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El Grupo de investigacion del Departamento de Boténica denominado “Flora,
Vegetacion y Etnobotanica” desarrolla su trabajo sobre la definicién ecoldgica y dindmica de
las comunidades vegetales, la determinacion y taxonomia de las plantas y el estudio del uso

dado a los vegetales por el hombre.

Por otro lado, en el Departamento de Farmacologia, una de sus lineas de trabajo,
con una larga y fructifera trayectoria, se basa en la determinacién fitoquimica de los
componentes vegetales, con especial dedicacién a los de origen silvestre y de uso (o

posible uso) medicinal.

La Memoria de Investigacion que presentamos como resultado de las actividades
realizadas en el desarrollo de la Tesis Doctoral se incluye en las lineas sobre taxonomia y
etnobotanica en cuanto al aspecto botanico y en el estudio fitoquimico, con sus posibles

usos terapéuticos-medicinales, en lo referido a la linea de trabajo farmacologico.

De acuerdo con lo expuesto, se ha pretendido realizar un estudio fitoquimico sobre
un grupo de taxones del género Arenaria, perteneciente a la familia Caryophyllaceae,
incluyendo aspectos morfologicos y ecoldgicos, asi como la deteccion y caracterizacién de
grupos fitoquimicos. A ello se ha afiadido un andlisis sobre variabilidad genética entre
poblaciones y entre taxones préximos con ITS (Internal Transcriber Spacers) (Susanna et

al., 1999), en un intento de realizar una correcta tipificacion de los taxones.

Dada la importancia que en la actualidad organismos internacionales como la
0.M.S. conceden a la medicina tradicional y a las fitomedicinas y remedios de origen vegetal
utilizados en ella, hemos considerado interesante avanzar en el conocimiento de estas
especies de ambito mediterraneo utilizadas en la fitoterapia popular y que han pasado
desapercibidas para los investigadores, siendo seguramente una fuente potencial de nuevos

principios de interés medicinal.
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Un namero relativamente elevado de especies de la familia Caryophyllaceae,
correspondientes a diferentes géneros, se utilizan en el tratamiento de diversas afecciones
relacionadas fundamentalmente con disfunciones renales. Es muy caracteristica en esta
familia la presencia de sales de potasio y saponinas (Cart et al., 1992; Fulcheri et al., 1998;
Gunimka & Oleszek, 1998; Koike et al., 1994, 1999; Li et al., 1994; Mahato et al., 1988;
Mbark et al., 2000; Schordder et al., 1993) que en principio, pueden favorecer un efecto

diurético.

Sin embargo, aunque son escasos los estudios fitoquimicos y farmacologicos
previos sobre taxones de esta familia, se puede sefialar algin ejemplo que pone de
manifiesto tal relacién, como en el caso de Dianthus superbus Herbs, que tiene actividad
analgésica, antihepatotéxica (Hikino et al., 1984), y se muestra especialmente Util en el
tratamiento de patologias renales, en la mayor parte de las ocasiones provocando un
aumento de la diuresis (Rhiouani et al., 1999). En relacién al género Arenaria, los estudios
farmacoldgicos son muy escasos, aunque existen referencias de estudios fitoquimicos que
demuestran la presencia de saponinas (Elgamal et al., 1997, 1998; Jia et al., 1998, 1999;
Soliman et al., 2001).

Por otra parte, tras la experiencia acumulada en estudios etnobotanicos en cuanto
a la observacion del uso de plantas silvestres por la poblacion andaluza, se ha constatado
que existe una preferencia o discriminacion en cuanto al uso de unas poblaciones respecto
a otras, bien en una misma especie, bien en taxones muy préximos, diferenciados por los
botanicos pero no asi por los usuarios. Ello nos indica que, posiblemente, existe cierta
variabilidad en la composicion fitoquimica o porcentual de los compuestos quimicos

responsables de la accion y que es intuida por el uso popular.

Con el objetivo inicial de hacer un estudio en el seno de la familia Caryophyllaceae,
la tradicion en medicina popular que presentan algunas especies del género Arenaria
(Gonzalez-Tejero et al., 1995; Blanca & Valle, 1988), unido a su complejidad taxonémica y,
en muchas ocasiones, al area sumamente restringida de sus taxones, ha decidido que fuese

en este grupo donde hiciésemos un estudio que lo caracterizase de la forma méas completa
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posible. Esto implica una definicion boténica (morfolégica, biogeogréfica, ecoldgica) y la
caracterizacion fitoquimica y farmacologica (principios activos) y genética (estableciendo la
variabilidad genética y la relacion entre especies). Se ha pretendido, por tanto, estudiar
desde estos tres niveles la mayor parte de los taxones incluidos en la seccion Plinthine

(Reichenb.)Pau, dentro del género Arenaria.

I. 1. Caracterizacion de los taxones objeto de estudio

La familia Caryophyllaceae constituye el tipo del orden Caryophyllales, un
importante grupo de taxones (mas de ocho mil quinientas especies) que engloba a familias
tan interesantes como las Aizoaceae, Amaranthaceae (incluidas Chenopodiaceag),
Cactaceae,  Molluginaceae,  Nyctaginaceae,  Phytolacaceae,  Portulacaceae vy
Simmondsiaceae. Comprende unos setenta géneros y dos mil doscientas especies
distribuidas por todos los continentes (cosmopolita), teniendo representacion incluso en la
Antartida (Colobanthus). Son especialmente frecuentes en las zonas templadas vy, entre
ellas, en la Regién Mediterranea, donde algunos de sus taxones (géneros, subgéneros,

secciones) se han diversificado de manera notable.

