presentan en organismos de tejidos complejos que pueden

ser cultivados in vitro bajo condiciones adecuadas



- y son visibles a lo largo de la investigacidn

Al ser los pigmentos antoci&nicos sustancias con
enormes modificaciones cuantitativas y cualitativas, regidas
por genes simples, y con frecuencia afectados directa o indi-
rectamente por series alelicas mltiples, se pueden utilizar
antocianos marcados para el anflisis de fen6menos diversos
tales como ciclos de rotura-fusibén de los cromosomas, andli-
sis de "locus" complejos, activacibén - disociacién de genes,

paramutacién, frecuencia de induccibén de mutaciones, etc

En la actualidad se siguen llevando a cabo trabajos
para el conocimiento fisiolSgico y bioquimico de estos pig-
mentos Su complementacifn con estudios genéticos es indis-

|
pensable si se quiere llegar al conocimiento profundo de los

mismos

_68..
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B - PRIMERAS INVESTIGACIONES GENETICAS SOBRE BIOQUIMICA DE

COMPUESTOS FENOLICOS

Los primeros conocimientos gen&ticos sobre bioqui-
mica de flavonoides se deben a Wheldale (1914) y colaborado-
res Ellos fueron los pioneros en el campo de la genética,

concretamente de la genética de antocianos

Sin embargo, fue Scott-Moncrieff (1931) la primera
que correlaciond las diferencias quimicas especificas de los
antocianos, con las diferencias de color de la flor, regido

por genes simples

Demostr6 que un gen dominante en Pelargonium zonale,

controlaba la produccién de glicSsidos de malvidina en las
flores; la forma recesiva contenia finicamente glicSsidos de

pelargonidina
i
Estudios similares fueron llevados a cabo con otras

especles, mostrando todos ellos que genes individuales regula-
ban gran variedad de modificaciones quimicas de la estructura

b&sica de los antocianos

Robinson y Robinson (1931-32) establecieron unos
tests de caracterizacifn cualitativa dé antocianos que faci-

litaban el estudio gené&tico de la bioqgimica

Del mismoc modo, la aplicacién de las técnicas de
|
cromatografia en papel propuestas por Bate-Smith (1948) para

la separacién de flavonoides, se reveld de gran utilidad y
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contribuyé sin duda a renovar el inter&s por los estudios gené-

ticos sobre bioguimica

Para apreciar en toda su amplitud la correlacién qui-
mico-genética, es necesario tener en cuenta que los colores que
presentan las flores van generalmente asociados a los diferen-

tes antocianos

Asf, las antocianidinas méds oxidadas, delfinidina
(malva), son mis azules que las menosioxidadas, pelargonidina
(roja) La metilacién de los grupos h%droxilo de los antocia-
nos produce mayor enrojecimiento, mientras que la presencia
de mol&culas de azficar en otras posic%ones, aparte de la 3

que es la normal, no tiene efecto produnciado sobre el color
I

La copigmentacién entre antocianos y flavonas u
|

otros compuestos fendlicos simples, provoca azuleamiento

Por otra parte, como los anéocianos son azules en
medio b&sico y rojos en medio &cido, los genes que afectan
l
al pH del jugo celular de la planta pueden influir sobre el

color de la flor, sin modificar direc?amente la estructura

antocidnica }

l

Scott-Moncrieff demostrS§ qué en Papaver rhoeas el

gen dominante P daba valores bajos de|pH (4,9), mientras que

en ausencia del alelo dominante, el pﬁ era superior (5,8)

También vi6 que en Primula sinensis 1&5 tipos rojos R tenfan
|
|

|
i



un pH de 5,4 y en cambio los azules rr presentaban pH superior

(6)

Estas diferencias de pH fueron observadas s8lo en

los pétalos

En cuanto al grado de oxidacién de las antocianidi-
nas, se consideraba de manera general que las formas m&s oxi-
dadas eran dominantes sobre las de menor oxidacifn; asf la
delfinidina era dominante sobre la cianidina Sin embargo, se
vié en algunas plantas, que las formas| menos oxidadas se pre-
sentaban como dominantes; en estos casos el alelo responsable
actuaba no 88lo sobre la produccién especifica del antociano,
sino tambi&én como intensificador de la sintesis del mismo En
tales circunstancias la situacién gené%ica es visiblemente

m&s complicada que en el caso anterior.

En repetidas ocasiones se ha#laron factores comple-
mentarios que regfan la sintesis de cada antociano por si solo
Las plantas que contienen dichos factores se muestran muy ade-

|
cuadas para el estudio de la biosintesis de antocianos

El hecho de gque numerosos factores fisiolSgicos in-
!
fluyan en la formacién de antocianos, introducfa el problema
de la distincién entre dos genes que influyan sobre diferentes

§
pasos de una cadena de reacciones y dos genes que colaboren
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en la produccifn indirecta de estados fisiol8gicos favorables para

la sfhtesis de antoclianos [



Como es sabido, la sintesis de antocianos en las
flores viene regulada por las condiciones fisiolSgicas y

lo mismo puede decirse de la sintesis en las hojas

Considerando el nivel de los conocimientos alcan-
zados en estas primeras d&cadas, quiz& no sea muy adecuado
generalizar acerca de los factores gené€ticos que rigen la
intensidad de pigmentacifn, la competencia entre tipos de
flavonoides y los patrones de distrfbucidn Sin embargo,
podrfamos concluir que en una gran variedad de plantas, las
diferencias bioqufmicas especificas‘en pigmentacién se atri-
bufan a sustituciones en genes simp%es Tales diferencias
normalmente abarcaban no s8lo el nivel de oxidacién del ani-
llo "B" de ciertos flavonoides, s1n4 tambié&n la naturaleza de
los glic6sidos de las antocianidinas, asi como otros tipos de

efectos genéticos como el pH, por ejemplo
[
No se comprendfan todavia los efectos quimicos pri-

marios de los factores que rigen lod tipos de pigmento y su
intensidad, y no se posefa evidencia directa de la intercon-
|

versidn de unos flavonoides en otroé

|
En general, dichos estudios proporcionaron mayor
!

informacién acerca del mecanismo de accifn de los genes, que
|

acerca de las vias biosintéticas dellos flavonoides
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C,~- INVESTIGACIONES RECIENTES

Investigaciones posteriores sobre los factores gené-
ticos que rigen el aspecto quimico del color en las flores,
confirmaron en general los resultados obtenidos en el periodo
anterior, si bien al re-examinar de nuevo las especies se fue-
ron hallando grupos fenflicos mds complejos que los que inicial-
mente se habfan determinado, asf como también ejemplos adicio-
nales de genes que controlan modificaciones estructurales espe-

cificas de la molé&cula del flavonoide

Estas modificaciones estructurales comprenden
acilacién, modificacibén de la glicosidacifn, oxidacién del
anillo "B" de los antocianos, formacidén de leucoantocianidi-

nas, etc

Las investigaciones, que inicialmente se concreta-
ban casi exclusivamente en el estudio de los antocianos, abar-
caron despu&s a los demds flavonoides-flavonas, flavonoles y
auronas -, resultando significativo el hecho de que ni una
simple cita sobre regulacibén genética de interconversitn en-
tre diferentes tipos de flavonoides (flavonol —=antociano)

fuera establecida inequivocamente

Cerca de un centenar de plantas diferentes han sido
utilizadas, en total, para la determinacifén genética de los
pigmentos florales Entre ellas, una de las mis estudiadas en

cuanto a la distribucibn de los aglicones de los flavonoides
!
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y el efecto biogquimico de los genes, ha sido Antirrhinum majus

Los resultados que con ella se han obtenido y que esquematiza-

mos en los Cuadros I 10, Harborne (1967) y Cuadro I 1l, Walker

(1975) , han proporcionado importante informacién acerca de la

accidén de los genes y las vias biosintéticas de los flavonoides

Es necesario constatar que los investigadores utili-
zaron diferentes simbolos para genes de diferentes plantas,
aunque su efecto bloquimico fuera el mismo; y que incluso lle-
garon a emplear sfmbolos diferentes para una misma planta se-
gln los paises en donde residia el investigador - Alemania,
Inglaterra, América y Canada - Los simbolismos expresados

en el Cuadro I 11l corresponden a los americanos

a) Genes gue controlan la produccién de flavonoides

|
Los genes que controlan la sintesis general de anto-

cianos pueden ser: r
!

- un gen simple e independiente, como en el caso de Solanum
tuberosum

- dos o m&s genes complementarios, como en pétalos de Dahlia

- 0 series alélicas de genes en uno o mas "locus", como en

t

el endospermo del maiz (Zea mays)

En la mayorfa de las plantas de jardfn, se han de-

tactado mutaciones de flores coloreadaé a flores blancas

Las formas blancas no son necesariamente recesivas

de las coloreadas, pues como se ha visto, en Primula sinensis
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existe un gen dominante D supresor de la sintesis antociénica

en la flor

Algunas mutantes blancas contienen trazas de pigmen-
to, y se puede inducir en ellas un color rosado en la flor co-
loc&ndolas en ambiente que favorezca considerablemente la sin-
tesis de flavonoides Esto hace pensar que el blogueo de la
sintesis se debe en muchos casos, mis que a pérdida de un enmi-

ma esencial, a la presencia de un inhibidor

Casi todas las flores mutantes blancas contienen
flavonas o flavonoles en las formas coloreadas; debido a ello
resulta mis diffcil el estudio de la herencia de dichas sus-

tancias

Los flavonoles parecen estar mis estrechamente rela-
cionados, blosint&ticamente, a los antocianos que a las flavo-

nas, asi en Antirrhinum el gen P controla la sintesis de anto-

cianidinas y flavonoles pero no la de flavonas

Por regla general, las flores blancas mutantes de las
formas coloreadas son muy d&biles; muchas se pierden bajo las
condiciones naturales, y otras son incluso diffciles de subsis-

tir cultivadas

I
!

Aunque la regulacién genética individual de flavonas,
flavonoles o calconas es apenas conocida comparada con la de
antocianos, se tienen ejemplos de genes que afectan a la canti-
dad de dichas sustancias producidas en los pétalos de las flo-

Xes i
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Generalmente s6lo una cantidad limitada de precusor
estd disponible en los pé&talos, para la sintesis de flavonoi-

des y diferentes vias compiten por este precusor com@in

Por el contrario, otras plantas poseen un mecanismo
para incrementar la concentracién de una sola clase de flavo-

noldes sin afectar a la de otros

Asi el gen Dz en Primula sinensis aumenta la concen-

tracién del glicSsido de pelargonidina:sin afectar a la canti-
dad de flavonol y dihydroflavonol presﬁnte en el p&talo Sin
embargo en la misma planta se da tambi&n el fenSmeno contrario
Y el gen B incrementa la concentracién de flavonol sin afectar,
o afectando muy poco, a la concentracifn de antocianos

|

b) Genes gue controlan la hid;oxilacidJ de flavonoides

Muchas de las variaciones de color de las flores de
j
las plantas ornamentales cultivadas, se deben a mutaciones de

los genes que controlan la hidroxilacién de las antocianidinas

Generalmente las plantas silestres que poseen flores

|

malvas o azules, dan formas rojas, rosaF y anaranjadas cuando

Sse les cultiva; en Primula sinensis y Latyrus odoratus tenemos
I

buenos ejemplos de ello |

En casi todas las plantas estpdiadas, las mutaciones
|
se dan en el sentido delfinidina_,cianihina-apelargonidina, o

I
cianidina — pelargonidina; la relacidn ?ominancia - recesividad

|

t

i

l
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se da también en esta direccién, siendo la delfinidina domi~

nante sobre la cianidina, y &sta sobre la pelargonidina

Del mismo modo se ha podido comprobar en la mayo-
rfa de las plantas investigadas, que los genes que controlan
la hidroxilacidn de pelargonidina a cianidina, y de &sta a la
delfinidina, controlan adem&s la hidroxilacién de los flavono-

les, como se ha visto en Antirrhinum, Lathyrus, Dianthus, Impa-

tiens, etc Asi tenemos por ejemplo en Lathyrus, que los genes

E y Sm actuan de la siguiente manera

H

0 OH
A fOH—2M 5 A oH—E 54 H
{ 3hidroxilacidn 5 hidroxilacion
OH

El control gené&tico de la hidroxilacién es, en general,
especifico de ciertos tejidos, limit&ndose en muchos casos a los
O6rganos florales En Impatiens los p&talos pueden tener delfini-
dina, cianidina o pelargonidina, pero los sépalos de muchos ge-

notipos poseen solamente cianidina

Cuando el control gené&tico de la hidroxilacidén afecta
a la sintesis de pigmentos en toda la planta, la expresién de
los genes puede incluso diferir de unos tejidos a otros; asi en

Primula sinensis el tipo K posee delfinidina en p&talos y hojas,

mientras que el kk, posee en las hojas principalmente cianidina,

Y en los pétalos pelargonidina principalmente
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A pesar de los trabajos realizados hasta ahora sobre
control gen&tico, no se conoce todavia con exactitud en que
etapa se produce la hidroxilacién La mayorfa de estudios so-
bre biosintesis indican que la hidroxilacién tiene lugar des-
puds de la formacién del esqueleto Cis de los flavonoides Si
ello fuera cierto, la hidroxilacién de antocianidinas y fla-
vonoles ocurririfa en la fase de dihidroflavonol, es decir,
antes de que el camino de sintesis de los tipos de pigmentos

divergiera

¢) Genes que controlan la metilacién -

La metilacidn de antocianos - peonidina, petunidina
y malvidina -, se da finicamente en flores de plantas de jar-
din Las flavonas y flavonoles que suelen acompafiar a estos

antocianos no se han encontrado nunca metilados

Desde el punto de vista genético, se da la metilacidn

de la delfinidina via petunidina hasta la malvidina

OH OMe OMe
A OH—F > A oH —% 5 OH
OH H OMe

DELFINIDINA PETUNIDINA MALVIDINA
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Estudios recientes sobre la herencia, demostraron que
en flores de Petunia existen dos procesos distintos y relaciona-
dos, controlados por diferentes alelos El gen pleiotrépico F,
gue determina la glicosidacién, controla adem8s la sintesis de

petunidina, el gen K rige el paso de petunidina a malvidina

Investigaciones genéticas sobre metilacidén de antocia-
nos se han llevado a cabo en otras plantas, pero los resultados
|
no han sido suficientemente satisfactorios debido a las dificul-

tades précticas que lleva consigo dichh investigacién

!

