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1. RESUMEN

La investigacion que se presenta a continuacion, muestra el tamizaje fitoquimico
realizado a las hojas de cuatro especies dsl subgénero Trichoseipinx (Frickosalpinx
triangulipetala, Trichosalpinx blaisdeliti, T richosalpinx ciliaris y Trichosalpinx memor) y
cualro del subgenero  Tubella  (Trichosalpine  broadweyi, Trichosalpinx  foliata,
Trichosalpinz cedralensis y Frichosalpinx fruticosa), todas ollas existentes en Guatemals,
El proposito de realizar esta investigacion es reforzar la diferenciacién de los subgéneros
Trichosalpinz 'y Tubella realizada por Luer, mediante tamizaje fitoquimico en

cromatogratia en capa fina, como andlisis quimiotaxonémico.

El anilisis de los extractos de estas especies se realizo de acuerdo al método deserito por
Wagner'”.  Los compuestos fitoquimicos detectados en los extractos de las ocho especies
investigadas fueron antraquinonas, flavonoides de tipo flavonoles y flavonas y cumarinas
de estructura simple.  También se aislaron ofros compuestos que proporcionan valiosa
formacion para poder realizar analisis quimiotaxonomicos en la especificacién de las

especies 0 separacion genérica.

Mediante los analisis realizados, se determind que se puede realizar una separacion
quuniotaxondmica de las especies investigadas, mediante los ensayos de flavonoides y
cumarinas, que por los componentes aislados son los mis sugeridos. También se observé
en el analisis fitoquimico, que estas especies vegetales, poseen bases estructurales de

compuestos fitoferapéuticos.

Debido a 1a gran similitud morfolégica de las especies evaluadas, se considera necesaria
la caracterizacion fitoquimica como sistema de clasificacion botanica. Dste procedimiento
pusde aplicarse a otros grupos botanicos o en donde se pretenda diferenciar especies de

manera definitiva



2. INTRODUCCION

La subtribu Pleurotallidinae pertenece a la familia de las orquideas (Orchidaceae), v la
constituven un grupo de géneros exclusivos del continente americano.  En los ultimos
afios este grupo de plantas ha recibido mucha atencion cientifica.  Se ha descubierto una
gran cantidad de nuevas especies, incluvendo varios géneros nuevos, como es ¢l caso del
género Trichosalpinx, algo inusual y dificil, tomando en cuenta que las investigaciones

¥ . - . e " l
botanicas tienen cientos de afios de estarse realizando.'"’

Trabajos recientemente publicados acerca del genero 7richosalpine indican que existen
cuatro subgéneros: Trichosalpinx, Tubella. Pseudolepanthes y Xenia.  Solamente los
primeros dos subgéneros se localizan en Guatemala, en forma no tan abundante como en
Sudamérica, pero con individuos caracteristicos v representativos.  Los dos ultimos
subgéneros, Pseudolepanthes y Xenia, se localizan tnicamente en Sudamérica.””’ Los
subgéneros localizados en Guatemala fueron separados de acuerdo a varias caracteristicas
morfologicas. Sin embargo, se estima que existe una afinidad de metabolitos secundarios
entre €stos, aunque presentan ciertas caracteristicas distintivas de coloracion atribuibles al
tipo y contenido de metabolitos secundarios.  Por cjemplo, el subgénero Trichosalpiny
presenta hojas grandes corintas v flores del mismo color, mientras que ¢l subgénero
Tubella presenta hojas mas pequefias y de color verde, asi como flores amarillas, blancas vy

]
rosadas.'”

El propésito de realizar esta investigacion es reforzar la diferenciacion de los subgeneros
Trichosalpine v Tubella realizada por Luer, mediante tamizaje fitoquimico en
cromatografia en capa fina, lo que permitiria determinar la relacion entre los metabolitos
sccundarios existentes en cada subgénero. Se pretende asimismo estandarizar un
procedimiento fitoquimico concluyente que sirva de base no solamente en el estudio de
los subgéneros Trichosalpine v Tubella, sino que sea utilizado el analisis

quimiotaxonomico de otros grupos botanicos.




3. ANTECEDENTES

Historia Taxonomica de los subgéneros Trichosalpinx y Tubella;

De la familia Orchidaceae, Dressler reporta la existencia de la subfamilia Epidendroideas,
que esta dividida en nueve tribus.  Una de ellas eg la tribu Epidendreae, la cual a su vez se
divide en diez subfribus,  La mas numerosa de todas es la subtribu Plevrothallidinae con

4.000 especies en 29 géneros, distribuidas desde el sur de la Florida hasta ¢l sur de Brasil =

En 1983 =e publica un articulo en la revista Phytologia, en el que describen un nuevo
género para la subtribu Plenrotallidinae.  Este género fue nombrado richosalpinz, que en
griego sigmifica “trompeta con pelos”, refiriéndose a log margenes y nervaduras de las
vainas lepantiformes. las cuales presentan abundante pubescencia.” Para Guaternala este
grupo de plantas < reportd en 1952 en el libro Orchids of Guatemaia, todavia ubicado en

el género Pleurothallis, en la serie Lepantitformes.*

El subgénero 7richosalpinx es ym grupo de plantas que presentan un tallo modificado
llamado rizoma y un tallo secundario llamado ramicaule, cubierto de vainas lepantiformes
Las hojas son de color corinto y la inflorescencia es mds corta que la hoja.  Las laminas de
la hoja son grandes y solamente se encuentra una hoja al final de cada ramicaunle. Las
flores son de color corinto, presentan su antera ventral y el apice de ia columma dentado.
Ademis el labelo presenta un par de lobos baszales, lo que le permite a esa estructura tener

movilidad, para atraer o ajustarse a su polinizador, que son pequefios insectos.”

El subgénero Tudella es ofro grupo de plantas.  Presenta su tallo modificado 1lamado
rizoma y su tallo secundario lilamado ramicaule. Al igual que el primer subgénero, este
ramicaule se encuentra cubierto de vainas lepantiformes, pero las hojas son mucho mas
pequefias que el subgénero anterior y de color verde. La inflorescencia ox siempre mas
larga que la hoja y los ramicaules son multifoliados, es decir, presentan mas de una hoja
La flor es de colores claros, la base del labelo no presenta lébulos laterales. la antera so

ot 5 .
encuentra en el dpice de la columna y ésta a su vez no es dentada.”