En conjunto es una familia bastante natural y sus especies son, en su inmensa
mayoria, plantas herbaceas (rara vez sufruticosas), anuales o perennes, con hojas
opuestas, simples y enteras, que en muchos casos presentan vainas perfoliadas y que
nacen de zonas hinchadas del tallo (nudos). No tienen estipulas o si las presentan, suelen
ser escariosas y soldadas alrededor del nudo. Las inflorescencias, simples o compuestas,
son siempre de tipo cimoso. Las flores, hermafroditas (excepcionalmente unisexuales),
actinomorfas, tetrameras o pentameras, con periantio que puede ser homoclamideo (falta la
corola) 0 mas usualmente, heteroclamideo, con 4 o 5 sépalos, libres o soldados, a veces
con caliculo (Dianthus) y 4 o 5 pétalos, libres, a menudo escotados, lobulados o laciniados;
estambres en nimero de 4 a 8, en dos verticilos; ovario generalmente stpero, unilocular,
con 2 a 5 carpelos y estilos. Fruto en capsula pluriseminada, a veces sobre un carpéforo,

dehiscente por dientes apicales, en nimero igual o doble al de estilos (rara vez el fruto es
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una baya o una nucula monosperma). Tradicionalmente se han reconocido en la familia tres
subfamilias: Alsinoideae, sin estipulas y con sépalos libres, donde se incluye el género
Arenaria; Silenoideae, sin estipulas, con los sépalos soldados y Paronychioideae, con

estipulas y sépalos libres.

El género Arenaria L. quedé6 recogido en la obra de Linneo, Species Plantarum
(1763), con el numero 423, incluyendo la planta a la que J. Bauhin le atribuyé este nombre
en 1631. Proviene la palabra del latin arenarius -a -us = de arena, arenoso, haciendo

referencia a que vive en terreno arenoso.

La Peninsula Ibérica constituye un importante centro de diversificacion del género,
ya que en el territorio que abarca la obra Flora Ibérica (Peninsula e Islas Baleares), se
incluyen hasta 38 especies, que corresponden a 50 taxones si incluimos las subespecies
(Vol. 1I, 1990). En un &mbito muy superior, como es Europa, en 1964 se censaron 51
especies, mas unas 15 subespecies (Flora Europaea, Vol. |, 1964), mientras que para todo
el norte de Marruecos se han identificado solo 10 especies, mas dos subespecies (Valdés, B
etal., 2002).

Las plantas que comprende este género en su inmensa mayoria son hierbas,
anuales, bienales o perennes, aunque también existen algunas sufruticosas. Las hojas son
opuestas y enteras y no existen estipulas. Inflorescencias cimosas o solitarias, alguna vez
en racimos. Flor hipégina con 5 sépalos (muy raramente 4), libres, persistentes, los internos
con un margen membranoso; pétalos 5 (a veces 4), en general blancos, en alguna ocasion
rosa o purpura, enteros, retusos o emarginados; estambres 10, raramente 8, uniseriados,
insertos en un disco glanduloso perigino; estilos usualmente 3, aunque pueden ser también
2, 4 0 5. Fruto en capsula, dehiscente por doble nimero de dientes que el de estilos, en
general 3 6 6, bidentados. Semillas reniformes o globosas, algo comprimidas, en general
negras; la testa rara vez es lisa y brillante, sino con células anchas y redondeadas,
prominentes (testa coliculada), las dorsales o todas ellas a veces provistas de prominencias

mamiformes, conicas o cénico-cilindricas.
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De acuerdo, basicamente, con la clasificacion infragenérica de McNeill (1962) y con
la obra boténica de referencia Flora Iberica, de las 38 especies de Arenaria recogidas por G.
Lépez en Flora Iberica (Vol. Il, 1990), 37 de ellas se incluyen en el subgénero tipo, y sélo A.
purpurascens Ramond, una planta cespitosa de hojas sésiles, pétalos purpureos, capsula
cilindrica con semillas brillantes y lisas, propia del Pirineo y una estacion en los Alpes,

queda dentro del subgénero Porphyrantha (Fenzl) McNeill.

El subgénero Arenaria se caracteriza porque sus especies son hierbas, anuales o
perennes, con hojas inferiores usualmente pecioladas y las caulinares sésiles, en muchas
ocasiones con un nervio marginal engrosado. Las inflorescencias son cimosas, en
ocasiones contraidas en glomérulos, o flores solitarias. Las flores son pentdmeras o
tetrdmeras, con pétalos blancos, raramente rosados. La capsula es ovoidea u ovoideo-
oblonga, cuyo tamafio proporcional es variable; desde mas corta hasta dos veces mas larga

que el caliz. Las semillas presentan testa coliculada y muy rara vez es lisa.

La variabilidad en el subgénero es grande, por lo que los distintos taxones se
agrupan en hasta 9 secciones: Rariflorae F. N. Williams (1 especie), Grandiflorae McNeill (2
especies), Plinthine (Reichenb.) Pau (14 especies), Rotundifoliae MacNeill (2 especies),
Planosepalae McNeill (1 especie), Orientales McNeill (10 especies), Africanae McNeill (2

especies), Arenaria (4 especies) y Pungentes McNeill (1 especie).