La 7-O-metilacién de antocianos, casi limitada a la
familia de la Primul&ceas, y la 5-O-metilacifn que presentan
las Plumbagin@ceas, son procesos mi&s bien raros dentro de es-
tos pigmentos Posiblemente esta metilacién se deba a la pér-
dida de especificidad de sustrato en e} sistema de metilacidn
de un flavonol, m&s que al establecimiento de un "locus" nuevo
de metilacifn

La metilacién de flavonoles gn posicién 5, es més

com@in que la de los antocianos relacionados, en flores de

Plumbago capensis, se ha encontrado 5-?-metilma1vidina Y gran
cantidad de 5-O-metilquercetina (azaleatina) En estudios reali-

t
zados con Rhododendron, en el que la azaleatina esti muy difun-
i

dada, se sugirié que &sta se formaba a partir de la quercetina

]
|
en un proceso de un "paso finico"
Respecto a la etapa de la via biosint&tica en que tie-
ne lugar la metilacidn, algunos autores consideran que podria

ser a nivel del &cido cindmico, y los genes implicados regularfan
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simplemente la incorporacién de los &dcidos cind&micos metilados

a la sintesis de antocianos

Sin embargo, se han aislado en ciertas plantas enzi-
mas que pueden metilar otros sustratos fenSlicos; la presencia
de una carga positiva en la molécula de antociano proporciona
un enzima que provoca metilacién cuando halla sustrato adecua-

do

!

d) Genes que controlan la glicosidacifn y acilacién

Solamente en un nimero limitado de plantas se ha po-
dido comprobar que la unién de las molééulas glucfdicas a los

pigmentos flavonoides se realiza bajo control gené&tico

En conjunto se poseen mis datos sobre glicosidacién
de antocianos que sobre flavonoles, pero tanto en unos como en
otros, 1la forma 3-5 diglucdsido se preéenta, en general, como
dominante sobre la 3-glucésido, y la 3~5 triglucésido como do-
minante sobre la 3-5 diglucésido

En Streptocarpus por ejemplo, se han descubierto un
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total de cinco genes que controlan la glicosidacién de los anto-

cianos

Estos genes forman serie epist&tica D>X, Z2>P>Q,
lo que evidencia que los azficares se van affadiendo de uno en
uno al pigmento precusor, mis que como di- o trisac8ridos uni-

dos en un solo paso
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Precusor Antocianiding

Q
HO U
LI [
O Glucoso
OH O-Glucosga
3-Glucosido 35- Diglucdsido
P D
Y '}
T
/"
OGl;Cl- 0-Gluc-0-R_mnosa
OH -U-Aiosa O-Glucoso

3-Sombubiosido 3-Rutinosido 5-Glucdsido
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La glicosidacidn de flavonoles ha sido estudiada
en dos clones diferentes de dos especies silvestres de pata-

ta, Solanum chacoense y S stoloniferum, cuyo contenido gli-

cosidico es distinto En estas especies, un gen simple, G1,
controla la transferencia de glucosa a la quercetina 3-ruti-
ndésido, dando un triglicSsido ramificado con una unién gluco-

sa-glucosa (5 1 -2 2 (soforosa)

O-Ramnosa

3-0-Glucosa-0~-Ramnosa ——JEL—93-O~G1ucosa

0-Glucosa

El mismo gen Gl controla al mismo tiempo la cesidn

de glucosa a la quercetina 3-glucésido, dando

3-O—Glucosa-—-§£—+-3—O-Glucosa -0~ Glucosa

El enzima que controla la glicosidacidn de los fla~-
vonoles de esta planta, no presenta completa especificidad de
sustrato, pudiendo utilizar tanto el 3-gluc6sido como el 3-ru-

tinésido en su actuacidn

Los resultados sobre los estudios gen&ticos reali-
zados, parecen indicar que la glicosidacifn es el filtimo paso

en la sintesis de flavonoides

Estas conclusiones han sido confirmadas mediante es-

tudios enzimiticos llevados a cabo en Phaseolus aureus, de

Cuyas semillas se han aislado dos enzimas que catalizan la

transferencia de glucosa a la quercetina para dar 3-glucdsido,
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y la de ramnosa a la quercetina 3-glucfésido para dar 3-ruti-

n8sido

Los enzimas que catalizan o controlan la glicosida-
cién son, en general, especificos de las diferentes clases de

flavonoides

Los flavonoles y antocianidinas son los flavonoides
mis relacionados tanto en estructura como en biosfntesis, y

sus patrones de glicosidacidén generalmente coinciden

As{ se ha visto en flores qe Rhododendron la presen-
cia de 3-arabinosidos y 3-galactfsidos del flavonol y de la
antocianidina En estos casos es diffcil creer que las glico-

|
siltransferasas no actuen en ambos tipos de sustrato

La capacidad de la glicosiltrasnferasa de una de
las clases, de catalizar en ciertas ocasiones, la sintesis de
los glic6sidos de la otra, serla la Gnica explicacion de la
produccién, en mutantes, de tipos glicosfdicos antoci&nicos no
presentes en las formas silvestres La Gnica fuente posible de
enzimas para la sf{ntesis de tales antocianos seria a partir de

los enzimas de los flavonoles

Se ha visto en Lathyrus odoratus, que una mutacién

en el locus E, que controla la hidroxilacién de las antociani-
dinas, aparentemente altera la especificidad de los enzimas
que sintetizan los glicésidos, con lo cual se explica la pre-
sencia de 3-galactdsidos y 3-latir8sidos de antocianidina en

lag formas recesivas y la ausencia completa de estos tipos en



las formas silvestres dominantes El enzima que controla la
sintesis del flavonol 3-latirésido 7-ramn6sido en la forma
dominante, debe perder algo de su especificidad de sustrato

en las formas mutantes recesivas Ver Cuadro I 12

En cuanto a la acilacibn o unién de &cido cin&mico
a la molécula de antociano, se ha comprobado en las plantas
en las cuales se ha hallado el gen que controla la acilacién,
que dicha funcidn est8 estrechamente ligada a la funcidén que

requla la glicosidacién

Asf tenemos, por ejemplo, que en el género Petunia

se trata del gen F, en Solanum tuberosum de Ac, y en Mathiola

incana del V En los tres casos el grupo que se acila es el

8cido p~cum&rico y la posicién de glicosidacién la 5

0 0-Glucosa-0-Ramnoso
Ac
OMe
HO 0 - OH
= OH

glucoso-0 0-Glucoso-0-Ramnosa-0-p-cumarico
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En realidad se trata de un locus compuesto, como lo
desmuestra el hecho de que el grupo acilo se una a la ramnosa
en posicién 3, mientras la glucosa lo hace en posicién 5 El
mismo locus controla adem&s la metilacibn del antociano en

los géneros Solanum y Petunia

Por tanto la estrecha relacidn entre estos tres
efectos bioquimicos sugiere, aunque no asegura, que ocurren
consecutivamente y como una de las Gltimas etapas de la sinte-

sls de antocianos i

!



- Material

- Mé&todos
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IT 1 MATERIAL

Los claveles utilizados en esta memoria proceden de

cultivos de la comarca de "El1 Maresme" (Barcelona), y de los

Campos Experimentales de la Facultad de Ciencias, Universidad

de Barcelona, Pedralbes (Barcelona)

~-"CARMEN"

-"SITGES"

-"SCANIA"

Se han estudiado las siguientes variedades !

|
Variedad hfbrida obtenida en "El Maresme" a partir

|
del cruce de claveles ingﬂeses con descendientes de
raza nizarda Se cultiva durante todo el invierno
al aire libre Sus flores @e color rojo intenso,
poseen un brillo especial que les da aspecto ater-

ciopelado !

y "ROJO 2001" ProcedenteJ del cruce de "Carmen"

con la variedad "Tzigano® '(que lleva sangre de la
variedad "Sim" de raza americana) Se cultivan también
al aire libre Dan floresgroyas pero de tonalidad y

brillo menos intenso que fa variedad "Carmen"

Variedad utilizada a tItuio comparativo; obtenida por
mutacidn de la variedad "Sim" de raza americana Ini-
cialmente sélo se cultivaga en invernadero, pero ac-
tualmente se cultiva tambi&n al aire libre en la re-
gidn mediterré&nea, su falta de completa adaptabilidad

a las variaciones clim&ticas se traduce en una pé&rdida
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de vigor, potencia y color Sus flores son de color
rojo menos intenso y brillo menos marcado que el

de las dem#s variedades estudiadas

Se realizaron ademfs exploraciones con los descen-
dientes segregados por autofecundacidSn de "Carmen”, que die-

ron una gama de flores rosas y rojas
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II 2 - METODOS DE ESTUDIO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

A - Generalidades

En el estudio de los compuestos fenSlicos, y en par-
ticularde los flavonoides, ha desempefiado un papel muy importan-
te la técnica de la cromatograffa en papel, que permite la sepa-
racifén de pequefias cantidades de substancias sin alterarlas y
requiere un nimero limitado de disolventes Los productos sepa-
rados se ponen de manifiesto por su propia coloracién a la luz

visible o por su fluorescencia bajo luz ultravioleta

Actualmente ha adquirido considerable aplicacién la
cromatograffa en capa fina con placas de celulosa, silicagel,
poliamida, etc que presenta con respecto al papel las ventajas

de una mayor nitidez, alta sensibilidad y gran rapidez

Ambas t&cnicas se complementan obteni&éndose con su

utilizacién resultados muy satisfactorios

Los compuestos fenblicos se encuentran en las plan-
tas sobre todo en forma de combinaciones con los glfcidos,
~heter8sidos—~, interviniendo enlaces de tipo éter-6xido -é-o—%-
En particular, en el caso de los &cidos fenSlicos las combina-

I 1
Cciones son de tipo &ster con enlaces -?0-0-?-

En una misma substancia pueden darse simultaneamente
varios enlaces de tipo heterosidico y de tipo &ster, por ejem-

Plo, el caso de los antocianos acilados que son heter8sidos
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sobre los que estd esterificado un &cido cin&mico

La presencia de aglicones libres en los extractos,
se debe a la hidr8lisis total o parcial de los compuestos du-

rante las operaciones de extraccidn y an&lisis

El camino que hemos seqguido en el presente trabajo
para la identificacibén de los compuestos fenSlicos del mate-
rial vegetal, es el propuesto por Rib&reau - Gayon (1968) en

las siguientes formas

lo - Extraccién a partir del material vegetal

29 - Hidr6lisis y separacidn de los aglicones

32 ~ Separacién de los diferentes tipos de combina-
ciones

49 - Identificacibn
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B - TECNICAS DE EXTRACCION A PARTIR DEL MATERIAIL VEGETAL

1 - PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

En las operaciones de extraccidn de los compuestos
fen8licos a partir de material vegetal, hay que evitar en lo
posible las modificaciones eventuales que pueden originar los

diferentes enzimas que contienen las células vegetales

Con un secado r&pido del material vegetal inmediata-
mente después de su recoleccidn, puede conservarse durante
bastante tiempo sin modificaciones importantes Temperaturas
de - 202 C o -~ 302 C mantienen inhibida la actividad enzim&ti-
ca, pero existe el inconveniente de su reactivacién al ser des~

congelado el material para su extraccidn

Nos parecid més adecuado realizar la extraccién de
las substancias a partir del material fresco y proceder lo mis
rapidamente posible a las operaciones de fraccionamiento, puri-
ficacibn e identificacifn, puesto que si1 bien el extracto puede
conservarse un cierto tiempo en el refrigerador, no queda exen-

to de alteraciones

Cuando se parte de un material que contiene substan-
cias grasas, clorofilas y carotinoides, se hace indispensable
una primera extracciédn con un disolvente no polar, como puede
ser el éter de petrSleo, para eliminarlas, evitando asf inter-

ferencias con los compuestos fenélicos
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En nuestro caso, por tratarse de pétalos de clavel,

pudimos prescindir de esta eliminacibn previa

La mayorfa de los autores, 0°Otani (1961), Ribé&reau-
Gayon (1964), San Asen (1966, 1967), Harborne (1967), conside-
ran como mejores disolventes para la extracci6n de flavonoides
el metanol acidificado con ClH y el etanol, el metanol acidifi-
cado con ClH es especialmente indicado para los antocianos ya
que son inestables en medio neutro o ligeramente alcalino, y

el etanol para los flavonoles

Tambi&n puede hacerse la extraccién con un disolven-
te acuoso o alcohSlico, spometiendo el macerado a ebullicibn
con lo cual se inactivan los enzimas capaces de producir alte-
raciones, pero debe evitarse elevar la temperatura para no
correr el riesgo de que se hidrolicen los pigmentos, Ribé&reau-~

Gayon (1968)

Después de varias pruebas vimos que lo mds adecuado

para obtener nuestros extractos era

- maceracifdn del material en metanol 1% ClH, durante

varias horas

- filtrar y afiadir mas disolvente al material para

extraer al maximo los pigmentos

- finalmente concentrar el extracto a 35-40¢ C median-

te rotavapor
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Utilizamos también metanol 0,1% ClH ya que comproba-
mos que este medio ligeramente &cido era suficiente y asi se

reduc{an las posibles hidr&lisis

El extracto obtenido contiene, ademis de los pigmen-
tos, otras substancias - glGcidos, &cidos org&nicos, sales mi-~

nerales ~ que conviene eliminar

2 - PURIFICACION

Para la purificacién Bayron (1952) y Seilkel (1962),
utilizaban resinas de intercambio iSnico como la Amberlite
IRC-~50, que adsorben los compuestos fenSlicos en solucibén acuo-
sa y despu&s del lavado de la columna para la eliminacidn de
impurezas, se recuperan mediante solucibén acuoso-alcohSlica
También pueden utilizarse otras resinas como Amberlita, IR-4B,

Dowex I-XI, Amberlita 45, etc

Nosotros ensayamos la Amberlita IRC-50 y Levatit CNP
pero no dieron buenos resultados ya que se hinchaban exagerada-
mente, y las bandas, al principio bien delimitadas, se difumi-

naban y mezclaban unas con otras

Sam Asen, publicé algunos trabajos (1958) en los que
purificaba el extracto utilizando la propiedad de los compuestos
fen8licos de dar precipitados insolubles cuando son tratados con
acetato de plomo en medio alcalino También Halevy (1962) y
Muszynski (1964), eran partidarios de este método, pero actual-

mente est§ bastante en desuso
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Presenta el inconveniente de dar p&rdidas de material
con las precipitaciones, sobre todo cuando alguno de los compo-
nentes se halla en pequefia cantidad, por otra parte comprobamos
tambi&n que es frecuente la aparicién de artefactos en la croma-
tograffa subsiguiente como consecuencia de una precipitacién

defectuosa o0 lavado insuficiente

Flanzy y Aubert (1967), utilizaban el reactivo mercfi-
rico "Semichon-Flanzy", con el que obtenian un precipitado que
después se descomponifa haciendo pasar una corriente de SHZ' que-
dando otra vez libres los fenoles y con menor cantidad de impu-
rezas Este m&todo nos parecif muy engorroso y los resultados

que con el obtuvimos no fueron tampoco satisfactorios

Vistos los inconvenientes de estas técnicas, recurrimos
definitivamente al método propuesto por Harborne (1967) que con-
siste en purificar mediante cromatograffia en papel a escala pre-
Parativa Este mé&todo presenta sobre los anteriores, la ventaja
de dar no solamente un extracto libre de impurezas, sino que ade-

mids da ya bastante separados cada uno de los compuestos

Para ello se utiliza papel Whatman ne 3 deposité&ndose
el extracto a lo largo de la hoja en forma de banda en la lfnea
de partida y por cromatograffa monodimensional ascendente o des-
Cendente, con un disolvente adecuado, se obtienen distintas ban-
das correspondientes a los diferentes compuestos del extracto

Se recortan después dichas bandas y por elucién de las mismas se
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se obtienen cada una de las substancias En general se dan in-
terferencias apareciendo en bandas muy préximas varias substan
clas; se hace necesaria entonces, después de la elucidn, una se
gunda cromatograffa con otro disolvente que separe mejor las sus
tancias que interfieren
Los eluyentes que nos dieron mejores resultados fueron

- Metanol / aqua / Cl1H (90 10 1%) y Metanol / &cido acético, para

los antocianos

- Etanol para flavonoles y 8cidos cinfimicos Esquema IT 1

De acuerdo con Harborne (1967) logramos también buenos
resultados mediante cromatografia bidimensional en papel Whatman
n23 En este caso se deposita el extracto en la linea de partida,
cerca del borde del papel en forma de mancha y se cromatograffa
primero en una direccifn y después de secado se hace el arrastre
en direccidn perpendicular con disolventes distintos Por este
procedimiento se separan las substancias dando machas redondea-
das m&s o menos bien definidas Se recortan y se procede como

en el caso anterior, a su elucibn y posterior arrastre

Trabajando en estas condiciones necesit&bamos aproxi-
madamente unas cincuenta hojas de papel Whatman para obtener ma
terial suficiente para los andlisis Con la cromatograffa mono-
dimensional en bandas, se utilizan menos hojas pero requiere ma
yor nfimero de eluciones para obtener separadamente cada una de

las substancias

Nybom (1964) purifica mediante una técnica anfloga a



_99_

Esquema II 1

EXTRACTO

Filtracibén y Concentracién

Purificacién por Cromatografia

BAW (4 1 5) 12 dimensién

Ac Acético 2%, 2a dimensi16n

v

Papel Whatman ne 3 Placa celulosa (1 mm )