La informacion fitoquimica, tanto del subgénero Trichosalpiny come el subgénere
Tubella, es demasiado escasa, y hasta ahora no se han reportado estudios
quimiotaxonomicos de estos dos subgéneros, sin embargo se han realizado investigaciones

de DNA de la subtribu Pleurothallidinae a Ia cual pertenece el género Trichosaipinx.®

Filogénatica de la Subtribu Pleurothallidinae (Orchidacea):

Lus especies tienen varios grados de relaciones evolutivas entre si, segin el tiempo
transcurrido desde la divergencia de las poblaciones (el punto en que comparten un
ancestro comin).  Si todos los subgrupos de un grupo faxonémico tienen el mismo
ancestro, este subgrupo se denomina monofilético.  Los taxones, que constan de varias
lineas evolutivas y no incluyen un ancestro comin, se denominan polifiléticos.”  Para
evaluar la filogenetica de la subtribu Pleurothallidinas v su relacién intergenérica, se
transeribio la secuencia de los espacios internos [TS1, ITS2 y ¢l gen 5.85 del rDNA
nuclear, de mas de 120 especies. El analisis mostro polifilética, representada =n cinco
clases. En la clase mds grande, las especies poseen principalmente vainas exageradas o
lepantiformes en el ramicaule, pero con pequeiias inflorescencias: Zootrophion,

Trichosalpinx, y del subgénero Pleurothallis un grupo de Specklinia.®

Fundamentos para la Utilizacion de Datos Quimicos en la Taxonomia Vegetal:

Las macromoléculas, en particular las proteinas y los metabolitos secundarios tales como
terpencs, flavonoides, alealoides, glicésidos, aminodcidos y lipidos, ayudan a solucionar
complicados problemas taxonémicos.  Las macromoléculas tales como el DNA y la
secuencia profeinica, en especial la que envuelve al citocromo ¢, aportan valiosa
informacién acerca de la filogenia v la relacion entre niveles taxonémicos altos (familias,
ordenes, clases). El estudio de metabolitos secundarios puede resolver algunos problemas
de especificacidn v evolucidn, pero en contraste con los datos de las secuencias proteinicas,
los datos de los metabolitos secundarios son aplicados al estudio de niveles taxonémicos

bajos (género, especie).®



Fines de la Cromatografia en Capa Fina:

La cromategrafia en capa fina es mas apropiada que ofros métodos de andlisis en ests

trabayo por:

- Se quiere ver la separacion cromatografica integra pudiendo apreciar al mismo fiempo,
la relacion de componentes en la mezcla v 1a formmacion cveptial Jo colu uisfe

ial 1a oildidinacion por iuestras anteriores utilizando el sistema de separacién una
onica vez.  Es satisfactorio que avancen solumente algunos componentes y que ofros,
considerados no importantes, permanezean inmoviles en el punto de partida.
Se desea optimizar la separacion rapida y econdmica, pudiendo modificar Facilmente las
fases movil v estacionaria.
Se desea separar el mayor nimero posible de muestras simultaneaments, shorrando asi
tivmpo y costos ademds de eluir a la vez las muestras bajo condiciones idénticas.
Se desea emplear un método de deteccién sencillo v que abarque muchas alternativas,
Lnire sus vanadas aplicaciones se encuentra la separacion de componentes

- )
fitoquimicos. ™



& JUSTIFICACION

La realizacién de tamizajes fitoquimicos se hace necesario en una época en la que ol
aprovechamienfo de los recursos naturales en forma sostenible se visualiza como ung
alternativa de desarrolio para el pais, principalmente porque para poder aprovechar un
recurso vegefal, primero debemos conocerlo, no solo morfolégicamente sino que ademads
debemos conocer sus distintos componentes, en espectal los metabolites secundarios, que
se constituven en potencialidades o alternativas viables, para la salud, cosmética, aditivos

alimenticios, precursores en la sintesis de productos organicos, etc

Ademds, la taxonomia cldsica estd basada exclusivamente en caracteres mortoldgicos v
anatomicos de las plantas, las cuales son quimicamente complejas y estan sujetas a
considerables variaciones, La caracterizacién fitoquimica contribuye al proceso de
clasiticacion botdnica en base al analisis quimiotaxonémico, quz proporciona datos mas

confiables va que las moléculas son definidas en términos de quimica v fisica 77



5. OBJETIVOS

¢ Caracterizar los tipos de metabolitos secundarios presentes en las hojas de cnatro

g e dal cnbod v Trichacalnine { Trichaenl il noterls Tysi ~hAaces I nd py
especies del subgénero Trichosalpinx {(Trichosalpinx triangulipetala, Trichosalpinx

blarsde’lit, Trichosalpinx ciliaris v Trichosalpinx memor) y cuatro del subgénero

ikbeiie (1 rcaosalpinx oroacwayi, 1 ri .’:'1.?.\61;}"'“"?..5 joliqida, L1 1cn SOIHRX CEQGTALENSIS ¥

Frichosalpinx fruticosa).

¢ Utilizar el tamizaje fitoquimico como base para determinar el sistema de clasificacién

mas adecuado para las especies evaluadas.




6. HIPOTESIS

Es posible diferenciar mediante cromatografia en capa fina, cuatro especies del subgénero
Trichosalpinx (Trichosalpinx triangulipetala, Trichosalpinx blaisdellsi, Tric hosalpinx
ctliaris y Trichosalpinx memor) y cuatro del subgénero Tubellu (Trichosalpinx broadwayi,

frichosalpinx foliata, Trichosalpinx cedralensis Y frichosaipinx fruticosa), en base a los

tipos de metabolitos secundarios presentes en las hojas de cada una de eljas.
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7. MATERIALES ¥ METODOS

Y UNIVERSO DE TRABAJO
Hojas de cuatro especies del subgénero Trichosalpine  (Trichosalpinx
triangulipetala, Trichosalpinx blaisdellii, Trichosalpinx ciliaris v Trichosalpinx
memor) ¥ cuatro del subgénero Twbella (Trichosalpinx broadwayi. Trichosalpinx

foliata, Trichosalpinx cedralensis v Trichosalpiny fruticosa).
p PR,

7.2  MEDIOS
7.2.1. RECURSOS HUMANOS
- Autor del trabajo:
Pedro Lopez Garcia
- Asesores:
Licda. Beatriz Medinilla
Agronomo Fredy Archila M.