Cabe comentar que McNeill (loc. cit: 127) incluyd la seccion Pungentes, con
especies sufruticosas de hojas punzantes, sépalos acuminados y pétalos mas cortos que el
céliz, en un subgénero aparte (Eremogone (Fenz) Fenz), donde estaria el endemismo
nevadense Arenaria pungens Clemente. G. Lépez (Flora Ibérica vol Il: 222) no esta de
acuerdo con ello y aunque estima que es un taxon notablemente diferente y posiblemente,
incluible en un subgénero distinto. Provisionalmente lo incluye, como hemos visto, en el
subgénero Arenaria. Por otro lado, tanto McNeill como mas tarde, G. Lopez & Nieto Feliner
(1986: 360) dudan de la idoneidad de incluir al también endemismo nevadense Arenaria
nevadensis Boiss. & Reuter en la seccién Arenaria donde finalmente la incluyen, al

presentar rasgos originales. Estos hechos ponen de manifiesto la importancia de las sierras
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Béticas como centro de diversidad del género Arenaria y, como veremos mas adelante,

especialmente en la seccion Plinthine.

La seccion Plinthine (Reichenb.) McNeill es un grupo bien delimitado morfoldgica
y biogeograficamente, hasta el punto de haber recibido el rango taxondmico de género por
parte de algunos autores, entre ellos Reichenbach (1837). La mayoria de sus especies son
endemismos de la Peninsula Ibérica, territorio que constituye indudablemente el centro de
diferenciacién del grupo, ya que a la riqueza de taxones hay que afiadir la gran variabilidad
de algunos de ellos y el que la distribucion de los taxones no restringidos a la Peninsula se

localicen en su entorno inmediato (sureste de Francia, noroeste de Italia y norte de Africa).

Las especies de la seccién Plinthine son hierbas perennes, cuyos tallos poseen,
generalmente, un denso indumento de pelos cortos, retrorsos y sin ningun tipo de glandulas.
Las hojas son sésiles, rigidas, connatas en la base, ciliadas, conduplicadas y canaliculadas,
arqueadas en mayor o menor grado, con tres gruesos nervios, uno en posicion central y dos
laterales, hacia el margen. Flores sésiles, solitarias o en glomérulos, involucradas por pares
de bracteas, pentameras o, raramente, tetrameras; sépalos libres similares a las bracteas y
a las hojas; pétalos blancos (raramente rosas), enteros, en general mayores que los

sépalos.

A esta descripcion genérica habria que afiadir la tendencia de muchas de sus
especies a contraer sus tallos, dando lugar a plantas densamente cespitosas o pulvinulares,
formando compactas almohadillas, lo que ha provocado su denominacién comun (papo, piel

de ledn) y que tienen su maxima expresion en A. alfacarensis Pamp.

Como se ha sefialado, es esta seccidon la mas numerosa del género en taxones, ya
que a las 14 especies hay que sumar otros 4 con el rango de subespecie. El estudio que
hemos realizado se ha circunscrito a 9 de estos 18 taxones, centrandonos en las
poblaciones existentes en las sierras Béticas, donde abundan los endemismos, con el
objetivo de establecer posibles relaciones entre los taxones. En este conjunto no hemos

podido trabajar con A. racemosa Willk., especie escasa de las sierras de Tejeda y Almijara



Botanica

al no poder localizar ninguna poblacién. Por otro lado, se ha incluido una poblacién alejada
del sudeste ibérico, concretamente una muestra de A. erinacea Boiss., procedente del
noreste de la Peninsula. Con ello se ha tratado de hacer una comparacién entre ésta y las

muestras andaluzas.

De esta forma, no se han incluido, ademas de A. racemosa Willk.: A. vitoriana
Uribe-Echebarria & Alejandre, endemismo de la Serrania de Cuenca, la Alcarria y montes
de Alava, donde se encuentra en poblaciones dispersas y reducidas; A. tetraquetra L.
subsp. tetraquetra, propia de los Pirineos centrales; el complejo de A. aggregata (L.) Loisel,
que comprende la subespecie tipo, propia de la franja del suroeste de Europa comprendida
entre los Alpes Maritimos y la Provenza hasta Albacete, y la subsp. pseudoarmeriastrum
(Rouy) G. Lépez, endemismo que sustituye al tipo en las montafias sublitorales de Valencia
y Alicante; A. querioides Pourret ex Willk., endemismo de las montafias siliceas del
cuadrante noroccidental y central de la Peninsula, en cuyo seno algunos autores distinguen
la subsp. fontiqueri (Pinto da Silva) Rocha Afonso, de suelos serpentinicos; A. favargeri
(Nieto Feliner) G. Lopez & Nieto Feliner, endemismo de los cerros de la mitad sur de la
Mancha ricos en yesos y A. cavanillesiana (Font Quer & Rivas Goday) Nieto Feliner,

endemismo de los cerros de la mitad norte de la Mancha ricos en yesos.

El estudio lo hemos centrado en los taxones que a continuacion se describen de
forma mas detallada, siguiendo el criterio taxonémico de Flora lberica, aun cuando algunos
taxones subespecificos pensemos que merecerian el tratamiento especifico, como es el
caso de A. murcica y A. caesia. Las referencias ecologicas, biogeograficas y bioclimaticas
tienen su base en los trabajos de Rivas Martinez et al. (2001, 2002a, 2002b, 2007).