Elucifn

Met -agua-ClH (90 10 1%) - Etanol
Metanol-Ac Acético

l

ANTOCIANO§J FLAVONOLES| |AC CINAMICOS
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a la anterior en la que se sustituye el papel Whatman por pla-
cas de celulosa Se hace un raspado de las bandas, se eluyen y

se elimina el polvo de celulosa por centrifugacidn

Aplicando esta técnica obtuvimos resultados simila-
res, con el inconveniente a nuestro juicio, de tener que emplear

demasiadas placas para obtener suficiente material
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C - HIDROLISIS Y SEPARACION DE LOS AGLICONES

1 - TIPOS DE HIDROLISIS

a) Hidr6lisis &cida

La hidr8lisis &cida se utiliza para romper los enlaces
-%-0-%- que intervienen en los heter&Ssidos Se realiza en medio
&cido con ClH N o 2N, al bafio marfa a 1002 C, con refrigerante
de reflujo, durante un cierto tiempo que puede variar desde unos
30 minutos hasta mds de una hora La resistencia de los diferen-
tes enlaces a la hidr8lisis varia segfin los compuestos; asl los
antocianos son m&s resistentes que los heterSsidos de las flavo-

nas y flavonoles Los aglicones obtenidos deben guardarse en la

oscuridad para evitar transformaciones, Harborne (1965)

Hay que tener en cuenta que el calentamiento del extrac
to en medio 4¢ido durante la hidr6lisis, puede dar lugar a cier-
tas transformaciones como el paso de leucoantocianidinas a anto-
cianidinas En consecuencia las antocianidinas obtenidas después
de una hidr6lisis &cida pueden proceder de la hidrSlisis de an-
tocianos o de la transformacién de leucoantocianidinas, Bate-
Smith (1954) Es frecuente ver aparecer coloracién roja por ca-
lentamiento en medio &cido de un tejido que no contiene antocia

nos Rib&reau-Gayon (1968)

La hidr6lisis &cida se puede utilizar también para rom
Per los enlaces de tipo &ster, pero en tales condiciones algunos
dcidos cinSmicos, como el Scido p-cumdrico, tienden a descompo-

herse Debido a ello es preferible escindir los é&steres cinédmi-
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cos mediante hidrSlisis alcalina Tanguy (1970)

b) Hidr6lisis alcalina

La hidr6lisis alcalina se hace en medio NaOH 2N, a tem
peratura ambiente durante cuatro horas, siendo recomendable tra-
bajar bajo atmésfera de nitrSgeno para evitar posibles oxidacio
nes de los compuestos fenSlicos en medio alcalino Para el estu
dio de los productos resultantes de esta hidr8lisis, es8 necesa-
rio pasar otra vez a medio &cido, afiadiendo unas gotas de ClH

concentrado, Rib&reau-Gayon (1968)

c) Hidr8lisis enzim8tica

La hidr6lisis enzimética se obtiene por accifn de en-

zimas especificos para determinados enlaces

Existe una preparacién comercial, el enzima (-glucosi
dasa, que hidroliza especificamente los enlaces (> entre la molé
cula de glucosa y el aglicén El tratamiento se efectfia con tam
pSn acetato de sodio (pH= 4,5) a temperatura ambiente, durante
un espacio de tiempo que puede variar desde algunos minutos a
varias horas La hidr6lisis se detiene por adicién de unas go-
tas de alcohol etflico y calentamiento al bafio marfa hirviendo
durante un minuto Se filtra la solucién, se concentra hasta se
Quedad a 452 C con Rotavapor y se vuelve a diluir con etanol

al 50%, Tanguy (1970)

Los dos primeros tipos de hidr6lisis fueron aplicados

tal como se han descrito a nuestros extractos, la Scida para hi
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drolizar los heter&sidos de los flavonoles y los antocianos, y
la alcalina para separar los &cidos cinémicos que podfan este-

rificar a dichos pigmentos

2 ~ SEPARACION DE LOS AGLICONES

a) Extraccidn y purificacién

Los aglicones resultantes de las hidrSlisis &cida y
alcalina se extraen con disolventes no miscibles con el aqua,
como el acetato de etilo, el é&ter etflico y el alcohol isoamf-

lico

La solucién hidrolizada en medio &cido se trata prime-
ro con &ter etflico en el cual son solubles todos los compues-
tos fenSlicos excepto los antocianos, se decanta y la fraccibn
etérea se ¢oncentra a sequedad, volviéndola a disolver con unas
gotas de alcohol etflico La fraccifn acuosa restante se trata
con alcohol isocamflico en el que se disuelven los antocianos, se
agita y se separa esta fase alcoh6lica sobrenadante de la acuo-
sa que contiene los azficares procedentes de la hidr6lisis de

los heter8sidos, Esquema II 2

El &ter etllico se utiliza con preferencia sobre el
acetato de etilo por ser un disolvente gue no arrastra los nume-

Yosos productos de oxidacién de los fenoles

Si se desean separar unicamente los &cidos fenflicos,
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se debe purificar el extracto etéreo mediante una solucién
acuosa de bicarbonato de sodio al 5% Los &cidos se transfor-
man en sales solubles en el agua y los otros fenoles quedan
en la capa etérea La fraccién bicarbonatada se acidifica y
los &cidos fenSlicos se extraen de nuevo con &ter etflico
Esta purificacifén no es siempre total ya que si la solucién
de bicarbonato es demasiado alcalina, los fenoles que tienen
carlcter &cido debil pasan parcialmente al medio acuoso, y

a3 la inversa, si no es suficientemente alcalina los fenoles

se quedan, en parte, en la capa etérea inicial obtenida des-

pués de la hidr6lisis Tanguy (1970)

Cuando los &cidos fenSlicos se obtienen por hidré-
lisis alcalina, se extraen despu&s de acidificacibn, con &ter
etilico, se decanta y concentra a sequedad esta fraccibén eté-~
rea y por disolucibén con unas gotas de &ter queda la solucidn

de &cidos fen6licos a punto para la cromatografia Esquema II 3

En la extraccién y purificacidn de los aglicones de
huestros pigmentos utiliz&bamos alcohol iscamilico para las
antocianidinas, y &ter etflico para los flavonoles y &cidos ci-

némicos



Esquema

IT 2

HIDROLISIS ACIDA

EXTRACTO Pé&talos macerados en Metanol 0,1% ClH

v

Hidrb6lisis &cida
ClH 2N, 1002 C, 60'

Extracto hidrolizado

Eter etilico

FLAVONOLES

Y
AC CINAMICOS

L4

~__Alcohol isocamflico

———y

ANTOCIANIDINAS

Fraccién

AZUCARES

acuosa
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Egquema II 3

HIDROLISIS ALCALINA

EXTRACTO Pigmentos purificados

f

Hidr6lisis alcalina
NaOH 2N 4 horas

to ambiente, at N2

v

Extracto hidrolizado

ClH conc

Acidificacin del extracto

.

ACIDOS CINAMICOS

~

L

ANTOCIANOS Y FLAVONOLES

No esterificados
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b) Separacidn

La separacién de los aglicones se hizo por cromato-
grafla ascendente y descendente en papel Whatman nQ 1 y por
cromatograffa en capa fina con placas de celulosa Los disol~-

ventes que empleamos difieren seglin el tipo de aglicén
Para la separacién de flavonoles

- Forestal Se prepara mezclando 30 partes de &cido acé&tico
con 10 de agua y 3 de ClH concentrado Fué propuesto

inicialmente por Bate-Smith (1954)

- BAW (4 1 5) Fase superior de la mezcla n-butanol / &cido

acético / agqua (4 1 5) Este disolvente s6lo puede
conservarse durante algunas semanas, pues tienen
lugar esterificaciones que modifican el Rf Bate-

Smith (1954)

- BAW / Forestal Butanol / &cido acético / agua (4 1 5) en

primera dimensidn Forestal en segunda dimensibn

Harborne (1967)

- Acido Acé&tico al 15%

Para la separacién de antocianidinas usamos
~ Forestal Acido ac&tico/ClH/Agua (30 3 10) Bate-Smith (1954)

-~ BAW (4 1 5)

=~ Férmico Acido f6rmico/ClH/Agua (5 2 3) Harborne (1967)
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- F6rmico / Amflico Acido f&rmico/ClH al 25% /agua (10 1 3)

en primera dimensidén
Alcohol amflico/&cido acético/agua (2 1 1) en se-
gunda dimensifén, tanto en papel como en placa,

Nybom (1964)

Y para los &cidos cin&micos, los disolventes propues-

tos por Bate~Smith (1954 y Williams (1955):

- BAW (4 1 5) o (6 1 2) Esta Gltima proporci®n da una sola

fase, Nordstr8m y Swain (1953)

- FPorestal (30 10 3)

- Agua / ClH / Acido f6rmico (48 28 7)

- BAW o BEW / Acido acético Butanol / &cido acético / agua

(4 1 5) o Butanol / etanol / agua (4 1 2) en primera
dimensién

Acido acético al 2% o al 10% en segunda dimensién

Cuanto mayor es la concentracibn en &cido, més eleva-
dos son los Rf Los 1s6meros cis y trans de los &cidos cin&mi-

COs se separan mediante disolventes acuosos
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D - SEPARACION DE LOS DIFERENTES TIPOS DE COMBINACIONES

HETEROSIDOS Y ESTERES

Para la separacidn de los diferentes tipos de hete-
r6sidos y &steres se parte del extracto sin hidrolizar y se

cromatografia en papel, en capa fina o en columna

1 - CROMATOGRAFIA EN PAPEL

El papel mis usado para la separacibn de los flavo-
noides es el papel Whatman ne 1, y en algunos casos Whatman n@
2, Para cromatografia a escala preparativa, que permite ais-
lar cantidades apreciables de substancia, es mejor utilizar el

papel Whatman ne 3, Harborne (1967)

Ribéreau-Gayon (1968) recomienda, en el caso concre-
to de la separacidn de antocianos, el papel Arches 302 y la

té&cnica de cromatograffa descendente

Para la separacifn de las combinaciones de nuestro

extracto se utiliz& papel Whatman n2 1, ne 2 y ne 3

a) Disolventes

En cuanto a los disolventes, siguiendo con la pauta

marcada por Harborne y Ribé&reau-Gayon, usamos
En cromatograffa monodimensional

- BAW (4 1 5) fase superior

- Butanol / ClH 2N (1 1)

=~ CLH 1%
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- Acido acético / ClH / Agua (15 3 82)

En cromatograffa bidimensional*

- BAW (4 1 5) o BEW (4 1 2) en la 1 dimensién

- Acido acético 2% o 15% en la 2a dimensién

En la separacibn de heterbSsidos de flavonoles se
pueden utilizar, adem&s de los anteriores, Agqua o Acido acético

al 30%

b) Revelacién de los cromatogramas Rib&reau-Gayon (1958)

Algunos flavonoides, como los antocianos, debido a
su coloracifén a la luz visible se observan directamente sobre
los cromatogramas Pero la mayorfa de compuestos flavonoides
se han de detectar con luz ultravioleta en la cual algunos son

incluso fluorescentes

Por otra parte, debido al caracter &cido que poseen
la mayorfa de los fenoles, al pasar a un medio alcalino modi~-
fican su estructura y coloracién a la luz ultravioleta Esta
propiedad se utiliza como un m&todo sencillo de deteccién que
consiste en exponer el cromatograma a los vapores de una solu-
cidn concentrada de améniaco y observarlo a la luz ultraviole-

ta

No conviene exponer demasiado tiempo los cromatogra-
as a los vapores de NH3 cuando ha de realizarse una elucién
pPosterior, ya que podrian provocarse hidrblisis que falsearfan

los resultados
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En algunos casos para visuallzar los compuestos se
recurre a los reveladores quimicos que dan coloraciones ca-
racteristicas para los diferentes tipos de flavonoides Con
los reveladores los heterbdsidos pueden presentar coloracién

distinta de la de sus aglicones

Asi por ejemplo los derivados del Kaempferol que
poseen alglin residuo glucfidico unido en posicién 3, presen-
tan color pardo a la luz ultravioleta, expuestos a los vapo-
res de NH3 pasan a amarillos y pulverizados con C13A1 al 5%
en etanol o al 3% en metanol y observados a la luz de Wood
(3 660 A°) dan coloracién amarillo-verdosa fluorescente El

aglicdén es amarillo fluorescente sin necesidad de revelador

Para los &cidos cin&micos, se puede utilizar como
revelador, ademis del NH3, una solucidn acuosa al 10% de
Na2CO3 Si se pulverizan con &cido niItrico al 5% (reaccién
de Hoepfner) aparecen de color rosado los &cidos cin&micos

que poseen dos grupos OH

Una vez detectados y separados sobre los cromato-
gramas los diferentes heter&sidos, se procede a su elucién
para obtenerlos puros aisladamente El camino a sequir ya

se indicd al hablar de la purificaci6n de extractos

2 - CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Asi como la cromatograffa en papel permite una
buena separacién de todos los constituyentes fenSlicos de

un extracto, la cromatografia en capa fina hace algunas
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excepciones, por lo que se utiliza como complementaria de

otras té&cnicas

Las placas que corrientemente se utilizan son de
Silice, de Poliamida, de Celulosa, etc dependiendo su elec~-
cidn del tipo de substancias que se desean separar Los di-
solventes en general son los mismos que los utilizados en la

cromatqografia de papel, Ribé&reau Gayon (1968)

Con esta t&cnica obtuvimos muy buenas separaciones
en el caso concreto de los antocianos, con placas de celulo-

sa y BAW (4 1 5)

3 - CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Este tipo de cromatograffa actualmente se utiliza
m&s que en la separacién de heterdsidos, en la purificacién
de extractos

Las columnas de Sefadex, Celulosa, etc s6lo permi-
ten la separacifn de pequefias cantidades de substancia, en
cambio las de Policlar AT (polivinil-pirrolidon insoluble)
Pueden utilizarse para la separacidn de cantidades conside-

rables, Geza Hrazdina (1970)

Hicimos algunas pruebas con columnas de Policlar AT
Y nos daba las mismas bandas de antocianos que las placas de
celulosa o el papel Whatman, pero quedaban demasiado unidas
Y al hacer la dilucifn para separarlas, aparecian interferen-

cias entre unas y otras
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Dejamos de utilizarlas porque a nuestro juicio eran

mejores las placas de celulosa y el papel Whatman

E - IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

1 - IDENTIFICACION DE LAS COMBINACIONES

Para un mismo compuesto fenSlico simple, pueden exis-
tir en el extracto varias combinaciones con diferentes molé&cu-
las y enlaces Una vez se ha aislado y purificado cada una de
las combinaciones, se procede a su identificacién aplicando

para ello mé&todos cromatogri&ficos y espectrofotométricos

a) M8todos cromatogrificos

Comparacidn de Rf - Se llama Rf al cociente entre
la distancia recorrida por la substancia en la cromatograffa
Y la distancia recorrida por el disolvente desde la lfinea de
partida En los valores de los Rf influyen muchos factores
como temperatura, humedad, calidad del papel etc que hacen
muy dificil su reproduccidn, se aconseja cromatografiar si-
multaneamente las substancias problema con productos de re-
ferencia o patrones, en estas condiciones se comparan los Rf
Y la coincidencia de los mismos en varios sistemas de disol-
ventes da una 1dea aproximada del producto de que se trata,

Rib&reau-Gayon (1958)