7.2.2 RECURSOS MATERIALES

Biblioteca de las siguientes instituciones:

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Facultad de Agronomia de
la Universidad de San Carlos de Guatemala.

- Universidad del Valle de Guatemala.

- Instalaciones, reactivos, material v equipo del Departamento de
Farmacognosia y Fitoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas v
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

- Placas cromatograficas silica gel GF-254,

7.3 PROCEDIMIENTO
7.3.1. Revision bibliogrifica sobre las especies a investigar:
Subgénero Trichosalpinx (Trichosalpinx triangulipetala,  Trichosalpinx
blaisdellii, Trichosalpinx ciliaris Trichosalpine memor) v Subgénero
Tubella (Trichosalpinx broadwayi, Trichosalpine foliata, Trichosalpinx

cedralensis y Trichosalpinx fruticosa).




7.3

7.3.3.
7.3.4.

Recoleccion de las especies a investigar:

Trichosalpinx triangulipetala: Colectada en la bocacosta sur de Guatemala,
en los bosques latifoliados de santa maria de jesus, municipio de Santa
Maria de Jesis, departamento de Quetzaltenango a 800 mts. SNM.
Trichosalpinx blaisdellii: Colectada en valle de cubilgiiitz. municipio de
Coban. departamento de Alta Verapaz a 350-400 mts. SNNL

Trichosalpine ciliaris: Colectada en bosque secundario, creciendo sobre
arbustos de Chirisoplyllum mexicanum, en ¢l municipio de Chahal
departamento de Alta Verapaz a 200 mts. SNAL

Trichosalpine memor: Colectada en bosque primario de guercus spp., en la
aldea Baleu, municipio de San Cristobal, departamento de Alta Verapaz a
400 mts. SNML

Trichosalpinx broadwayi: Colectada ¢en bosques pluviales de finca aragon,
entre los municipios de Coban y Carcha, departamento de Alta Verapaz a
1300 mts. SNM.

Trichosalpinx foliata: Colectada en la montafia tzalam, municipio de
Tactic, departamento de Alta Verapaz a 1800 mts. SNM.

Trichosalpinx cedralensis: Colectada en bosque primario, finca las nubes,
municipio de Carcha, departamento de Alta Verapaz a 1200 mts. SNM.
Trichosalpinx fruticosa: Colectada en montafia piedra blanca y finca
siguanha, municipio de Coban, departamento de Alta Verapaz a 1500 mits.

SNM.

Caracterizacion botanica de las especies por el Agronomo Archila F.

Secado v molienda de las especies.
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METODO
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

74.1

PREPARACION DE EXTRACTOS:

Fara el analisis de antraglicésidos, antrandlidos, arbutina, principios
amargos y flavonoides. Extraer 1 g de material vegetal pulverizado
con 5 ml de metanol, en bafio maria durante 15 minutos. Filtrar, aplicar
entre 20ul v 100u! de filtrado sobre la cromatoplaca.

Para el analisis de alcaloides. Humedecer 1 g de material vegetal
pulverizado con 1 ml de solucién de hidroxido de amonio al 10% en wn
tubo de ensayo, afiadir 5 ml de metanol v agitar durante 15 minutos a 60
5 Filtrar, aplicar entre 20 pl v 100 pl de filtrado sobre la
cromatoplaca.

Para ol andlisis de saponimas. Test de espuma: esar 100 mg de
material vegetal y colocarlo en un tubo de ensayo.  Agregar 10 ml de
agua destilada, tapar y agitar vigorosamente durante 30 6 40 segundos.
Dejar reposar los tubos en posicion vertical y observar durante un lapso
de 30 minutos. Si se forma una capa de espuma mayor de 3 cm, la cual
persiste en la superficie de liquido después de 30 minutes, se presume
que la muestra contiene saponinas verificindose los resultados con el test
de hemolisis.

Test de Hem6lisis: Preparar una caja de pefri con agar-sangre v usando
un tubo de ensayo de aproximadamente 1 cm de didmetro remover una
capa de agar-sangre de tres partes diferentes de la caja, equidistantes
entre si.

Calentar con un mechero un agitador de 1 a 2 mm de didmetro e
mmediatamente sellar los bordes del agar-sangre de cada copa, de
manera que el liquido de las muestras no se difinda por debajo de la
capa de agar-sangre. Es posible que se requiera repetir varias veces el
calentamiento hasta sellar adecuadamente.

Utilizando un gotero o una pipeta pasteur, afiadir suficiente extracto

vegetal acuoso a una de las copas hasta casi llenarla, de manera que la




muestra no s¢ extienda sobre la superficie de agar-sangre.  Llenar la

segunda copa con control de saponinas y la tercera con agua destilada.
Dejar en reposo durante 24 hr y observar la presencia de halos claros de
hemolisis que circundan cualesquiera de las copas.  Si se encuentran
presentes, medir la zona desde el punto mas lejano de hemolisis a la
orilla de la copa (anotar los resultados). Si el resultado fuese negativo
no s¢ procede a la identificacion cromatografica.

Identificacion Cromatografica:  Pulverizar 1 g de la planta y extraer
con 5 ml de metanol, calentando en bafio de maria durante 15 minutos.
Evaporar hasta aproximadamente 1 ml, y aplicar entre 20 ul y 100 ul
del extracto sobre la cromatoplaca.

Para el analisis de glicosidos cardiotonicos. Extraer 1 g de material
vegetal pulverizado con 5 ml de metanol al 50% v 10 ml de acetato de
plomo II al 10%, calentando en bafic maria durante 10 minutos.
Enfriar, filtrar, ¢l filtrado frio es extraido con dos porciones separadas
de 10 ml de diclorometano.  Evaporar completamente los extractos
diclorometanicos combinados.  Disolver ¢l residuo con una mezcla de
diclorometano-metanol (1:1).  Aplicar 100 pl de esta solucién sobre la
cromatoplaca.

Para el analisis de aceites esenciales, cumarinas y valepotriatos.

* Extracto de diclorometano: Extraer 1 g de material vegetal con 10
ml de diclorometano, calentando en bafio de maria durante 15 minutos.
Filtrar, evaporar el filtrado a sequedad y disolver ¢l residuo en 1 ml de
tolueno.  Aplicar entre 20 pl v 100 pul de la solucion sobre la

cromatoplaca.