Estudio del género Arenaria sect. Plinthine

C. MEDITERRANEAN

Ca. WESTERN MEDITERRANEAN

[0 14. Coastal Lusitano-Andalusian
14a. Gado-Algarvian, 14b. Sado-Divisorian.
15, Mediterranean West Iberian

15a. Luso-Extremaduran, 15b. Carpetano-Leonese
16. Betican

17. Murcian-Almerian

| 18. Mediterranean Central Iberian

18a. Castillian, 18b. Oroiberian, 18c. Low Aragonese
7 19. Balearic-Catalonian-Provengal

19a. Valencian-Catalonian, 19b. Occitanian-Provengal, 19¢. Balearic
| 20. Italo-Thyrrhenian

20a. Corsican, 20b. Sardinian, 20c. Sicilian, 20d. Coastal West Italian

Figura 1: Provincias y subprovincias biogeograficas de la Peninsula Ibérica (Rivas Martinez et al., 2002).
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Figura 2: Sectores y subsectores biogeograficos presentes en Andalucia (Rivas Martinez, 2007). Provincia
Bética 1. Sector Hispalense, 1.a. Subsector Guadalquivirefio-Campifies 1.b. Subsector Jerezano-Campifiés, 2.
Sector Rondefio 2.a. Subsector Rondefio 2.b. Subsector Alorefio-Bermejense, 3.Sector Granadino-Almijarense
3.a. Subsector Almijarense 3.b. Subsector Granadino, 4. Sector Subbético 4.a. Subsector Subbético Occidental
4.b. Subsector Cazorlense 4.c. Subsector Subbético Oriental, 5. Sector Alpujarrefio-Gadorense, 6. Sector
Nevadense, 7. Sector Accitano-Baztetano 7.a. Subsector Hoyano-Accitano-Baztetano 7.b. Subsector Orofilabrico-
Baztetano 7.c. Subsector Oroestaciano-Mariense; Provincia Lusitano Andaluza Litoral, Subprovincia
Gaditano Algarviense 8. Sector Aljibico, 9. Sector Gaditano-Onubense-Litoral, 10. Sector Algarviense; Provincia
Mediterranea lbérica Occidental, Subprovincia Luso Extremadurense 11. Sector Marianico-Monchiquense
11.a. Subsector Marianense 11.b. Subsector Araceno Pacense; Provincia Murciano Almeriense 12. Sector
Almeriense; Provincia Mediterranea Ibérica Central, Subprovincia Castella 13. Sector Manchego.

1. - Arenaria alfacarensis Pamp. in Boll. Soc. Bot. ltal. 1915:66 (1915)

Este taxon fue denominado por primera vez, en 1904, por Huter, aunque de forma
ilegitima, como A. pulvinata Huter. En la revision del género de McNeill (1962: 113), se
incluye el nombre de A. lithops Heywood, que posteriormente aparece en la obra Flora
Europea y que conduce a numerosos autores a denominarla asi. Sin embargo, ya en 1915,
en una publicacion que habia pasado desapercibida para los autores britanicos, Pampanini
la habia denominado correctamente, con el nombre de la localidad en donde supuestamente
(Sierra de Alfacar) se habia recolectado. La localidad exacta, en realidad, era las cercanias
de la Cueva del Agua, término municipal de Iznalloz (Granada), en la conocida como Sierra

Harana.
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Especie densamente pulviniforme, que forma grandes almohadillas entre las rocas,
a veces tapizandolas en superficies superiores al metro de ancho. Presenta en el interior del
pulvinulo unos tallos con entrenudos glabros y lustrosos. Las hojas miden entre 0,8 y 2 mm
de largo, por 0,5 a 1,2 mm de ancho y son ovado- orbiculares u ovadas, obtusas, pelosas
por el haz, glabras por el envés y densamente imbricadas. Las flores son tetrameras,
solitarias, quedando, al final de los tallos, empotradas entre las hojas terminales. Es una
especie funcionalmente dioica, en la que las flores masculinas son més grandes y vistosas.
El céliz oscila entre 1,5y 3,5 mm de longitud y presenta sépalos ovados, obtusos, gruesos,
con nervadura poco marcada. Los pétalos alcanzan hasta los 4 mm en las flores masculinas
y apenas los 2 mm en las femeninas. Las anteras tienen entre 0,5 y 0,6 mm, mientras que la
capsula puede llegar a los 4 mm, con un contorno ovoideo-elipsoidal, siendo algo més corta
a poco mas larga que el céliz. La dehiscencia de la capsula se produce solo cuando se
humedece por la lluvia. Las semillas, de hasta 0,9 mm son reniforme-orbiculares, con las

células de la testa obtusas y pequefias. Dotacion cromosdmica, 2n = 40.

De acuerdo con lo expresado por Goyder (1987), el escaso nivel de variaciéon en
esta especie, comparado con otras especies de la seccidén Plinthine, sugiere un origen
comln de sus poblaciones, tratdndose, probablemente, de un taxon paleoendémico,
estable, restringido a un habitat y ambito geografico muy definido, donde quedé refugiado
como relicto. Sefiala, ademas, que la planta alberga en el pulvinulo semillas (a modo de
banco) que pueden permanecer viables durante mas de 10 afios, estimando que los

individuos pueden vivir mas de 50, con un promedio anual de crecimiento de 3,8 mm.