Los productos patrSn o substancias de referencia que

NO se hallan disponibles en el comercio, se pueden aislar a
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partir de plantas que los contienen

Si no se dispone de determinados patrones, se puede
recurrir a los valores dados por la bibliograffa o a valores re
lativos de Rf por comparacién con los de substancias parecidas,
ya que existe una relacibdn entre los valores de los Rf y la es-
tructura quimica de los compuestos Bate-Smith y Westall (1950)

y Bate-Smith (1964) dan la siguiente funcifn:

R, = log ( - 1)
Rf
Estos autores demuestran una relacién lineal de RM en
funcién del nGmero de OH y de residuos glucidicos para un mismo

tipo de substancias

Harborne (1959) y Ribé&reau-Gayon (1959) al estudiar
el desplazamiento de un cierto nfimero de flavonoides en un disol
vente alcohb6lico (BAW) y en un disolvente acuoso, llegaron a una
serie de conclusiones que juegan un papel muy importante en la
identificacibn de estos compuestos Estas deducciones pueden ex

tenderse a todas las substancias fenSlicas

= 192 Un aumento del nlimero de grupos hidroxilo disminuye el Rf

tanto en un disolvente alcohblico como acuoso

= 22 La metilacién de los hidroxilos aumenta el Rf en los dos ti

pos de disolventes

= 32 La glucosidacién aumenta el Rf en un disolvente acuoso pero

lo disminuye en un disolvente alcoh6lico
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En nuestro caso particular, ademis del mé&todo de com-
paracién de Rf, nos fué de gran utilidad para la identificacidn
de antocianos, la té&cnica de la hidr6lisis &cida parcial o pro-

gresiva desarrpllada por Abe, Hayashi (1956) y Harborne (1959)

Se opera como en el caso de la hidrélisis &cida total,
pero se van tomando muestras a pequefios intervalos de tiempo que
luego se cromatograffan en BAW (4 1 5) o Acido ac&tico/ClH/agua
(5 15) Con esta hidrS8lisis progresiva las moléculas de azficar
del heterSsido se van liberando unas depués de otras y se ven
aparecer,antes del aglic6n, diferentes heterSsidos intermedios
cuyo niimero y naturaleza ayudan en la identificacién del heterd

sido inicial

Esta técnica ha tenido mucha aceptacién y ha sido uti-
lizada por otros autores como O'otani (1961), Sam Asen (1964),

Rib&reau-Gayon (1968), etc

b) Métodos espectrofotom&tricos

Al hacer el espectro de absorcién de cada una de las
Substancias purificadas, hay que tener en cuenta que en la mayo
ria de los casos los disolventes utilizados en la elucidn extra
en del papel cromatogr&fico ciertas impurezas Para eliminar su
efecto se trata una hoja de papel como el cromatograma propia-
hWente dicho, pero sin depositar la substancia problema; se elu-
Ye con los mishos eluyentes y la solucifn que se obtiene se uti
liza como blanco en el espectro, con lo cual desaparece el efec

to de las impurezas
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Los espectros se realizan con disolventes alcohSlicos
etanol y metanol En el caso de los antocianos en que el medio

debe ser ligeramente &cido fu& suficiente afiadir 0,01% de ClH,

Harborne (1967)

Se comparan los espectros de las substancias problema
con los de las substancias de referencia obtenidos bajo las mig
mas condiciones y cuando surgen complicaciones en la identifica
¢idén, se recurre a agentes quimicos que modifican los espectros
dando desplazamientos que permiten localizar determinadas fun-
ciones y tener una idea sobre la estructura de la substancia, Ma

bry (1970)

Como agentes quimicos utilizamos, siguiendo los traba-

jos de Mabry

=~ Clorxuro de aluminio
= Acido clorhfdrico
- Acetato de sodio

- Acido bérico

Supongamos por ejmplo, un flavonol cuya estructura es
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Este flavonol tiene una estructura mesSmera que se puede escri-

bir de las tres formas siguientes

+ A
OH OH
0~ o
a b
0
R
7l
0~ c

Estos compuestos absorben en las dos regiones del es-
pPectro ultravioleta, por una parte entre 352 y 385nm (Banda I)

Y por otra entre 240 y 275 nm (Banda II)

La Banda I corresponde a la estructura b, en la que
Se conjuga el nficleo B y el grupo CO del heterociclo central Y
la Banda II corresponde a la estructura a en la cual la conjuga
¢i6n se da con el nficleo A, Jurd (1962)

Si el compuesto posee un OH libre en posicibén 3 o 5,
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es capaz de dar un complejo con el grupo CO en presencia de
aluminio bajo forma de Cl3Al La formacién de tal complejo
lleva consigo un desplazamiento batocrémico (hacia las gran-
des longitudes de onda) del espectro Los hidroxilos en 3 y
5 no intervienen de forma idéntica sino que en la posicién 3
el complejo es mids estable y el desplazamiento m&s importan-

te Mabry (1970)

Si la substancia posee un grupo orto-dihidroxilo,
ser§ capaz de formar un complejo de quelacifn con el &cido
b8rico, dando lugar a un desplazamiento batocrémico del es-

pectro

Con el acetato de sodio, la alcalinidad del medio
es menor y solamente las funciones fenol con caracter &cido
fuerte son ionizadas, en particular lo ser§ el OH en posi-
cién 7 Se obtiene entonces un desplazamiento batocrénico de

la banda II Cuando en esta posici6n hay un enlace heterosf-

dico, no aparece el desplazamiento batocrénico

Resumiendo, con el estudio de los espectros de
absorcibén de los heter8sidos se llega a las siguientes con-

clusiones, Rib&reau-Gayon (1968),

12 - La hidroxilacifn de la molé&cula produce un des-
Plazamiento batocrdnico de la banda I y un desplazamiento hip-

8ocrSmico (hacia las cortas longitudes de onda) de la banda II
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22 - La metilacién y la glucosidacién de los gruypos
OH tienen un espectro parecido, producen desplazamiento hipso-
crémico de la banda I, y la banda II queda generalmente menos
afectada El desplazamiento de la banda I varfa segin la posi-

cidén del grupo OH unido al glficido

32 - La naturaleza de la molécula glucfdica (galac-
tosa, arabinosa, rutinosa) no afecta a los espectros, salvo
en el caso de la ramnosa Asi por ejemplo los flavonoles con
ramnosa en posicién 3 tienen un m&ximo de absorcibén (banda I)
desplazado alrededor de 10 nm hacia las longitudes de onda

corta respecto a los flavonoles con 3-glucosa

La espectroscopia del infrarrojo no ha alcanzado el
desarrollo de la espectroscopfa del visible y del ultravioleta
en el estudio de los flavonoides, ya que el tener que trabajar
con productos puros cristalizados, es un inconveniente para
este tipo de sustancias que han sido aisladas por cromatogra-
fia en papel Sin embargo, algunos autores como Hayashi, Saité
Y Osawa (1972) lo utilizaron con &xito para el estudio de anto-

clanos

2 ~ IDENTIFICACION DE LOS PRODUCTOS RESULTANTES EN LA HIDROLISIS

a) Aglicones

Antes de proceder a la identificacién de los productos

resultantes en las hidrblisis &cida y alcalina, hay que cercio-
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rarse de que los heterfsidos se han hidrolizado completamente,
teniendo en cuenta que el tiempo necesario para ello varfa se-

gin el tipo de heterSsidos, Harborne (1965)

Los aglicones obtenidos se identifican por cromatogra-
ffa y por espectroscopia del ultravioleta y visible Se opera
como en el caso de la identificacién de heterfsidos, comparando
los Rf y los valores de los espectros de las substancias proble-

ma a los de substancias patrén, Rib&reau-Garyon (1968)

b) Fraccibén glucfdica

La fraccién glucfdica restante se identifica también

por cromatograflia, previa eliminacién de la acidez del medio

Para ello utilizamos el m&todo propuesto por Harborne
Yy Sherrat (1957); se trata la solucifn acuosa obtenida en la
hidr6lisis &cida con el reactivo din-octilmetilamina al 10% en
cloroformo y se agita, se separa la fase superior y se repite
la misma operacién tres veces Con el ClH del medio se forma
el clorhidrato de la di-n-octilmetilamina que es soluble en
cloroformo quedando los azficares en la fraccién acuosa superior
Se concentra esta fraccifn hasta sequedad y se vuelve a disol-
vVer con unas gotas de agua y queda asi a punto para la croma-

tograffa

Obtuvimos buenos resultados con cromatograffa ascen-
dente en papel Whatman ne 1 y con placas de celulosa y como

disolventes
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- Acetato etilo / Piridina / Aqua (2 1 2), Randerath (1969)

Piridina / Acetato de etilo / Ac Acético / Agua (5 51 3),

Wolfrom, Plantin (1965)

BAW (3 1 3), Wolfrom (1965)

BAW (4 1 5), Kawase (1970)

Los azficares al ser incolores requieren la accién
de ciertos reveladores para ponerse de manifiesto sobre los
cromatogramas y poder comparar sus Rf El ftalato de anilina

es el que nos di6 mejores resoluciones

Conviene recordar que en la purificacién de los dife-
rentes heter8sidos, antes de su hidrSlisis, si el tiempo de
elucidn se alarga excesivamente, el papel cromatogrdfico puede
ser atacado por los &cidos dando arabinosa que pasa a la frac-
¢idn acuosa y puede inducir a error en el momento de la identi-

ficacién de los azficares problema
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F ANALISIS CUANTITATIVO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

La t&cnica de la cromatograffa en papel permite obtener
una estimacifén semi-cuantitativa de los compuestos fen8licos Se
deposita sobre el papel una cantidad determinada de sustancia
problema, del orden de microlitros y se cromatograffa con un di-
solvente adecuado, las diferentes manchas se eluyen separadamente
y se dosifican por colorimetria en luz visible o ultravioleta
La concentracifén se halla por comparacién con curvas patrén obte-
nidas con sustancias de referencia tratadas en las mismas condi-

ciones, Saitd, Ishizuka, Osawa (1970)

En el caso de cromatograffa en capa fina la concentra-
cidn de las sustancias presentes en el cromatograma, se puede
determinar mediante un densitSmetro Para ello se ilumina la pla-
ca ¢on luz de Wood a una longitud de onda pr&xima al m&ximo de
absorcidn de las sustancias a dosificar Con el densitbmetro se
mide la densidad 6ptica de la luz reflejada por la placa y auto-
maticamente se obtienen las curvas que expresan la variacién de

absorciSn luminosa a nivel de las manchas, Hacquin-Dubreil (1972)

Por el método espectrofotométrico se puede hallar también
la concentracifn de una sustancia, con la condicién de que se en-
Cuentre en estado puro, Ribereau-Gayon (1968) Como en los casos
anteriores se requiere un producto de referencia para poder deter-

minar el coeficiente de absorcién molecular &

éi E E = densidad 6ptica
= c1 C = concentracién molecular gr/1
1 = longitud cé&lula en cm
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Este m&todo solo permite obtener resultados semi-
cuantitativos ya gque igual gue en los dos anteriores, se dan
pérdidas de material en los procesos de extraccién, cromatogra-

fia y elucidén

En nuestro trabajo, mds que la cantidad de cada
compuesto, nos interesaba el contenido global de pigmentos del
extracto, para el estudio comparativo con otras variedades de
Dianthus; por ello recurrimos a las té&cnicas de Aubert y Poux
(1969) que permiten dosificar los antocianos y flavonoles di-
rectamente del extracto, con la ventaja sobre los anteriores

de una facil manipulacién

Con este método se determina semicuantitativamente
el contenido en materias colorantes de un extracto, bas&ndose

en té&cnicas espectrofotomé&tricas

Se trazan los espectros de absorcién de los extrac-
tos obtenidos por maceracién en disolventes adecuados, y se
miden las densidades 8pticas a las longitudes de onda corres-
pondientes a los mdximos de absorcién de antocianos y flavono-

les, respectivamente

Los disolventes ensayados en este trabajo, y las lon-

gitudes de onda de los maximos de absorcién fueron

Disolventes Antocianos Flavonoles
metanol 2% ClH 510 nm 316 nm

etanol 2% ClH 516 nm 318 nm
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Los resultados se expresan en "Unidades de Densidad
optica" (U D O ), unidad convencional de cdlculo que expresa
una cantidad de color y que se determina segfin la f&rmula si-

guiente

I
UDO = log O (X determinada) x A x B
I

dilucidn del extracto

>
il

volumen del extracto considerado

o
L}

Graclas a este m&todo se selecciond el disolvente
mds apto para la extraccidn total de los pigmentos y se deter-
minaron las pautas a seguir en cuanto a dias de maceracién y

dilucién adecuada de los extractos

Una vez halladas dichas condiciones, se introdujo
una variante en el mé&todo, en lugar de trazar el espectro de
absorcidn completo de cada extracto con el espectrofotémetro
"Perkin Elmer 402" se recurrid al espectrofotémetro "Coleman"
Junior II, de espectro discontinuo determinando exclusivamente

las densidades 6pticas a la longitud de onda correspondiente
al m&ximo de absorcién de los antocianos en el disolvente m&s

eficaz, elegido bajo los criterios anteriores

Esta variante permitifia obtener los resultados con

gran rapidez
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G - ANALISIS ESLECTROFORETICO DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

Como vimos en el Capftulo I, los antocianos pueden
unirse a los flavonoles dando lugar a complejos llamados "co-
pigmentos" cuya coloracibén y propiedades difieren de las de

los antocianos que los forman

Gracias a estos efectos de copigmentacifn se ha po-
dido explicar, en algunos casos, la existencia de flores azu-
les, y en otros la gran variedad de colores que presentan cier-

tas especies, Asen, Stewart y Norris (1971, 72, 73)

Para el estudio de estos complejos se puede utilizar
la técnica de la electroforesis, que permite la separactsn de
los pigmentos que constituyen el co-pigmento bas&ndose en su

diferente movilidad electroforé&tica

Trabajando en condiciones adecuadas de sustrato, pH
de la solucién tampbén y voltaje, los antocianos, debido a su
estructura de catién oxonio, pueden ser arrastrados hacia el
cdtodo, Osawa y Saitd (1971), mientras los flavonoles, carentes

de carga libre, quedan inmSviles en la lfnea de partida

En el primer ensayo que se hizo, utilizamos como sus-
trato gel de almidén, tamp6én acetato pH = 3,8 (&cido acético /

80l acetato s6dico hidratado / agqua ) y 100 voltios

Extractos preparados con metanol 0,1% ClH y metanol
1% c1H respectivamente, fueron depositados sobre pequefios yecor-
tes (5 x 7 mm) de papel Whatman, e introducidos despu&s en esci-

Siones del gel en la linea de partida Se empaparon también va-
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rios papelitos en azul de metileno, que se desplaza hacia el
polo (%), para cerciorarnos de que se daba buen corrimiento

bajo las condiciones empleadas

Pudimos comprobar que el tampén utilizado daba corri-
niento demasiado lento y que los antocianos, si bien se despla-
zaban hacia el polo (-) como era de esperar, apenas se movian
de la 1inea de partida, dando una zona difuminada sin bandas

definidas, el voltaje era demasiado pequefio

Ensayamos entonces con electroforesis de alto voltaje,
empleando como sustrato tiras de 5 cm de papel Whatman no 1, don-
de se depositaron los dos tipos de extractos en forma de peque-
flas manchas, tamp6n f6rmico-acético (&cido f6rmico / &cido acé-

tico / agua ) pH = 2 y a 5 000 voltios

Los antocianos se separaron en bandas bien delimitadas,
pero debido al elevado voltaje, se desplazaron adem8s hacia el

polo (-) los flavonoles y &cidos cindmicos del extracto

En vista de ello decidimos utilizar voltajes mds bajos,
como sustrato papel Whatman ya que daba mejor resolucibdn que el
gel de almidén, y como tampSn f&rmico-acético pH = 2 de corraimien

to mds r&pido que el anterior

Después de varios tanteos se empleS§ definitivamente

un voltaje de 400 voltios

Extractos preparados con metanol s6lo y metanol~ClH

fueron depositados sobre tiras de 16x5cm de papel Whatman neg 3,
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y al cabo de una hora y treinta minutos aproximadamente, de
corrimiento con tamp6n f&rmico-acético pH = 2, los antocianos
se hablan desplazado hacia el polo (-) en una o varias bandas,
seglin el extracto de procedencia, mientras los flavonoles y
dem&s componentes del extracto quedaban retenidos en la linea

de partida

Una vez conseguida la separacién, se eluyen las dife-
rentes bandas de antocianos y se estudia su comportamiento cro-
matogr&fico en diferentes sistemas de disolventes §S1i se obtig-
nen los mismos resultados que antes de realizar la separacidn
electroforética, se puede concluir que los antocianos no vienen
afectados por la presencia de flavonoles, y por tanto que no

se dan efectos de co-pigmentacidn entre ellos
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II 3 METODOS DE ESTUDIO DE LA SUPERFICIE DE LOS PETALOS DE