7.4.2. PREPARACION DE LOS SISTEMAS DE SOLVENTES:

Acetato de etilo-metanol-agua (100:13.5:10):  Para el analisis de
antraglicosidos, arbutina, glicosidos cardiotonicos, principios

amargos, flavonoides, alcaloides v saponinas.



Tolueno-acetato de etilo (93:7): Para el anahisis de aceites

esenciales, cumarinas y valepotriatos.

Ambos solventes se dejan correr una distancia de 8 em. Después se
observan bajo luz UV a 254 nm v 365 nm. Cada cromatograma cs
analizado para la presencia de los grupos de componentes vegetales,

asperjando los reactivos reveladores apropiados.

7.4.3. PREPARACION DE REACTIVOS REVELADORES:

Reactivo de Borntriiger. (10% KOH etandlico):  Se utiliza para
detectar antraquinonas (rojo/amarillo).

Asperjar la cromatoplaca con 10 ml de la solucion, observar bajo luz
ultravioleta de 365 nm, con o sin calentamiento a 110 °C durante 5 a 10
minutos.

Reactivo de Kedde: Permite detectar glicosidos cardiotonicos
(rosado violeta’azul, en luz visible).

Mezclar 5 ml de acido 3-5-dinitrobenzoico al 3% en etanol
recientemente preparado, con 5 ml de hidroxido de sodio 2M.

Reactivo de Dragendorff:  Detecta alcaloides (anaranjado en luz
visible).

Disolver 0.85 g de nitrato basico de bismuto en 40 ml de agua vy 10 ml
de dcido acético glacial, seguido por adicién de 8 g de voduro de
potasio disuclto en 20 ml de agua.

Reactivo de Berlin Blue: Detecta arbutina (azul, en luz visible).
Mezclar 10 g de cloruro férrico y 0.5 g de hexacianoferrato de potasio
en 100 ml de agua, hasta disolucion completa.  Debe de utilizarse
recientemente preparado.

Reactivo de productos naturales-polietilenglicol:  Permite detectar
flavonoides (amarillo naranja verde, bajo luz ultravioleta de 365 nm).
Asperjar con difenil-boril-oxictilamina (NP) al 1% seguido por
polietilenglicol-4000 (PEG) al 5% en etanol (10 ml y 8§ ml

respectivamente).




T

e Test de Hemolisis.

- Determinacién de Glicosidos Cardioténicos.
- Determinacién de Aceites Esenciales.
- Determinacion de Cumarinas.

- Determinacion de Valepotriatos.
I

ANALISIS DE RESULTADOS:
La relacion entre los subgéneros T richosalpinx y Tubella, se determinara
mediante la presencia (+) o ausencia (-) de los tipos de metabolitos

secundarios a investigar.




8. RESULTADOS

Los resultados del tamizaje fitoquimico efectuado se muestran en la pagina 18. La figura
1 presenta 2] cromatograma correspondiente a antraquinonas. Puede observarse que dentro
del subgénero Trichosalpinx todas las especies evaluadas presentan los mismos dos
glicésidos antraquindnicos (ver bandas fluorescentes de color rojo, con valores Rf'de 0.97 y
0.82 en las primeras 4 especies). Lo mismo ocurre con todas las especies del subgénero
Tubella. pues coincide la coloracién y valores de Rf de todas ias bandas (ver nlimeros del 3
al 8 en el cromatograma). Se visualizan ademds otras bandas de color verde y violeta, pero
puesto que las antraquinonas se caracterizan Gnicamente por su coloracion roja y amarilla al

reaccionar con hidroxido de potasio, no se toman como positivas,

La figura 2 muestra los resultados de la caracterizacion de flavonoides S puede
observar que para el subgénero Trichosc mex las bandas de cowpuestos fuvonoides
presentan coloraciones caracteristicas de amarillo y naranja bajo luz UV-363 nm. En todas
las especies de dicho subgénero (1 a la 4). se detectaron dos compuestos tipo flavenoide,
con valores Rf de 0.86 para las bandas amarillas y 0.81 para las bandas de color naranja.
Sin embargo, 7. ciliaris contiene una més (banda naranja, Rf 0.13) y 7. memor posee dos
mis (bandas amarillas, Rf 0.60 y 0.53) que 7. triangulipetaia y T. blaisdellii. En el
subgénero Tubella también se detectaron flavonoides con bandas amarillas y anaranjadas
bajo luz UV-365 nm. T. broadwayi presenta cuatro bandas caracteristicas para
flavonoides, tres amarillas y una anaranjada (Rf 0.60, 0.41, 0.33 y 0.27 respectivamente),
De igual manera, 7. foliata y T. cedralensis muestran cuatro bandas del mismo color, pero
Rf distintos {0.41, 0.37, 0.18 y 0.13). Por el contrario, . fruticosa presenta solo dos
flavonoides (Rf0.29 y 0.23).

La figura 3 muestra el cromatograma de las cumarinas detectadas. Para el subgénero
Trichosalpinx, las coloraciones de las bandas son azules y verdes bajo luz UV-365 nm. 7
triangulipetala muestra una finica banda azul de Rf 0.26, en tanto que 7. Maisdellii, T
ciliaris 'y T. memor presentan dos bandas. una azul y otra verde (Rf 0.29 y 0.23

respectivamente).  Sin embargo 7. ciliaris presenta un tercer compuesto con Rf 0.39 de




banda azul. En ¢l subgénero Tubella se aislaron las mismas bandas azules v verdes del

subgénero 7richosalpine (Rf 0.29 v 0.26 respectivamente, ver nimeros del 5 al 8 en el
cromatograma).  La unica excepcion es 7. hroadwayi que no presenta la banda de color

verde. Ademas T cedralensis muestra la misma banda azul que 7. eifiaris (Rf 0.39).




Figura 1:
ANTRAQUINONAS.
Sistema de Solventes:
Acetato de etilo-metanol -
agua (100-13.5-10)
Revelador:

KCOH etanélico al 10%
Rojofamarillo, luz UV
365 nm

Figura 2:
FLAVONOIDES.