Tanto las plantas vivas como las muertas son colonizadas por otros individuos.
Heywood, en su tesis doctoral sobre la sierra de Cazorla (1953) observéd la existencia de
distintas “generaciones” creciendo sobre plantas viejas, mientras que Goyder (1987: 296)
sefiala en Sierra Magina que el 70% de los cojines de A. alfacarensis estaban invadidos por
otras especies. Este hecho es comln en plantas que forman almohadillas, como el mismo

autor sefiala para A. tetraquetra y refiere de Gibbs (1950) para Silene acaulis.
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A. alfacarensis es un endemismo de las provincias politicas de Granada y Jaén
(posiblemente adentrandose en la de Albacete) y se localiza en contadas sierras
pertenecientes todas ellas al Sector Subbético al que caracteriza, dentro de la Provincia
biogeogréfica Bética, de acuerdo con Rivas Martinez et al. (1991, 1997). Vive, entre los
1.500y 2.200 m, en la sierra de Harana (Granada) y Méagina, la Cabrilla, del Pozo, Cazorla,
Segura y Alcaraz (Jaén). Forma parte y caracteriza en parte (Rivas Martinez & al., 2002
528), al matorral de caméfitos almohadillados Béticos y de las montafias del Atlas en
Marruecos perteneciente a la alianza Xeroacantho-Erinaceion (Quézel) O. Bolés, que se
desarrolla en el horizonte superior del piso supramediterraneo y en el oromediterraneo, en
ombroclimas que van desde el seco al subhimedo, en sustratos calcareos, dentro del orden
Erinaceetalia anthyllidis Quézel (Rosmarinetea officinalis Rivas-Martinez, T.E. Diaz, F.
Prieto, Loidi & Penas). No obstante, por su forma de vida, sobre suelos esqueléticos, suele
ser compafiera, alli donde vive, de las comunidades rupicolas supra-oromediterrdneas
Béticas sobre socas calcareas pertenecientes a la alianza Saxifragién camposii Cuatrecasas

ex Quézel (Potentilletalia caulescentis, Asplenietea trichomanis).

Figura 3: Arenaria alfacarensis Pamp. Detalle de Flora Iberica Vol. II: 184.

Hemos estudiado y recogido muestras de la poblacién existente en los alrededores

de la Cueva del Agua, término municipal de Iznalloz (Granada), en la Sierra Harana a 1730
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m de altitud. Poblacion donde se recogieron los ejemplares para la descripcion de la especie
y que debido al reciente acondicionamiento de la carretera que accede a la cueva, ha

sufrido el aniquilamiento de muchos ejemplares.

2.- Arenaria tetraquetra L., Sp. Pl.: 423 (1753) subsp amabilis (Bory) H. Lindb.
fil. in Acta Soc. Sci. Fenn., Ser. B, Opera Biol. 1(2): 45 (1932).

Este taxon fue denominado A. amabilis por el oficial médico napole6nico Jean
Batiste Bory de Saint Vincent. Pero afios antes, en 1802, los botanicos del Real Jardin
Botanico de Madrid, Mariano Lagasca y José Demetrio Rodriguez ya la habian descrito con
el nombre de A. imbricata Lag. & Rodr. y aunque dicho nombre no se ha conservado

oficialmente, se ha usado por numerosos autores.

Planta que forma almohadillas densas, hemisféricas, con cepa lefiosa, muy
ramificada. Entrenudos de los tallos glabros o casi glabros, lustrosos. Hojas de 1,5 a 2,5 (a
veces hasta 4) mm de largas por 0,6 a 1,7 de anchas, glabras o pelosas por el envés, de
triangular-ovadas a ovado-lanceoladas, obtusas, arqueado-patentes, con nervio marginal
muy grueso, densamente imbricadas. Flores pentameras o, muy raramente, tetrameras,
solitarias 0, a veces, en racimos densos de 3 a 5 flores, sobresaliendo casi por completo de
la almohadilla. Caliz de entre 4 y 6 mm, con sépalos ovado-lanceolados, ciliados, con
nervadura neta. Pétalos de 5 a 8 mm, mas largos que los sépalos. Anteras hasta de 0,8 mm.
Capsula de 4 a 5,5 mm, ovoideo-oblonga, submembranacea, de poco mas corta a poco mas
larga que el céliz. Semillas de 0,7 a 1mm, reniformes, negras, con las células de la testa

pequefas y poco prominentes. Dotacion cromosémica, 2n = 20.

Endemismo de Sierra Nevada, donde es frecuente y vive entre los 2.400 y 3.400 m
de altitud, tanto en la provincia de Granada como la de Almeria (sector biogeografico
Nevadense, provincia Bética), en suelos siliceos poco evolucionados (esquistos,
cuarcitas...). Es un taxon caracteristico del pastizal psicroxeréfilo oro y crioromediterraneo
que se incluye en la alianza Nevadension purpureae Quézel (Festucetalia indigestae Rivas

Goday & Rivas Martinez; Festucetea indigestae Rivas Goday & Rivas Martinez), pastizal
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silicicola, de suelos geliturbados, con especies graminoides y camefiticas, constituyendo
una etapa serial de los enebrales oromediterrdneo y formando parte del pastizal climécico

crioromediterraneo.

Figura 4: Arenaria tetraquetra L. subsp amabilis (Bory) H. Lindb. Detalle de Flora Iberica Vol. II: 186 y dibujo de
Boissier, tabla 29b(1840).

Nuestras muestras proceden de Sierra Nevada (Granada), de la vertiente norte, en

el paraje conocido como Lavadero de la Reina, a 2650 m.