DIANTHUS

El estudio de la micromorfologfa de los pé&talos de
Dianthus se realiz8 para determinar su influencia en la mani-

festacidn del brillo y tonalidad de las flores

Para ello se recurrid a las té&cnicas de microscopia

ordinaria y microscopia electrénica

A - MICROSCOPIA ORDINARIA

a) Iluminacifén normal

Para la observacidn al microscopio &Sptico ordinario
se cortaron porciones longitudinales (en el sentido del nervio

principal) de los pétalos y se trataron de la forma siguiente

Se fijaron con osmio, carnoy sin cloroformo o con
FAA (formol/ &cido ac&tico glacial / alcohol etflico 50%, 5 5-90)
La deshidratacién se llevd a cabo con serie alcoho-
lica o alcohol n-butflico, seguida de inclusién en parafina Se
realizaron cortes transversales (perpendiculares al nervio prin-

cipal) de 10 a 15 M con microtomo "Reichert”

Para la tincién se utiliz6 azul de toluidina y hema-

toxilina de Delafield

Finalmente se observaron con microscopio Sptico "Ni-

kon" con iluminacidn normal
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b) Iluminacifn episcépica

En la observacién con iluminacién episcépica se uti-
lizaron fragmentos de pé&talo cortados en forma de disco y depo-
sitados sin ningfin tratamiento sobre portaobjetos Se usaron

filtros de color verde y azul

El microscopio era un "Nikon-SMF" con dispositivo,

para iluminacién episcépica

B - MICROSCOPIA ELECTRONICA

Uno de los principales inconvenientes del estudio del
material biolb6gico a resolucién elevada con microscopio electré-
nico scanning, est8 en que las observaciones deben realizarse,

en general, con el material en estado de elevada deshidratacién

El agua es un importante componente estguctural de la
mayor parte del material bioldSgico, por tanto deben realizarse
cuidadosos pasos para asegurar su extracciédn sin producir alte-

racidn en el material

~

Para poder interpretar correctamente cualquier imagen
obtenida con el microscopio electrSnico scanning, es necesario
Preservar adecuadamente la superficie de la muestra y dejarla

libre de impurezas

Determinados vegetales pueden ser examinados con s&lo
tratamiento con aire seco seguido del uso de desecantes guimicos
Sin embargo, en la mayorla de los casos se requieren mé&todos més

Complejos
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P Echlin (1971) en su publicacién "Preparation of
labile material for examination in the scanning electron micros-

cope” Rizo una exposicién detallada de las té&cnicas m&s usuales

Bas&ndonos en ellas iniciamos la preparacién y obser-

vacién de nuestro material con el microscopilo electrénico scanning

Fragmentos de pé&talo en forma de disco fueron inicial-
mente desecados al aire, dando al examinarlos resultados negati-

VOos por aparecer muy arrugados

M3&s adelante, al disponer de sistema de desecacibn ba-
jo punto critico, los resultados empezaron a revelarse satisfac-

torios
La técnica definitivamente utilizada, fue la siguiente

Se fijaron los discos con Carnoy, osmio o xilol, se
deshidrataron por serie alcohSlica y a continuacibn se deseca-
ron con didéxido de carbono bajo punto critico (critical point

drying)

En algunos casos se hizieron inclusiones en parafina

Y se observaron cortes transversales desparafinados

El recubrimiento de los discos se realizd con una
Capa de 200 AQ de espesor de oro-paladio, Locci y Petrolini
(1370), Grand (1972) y Malberg (1973) Otros autores como Dran-

zek (1972) prefieren utilizar unicamente oro

Para la observacién se utilizé el microscopio elec-
trénico scanning Cambridge-Stereoscan S-4 del Servicio de Micros-

Copia Electrdnica de la Universidad de Barcelona
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CAPITULO III

==z=z=z=scs=cas=====
Resultados y Discusifn

Andlisis cualitativo de los pigmentos
An&lisis cuantitativo de los pigmentos
Estudio micromorfolSgico de la superficie
de los pétalos

Conclusiones generales
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III - RESULTADOS ¥ DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo se exponen

por apartados, junto con la discusidn correspondiente

En cada apartado se dan en primer lugar y de manera
mas exhaustiva los resultados correspondientes a la variedad
"CARMEN" que fue la mis estudiada, acompafiados en cada caso de
los comentarios y conclusiones relativas a las demias varieda-

des tambié&n utilizadas

ITI 1 - ANALISIS CUALITATIVO DE LOS PIGMENTOS

El andlisis cualitativo de los pigmentos se inicié
con la extraccidn de los mismos a partir del material vegetal
fresco, por maceracién en metanol-ClH o metanol solo, seg(n

los casos

Una vez extraidos se procedié a su purificacitn e

identificacién mediante los m&todos adecuados

A - IDENTIFICACION DE AGLICONES

Antes de intentar identificar cada heter6sido como
tal, es recomendable realizar la hidr6lisis &cida total del
extracto y separar los diferentes tipos de aglicones con di-
Solventes adecuados Con ello se obtiene una primera refe-

Tencia sobre los pigmentos problema presentes en el extracto
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Sigulendo este criterio y partiendo de p&talos de la
variedad "Carmen” macerados en metanol 0,1% ClH, se realizé

la hidr6lisis &cida total del extracto

La fraccifn de alcohol isoamilico, que contiene las
antocianidinas, se cromatografié junto con productos patrdn
(proporcionados por la casa Fluka) en diferentes sistemas de
disolventes Lo mismo se hizo con la fraccién etérea después
de concentrarla y redisolver con etanol las posibles flavonas

y flavonoles presentes en el extracto

La fraccibén acuosa como es l6gico, no puede utili-
zarse en este caso, ya que los azficares presentes en ella son
la mezcla de los procedentes de todos los heterSsidos del ex-

tracto

Los resultados obtenidos fueron los sigquientes

1l - ANTOCIANIDINAS

Con el estudio de los diferentes cromatogramas rea-
lizados con las antocianidinas problema y los productos patrén
vimos que nuestro extracto contenfa un s6lo tipo de antociani-

dina, de color rojo-anaranjado

Los Rf de dicha antocianidina coincidian perfecta-
ente con los de la Pelargonidina patrdn tanto en las cromato-
graffas monodimensionales en papel Whatman con los disolventes
Forestal, BAW y Férmico, como en las bidimensionales en placa

de celulosa con F8rmico/Amflico Tabla IIT T
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La observacifn de dichos cromatogramas a la luz visi-
ble y ultravioleta, antes y despué&s de pulverizarlos con vapo-
res de amonfaco y cloruro de aluminio, mostr§ ademis la igual-

dad de coloracién del producto problema y el patrén Tabla III 2

Dicho resultado se pudo corroborar una vez mis con
los datos obtenidos en el an&lisis espectrofotométrico En los
dos disolventes utilizados, metanol 0,01% ClH y etanol 0,01% ClH,
las longitudes de onda correspondientes a los miximos de absor-
cién del problema coincidian con los de la Pelargonidina

Tabla IXII 3 Gr&fica III 1

Por lo tanto podiamos conclulr que los antocianos que
contienen los pé&talos de la variedad "Carmen" son Ginica y exclu-

sivamente heterfsidos de la Pelargonidina
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2 - FLAVONOLES

En la identificacifn de los aglicones que contiene
la fraccidn etanSlica, procedente de la hidr6lisis &cida del
extracto, el primer problema que se plante§ fu€ si se trataba

de aglicones de flavonoles o de flavonas

Sabfamos por la bibliograffa consultada que general-
mente son los flavonoles los que acompafian a los antocianos

en los p&talos de la flores

Los aglicones de las flavonas en los cromatogramas
se ven de color marrSn oscuro con luz ultravioleta, virando a
amarillo con vapores de amoniaco En cambio los aglicones de
los flavonoles aparecen de color amarillo brillante a la luz
ultravioleta virando a amarillo muy fuerte con vapores de

amonfaco

Igual que en el caso anterior de las antocianidinas,
los cromatogramas mostraban un solo tipo de aglic6n, de color
amarillo brillante a la luz ultravioleta; se trataba eviden-

temente de un flavonol

Bas&ndonos en estas observaciones, s6lo utilizamos
Para las comparaciones patrones de tipo flavonol, ya que como
habfamos supuesto nuestro extracto contenfa Ginicamente flavo-

Noles

Los Rf obtenidos con los disolventes
- Forestal
- BAW

- Ac acético 15%
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tanto en papel Whatman, como placas de celulosa, como en las
también ensayadas tiras de celulosa "poligram", ponfian de ma-
nifiesto la coincidencia en todos los cromatogramas, mono y
pidimensionales, del aglicSn problema con el flavonol kaempfe-

rol Tabla III 4

La misma coincidencia se observaba en la coloracién
a la luz visible y ultravioleta, antes y despu&s de pulverizar

los cromatogramas con amoniaco y cloruro de aluminio TablaIlI 5

Con el an&lisis espectrofotométrico se lleg6 al mismo
resultado; los m&ximos de absorcién del aglicén problema disuel-
to en metanol o etanol, aparecian a las mismas longitudes de

onda que los correspondientes al flavonol Kaempferol Tabla III 6,

Gr&fica III 2

Llegamos pues a la conclusifn de que los flavonoles
que contienen los p&talos de la variedad "Carmen" son finica

Y exclusivamente derivados del Kaempferol

Los resultados hasta aquf obtenidos son tan claros

Y evidentes que practicamente no admiten discusibn

La perfecta coincidencia de los productos problema
con los patrones utilizados, se pone de manifiesto en cada
uno de los pasos seguidos durante el desarrollo del método,
con lo cual las conclusiones a las que se ha llegado son a

Nuestro juicio completamente vilidas y aceptables
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Idéntica metodologfa fué aplicada en el estudio de

las dem&s variedades

- "Rojo 2001"

- "Sitges" (rojo)

- "Scania"™ (rojo)

- F, o primera generacién filial de la variedad "Carmen"”
obtentda por autofecundacién, gque segregé dando cla-

veles rosas y rojos

El andlisis cromatogra&fico y espectrofotométrico,con
los disolventes antes citados, de las dos fracciones -isoamflica
Yy etanblica~ procedentes de la hidr8lisis &cida total, dié para

todas ellas el mismo resultado, Tabla III 7

- Pelargonidina como Gnica antocianidina

- Kaempferol como finico flavonol

Resumiendo los datos obtenidos en este primer aparta-
do, pudimos concluir que los pigmentos flavonoides que colorean
los p&talos de las cuatro variedades estudiadas son unicamente

derivados de la Pelargonidina y el Kaempferol
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B - IDENTIFICACION DE HETEROSIDOS

Sabiendo de antenano, por los resultados obtenidos en
el apartado anterior, el tipo de pigmentos presentes en los ex-
tractos, se pas6 a abordar el problema de la identificacifén de

los diferentes heter&sidos de manera concreta y directa

1 - ANTOCIANOS

Se partif§ en primer lugar de extracto de la variedad
"Carmen" recien preparado macerando sus pé&talos en metanol 0,1%

ClH y se cromatografié en papel Whatman nQ 1 con

BAW (4:1 5)

Bu ClH (1 1)

ClH 1%

Acido acético/ ClH/ agua (15 3 82)

En dichos cromatogramas se apreciaban a simple vaista

dos manchas o bandas rojo-anaranjadas de antocianos

Tratando los cromatogramas con vapores de amonfaco, las
dos bandas de antocianos tomaban color azul, con luz ultravioleta
8¢ vefan ademis otras manchas superpuestas correspondientes a fla

Vonoles y &cidos cin&micos

Por las conclusiones anteriormente obtenidas sabiamos
que los antocianos debfan tratarse de dos heterSsidos de la pelar

gonidina

Los antocianos que poseen alguna molécula glucidica uni
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da en posicién 5 son fluorescentes Las dos bandas de antocia-
nos problema no eran fluorescentes, por tanto podfa descartar-

se la posibilidad de que tuvieran alglin azficar en posicién 5

Por otra parte, pudo comprobarse por métodos cromato
gréficos con sustancias patréSn (de la casa Fluka), que tampoco
se trataba de pelargonidina 3,5~digluc6sido, considerado por al-
gunos autores, Ootani y Miura (1961), Vega (1971), como uno de
los principales pigmentos responsables de la coloracién roja en

el género Dianthus

En cuanto a la unién de azficares unicamente en posicién
7 no es frecuente, segfin la bibliograffa consultada, en el tipo
de material utilizado Los Rf de los 3,7-diglucésidos no coinci-

den con el problema en ningfin disolvente cromatogr&fico

Quedaba la posibilidad de que fueran heter6sidos cuyos

azicares estuvieran unidos en posicién 3

Partiendo de los Rf de los antocianos problema en los
diferentes disolventes, se hizo un estudio comparativo con los da

tos bibliograficos, Harborne (1967) Tablas III 8 y III 9

Los monoglucSsidos dan Rf mds altos en los disolventes
N0 acuosos que en los acuosos, mientras que los diglucSsidos y

los triglucésidos al contrario

En nuestro extracto, una de las bandas parecfa céinci-
dir por su comportamiento con un monogluc8sido, mientras que la

Otra con un di o triglucésido



TABLA III 8

valores RF (x 100) de Antoclanos

PELARGONIDINA BAW (4 1 5) Bu ClH (1:1)
3-glucosa 44 38
3-galactosa 39 37
3-ramnosa 71 64
3-rutinosa 37 30
3-gentiobiosa 30 26
3-sambubiosa 37 34
3-soforosa 36 30
3-gentiotriosa 25 10
3~ (28 glucosilrutinosa 33 15
A 12 Banda 44 38
A 22 Banda 34 26

Cromatograffa descendente

Papel Whatman ne 1 (Harborne 1967)

A = Antocianos problema
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valores Rf (x 100)

TABLA III 9

de Antocianos

ClH Acético/ClH/Agua
PELARGONIDINA 1% (15 3 82)
3-glucosa 14 35
3-galactosa 13 33
3-ramnosa 22 53
3-rutinosa 22 44
3-gentiobiosa 21 47
3-sambubiosa 31 60
3-soforosa 38 65
3-gentiotriosa 35 52
3- (28 glucosilrutinosa) 63 73
A 12 panda 21 47
2 22 Banda 14 37

Cromatograffa descendente

Papel Whatman ne 1 (Harborne 1967)

A = Antocianos problema

~149-
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segGn los Rf los monogluc6sidos més probables eran

pelargonidina 3-glucosa
pelargonidina 3-galactosa

pelargonidina 3-ramnosa
Esta Gltima podia descartarse por su Rf demasiado elevado

En cuanto al posible digluc6sido, las mayores coinci-

dencias de Rf se daban con

pelargonidina 3-rutinosa (ramnosa-glucosa)

pelargonidina 3~gentiobiosa (glucosa (3,1-»6 glucosa)