Acetato de etil o-metanol -
agua (100-13.5-10)
Revelador:

Reactivo de productos
natural es-polietilenglicol
Amanllo/maranjafverde,
luz UV 365 nm

Figura 3:
CUMARINAS.
Sistema de Solventes:
Tolueno-acetato de etilo
(93:7)

Revelador:

KCOH etanélico al 10%
Azul/verdefamarillo/
caféfvioleta, luz UV
365 nm

Subgénero Trichosalpinx Subgénero Tubella

1: Trichosalpinx triangulipetala 5: Trichosalpinx broadwayi
2. Trichosalpinx blaisdellii 6: Trichosalpinx foliata

3. Trichosalpinx ciliaris 7. Trichosalpinx cedralensis
4: Trichosalpinx memor 8: Trichosalpinx fruticasa




Tabla 1 : Analisis realizados a las especies del Subgénero Trichosalpinx.

—————

[ - Analisis T mm?enhpuula 5 T. blaisdellii _};_ T.ciianis | 7. memor

RS ol L ] LR e M
Antraguinonas - + | + + | f:
el L L s RN P, SRS S-S, NN oF O TS
Arbutina r B e __1'__‘,__ A s i b2 "
Principics Amargos ' - ; - b " :_ _
| . ‘ = { -
Flavonoides e ¥ | g 1 . ‘ -
o S SR 3 T e i e .
1 |
Testde Espuma g | aoad 1 T
Testde Hemolists | T R MR R L L
|Glicosidos cardxolomgps 1 Mee s S i - | & e TR < T
l_@cutes eserlcnl__ejw7 A T iR A A | S e -
|Cumarinas i - ' [ oy ' +
i : X . R
b T i I
| Valepotriatos - o vl Y NSRRGSR
Tabla 2 : Analisis realizados a las especies del Subgénero Tube/la.
| _ Analisis | T broadwayi | T fu'.um l_ T u.dr alensis | f Jruticosa
. —\ntrqunonds ‘ - | + . | n
LU U . 7D TS S SR - T E S S
l_.:\rl.wutma _ - | o 2 | o kiRt e -
Principios Amarges | - i RERTY | - - |
Flavonoides , + j + | + +
P e o . | e e T T e — e—t
Saponinas , - { - 1‘ - ‘ ;
% A T B ——— T [ 2 ot ma
{Test de Espuma | LR 4 e | = : bty
| Test de Hemolisis i el NEEOEN E d il I - ™
Glicosidos cardmtom.,o:a | PR TR T ol L .
Aceites esenciales { - I - - | - !
- i i = 1 = 1
Cumarinas + j + | + ‘ f '
Alcalm.:les. £ | - w13 - j e g Y -
\ alepomalos. PO - - { - ; - -

Las tablas 1 y 2 muestran los analisis realizados a los subgéneros Trichosalpinx y
Tubella, se observa que ninguna de las especies evaluadas presenta arbutina, principios
amargos, saponinas, glicosidos cardiotonicos, aceites esenciales, alcaloides y valepotriatos.

Por ¢l contrario en todas las especies se aislaron antraquinonas, flavonoides y cumarinas.




9. DISCUSION DE RESULTADOS

En base al tamizaje fitoquimico efectuado puede afirmarse que tanto las especies del
subgénero Irichosalpiny como las del subgénero Tubella, poseen los mismos compuestos
antraquinonicos. debido a que la coloracion de sus bandas, asi como sus valores de Rf son
idénticos (ver fig. 1, pag. 18). Las antraquinonas son una clase de metabolitos secundarios
vegetales con una funcionalidad p-quinoide en un nacleo antracénico. Estos compuestos
pueden clasificarse segin su estado de oxidacion en siete grupos estructurales:
antraquinonas, antronas,  diantronas,  antranoles, oxanfronas,  naftodiantronas,

3" 1a mayoria de las antraquinonas estan hidroxiladas en C-lyC-2y

antrahidroquinonas.
con frecuencia estan en forma de glicésidos, los que se hidrolizan durante el aislamiento.

Estos compuestos poseen actividad purgante.''"

El cromatograma correspondiente a flavonoides muestra claramente la diferencia
fitoquimica entre las especies del subgénero 7Trichosalpiny en relacion a las del subgénero
Tubella.  Unicamente coincide la banda anaranjada de 7. ciliaris con las de T, Jfoliatay T.
cedralensis (Rf 0.13). De igual manera la banda amaiilla de 7' memor con la de 7.
broadwayi (Rf 0.60). 1La estructura basica de un pigmento flavonoide consiste de dos
anillos benzénicos (A v B) unidos por un enlace de 3 carbonos que forma un anillo gama-
pironico con un oxigeno. Muchas de las clases de flavonoides difieren s6lo en el estado de
oxidacion del enlace de 3 carbonos, mientras que los compuestos individuales dentro de
estas clases difieren principalmente en el nimero y orientacién de los grupos hidroxi.
metoxi ¥ otros grupos sustituidos en los dos anillos benzénicos.  Las clases individuales de
flavonoides incluyen a las antocianidinas, flavonas, catequinas, flavonoles, flavanonas,
dihidroflavonoles v los flavan-3.4-dioles o proantocianidinas. La mayvoria de los pigmentos
flavonoides existen en la planta viva como glicsidos en los que uno o mas de sus grupos
hidroxilo estin unidos a azicares. C ompuestos cercanamente relacionados a  los
compuestos flavonoides son las chalconas, dihidrochalconas. isoflavonas, neoflavonas y
auronas, aunque no tienen la estructura basica del 2-fenilcromano, son muy similares
quimicamente v en su  biosintesis. (1! Estos  compuestos  poseen propiedades

o . 16} "
antimicrobianas.' Las flavonas y los compuestos estrechamente relacionadas con ellas




suelen ser amarillos, estin ampliamente distribuidos en la naturaleza, pero son mas
frecuentes en las plantas superiores y en los tejidos jovenes, donde se encuentran en las
celulas que contienen savia. Han sido muy utilizados como indicadores en
quimiotaxonomia.''’  Debido a la naturaleza de la coloracion de las bandas aisladas, se
sugiere con esto estructuras de tipo flavonoles (bandas naranja) y flavonas (bandas

. 11
amarillas)."'"