3.- Arenaria tetraquetra subsp. murcica (Font Quer) Favarger & Nieto Feliner in
Bot. J. Linn. Soc.97: 3 (1988)

La descripcion inicial del taxon fue hecha por Font Quer, que en 1948 la denomin6
A. aggregata var. murcica Font Quer. En la consideracion, como opinan otros autores, de
constituir una especie independiente, la nomenclatura del taxon debe ser: A. murcica (Font

Quer) Rivas Martinez, A. Asensi, Molero Mesa & Valle.
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Taxon de porte pulvinular, forma almohadillas densas, hemisféricas, a veces algo
laxas, en general de menor tamafio que el taxon precedente, con cepa lefiosa, ramificada.
Entrenudos superiores de los tallos, al menos de los floridos, mas alargados, densamente
pelosos. Hojas de 1,5 a 2,5 (a veces hasta 3) mm de largas por 0,6 a 1,5 de anchas,
pelosas o glabras por el haz, de triangular-ovadas a ovado-lanceoladas, obtusas, en raras
ocasiones mucronadas o agudas, arqueado-patentes, con nervio marginal muy grueso,
densamente imbricadas. Flores pentdmeras, solitarias o, a veces, geminadas o 3 a 5.
Cépsula de 4 a 6,5 mm, ovoideo-oblonga, submembranacea, de poco mas corta a poco mas
larga que el caliz. Semillas de 1 a 1,2 mm, reniformes, negras, con las células de la testa

grandes y prominentes. Dotacién cromosémica, 2n = 60.

Es un endemismo de las montafias Béticas de naturaleza calcarea, extendiéndose
por las sierras de Granada, Jaén y Albacete (La Sagra, Baza, Orce, Méagina, Cazorla, Las
Villas, Segura y Alcaraz), extendiéndose, por tanto, por los sectores Subbético y Accitano-
Baztetano (provincia Bética), en altitudes comprendidas entre los 1.600 y 2.250 m,
desarrolldndose entre el matorral cacuminal y de laderas expuestas, sobre suelos poco
evolucionados. Es un taxon caracteristico de la alianza Xeroacantho-Erinaceion (Quézel) O.
Bolos (Erinaceetalia anthyllidis Quézel; Rosmarinetea officinalis Rivas-Martinez, T.E. Diaz,
F. Prieto, Loidi & Penas).

"

Figura 5: Arenaria tetraquetra L. subsp. murcica (Font Quer) Favarger & Nieto Feliner. Detalle de Flora Iberica
Vol. II: 186.

14



Botanica

La poblacién en que recogimos las muestras se localiza en la Sierra de Baza

(Granada), en el cerro denominado Calar de Santa Bérbara, a 2. 140 m de altitud.

4.- Arenaria armerina Bory in Ann. Gén. Sci. Phys. 3: 5 (1820) subsp. armerina

Bory describi6 el taxon en la misma publicacién en que dio a conocer A. amabilis.
En este caso la sefiald creciendo entre el matorral, en frente de Giiejar Sierra (Sierra
Nevada, Granada). No obstante, su area de distribucion es bastante amplia, llegando hasta

el otro lado del Mediterraneo.

Es una planta muy variable, cespitosa, a veces subpulviniforme, que alcanza hasta
los 35 cm, sufruticulosa, con cepa muy ramosa. Tallos alargados, graciles, densamente
pelosos, con indumento de pelos cortos, retrorsos, no lanosos, de menos de 0,2 mm. Hojas
de 2 a 5 (o hasta 7,5) por 0,5 a 1,5 mm, linear-lanceoladas u oblongo-lanceoladas, a veces
suborbiculares, obtusas o, muy raro, agudas, arqueadas, glabras o glabrescentes por el
envés, pelosas en el apice o raramente glabras por el haz. Inflorescencias en glomérulos
terminales, con 2 a 12 flores, rara vez flores solitarias; bracteas en general mucho mas
cortas que las flores. Flores pentameras. Caliz de (3,54 a 6,5(7,5) mm, peloso o
glabrescente; sépalos de ovado-lanceolados a oblongo-lanceolados, obtusos, contraidos o
atenuados en el &pice de manera algo brusca, con margenes curvados. Anteras de 0,6 a 1
mm. Capsula de 4 hasta 7,5 mm, fusiforme u ovoideo-oblonga, subcoriacea, mayor o igual
que el caliz. Semillas de 1 a 1,3 mm, reniformes, negras, con las células de la testa obtusas,

redondeadas, raramente mamiformes. Dotacion cromosdmica, 2n = 30, 60

Se distribuye por las provincias del sudeste peninsular, desde Alicante hasta
Mélaga, incluyendo Albacete, Murcia, Jaén, Almeria, Cérdoba y Granada, y el norte de
Marruecos. Es el Unico taxon de la seccion Plinthine presente en ambos lados del Estrecho
de Gibraltar. En nuestro territorio se sitla en las sierras Béticas, en altitudes comprendidas
entre 1000 y mas de 3.000 (3.400) m en Sierra Nevada. Presente en los sectores Rondefio,

Subbético, Granadino-Almijarense, Accitano-Baztetano, Nevadense vy Alpujarrefio-
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Gadorense Es indiferente en cuanto al tipo de sustrato, aunque prefiere los de naturaleza
basica. Vive entre el matorral camefitico en zonas de suelo pedregoso o poco desarrollado,
formando parte de las comunidades de tomillares meso y supramediterraneos, secos a
subhimedos, calcicolas Béticos, propios de la alianza Lavandulo-Echinospartion boissieri
Rivas Goday & Rivas Martinez (Rosmarinetalia officinalis; Rosmarinetea officinalis) y en los
piornales xeroacanticos calcicolas de la alianza Xeroacantho-Erinaceion (Quézel) O. Bolés
(Erinaceetalia anthyllidis; Rosmarinetea officinalis). En sustratos siliceos, se la considera
caracteristica de la subalianza Thymenion serpylloidis (Rivas Goday & Rivas Martinez)
Rivas Martinez, Fernandez Gonzalez & Sanchez Mata, que comprende el tomillar-pastizal
de la montafia nevadense en su piso oromediterraneo. Se incluye en la alianza Nevadension

purpureae (Festucetalia indigestae; Festucetea indigestae).