La pelargonidina 3-soforosa (glucosa (3,12 glucosa)
que daba cierta coincidencia de Rf en alguno de los disolventes,
pudo también eliminarse al comparar el problema con extracto de

Papaver rhoeas que la contiene

Los Rf de la pelargonidina 3-sambubiosa (xilosa (3,1-

2 glucosa) eran demasiado diferentes a los del problema

Algo parecido ocurrfa con los triglucSsidos pelargoni-

na 3-gentiotriosa y pelargonidina 3-(2G-glucosil-rutinosa)

Por lo tanto el circulo de posibilidades quedaba bas-

tante reducido

De todos los disolventes utilizados, el BAW (4 1 5) es

el que 416 mejor resolucifn de las bandas de antocianos

Pruebas llevadas a cabo con los mismos disolventes so-
bre placas de celulosa, permitieron confirmar una vez m&s la su-

Perioridad del BAW (4 1 5) sobre los disolventes empleados
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El conjunto placa de celulosa-disolvente BAW, se reve
16 como material especialmente idéneo para el estudio de nues-
tras substancias, ya que presentaba sobre el papel la ventaja
de una mejor resolucién de las bandas de antocianos que apare-
cfan claramente separadas y delimitadas, sobre todo la m&s cer-

cana a la linea de partida que mostraba mayor concentracién

Existe muy poca bibliograffa con tablas de Rf concre-
tamente de estas substancilas sobre placas de celulosa y con el
disolvente empleado En los trabajos de Nybom (1964) y Barrit
(1975) sobre identificacién de pigmentos con placas de celulosa,
se citan valores de Rf de antocianidinas y algunos de sus hete-
r6sidos pero para distintos disolventes a los utilizados en es-

te estudio

Comparando los datos obtenidos sobre papel Whatman

con los dados por las placas de celulosa tenemos

Rf (x 100) de los antocianos problema

BAW (4 1 5)
Pigmentos Papel Whatman Placa de celulosa
Antocianos 12%Banda 44 44
Antocianos 22Banda 34 25

e

Como puede verse, el Rf de la 12Banda de antocianos o
banda mgg desplazada, correspondiente al monoglucSsido, es el

Mismo en placa que en papel, mientras que el de la 22panda de
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antocianos, digluc6sido, difiere considerablemente

Gracias a las cromatoplacas comprobamos facilmente
que los datos obtenidos solo eran vdlidos para extractos en me-

tanol 0,1% ClH recién preparados

Si se cromatografiaba el mismo extracto en dfas suce-
sivos, bajo las mismas condiciones (placa de celulosa-BAW), apa
recian entonces tres bandas de antocianos, es decir, se manifes
taba una nueva banda de Rf superior y de intensidad débil a 1la

que se llamd 12 Banda

Con el paso del tiempo dicha banda iba aumentando pro-
gresivamente de concentracién en detrimento de la de Rf m&s bajo
o 32 Banda; algo parecido ocurria con la banda intermedia o ZQBag
da, que m&s lentamente aumentaba tambi&n de intensidad mientras

la inferior disminuia

Este orden de concentraciones se iba manteniendo hasta
que pasado un cierto tiempo, unos meses y m&s rapidamente si se
habia guardado fuera del refrigerador, la banda de Rf m&s alto em
Pezaba a disminuir su concentracién hasta llegar a desaparecer,

2 su vez, la banda menos desplazada acababa tambi&n por desapare-

Cer

En cambio la banda intermedia presentaba cada vez mayor
Concentracifn y aparecfa finalmente como finica banda de antocilanos

del extracto Esquema IITI 1




ESQUEMA III 1

Placa celulosa BAW(4 15)

A 1°B o @ O O
e 0 0
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——> A Tiempo

+

Extracto Metanol 01% CIH

A = Antocianos

@® Muy concentrada
© Concentrada

O Difuminada

vy Trazas

-
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81 los extractos en vez de prepararlos en metanol 0,1%
clH se maceraban con mayor dosis de ClH, metanol 1%ClH por ejem
plo, se producian las mismas alteraciones que en el caso ante-
rior pero mucho mis acentuadas y con la particularidad de que
las tres bandas de antocianos se manifestaban desde el primer

momento en los cromatogramas Esquema III 2

Estas alteraciones provocadas, segfin parecfia, por la
accién del ClH nos llevaron a realizar pruebas con extractos pre

parados exclusivamente con metanol, sin ClH

Los extractos recien preparadas dieron las dos bandas
caracteristicas de antocianos, la inferior muy concentrada y la

mis desplazada muy difuminada

Con el paso del tiempo las concentraciones de ambas ban
das se fueron invirtiendo para acabar desapareciendo la inicial-
mente mis destacada y aumentar considerablemente la concentracién

de la de mayor Rf Esquema III 3

Fu€ curioso asimismo constatar, que cuando a dicho ex-
tracto se le aftadian unas gotas de ClH aparecia inmediatamente la
Nueva banda de antocianos de Rf superior como en el caso de los
extractos preparados con metanol-ClH y a partir de entonces dicho
éxtracto se comportaba de la misma manera que los extractos aci-~

dificados Esquema III 3

Los mismos resultados se obtenian utilizando etanol en
Vez de metanol y acidificando con &cido acético en lugar de ClH,
dunque en este caso las alteraciones eran menos pronunciadas

Esquema III 4




ESQUEMA Il 2

Placa celulosa BAW (4 15)

A1B I /] o ® Q O
A 2B > 0 O O o e O
A 3B o o @) 'S,

¢ 1 + ———t t +

—> A Tiempo

Extracto Metanol 1% CIH

Ar'B
A 2B
A 3B

Antocianos 1* Banda
Antocianos 2* Banda

Antocianos 3* Banda
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ESQUEMA I 3

Placa celulosa BAW({4 1 5)

(3 AMB

A 2B C O ® ® O AZ8

A 3B ® O @ o A 3B
M A M M Metanole«CIH

> A Tiempo

Extractos Metanol = M
Metanol+CIH
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ESQUEMA III 4

Placa celulosa BAW (4 1 5)

@ O Al1*B
O O O A 2°8B
A 38
i R it Iv
Extractos
l = Metanol
II = Etanol
111 = Metanol+CIH

IV Metano!l «Ac acetico
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Quedaba claro que la 12 Banda de antocianos, o sea la
de Rf superior, no existfa como tal en el extracto, sino que su
aparici6én venia condicionada por la presencia de ClH u otro &ci

do en cantidad considerable, en el extracto

En cambio el aumento progresivo, con el paso del tiem
po, de la concentracibn de la 22 B y la disminucién de la 32 B ’
no dependfa exclusivamente del ClH ya que se daba también en los
extractos neutros, pero sf influfa en cierto modo como lo demues
tra el hecho de gque en los extractos con ClH se dieran estas trans

formaciones con mayor rapidez

Para determinar de donde provenia la 12 B de antocia-
nos y conocer algo mis sobre cada una de ellas, eluimos separada
mente cada banda con metanol /agua/ ClH (90 10 1%) o también con

metanol 2% dcido acético y las cromatografiamos de nuevo en BAW

Obtuvimos los siguientes resultados

= Extracto metanol-ClH, Esquema III 5

a
1= B de elucién (Rf superior) di6 otra vez las tres bandas carac

teristicas

[ )
!

a
B de elucién di18 solamente la banda intermedia

a

3 B de elucién (Rf inferior) dié tambi&n las tres bandas carac-

teristicas
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ESQUEMA Il §

Placa celulosa BAW (415)

A1*B O @) o
A 2°B © O O @
A 3B ® 9 O
[ i 1l Iv
Extractos
1 = Metanol CIH *

f|
Il
v

Elucién 1*B Antocianos
Eluciédn 2*B Antocianos
Elucidn 3*B Antocianos
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- Extracto metanol, Esgquema III 6

No presenta L§ Banda

22 B de elucifn dis otra vez la 22 B fGnicamente

32 B de eluci6n 4dis la 22 B y 32 B caracterfsticas de este

extracto

Ahora bien, si se afiadlan unas gotas de ClH a &sta
32 B de elucidn, aparecila ademds la 12 B que hasta ahora no
se habfia manifestado, mientras que si el ClH se afladfa a la
22 B de elucibn, esta se mantenia sin ninguna alteracién co-

mo el caso anterior Esquema III 6

El hecho de que la 3¥ B sea capaz de dar otra vez,
después de su elucibn, las otras bandas demuestra por una par-
te su gran inestabilidad tanto en medio neutro como &cido, y
por otra que las demds bandas proceden de ella

En cambio la 22 B es m4s estable; no se altera afia-
diendo ClH y su concentracifén va aumentando a expensas de la
2B que va desapareciendo a su favor como lo demuestran las

eluciones de los extractos en metanol

Por su parte la 12 B presentaba un comportamiento
especial Solo se manifestaba en los extractos &cidos y siem-
Pre que se hallaba presente la 32 B Nunca aparecia a partir

de 1a 22 B aunque se acidificara el medio

Parecfa claro que en medio &cido parte de la citada
32 B sufria alguna transformacién, variaba su Rf y se des-

plazaba dando una LE B



ESQUEMA 111 6

Placa celulosa BAW (4 1 5)

O Arg
O O O A 2*B
(2] A 38
[ I 111 v v
Extractos .
I = Metanol
Il = Elucidn 2B Antocianos
11l= Elucion 3B Antocianos
IV= Elucion 2*°BA .gotas CIH
V = Elucion 3*BA + gotas CiH
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De esta manera se explicaba que la 12 B después
de su elucibn, fuera capaz de volver a dar las tres bandas,
ya que parte de ella se mantendria como 12 B, otra parte
podria volver a su estado inicial de 2B + Y otra fraccidn
de la misma se hidrolizarfa para dar la 22 B : propiedad ya

demostrada de la 3E B

Quedaban asi planteadas una serle de hipbStesis so-
bre la procedencia de cada una de las bandas y la causa de

las alteraciones que tenfan lugar

Para confirmarlas, era necesario identificar dichas
bandas y bas&ndose en ello hallar una explicacién l6gica a

su comportamiento

Dada la gran inestabilidad de las sustancias, se
partid para su identificacibdn de extractos recien preparados
en metanol y en metanol 0,1% ClH

La purificacifn se realiz$§ por cromatograffa mono-

Y bidimensional segfin el Esquema II 1 (visto en Cap II)

En la cromatograffa monodimensional, en la que el
extracto se depositaba en forma de banda en la lfnea de par-
tida, se daban interferencias entre los antocianos Yy los de-
mds pigmentos del extracto, por lo cual habfa que recortar
O raspar (seglin se tratara de papel Whatman o placa de celu-
losa) las diferentes bandas, eluirlas y cromatografiarlas

de nuevo con disolventes distintos
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Se prefirié la cromatograffa bidimensional, ya que
con ella quedaban los diferentes pigmentos del extracto bien
separados sobre el cromatograma y con una simple elucidn po-

dfa obtenerse cada uno de ellos

De esta forma, a partir de lotes de unos cincuenta
cromatogramas bidimensionales, aislamos los dos antocianos

que pretendlamos identificar, y les llamamos P2 Y P3 Fig 1

Cromatografiados de nuevo cada uno de ellos libre
de impurezas, la coincidencia de Rf confirmé la suposicién
inicial de que P, se trataba de un monoglucésido, concreta-

mente la pelargonidina 3-glucosa, y P, de un diglucésido,

posiblemente la pelargonidina 3-gentiobiosa Ver Tablas III 8

y III 9 (anteriores)

La hidr6lisis &cida parcial o progresiva permitié

afirmar estos resultados

- P2 dié al principio del proceso unicamente la banda corres-
pondiente al monogluc6sido Depué&s empezaron a aparecer
ademis, trazas del aglicén y una vez finalizada la hidré-
lisis quedaba todo el antociano reducido al aglicén

Esquema III 7

= P, di6 a los pocos minutos del tratamiento trazas de mono-
gluc6sido, que progresivamente fue aumentando en detri-

mento del diglucésido, al mismo tiempo empezd a aparecer



Esquema de cromatografia bidimensional

en papel Whatman n°3

Disolventes BAW (4 15) 12dimensién
Ac Acético 2% 2°dimensidn

Extracto metanol 0,1% CIH

Ovr
D K
OCc¢

Antoctanos

Flavonoles

Ac Cindmicos
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ESQUEMAIIL 7

Placa celulosa BAW (41 5)

' I Il
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5 10 15 25 35
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Hidrolisis acida progresiva de P

3
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monoglucosido Rf=l.l.
aglicon Ry =84
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el aglicdn Al final del proceso,tanto el digluc6sido
como el monoglucSsido se convirtieron en el aglicén

Esquema III 8

Si contrariamente a lo supuesto hasta ahora P3
se hublera tratado de un monoglucdsido en vez de un diglucés-
sido, no habrfa dado en su hidrflisis &cida progresiva la
banda intermedia correspondiente al monoglucSsido, sino que
se hubiera transformado directamente en el aglic8n como en

el caso del monoglucésido P2

Posteriormente, mediante hidr6lisis &cida total
de cada uno de los antocianos purificados, se volvi6 a com-
probar, esta vez por cromatograffia monodimensional en placa
de celulosa con BAW (4 1 5), que el aglicén de ambos heters-

sidos era la pelargonidina

Rf (x 100) de Antocianidinas

Pigmentos BAW (4 1 5)
Pelargonidina 84
Antocianidina 22 Banda 84
Antocianidina 32 Banda 84

—

Cromatograffa monodimensional en placa de celulosa
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ESQUEMAII 8

Placa celulosa BAW (41 5)
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Hidrdlisis dcida progresiva de R

Q

= diglucosido Rg¢= 25
m = monoglucdsido R¢ = 44
a = aglicén R¢ =84
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La fraccifn acuosa resultante de la hidr8lisis &cida
de cada antociano, después de tratada convenientemente como se

indic6 en la metodologfa, fue cromatografiada con azficares pa-
trén

Tanto en papel Whatman ne 1 con BAW (4 1 5), como
en placas de celulosa con Piridina/acetato de etilo/&c acé-
tico/agua (5 5 1 3) y Acetato de etilo/piridina/agua (2 1 2),
se observd mediante el revelador ftalato de anilina, un solo

tipo de azficar problema para ambas bandas de antocianos

La coloracifn y la coincidencia de Rf en los tres
sistemas de disolventes empleados, con los de la glucosa,
permitieron deducir que el azlicar problema se trataba en am-

bos casos de glucosa Tabla III 10

Se trazaron a continuacifn los espectros de absor-
cidn correspondientes a los dos glucSsidos problema ( P2 y P3),
en metanol 0,01% ClH y en etanol 0,01% ClH Se obtuvieron des-
pPlazamientos hipsocrbémicos de unas 12 nm de la Banda I del es-
pPectro con respecto a las longitudes de onda del aglicédn pelar-
gonidina, que son los tipicamente provocados por la unién de

azlicares en posicién 3 Tabla III 11, Gr&fica III 3

Resumiendo los datos obtenidos sobre los dos antocia-

nos tenfamos
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TABLA III 11

An8lisis espectrofotométrico de Antocianos

Disolventes
Pigmentos Metanol 0,01% CIH Etanol 0,01% ClH
Pelargonidina 522 nm 530 nm
P -3-glucosa 510 nm 518 nm
P2 510 nm 518 nmm
P3 510 nm 518 nm

P =-3-glucosa = Pelargonidina 3-glucosa
P2 = Antocianos 22 banda

P3 = Antocianos 3E banda
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Antociano P2

era un derivado de la pelargonidina

- se comportaba como un monogluc8sido en los disolventes croma-
togr&ficos

- su hidr6lisis progresiva ratificaba que se trataba de un mono-
glucésido

- solo poseia glucosa

- la posicidn del azucar debfa ser en 3 por carecer de fluores-
cencia, ser muy estable, e indicarlo asf su espectro de absorcibn