El cromatograma de cumarinas permite detectar una banda en comin de color azul (Rf
0.29) en las especies de los dos subgéneros investigados.  La tinica excepcion es 7
Triangulipetala (Rf 0.26). También se observa un compuesto comin entre 7, ciliaris yT.
cedralensis (banda azul de Rf 0.39). Respecto a las bandas de color verde (Rf 0.23), las
unicas dos especies que no las presentan son 7. triangulipetala v T. broadwayi. Las
cumarinas son lactonas del acido o-hidroxicinamico, la mayoria poseen oxigeno (hidroxi o
alcoxi) en el dtomo de carbono-7, aunque también otras posiciones pueden ser oxigenadas,
son frecuentes las cadenas carbonadas v de isoprenos.  Las cumarinas dependiendo de su
estructura  pueden ser  clasificadas  en  cumarinas  simples, furanocumarinas v
piranocumarinas, se encuentran libres en las plantas, pero también se conocen

(18)

glucosidos. Las cumarinas s¢ encuentran con frecuencia en los extractos de

! . 5 . ) . . s . i,
Orchidaceae, Rutaceae v Umbeliferae."’”  Las cumarinas poseen actividad antihelmintica y

antiespasmodica.""’  Segin el resultado obtenido en el analisis de cumarinas, debido a la

coloracion azul y verde de las bandas, se sugiere estructuras cumarinicas simples. ‘"

Como se podra notar, en gencral los resultados obtenidos a partir de los dos subgéneros y
ocho especies son muy similares, lo cual no es de extrafiar, tomando en cuenta que la
relacion fitogenética entre cllas es sumamente estrecha.  Las antraquinonas resultan ser las
mismas en todos los casos. Los flavonoides permiten diferenciar claramente solo a los dos
subgéneros, mientras que las cumarinas también muestran mucha similitud entre ambos.
Es por ello que si se pretende diferenciar tanto a especies como subgéneros con fines
quimiotaxonomicos, se hace necesario evaluar conjuntamente ¢l contenido de flavonoides y
cumarinas, pues solamente asi se logra encontrar diferencias, las cuales se resumen a

continuacion:




Subgéncro Trichosalpiny:

Z

I triangulipetala: presenta dos flavonoides (banda amarilla y anaranjada, Rf 0.86 y
0.81) v una cumarina (banda azul, Rf 0.26).

I. blaisdellii: dos flavonoides (banda amarilla y anaranjada, Rf 0.86 y 0.81) v dos
cumarinas (banda azul y verde, Rf 0.29 v 0.23).

I’ ciliaris: tres flavonoides (una banda amarilla y dos anaranjadas, Rf 0.86, 0.81 y 0.13)
¥ tres cumarinas (dos bandas azules y una verde, Rf 0.39, 0.29 v 0.23).

I memor: cuatro flavonoides (tres bandas amarillas, Rf 0.86, 0.60 y 0.53 y una

anaranjada 0.81) y dos cumarinas (banda azul y verde, Rf 0.29 y 0.23).

Subgénero Tubella:

L

6.

I. broadhwayi: cuatro flavonoides (tres bandas amarillas, Rf 0.60, 0.41 v 0.33 v una
anaranjada 0.27) y una cumarina (banda azul Rf 0.29).

I'. foliara: cuatro flavonoides (tres bandas amarillas, Rf 0.41. 0.37 y 0.18 v una
anaranjada 0.13) y dos cumarinas (banda azul y verde, Rf 0.29 v 0.23).

I. cedralensis: cuatro flavonoides (tres bandas amarillas, Rf 0.41, 0.37 y 0.18 y una
anaranjada 0.13) y tres cumarinas (dos bandas azules v una verde, Rf 0.39, 0.29 v 0.23).
I. fruticosa: dos flavonoides (banda amarilla y anaranjada, Rf 0.29 vy 0.23) y dos

cumarinas (banda azul y verde, Rf 0.29 v 0.23).

Debido a la gran similitud morfologica de las especies evaluadas, se considera necesaria

la caracterizacion fitoquimica como sistema de clasificacion quimiotaxondmica. Este

procedimiento de clasificacion, también puede aplicarse a grupos botanicos en donde las

caracteristicas morfolégicas sean muy parecidas o en donde se¢ pretenda diferenciar

especies de manera definitiva.




I10. CONCLUSIONES

Para diferenciar las cuatro especies del subgénero Trichosalpine de las cuatro del
subgénero 7ubella mediante el tamizaje fitoquimico de sus hojas, se hace necesario

evaluar conjuntamente ¢l contenido de flavonoides y cumarinas.

No existe diferencia en cuanto al tipo de glicosidos antraquinénicos presentes en las
especies del subgénero Trichosalpinx (T. triangulipetala, T. blaisdellii, T. ciliaris y T.
memor) y ¢l subgénero Tubella (T. broadwavi, T. foliata, T. cedralensis y T. fruticosa),

¥a que todas coinciden en presentar dos bandas de Rf v color idénticos.

Los flavonoides detectados en las especies tanto en el subgénero Trichosalpin: como en
¢l subgénero Twbella, sugieren estructuras de tipo flavona y flavonoles. por la presencia
de los colores caracteristicos de las bandas (anaranjadas v amarillo-verdoso

respectivamente).

En base a la coloracion de las bandas aisladas en ¢l andlisis de cumarinas, tanto en el
subgenero 7richosalpine como en ¢l subgénero Tubella, se espera que se trate de

estructuras cumarinicas simples.

La clasificacion quimiotaxonémica mediante el tamizaje fitoquimico, se hace necesaria
en grupos botanicos en donde las especies sean de caracteristicas morfoldgicas muy

similares, observandose resultados definitivos.




11. RECOMENDACIONES

Utilizar el procedimiento fitoquimico de esta investigacién para analisis
quimiotaxonémicos de cualquier grupo botdnico, en donde las especies cualesquiera
presenten caracteristicas morfolégicas similares, dando como resultado una

clasificacion definitiva v concluyente.

Hacer el seguimiento farmacolégico de los grupos fitoquimicos que poseen actividad
fitoterapéutica, en las especies de los dos subgéneros investigados, para luego poder
determinar al compuesto responsable de dicha actividad y asi disponer de nuevos

productos para el tratamiento de diversas enfermedades.