Figura 6: Arenaria armerina Bory subsp. armerina. Detalle de Flora Iberica Vol. II: 184 y dibujo de Boissier, tabla
30(1840).

Hemos obtenido dos muestras de este taxon: una de la Cueva del Agua de Iznalloz
(Granada), a 1.600 m. y otra de la Sierra de Orce (Granada), a 1.540 m. de altitud.
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5.- Arenaria armerina subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales & F. Valle in
Biol.-Ecol. Médit. 9: 165 (1982)

Taxon descrito inicialmente por Boissier quien, tras el analisis de las recolecciones
efectuadas durante su viaje de 1837, originalmente publicé muchas novedades en su
famosa obra en que describe su trayectoria en el Reino de Granada (Voyage Botanique
dans le midi de 'Espagne) y otras, como esta, fue adelantada a la comunidad cientifica. Asi,
en 1838 publica una obra (Boissier, 1838) en que, entre las novedades sefiala A.
armeriastrum var. caesia Boiss., localizando la planta en el Dornajo de Sierra Nevada a

unos 6.500 pies (alrededor de dos mil metros de altitud).

Morfolégicamente parece estrechamente emparentada con la subsp. armerina,
pero su nimero cromosomico cuestiona el parentesco (Nieto Feliner, 1985) y apoya la
decision de adoptar el rango subespecifico, reconociéndose frente al tipo por el tomento que
cubre la mayoria de sus érganos. Otros autores, sin embargo, apoyan su definicién como
rango especifico (A. caesia (Boiss.) Rivas-Martinez, A. Asensi, Molero Mesa & Valle, in
Rivas Martinez et al., 1991), ademas de por lo expuesto, por presentar una ecologia

claramente distinta.

Planta laxamente cespitosa, glauco-cenicienta, con tallos difusos de hasta 20 cm.,
sufruticulosa, con cepa ramosa. Tallos alargados, graciles, densamente pelosos, con
indumento de pelos crespos, sublanosos, densos, de hasta 0,6 mm en la inflorescencia.
Hojas de 2 a 4,5 (0 hasta 5) por 0,5 a 1,2 mm, linear-lanceoladas u oblongo-lanceoladas, a
veces suborbiculares, obtusas o, muy raro, agudas, arqueadas, con pelos largos por el haz
y algo pelosas por el envés. Inflorescencias a menudo ramosas, en glomérulos terminales
de hasta 12 flores; bracteas en general mucho méas cortas que las flores. Flores
pentdmeras. Caliz de (4)4,5 a 7 mm, lanuginoso; sépalos de ovado-lanceolados a oblongo-
lanceolados, obtusos, gradualmente estrechados hacia el apice, con la mitad superior casi
linear. Anteras de 0,6 a 1 mm. Capsula de 6 a 7 mm, fusiforme u ovoideo-oblonga,
subcoriacea, mayor o igual que el céliz. Semillas de 0,9 a 1 mm, reniformes, negras, con las

células de la testa mamiformes u obtusas. Dotacién cromosémica, 2n = 36.
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Es un endemismo cuya area de distribucion se extiende por las sierras de Granada
y, posiblemente, en alguna de Malaga (sector Granadino-Almijarense, dentro de la provincia
Bética.), en altitudes comprendidas entre los 1.000 y 2.000 m: Sierra Nevada, Cazulas,
Alfacar, Huetor, Harana, Tejeda. Vive exclusivamente sobre sustratos dolomiticos, sobre
todo en arenas cristalinas, formando parte del pequefio matorral camefitico de la alianza
supra y oromediterrdnea Bética Andryalion agardhii Rivas Martinez, a la que caracteriza
(orden Convolvuletalia boissieri Rivas Martinez, Pérez Raya & Molero Mesa, clase

Rosmarinetea officinalis).

Dos poblaciones de este taxon se han estudiado, la de la Cortijada de los
Agustinos en Quéntar (Granada), a 1.400 m, y la de las cercanias a la Ermita de Nuestra

Sefiora del Pilar en el Colmenar de Huetor Santillan (Granada), a 1.070 m. de altitud.

—
Figura 7: Arenaria armerina subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales & F. Valle. Detalle de Flora Iberica Vol. II:
184.
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6.- Arenaria tomentosa Willk. in Linnaea 25: 15 (1852)

Especie muy escasa desde que se describid, con un solo ejemplar, “entre Las
Vertientes y Chirivel” (Willk, loc. cit.). Posteriormente han sido localizadas poblaciones en un

area mas amplia.