- sus Rf y sus miximos de absorcifn coincidian con los de la pelar-
gonjdina 3-glucosa

Por tanto concluimos que se trataba de la Pelargonidina 3-glucosa

Antociano P3

- era un derivado de la pelargonidina

- se comportaba como diglucSsido en los disolventes cromatogré&ficos

- su hidr6lisis progresiva ratificaba que se trataba de un diglu-
c6sido

- solo poseia glucosa

- la posicibn del azucar debfa ser tambi&n en 3 pues carecia de
fluorescencia, era menos estable debido a que eran dos las molé-
culas de azficar que se unian en esta posicién

=~ sus Rf y m&ximos de absorcifn coincidian con los de la Pelargoni-
dina3-gentiobiosa

Concluimos por tanto gue se trataba de un 3-diglucésido de la pelar-

gonidina, probablemente de Pelargonidina 3-gentiobiosa




Pelargonidina 3-glucosa

OH

CH,OH

OH
OH
Pelargonidina 3-gentiobiosa
CH,OH
OH HO OH OH
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Estos resultados concuerdan con las hip6tesis emiti-

dag anteriormente

Los antocianos que poseen un azficar en posicién 3 son
extraordinariamente estables Esto explica que la llamada 22 Banda
o banda intermedia (Pz) que se ha identificado como Pelargonidina
3-glucosa, se mantuviera tan estable con el paso del tiempo, tan-

to en medio neutro como en medio &cido

En cambio, los diglucfésidos del tipo Pelargonidina
3-diglucosa son inestables, con el paso del tiempo y sobre todo
en medio &cido, se escinde facilmente su labil enlace azficar -
azicar y quedan convertidos en Pelargonidina 3-glucosa, muy

estable

Por ello la llamada 32 Banda (P3), identificada como
Pelargonidina 3-diglucosa, se hidrolizaba con facilidad dando

la 22 Banda o Pelargonidina 3-glucosa

A medida que iban pasando los dias la 32 Banda se iba
transformando en la 22 Banda hasta terminar por desaparecer,
alcanzando &sta Giltima su m&xima concentracién Dicha 22 Banda
éra capaz de mantenerse asi por mucho tiempo, incluso guardando

el extracto fuera del refrigerador y en presencia de luz

En cuanto a la 12 Banda o banda de antocianos de Rf
mis alto, a la que llamamos Pl’ que s6lo aparecfa en los extrac-
tos &cidos, no podfa ser m&s que alglin tipo de combinacién o
transformacién de la 32 Banda, ya que aparecia a partir de ella

f en su descomposicidn volvia a darla otra vez
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En las primeras pruebas que se hicieron al iniciar
este trabajo, se utilizaban extractos bastante &cidos, con lo
cual las tres bandas de antocianos caracteristicas se manifes-

taban desde un principio

Estudiando sus Rf y sus propiedades se pens8, en una
primera suposicibn, que P1 s6lo se diferenciaba de P, por poseer
su azficar esterificado con un &cido cinfmico,lo cual hacfa que
su Rf en BAW (4 1 5) fuera m&s elevado; este enlace de natura-
leza 18bil podfa romperse f&cilmente pasando Pl a P3 Yy posterior-

mente todo a P2

Esta hipStesis no pudo aceptarse pues mediante hidrés-
lisis alcalina, Esquema II 3 Cap II, se comprobd gque no se daba

tal esterificacidén con &cido cindmico

Por otra parte, cuando mds adelante se utilizaron
extractos neutros y debilmente &cidos, se vid que era P3 quien
daba Pl Yy no al contrario como se habfa supuesto en un princi-

pio

Sequifa pues en pie la incognita acerca de la natura-
l
eza de Pl
Al intentar de nuevo resolverla, se plantebf la posi-
bilidad de que se tratara de un fendmeno de copigmentacién en-
tre el antociano y algfin flavonol del extracto, es decir, que
P3 en unas determinadas condiciones del medio, acidez, fuera
Capaz de unirse a un flavonol dando un copigmento Pl' con

Comportamiento especial en los disolventes cromatogr&ficos
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Para comprobarlo se recurrif a la electroforesis
(descrita en Cap II)
Mediante:

- papel Whatman ng 3

- tampén &cido f6rmico/&c acético/agua, pH=2

- voltaje 350-400 voltios
se consiguid immovilizar a los flavonoles (carentes de carga)
en la lInea de partida, mientras que los antocianos (con carga

positiva en medio &cido) se desplazaban hacia el polo negativo

Los extractos preparados con solo metanol y con meta-
nol 0,1% ClH dieron una sola banda de antocianos bastante grue-
sa, mientras que con metanol 1% ClH aparecian varias bandas no

muy bien delimitadas Esquema III 9

Eluidas dichas bandas con metanol/agua/ClH (90 10 1%)
Yy cromatografiadas en placa de celulosa con BAW, volvieron a
aparecer las bandas caracteristicas de cada extracto igual que

sin electroforesis Esquema III 10

De haberse tratado Pl de un copigmento, al destruirse
por la retencién del flavonol, no debia manifestarse dicha banda
en la cromatograffa posterior de las bandas eluidas, el hecho de
que apareciera demostraba gue no se trataba de un copigmento

como se habfa supuesto

Con los mé&todos de estudio a nuestro alcance no se
Pudo encontrar una solucién 18gica que explicara la presencia

Y comportamiento de esta 12 Banda o Pl en los extractos
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ESQUEMA IIT 9

(+)

Electroforesis en papel Whatman n* 3
Voltaje 350 voltios

Tampon Ac fdérmico/Ac acetico/Agua, ph=2

Metanol 01% CIH
Metanol 1%, CiH
Metanol

Extractos I
I
I

A ntoctanos
< Flavonoles
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ESQUEMA 11110

Placa celulosa BAW (14 5)

O O ™8
O @ 28
2 < ¥8

Extractos procedentes de elucidn de pap?l
electroforés:s

—
n

Metanol 0% CIH
Metanol 1% CIH
Metanol

I
m
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Kawase, Tsukamato y Osawa en su trabajo sobre los

stocianos responsables del color en Chrysanthemum morifolium,

iblicado en 1970, se habfan encontrado con un problema similar

1l nuestro

Si partian de extractos preparados simplemente con
:anol, obtenian sobre los cromatogramas una sola banda de
itocianos, mientras que si lo haclfan a partir de metanol 1%

lH aparecian tres bandas

Con el paso del tiempo y sobre todo si el extracto
4
.,
» mantenia a temperatura ambiente, 1d% tres bandas de antocia-
)s acabadan por reducirse a una sola, como ocurria con nues-

08 extractos

Esta banda que nosotros identificamos en Dianthus

mo pelargonidina 3-glucosa, correspondia en Chrysantemum a

t clanidina 3-glucosa

La explicacién que daban los citados autores a esta
tuacidn era que la posicidén 3 del aglicén cianidina era pro-
\blemente ocupada por una sustancia reductora desconocida,
msistente en glucosa como azficar medio y alguna sustancia

t tipo carbonilo

Nosotros concluimos que debia tratarse de una sustan-
4 que era capaz de unirse al antociano P3 en determinadas con-
Ciones de acidez, sustancia cuya naturaleza caia fuera de
lestro campo determinar ya que lo gque se pretendfa en este

‘abajo era identificar los pigmentos que colorean los péta-
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los y no hacer un estudio quimico de lo que seglin nuestro punto

de vista aparecfa posteriormente en los extractos como un arte-
facto

Por ello nuestra mayor atencién se concentrd en los
antocianos responsables como tales de la manifestacién del co-

lor en los pé&talos

Una vez identificados P2 Yy P3 como Pelargonidina
3-glucosa y Pelargonidina 3-diglucosa, respectivamente, se su-
giri6 la posibilidad de gque este Gltimo antociano fuera el fini-
co que en realidad existiera en los p&talos, pero que dada su
gran inestabilidad se escindiera r&pidamente y apareciera des-

de el primer momento en el extracto el monoglucdsido

Esta f&cil hidr8lisis impedfa afirmar con toda segu-
ridad que se tratara, en principio, de un s8lo pigmento En su
favor estaba el hecho de que al iniciarse la extraccidén el di-
gluc6sido aparecfa siempre muy concentrado mientras que el

monoglucSsido s6lo mostraba trazas

La posibilidad de que el monogluc6sido fuera de més
lenta extraccién gquedaba también exclufda ya que el aumento
Progresivo de su concentracibn se daba identicamente en los
extractos guardados con pétalos y los guardados sin ellos,
POr tanto su aumento no se debfa a lenta extraccién sino a

la hidrélisis del diglucSsido
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Todo ello nos permitidé concluir que los pé&talos de
la variedad "Carmen" poseen Pelargonidina 3-diglucfsido como
pigmento antocidnico principal, sin excluir la posibilidad
de que posean adem&s Pelargonidina 3-glucosa en pequefia con-

centracién
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2 - FLAVONOLES

Con el estudio de la fraccién etérea procedente de
hidr8lisis &cida total de extracto de pétalos de la variedad
"carmen", expuesto detalladamente en la primera parte de los
resultados, se habla llegado a la conclusién de que todos

los flavonoles de esta variedad eran heterfsidos del Kaempfe-

rol

El aislamiento y purificacifén de dichos heterfsidos

para su identificacién, se llevS a cabo cromatogr&ficamente

A partir de extractos recien macerados en metanol
0,1% ClH, se ensayaron tres sistemas de disolventes en croma-

tograffa bidimensional

10 dimensién 29 dimensién
BAW(415) Acido acético 2%
BAW (415) Aclido acé&tico 15%
BAW(415) Agua

En todos los cromatogramas se podfan observar, con
luz ultravioleta, siete manchas pardas correspondientes a
heter8sidos del Kaempferol (Ky» Ky» Kys Ky Key Ky K,) ademis
de las manchas de antocianos y &cidos cinfimicos que se hallan

tambi&n presentes en el extracto

Pulverizados con C13A1 y observados despu&s con vapo-

res de NH3 y luz ultravioleta, adquirian estas coloraciones
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K1 amarillo debil pero algo brillante
K2 Yy K4 amarillo-verdoso muy intenso y brillante
K3, KS' K6 amarillo-verdoso menos intenso

K., amarillo muy péalido

7
En la Fig 2 puede observarse la distribucién de

los heter8sidos en el primer sistema de disolventes, asi como

también el diferente tamafio de las manchas en relacién directa

con su concentracién

En sentido decreciente, el orden de concentraciones

era, como se deduce a simple vista, el siguiente
K,> K> K> K> KD R DKy

En la Tabla III 12 se dan los Rf de estos heters-

sidos en los diferentes sitemas de disolventes, vy en la

Tabla III 13 los Rf de los heterb6sidos m&s frecuentes en el

tipo de material utilizado

Se comprobl que estos valores se mantenfan préacti-
camente idénticos tanto en papel Whatman ne 1, como en papel

Whatman no 3

Con el estudio comparativo de dichos Rf se vi& que
los heter&sidos Kl' K2, K4 y K6 coincidian perfectamente en
todos los disolventes utilizados, con los siguientes deriva-

dos del Kaempferol



FIGURA 2
I
__1‘_;
3
¢ ¢
kG Ok
K@ C.‘)K,

Esquema de cromatografia bidimensional

en papel Whatman n°f1

Disolventes BAW (4 1 5) 1* dimension
Ac Acetico 2%  2°dimensién

KK K KK Ky Ky = Heterosidos del Kaempferol

@ Muy concentrada
© Concentrada

O Difuminada

) Trazas

-184-



-185-

Toxajduse)y SOPISQIOISH = hm .mx .mm ~ex .mM .NM .aM

1 su ueujeym toded us ejzexbojzrwox)d

oL v8 €L ve Ly
€y zL 8y 3 v
oL 88 zL oy Sy
0S 7 €S o Yy
2S SL 5SS Y Cy
ve 19 8¢ 12 y
€1 €y 91 oL Ty
enby  §ST OOFIPOV OV  $Z ODTIPOV OV (S T ¥) MY € sojuaubtg

STILNIATOSTIAA

eudTqoad satouoaeTd °©pP (00T X) 3I¥

T IIXY wvwIgdd



-186-

(L96T) @uxoqaey T su ueujeym faded us eIjeabojzewoxd

0L Z8 €L 02 esoonib-, ‘es010308 ~¢
LS 08 Z9 82 esoonibtad - L‘¢
TL L8 zL 0¥ eSouwex-, ‘eSOX0FOS -€
14° SL 1 0p esouweI-/ ‘eSOTOUTHOY —~€
£V zL 8v o€ eSOTI30I0JOS ~€
0S VL €S 1] 4 (esour3natysoontb-z) -€
14 19 8€ 14/ esoonTbrTpouurey -¢
X4 12 92 12 esoutiny -¢
€1 €Y 91 oL evSOONTH -€
8¢ 6v T€ 8L esouwey -¢
enby $GT OOTIPOV O¥ %7 O9T3IROV oY (S T ») MY € Toxszdusey

SILNIATOSIA

Toxezduoey Top soptsgiejey op (00T X) Iy

€T

III VIdVYL



-187~

con Kaempferol 3-glucosa

e

dﬂ

con Kaempferol 3-ramnodiglucosa

con Kaempferol 3-(2G - glucosilrutinosa)

- =
- N

con Kaempferol 3-soforotriosa

Los dem&s heterbsidos diferfan en algunos de los disol-

ventes, siendo los derivados md&s probables

K3 Kaempferol 3-robinobiosa, 7-ramnosa

K. Kaempferol 3-soforosa, 7-ramnosa

5

K, Kaempferol 3-soforosa, 7-glucosa

7

Para corroborar dichos resultados, se hicieron lotes
de unos cincuenta cromatogramas bidimensionales, con el fin de
poder aislar los diferentes heter6sidos del Kaempferol en can-

tidad suficiente para estudiarlos individualmente

Se utilizé papel Whatman ne 3 y como disolventes
BAW (4 1 5) / Acido ac8tico 2%

Las manchas correspondientes a los heter6sidos fueron
recortadas de los cromatogramas y después cortadas en pequefias
porciones para facilitar la elucién, que se llevS a cabo con

metanol

Dichas fracciones metanSlicas fueron cromatografiadas
monodimensionalmente en papel Whatman ne 1 con los cuatro disol-
Ventes citados, para comprobar los Rf de cada Kaempferol des~-

Pués de su purificacidn
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Lo mismo se hizo con placas de celulosa obteniéndose

valores préicticamente idénticos a los del papel

En ambos casos se verificS la coincidencia de Rf de
los Kaempferoles problema aislados con los de las sustancias

patrén propuestas anteriormente Tablas III 12, III 13

A continuacién, mediante hidrblisis Acida total de
cada heterbsido, se aislaron las correspondientes fracciones
glucidicas y se cromatografiaron junto con azlicares patrdén en

placas de celulosa con los disolventes propios de los azficares

Para la visualizacibn se utilizé ftalato de anilina
Comparando Rf se obtuvieron los siguientes resultados,

Tabla III,1l4

K, di6 un sélo tipo de azficar, glucosa

K, di6 dos clases de azficares, ramnosa y glucosa

presentd claramente ramnosa y ligeras sombras
a la altura de la galactosa
K, mostrd la presencia de ramnosa y glucosa

6 dié solamente glucosa

Los heter6sidos K5 Yy K7 no fueron analizados, ya que
al hallarse en los extractos en tan pequefia cantidad, se consi-
ders que su presencia o ausencla ejercia muy poca influencia
én la manifestacién del color S8lo se destacaron en los cro-

Matogramas a tftulo informativo
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Para el estudio espectrofotom&trico se utilizaron las
fracciones metanbdlicas procedentes de elucién; se concentraron
hasta sequedad y se volvieron a disolver con metanol "Uvasol"