Aiglar y elucidar las estructuras de las principales antraquinonas. flavonoides y

cumarinas de las especies estudiadas.
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Division
Clase
Orden
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Tnbu
Subtribu
Género
Subgénero

Especie

13. ANEXOS

Vegetal
MMagnoliophyta
Lihopsida
Orchidales
Orchidaceae
Epidendroideae
Epidendreae
Pleurothalhdinae

Trichosalpinx

Tnchosalpinx

o o . . . (9 §
I'richosalpinx triangulipetala

Trichosalpinx triangulipetala (Ames & Correll) Luer, Phytologia 54:397, 1983,

Planta de mediano tamaiio, epifita, de raiz delgada.
erecto, de 4-5 cm de longitud.
obtusas, de 20-35 mm de longitud, contraidas abajo en un peciolo.
racimo de 3 a 6 flores, incluyendo el pedunculo filiforme.
triangulares u obtusos de 3-5 mm de longitud.

agudos a delgadamente obtusos, entre 1.5-2.25 mm de longitud

Ramicaule relativamente grueso,
Hojas erectas, rigidamente coreaceas, elipticas, subagudas a
Inflorescencia con
Sépalos rojo-purpura, oblongos,
Pétalos blancos translicidos, triangulares,

Labio rojo-purpura,

finamente ciliado, entre 2-2.75 mm de longitud, con el apice redondeado, convexo.

Columna blanca v fuerte, de 1.75-2.2 mm de longitud.

La antera y ¢l estigma ventrales, el

pie de 1 mm de longitud."’

En Guatemala se encuentra en ¢l departamento de Sacatépequez: Barranco Hondo,

pequenas cuestas del Volcan de Fuego a una altura de 1800 m.'”’







Reino

Vegetal

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Orchidales

Familia Orchidaceae

Subfamilia Epidendroideae

Tribu Epidendreac

Subtribu Pleurothallidinac

Género Trnichosalpinx

Subgénero  Trichosalpinx

o : b . . e
Especie Trichosalpinx blaisdellii **

I'mchosalpinx blaisdellii (S. Watson) Luer, Phytologia 54:394, 1983.
Planta de mediano tamafio, epifita, con raiz delgada. Ramicaule erecto, grueso, de 3 a 13
cm de longitud. Hojas purpura, erectas, coreaceas, elipticas, agudas a obtusas, de 3 a 6.5
. cm de longitud.  Inflorescencia, erecta, escasa a subdensa de 1.5-4 cm de longitud,
incluyendo pedinculos filiformes.  Sépalos rosa-purpura a rojo-café ciliados de 3.5 a 10
mm de longitud. Pétalos translicidos, ciliados, elipticos, oblongo, subagude u obtuso de
1.5 a 2.5 mm de longitud. Labio naranja-café a purpura, ciliado, oblongo, obtuso de 2.5 a
3.5 mm de longitud, 0.75-1 mm de ancho. Columna fuerte, 1.75-3 mm de longitud,

lanzada longitudinalmente ¢ irregularmente denticulada a el apice, la antera y el estigma

. . y A
{ ventral, el pie grueso de 1 mm de longitud. ¥
Se encuentra desde Mexico, Centro América v Panama. En Guatemala en el

departamento de Alta Verapaz: bosque Chocon, cerca de Coban; en ¢l departamento de
Suchitepequez: Patulul a una altura de 350 m; en el departamento de Chimaltenango:

Pacaya v en el departamento de Santa Rosa a 4000 ft de altura.””’
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Reino Vegetal

Division Magnoliophvta
("l::s.c' Liliopsida
Orden Orchidales
Familia Orchidaceae

Subfamiia  Epidendroideac

Tribu Epidendreae
Subtribu Pleurothallidinae
Género Trichosalpinx

Subgénero  Trichosalpinx

Especie Trichosalpinx ciliaris **’
Trichosalpinx ciliaris (Lindl.) Luer, Phytologia 54:395, 1983.
Planta pequena epifita, raiz delgada.  Ramicaule erecto, delgado, mas o menso flexible.
con nudos a todo lo largo, 3-6 cm de longitud.  Hojas parpura, erectas, coreaceas.
estrechamente elipticas, agudas de 2 a 5.5 cm de longitud. Inflorescencia erecta, densa a
subdensa de flores, de 1 a 2.5 cm de longitud incluyendo el pedunculo filiforme.  Sépalos
rosados, blancos en la base, ciliados, el sépalo dorsal eliptico, agudo a obtuso de 3 a 4.5
mm de longitud, los sépalos laterales obtusos.  Pétalos translicidos, ciliado, eliptico-
oblongo, subagudo a obtuso de 1.5 a 1.75 mm de longitud.  Labio purpura, ciliado,
oblongo, obtuso de 2 mm de longitud.  Columna gruesa, longitudinalmente lanzada,
denticulada irregularmente al dpice, la antera y el estigma ventral, el pie grueso de 1 mm de

longitud. **’

Se encuentra en ¢l departamento de Alta Verapaz: Coban, Anonas, Union Barrios a 6500

ft de altura; en el departamento de Izabal: cerca de Quirigua de 75-225 m de altura.’®
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Reino Vegetal

Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Orchidales
Famihia Orchidaceae

Subfamilia  Epidendroideae

Tribu Epidendreae

Subtribu Pleurothallidinae

Genero Trichosalpinx

Subgénero  Trichosalpinx

Especie Trichosalpinx memor ¥

I'ichosalpinx memor (Rchb. f) Luer, Phytologia 54:396, 1983.
Planta de pequefio a gran tamarfio, epifita, de raiz delgada. Ramicaule delgado a
relativamente grueso, erecto, de 2-12 cm de longitud  Hojas erectas, coreaceas, algunas
veces convexas, elipticas, agudas, subagudas a obtusas de 2.5-7.5¢m de longitud, poseen un
peciolo de 5 a 8 mm de longitud.  Inflorescencia densa, racimo de unas pocas a muchas
flores de 1-3 em de longitud incluyendo el pedinculo filiforme.  Sépalos celular-glandular,
pubescente en el exterior, algunas veces glaboroso, ciliado, plrpura a amarillo de 2.5 a2 6
mm de longitud.  Pétalos translicidos, amarillos, combinado con purpura, oblongo a sub
orbicular de 0.5 a 1.75 mm de longitud. Labio de color plrpura oscuro, ciliado, oblongo,
obtuso d¢ 1.8 a 3 mm de longitud Columna blanca, gruesa, de 2-3 mm de longitud,
ampliamente lanzada hacia arriba mas o menos bidentada hacia ¢l apice, la antera y ¢l

. 4 . (2)
estigma ventral. el pie grueso de 1 mm de longitud.