(Merck) especialmente apto para este tipo de an&lisis

Siguiendo las t&cnicas propuestas por Mabry y Thomas

(1970) se tratd cada heterfsido con

- C13Al

C13Al + ClH

NaOAc

NaOAc + H3BO3

Y se trazaron las curvas correspondientes A titulo de ejemplo

exponemos unicamente las correspondientes a la Ky, Gré&ficas III 4

Y ITII S El mismo tratamiento se di6 a la substancia patrén,

Kaempferol puro, disuelto en metanol Gr&ficas III 6 y III 7

El fin que se persegula con ello era comparar las gré
ficas de cada heter8sido con las del aglicén para determinar,
seglin los desplazamientos provocados por cada reactivo en las
dos Bandas del espectro (I y II), la posicibn de los azficares

Tablas ITI 15 y III 16
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Discusién de los espectros de absorcibn

De la misma forma que flavonas y flavonoles se dife-
rencian cromatogr&ficamente por sus coloraciones, sus espectros
de absorcién difieren también por la localizaciSn de los miximos

correspondientes a la Banda I Asf en :

- Flavonas la A oscila entre 304 y 350 nm

- Flavonoles la A oscila entre 352 y 385 nm

Como vimos anteriormente, el aglicén problema did el
miximo de la Banda I a 367 nm, coincidiendo con el flavonol Kaemp

ferol

Comparando detenidamente las gr&ficas de los heterfsi-
dos obtenidos con cada reactivo, con las del Kaempferol puro, vi

mos que

- en metanol, todos los heterb6sidos daban desplazamiento hipso-
crémico de las Bandas I y II respecto al aglicén, lo
cual indica que se da glucosidacién en posicifén 3, in-
dependientemente de la naturaleza de la mol&cula gluci

dica que no suele afectar al espectro

= metanol ¢ C;3§; El Cl3Al forma complejos l&biles con los gru-
pos ortodihidroxilo libres en posicifn 3'-4' y 6-7 o
7-8; con los 3 y 5 da complejos estables
La formacifn de tales complejos provoca un desplazamien
to hipsocrémico de la Banda I y la aparicién de un nue

vo m&ximo alrededor de 400nm Por ello con el Kaempferol



- metanol
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puro, que tiene el hidroxilo 3 libre, forma complejo
estable, y se desplaza hipsocrSmicamente la Banda I
respecto a la del metanol En cambio en los heterSsi
dos, no se desplaza por no formar el complejo,debido
a que la posicifn 3 estd glicosilada

La aparicién del nuevo méximo (=<400 nm) en todos los
espectros indica la formacifn de complejo estable con

el OH de la posicién 5 por hallarse libre

= metanol

4 Clggl + ClH Al afladir ClH a la solucidn anterior,
los complejos estables no se alteran, mientras que los
l8biles se rompen provocando desplazamiento hipsocré-
mico de 30—40 nm de la Banda I, respecto al espectro
anterior

Dicho desplazamiento no se dié ni en la gr&fica del a
glicdn, ni en las de los heterSsidos, de lo cual se de
dujo que todos ellos carecian de grupos ortodihidroxi

lo libres en 3'-4' v 6-7 o 7-8

+ N _OAc Este reactivo permite detectar la existencia

de OH libres en posicidén 7

El NaOAc provoca 1onizacidn en dicho hidroxilo cuando
se halla libre, dando desplazamiento batocrSmico de
3-20 nm de la Banda II

Este efecto se comprueba perfectamente en el aglicén
donde se aprecia desplazamiento de unas 8-10 nm, en

los heter6sidos el desplazamiento, aunque menor (3-5nm)
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se da en todos ellos, excepto en K3 para el cual se
habia presumido ya la existencia de glicosidacién

en 7

- metanol + N OAc t H3B03 El &cido b6rico quelata los grupos
ortodihidroxilos libres, excepto cuando estén en po-
sicién 5~6 Dichos quelatos (6-7 y 7-8) provocan des
plazamientos batocrémicos de 5-10 nm de la Banda II
Este tipo de desplazamiento no se observa ni en el
Kaempferol ni en los heterSsidos, lo que indica que
no se han formado los quelatos, es decir, que no po-
seen grupos ortodihidroxilo A la misma conclusidn
se habfa llegado al afiadir ClH al reactivo metanol +
CljAl
Resumiendo los datos hasta aquif obtenidos llegamos a

las siguientes conclusiones

X

= era un derivado del Kaempferol, de color amarillo dé&bil pero
algo brillante

~ cromatogrdficamente sus Rf coincidfan con los del Kaempferol
3-glucésido

= 8u hidrélisis &cida indicaba que contenfa unicamente glucosa

los espectros obtenidos con los diferentes disolventes confir

Maban que estaba glucosilado s6lo en posicién 3

Por tanto deducimos que se trataba de Kaempferol 3-glu

Cosa
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Ky

- era un derivado del Kaempferol de color amarillo-verdoso inten

so y brillante

- cromatogrdficamente sus Rf coincidfan con los del Kaempferol
3-ramnodiglucésido

- su hidr6lisis &cida indicaba que contenfia glucosa y ramnosa

- los diferentes espectros ponian de manifiesto que los azficares

se hallaban en posicién 3, mientras que los hidroxilos en 5 y

7 estaban libres

Se pudo concluir que debia tratarse de Kaempferol 3-ramnodiglucosa

f3

- era un derivado del Kaempferol de color amarillo-verdoso poco
intenso

- cromatogrificamente sus Rf coincidfan, en parte, con los del
Kaempferol 3-robinobiosa, 7-ramnosa

= su hidr6lisis &cida indicaba que contenfa galactosa y ramnosa

~ Sus espectros de absorcifn en los distintos disolventes utili
zados mostraban que estaba glicosilado en 3 y en 7; las longi

tudes de onda de los m&ximos coincidfan perfectamente con las

dadas por Mabry (1970) para el Kaempferol 3-robinobidsido,

1-ramn&sido

Era evidente que se trataba de dicho heterSsido



Kaempferol 3-glucoso

YL

0 - Glucosa
HO 0

Koempferol 3-ramnodiglucoso

HO

D-Glucosa-0-Glucosa-O-Ramnoso

Koempferol 3-robinobjosido 7-ramnosido

Romnosa-0
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Ky

- era un derivado del Kaempferol de color amarillo-verdoso in-
tenso y brillante
cromatogrdficamente sus Rf coincidfan con los del Kaempferol
3- (28 glucosil-rutinésido)

- su hidr6lisis &cida mostraba la presencia de glucosa y ramnosa

- los espectros de absorcifn demostraban glicosidacidn solo en
posicién 3, mientras que los hidroxilos en 5 y 7 se hallaban

libres

Concluimos que se trataba de Kaempferol 3-(2G glucosil-rutinosa)

Kg

era un derivado del Kaempferol de color amarillo-verdoso poco

intenso

- cromatograficamente sus Rf coincidfan con los del Kaempferol
3~soforotriésido

= Su hidr6lisis &cida indicaba que poseia solo glucosa

= los espectros de absorcién indicaban glicosidacibén solo en po

sicién 3

Pensamos pues que se trataba de Kaempferol 3-soforotriosa

Como se recordari, para el estudio de dichos flavono-
les se partid de extractos reci&n preparados en medios ligeramen

te Scidos (metanol 0,1% ClH)




Koemplerol 3-(2 glucosirutinosa)

. e
O-R_mn_so
D- Glucoso <
O-Glucoso

Koempferol 3- soforotriosc
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La razfn se debe a que se habla observado que con el
paso del tiempo y sobre todo si los extractos eran muy &cidos
(metanol 1% ClH), los diferentes heterbsidos del Kaempferol se
iban hidrolizando progresivamente hasta llegar a desaparecer por

completo y quedar reducidos unicamente al aglicén

El problema era similar al visto anterilormente al es-

tudiar los antocianos

Por ello no conviene guardar los extractos demasiado
tiempo ya que se corre el riesgo de que los pigmentos se hayan
alterado y al intentar identificarlos se llegarfa a resultados

errbneos
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3 - ACIDOS CINAMICOS

Aunque los &cidos cin&micos y sus derivados no per-
tenecen al grupo de los flavonoides, ambos tipos de substancias
poseen ciertas analogfas que hacen se incluyan en el grupo co-

min de los compuestos fenbSlicos

Debido a esta relacibfn y por el hecho de haber halla-
do algunos &cidos cinimicos en nuestros extractos, se les pres-
t8 cierta atencién y se citan someramente en el presente traba-
jo

La observacifn con luz ultravioleta de los cromatogra
mas bidimensionales tratados con vapores de NH, para el estudio
de los heterbsidos del Kaempferol, permitié visualizar, adem&s
de dichos heter8sidos amarillentos, cuatro manchas (Cl, Cz, C3
Yy C4) de coloracibn entre azul y verdosa y de brillo intenso,

que eran incoloras a la luz visible, Fiqura 3

Este tipo de coloraciones son tipicas de los derivados
de los &cidos cinimicos, por lo que se calcularon sus Rf en los
dos disolventes empleados y se compararon con los de substancias

Patrén dados por la bibliograffa, Tabla III 17

La perfecta coincidencia de Rf y las coloraciones per-
hitieron concluir que eran heterSsidos de &cidos cin&micos, con-

Cretamente los siguientes
C, = &cido p-cumirico 1l-glucosa, C, = &cido ferGlico l-glucosa

c3 = &cido cafeico l-glucosa, Cy = &cido p-cumirico l-gentiobiosa



FIGURA 3
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A

Esquema de cromatografia bidimensional
en papel Whatman n°i
Disolventes BAW (4 1 5) 12 dimension

Ac Ac€tico 2% 2° dimension

¢, C, C,yC, =Ac cinamicos problema

. = Concentrada

-204-



-205-

(0L6T) Anbueyl ‘(1961) SuzoqaeH
ewsTqoad SOOTWRUTO SOPTOV = vo X mo .NU .ao

1 su ueujeym Toded us TeUOTSUSHTPT] ®IIeabojewoi)d

Inzy  oIofoout 98 Sy )
OSOpPIdA-OTTTIRUY 0I0TOOUT 69 z9 €5
OSOpIaA o0z0TOOUT 9. 99 25
©39TOTA-INZY 0IOTOOUT 8L SL 1,
0SOPISA-OTTTIRWY oxoToout 69 z9 esoon1b-T oOoTOIED
OSOpPIOA OIOTOOUT 9L 99 esoonTbh-T 0OTTRIST
nzy oxoToOUT 98 <y eSOTqOTIUSH-T OOTIRUMD -4
B3IOTOTA-TINZY OI0TOOUT 6L SL esoonib-T ocoTagumd -g
¢ 21q1ISTA
HN £ A Q0 2zZnT Zn] %7 OOTIPOVY OPIOY (S T ¢#) M VY €

SOOTUIPUT) SOPTIOY 9P SOPISQISl1ay Ip SSOUOTORIOTOD X (00T X ) 39

LT III VIdVYdL



	TDVM_0001
	TDVM_0002
	TDVM_0003
	TDVM_0004
	TDVM_0005
	TDVM_0006
	TDVM_0007
	TDVM_0008
	TDVM_0009
	TDVM_0010
	TDVM_0011
	TDVM_0012
	TDVM_0013
	TDVM_0014
	TDVM_0015
	TDVM_0016
	TDVM_0017
	TDVM_0018
	TDVM_0019
	TDVM_0020
	TDVM_0021
	TDVM_0022
	TDVM_0023
	TDVM_0024
	TDVM_0025
	TDVM_0026
	TDVM_0027
	TDVM_0028
	TDVM_0029
	TDVM_0030
	TDVM_0031
	TDVM_0032
	TDVM_0033
	TDVM_0034
	TDVM_0035
	TDVM_0036
	TDVM_0037
	TDVM_0038
	TDVM_0039
	TDVM_0040
	TDVM_0041
	TDVM_0042
	TDVM_0043
	TDVM_0044
	TDVM_0045
	TDVM_0046
	TDVM_0047
	TDVM_0048
	TDVM_0049
	TDVM_0050
	TDVM_0051
	TDVM_0052
	TDVM_0053
	TDVM_0054
	TDVM_0055
	TDVM_0056
	TDVM_0057
	TDVM_0058
	TDVM_0059
	TDVM_0060
	TDVM_0061
	TDVM_0062
	TDVM_0063
	TDVM_0064
	TDVM_0065
	TDVM_0066
	TDVM_0067
	TDVM_0068
	TDVM_0069
	TDVM_0070
	TDVM_0071
	TDVM_0072
	TDVM_0073
	TDVM_0074
	TDVM_0075
	TDVM_0076
	TDVM_0077
	TDVM_0078
	TDVM_0079
	TDVM_0080
	TDVM_0081
	TDVM_0082
	TDVM_0083
	TDVM_0084
	TDVM_0085
	TDVM_0086
	TDVM_0087
	TDVM_0088
	TDVM_0089
	TDVM_0090
	TDVM_0091
	TDVM_0092
	TDVM_0093
	TDVM_0094
	TDVM_0095
	TDVM_0096
	TDVM_0097
	TDVM_0098
	TDVM_0099
	TDVM_0100
	TDVM_0101
	TDVM_0102
	TDVM_0103
	TDVM_0104
	TDVM_0105
	TDVM_0106
	TDVM_0107
	TDVM_0108
	TDVM_0109
	TDVM_0110
	TDVM_0111
	TDVM_0112
	TDVM_0113
	TDVM_0114
	TDVM_0115
	TDVM_0116
	TDVM_0117
	TDVM_0118
	TDVM_0119
	TDVM_0120
	TDVM_0121
	TDVM_0122
	TDVM_0123
	TDVM_0124
	TDVM_0125
	TDVM_0126
	TDVM_0127
	TDVM_0128
	TDVM_0129
	TDVM_0130
	TDVM_0131
	TDVM_0132
	TDVM_0133
	TDVM_0134
	TDVM_0135
	TDVM_0136
	TDVM_0137
	TDVM_0138
	TDVM_0139
	TDVM_0140
	TDVM_0141
	TDVM_0142
	TDVM_0143
	TDVM_0144
	TDVM_0145
	TDVM_0146
	TDVM_0147
	TDVM_0148
	TDVM_0149
	TDVM_0150
	TDVM_0151
	TDVM_0152
	TDVM_0153
	TDVM_0154
	TDVM_0155
	TDVM_0156
	TDVM_0157
	TDVM_0158
	TDVM_0159
	TDVM_0160
	TDVM_0161
	TDVM_0162
	TDVM_0163
	TDVM_0164
	TDVM_0165
	TDVM_0166
	TDVM_0167
	TDVM_0168
	TDVM_0169
	TDVM_0170
	TDVM_0171
	TDVM_0172
	TDVM_0173
	TDVM_0174
	TDVM_0175
	TDVM_0176
	TDVM_0177
	TDVM_0178
	TDVM_0179
	TDVM_0180
	TDVM_0181
	TDVM_0182
	TDVM_0183
	TDVM_0184
	TDVM_0185
	TDVM_0186
	TDVM_0187
	TDVM_0188
	TDVM_0189
	TDVM_0190
	TDVM_0191
	TDVM_0192
	TDVM_0193
	TDVM_0194
	TDVM_0195
	TDVM_0196
	TDVM_0197
	TDVM_0198
	TDVM_0199
	TDVM_0200
	TDVM_0201
	TDVM_0202
	TDVM_0203
	TDVM_0204
	TDVM_0205
	TDVM_0206
	TDVM_0207
	TDVM_0208
	TDVM_0209
	TDVM_0210
	TDVM_0211
	TDVM_0212
	TDVM_0213
	TDVM_0214
	TDVM_0215
	TDVM_0216
	TDVM_0217