Se encuentra distribuida desde México, pasando por Centro América, Panama v la region

Andina.'”’
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Reino Vegetal
Dmvision Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Orchidales
Familia Orchidaceae

Subfamilia  Epidendroideae

[ribu Epidendreac

Subtribu Pleurothallidinae

Género I'richosalpinx

Subgénero  Tubella

Especie Trichosalpinx broadwayi

Tnchosalpinx broadwayi Luer, Phytologia 54:393, 1983.

Planta epifita, erecta o ascendente, tallo mayor de 12 cm.  Ramicaule delgado, rigido o
flexible. Hojas membranosas, dilatadas, apiculadas hacia el apice y ciliadas en los
costados de 1-7 em de longitud.  Pedinculo lateral o terminal, filiforme, sobrepasando la

hoja de 1.5-5 cm de longitud, incluyendo las diminutas bracteas del racimo floral.  Flores

pequenas con bracteas, amarillas a verdes marcadas con parpura.  Sépalos ovalados,
lanceolados a estrecho lanceolado, agudo a agudo céncavo, 1 nervadura, 3-6 mm de

longitud. Pétalos delgados, ovalados a obtusos de 1 a 2 mm de loneitud por 1 mm de
L (=} L=

ancho. Labio de 2 a 2.5 mm de longitud, con un pequeiio gancho arqueado en posicion
natural. Columna erecta al dpice, cerca de 1.5 mm de longitud, con un pie corto. Capsula

. . . s
oblicua, ovoide de 3 mm de longitud. ©’

Localizada amba de 2400 m de altitud, distribuida desde México v Centro América,
desde Guatemala a Panama y Venczuela. En Guatemala se encuentra en el volcan de

. ~ 6}
pacava, arriba de Las Calderas.'”
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Reino Vegetal

Division Magnoliophvta
Clase Lihopsida
Orden Orchidales
Familia Orchidaceae

Subfamilia  Epidendroideac

Tribu Epidendreae

Subtribu Pleurothallidinae
Genero I'nichosalpinx

Subgénero  Tubella

Especie I'richosalpinx foliata

I'richosalpinx foliata Luer, phvtologia 54:395, 1983.
Planta pequena, epifita, de raiz delgada.  Ramicaule erecto, prolifico, con 1-3 (algunas
veces 5 0 mas) ramicaules superpuestos, cada ramicaule de 1-4 cm (raras veces 7 ¢m) de
longitud. Las hojas erectas, coreaceas, clipticas a ampliamente elipticas, u obtusas de 6 a
20 mm de longitud. Inflorescencia de poca a subdensa, racimo con algunas flores de 2-8
¢m de longitud incluyendo el pedianculo filiforme. Sépalos amarillos a blancos
amarillentos, glabrosos de 2.5 a 10 mm de longitud. Pétalos translucido, amarillo, eliptico
de 1.5 a 2 mm de longitud. Labio amarillo, eliptico-oblongo fr 1.5-2.75 mm de longitud
Columna ampliamente lanzada encima de la mitad de 1 a 1.5 mm de longitud, la antera

. . ?
subapical y ¢l estigma ventral. %'

En Guatemala se encuentra en ¢l departamento de Alta Verapaz: al norte de Chicayo
cerca de Coban a 5000 ft de altura; departamento de Guatemala: Volcan de Pacaya sobre

Las Calderas."’
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Reino

Vegetal

Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Orden Orchidales

Familia Orchidaceae

Subfamilia  Epidendroideas

Tribu Epidendreae

Subiribu Pleurothallidinae

Genero Trichosalpinx

Subgénero  Tubella

Especie Trichosalpinx cedralensis '

Trichesalpinx cedralensis (Ames) Luer, Phytologia 54:394, 1983.

Planta pequefia. epifita, prolifica, erecta a suberecta. tallo de 10 cm o mas, raiz delgada.

-~
Ramicaule ascendente, delgado, produciendo otros ramicaules desde el apice, 0.5-3 ¢m de
- longitud.  Hojas ascendentes, coreascas, elipticas, subagudas de 8-11 mm de longitud y 3-5

mm de ancho. Inflorescencia floja, algunas flores en el racimo de 2 a 3 cm de longitud
incluyendo el pedinculo filiforme de 5-8 mm de longitud.  Sépalos amarillos sin brillo,
glabrosos de 4.75-5.5 mm de longitud. Pétalos elipticos, oblicuos, agudos de 2.5 a 3 mm
de longitud con 1 enervacion.  Labio amarillo, oblongo-trilobulado de 2.5-3.5 mm de
longitud, 1.25-1.5 mm de ancho. Columna de 1.5 mm de longitud, con pequeiia alas
obtusas, apicales al dpice, ¢l pic de 1 mm de longitud, la antera subapical, ¢l estigma es

>
ventral. **/

Esta pequena especie es poco variable y se encuentra frecuentemente en las montafias de

Centro América, los andes de Venezuela y Bolivia."™”
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Remo Vegetal

N Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
’ Orden Orchidales

Familia Orchidaceac

Subfamihia Epidendrotdeae

I'ribu Epidendreae

Subtribu Pleurothallidinae

(Género [richosalpinx
Subgénero  Tubella
. . e 4 . ~ . A Y |
[ Especie I'richosalpinx fruticosa ™

Trichosalpinx fruticosa Luer, sp. nov.

Planta de mediano tamano. cpifita, erecta. Raiz delgada en la base. Ramicaules

ascendentes, prolificos, produciendo otros ramicaules cerca desde ¢l apice, 0.5-7 ¢m de
longitud (mas grandes los ramicaules inferiores). Hojas ascendentes, gruesamente
.

coreaceas, clipticas, obtusas de 10-17 mm de longitud, 6-7 mm de ancho. Inflorescencia
suelta, racimo con algunas flores de 2.5-3 cm de longitud incluyendo el pedinculo filiforme
de 0.5 em de longitud. Sépalos blancos, glabrosos. Pétalos membranosos, estrechamiento
ovalados, oblicuos, agudos de 3 mm de longitud, 1 nervadura. Labio blanco, oblongo-
trilobular, 3.25 mm de longitud, 1.25 mm de ancho en los l6bulos expandidos. Columna

de 1.25 mm de longitud, sin alas, la antera subapical, el estigma ventral. **!

En Guatemala se localiza en ¢l departamento de Alta Verapaz: Coban."”
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Estructuras de los compuestos aislados:
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