Es una planta cespitosa, sufruticosa, pequefia, que alcanza los 10 cm., de color
verde ceniciento, muy pelosa. Tallos con escaso tomento, cortos, con numerosos restos
foliares. Hojas de 1 a 2 (2,5) por 0,8 a 1,2 mm, ovadas o elipticas, subimbricadas, obtusas,
arqueadas, pelosas por el haz y pelosas o glabrescentes por el envés, con nervadura
gruesa. Las hojas de los renuevos de 0,5 a 1 mm, subconformes. Flores pentameras, en
glomérulos de 2 a 4 (5) o solitarias, a menudo con flores axilares debajo del glomérulo;
bracteas mucho mas cortas que las flores. Caliz de 4 a 5,5 (6) mm, con escaso tomento;
sépalos lanceolados, subobtusos o agudos, ciliados, con nervio central grueso. Pétalos de
(4) 5 a 6,5 mm, poco mas largos que el caliz. Anteras de 0,6 a 0,7 mm. Capsula de 2 a 4
mm, oblonga, inclusa, membranacea. Semillas de 0,7 a 0,9 (1) mm, reniformes-orbiculares,

negras, con las células de la testa obtusas. Dotacion cromosémica, 2n = 30.

Endemismo que vive en zonas montafiosas de las provincias de Granada y
Almeria, entre 1.000 y 2.200 m de altitud (sierra de Baza, Lucar, Gador), correspondientes a
los sectores Accitano-Baztetano y Alpujarefio-Gadorense, dentro de la provincia Bética.
Forma parte de los pequefios matorrales y pastos sobre suelos calcareos, pedregosos,
correspondientes a las alianzas  Lavandulo-Echinospartion  boissieri,  meso-
supramediterranea bética en ombroclima seco-subhiimedo (orden Rosmarinetalia officinalis)
y Xeroacantho-Erinaceion, supra superior y oromediterranea seco-subhumedo de las altas

montafias béticas (orden Erinaceetalia anthyllidis). Clase Rosmarinetea officinalis.

Se han estudiado muestras de la poblacion existente en el Calar de Santa Barbara
de la Sierra de Baza (Granada) a 2.140 m. de altitud.
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Figura 8: Arenaria tomentosa Willk. Detalle de Flora Iberica Vol. II: 189 y dibujo de Willkomm, tabla 65D (1856).

7.- Arenaria arcuatociliata G. Lopez & Nieto Feliner in Anales Jard. Bot. Madrid
42: 353 (1986)

Descrita sobre muestras recogidas por Pallarés en 1973, entre Chirivel y Contador,
provincia de Almeria, junto al camino, hacia el kilometro 132, a 1.100 m, en matorral

calcareo junto a encinar.

Especie sufruticosa o fruticulosa, de hasta 18 cm., cespitosa, muy pelosa,
estrigulosa. Los tallos son erectos o ascendentes, con entrenudos usualmente méas cortos
que las hojas. Estas son de 2 a 3 (4) por 1 a 2 (2,5) mm, ovadas u ovado-lanceoladas,
obtusas, netamente arqueado-recurvadas y ciliadas hasta la mitad, pelosas por el haz,
pelosas o glabrescentes por el envés, con nervadura gruesa; hojas de los renuevos
imbricadas, de cerca de 1 mm, subconformes. Flores pentameras, en glomérulos de 2 a 6
(10) flores, fragiles, densamente pelosos, rara vez alguna flor solitaria; bracteas arqueado-

patentes, carinadas, con el nervio medio grueso y superando un tercio de la longitud de las
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flores. Caliz de 4 a 5 (5,5) mm, con escaso tomento; sépalos lanceolados, subagudos o
mucronados, arqueados en el apice, largamente ciliados. Pétalos de 6,5 a 7 mm, mas largos
que los sépalos. Capsula de 2,5 a 4 (4,5) mm, oblonga, inclusa, submembranacea. Semillas
de 1 a1,2 mm, reniformes, negras, con las células de la testa obtusas, pequefias. Dotacion

cromosomica 2n = 30.

Convive frecuentemente con A. fomentosa y se diferencia de ella (G. Lopez & Nieto
Feliner, 1986) por sus hojas netamente mayores, de 2-3 (-4) mm, arqueado recurvadas-
ciliadas hasta cerca de la mitad, asi como por sus glomérulos plurifloros, que se desarticulan
facilmente, sus bracteas mucho mayores, de hasta 3,5 x 2,5 mm, con nervadura mas
prominente, sus sépalos arqueado patentes y sus semillas mas grandes, de 1-1,2 mm frente
a 0,8-0,9(-1) mm de A. tomentosa. La fenologia parece ser también algo diferente,

floreciendo en general antes A. arcuatociliata en una misma localidad.

De A. armerina se diferencia facilmente por su capsula pequefia, membranacea,
inclusa, de menos de 4,5 mm, (igualando o superando al caliz en A. armerina), por sus hojas
y sépalos mucho mas recurvados, ciliados mas largamente, por sus entrenudos

constantemente abreviados, poco més largos que las hojas y su indumento.

Endemismo de las zonas montafiosas de Andalucia oriental (provincias de
Granada y Almeria), en las sierras de Baza, Orce, la Sagra, Lucar, etc., entre los 800 y
1.200 m de altitud. Sectores biogeograficos Accitano-Baztetano y Subbético, dentro de la
provincia Bética. Vive entre los tomillares que se desarrollan en suelos poco evolucionados
sobre sustratos calcareos. Caracteriza a la alianza Lavandulo- Echinospartion boissieri, que
comprende este tipo de matorral de los pisos meso y supramediterraneo en ombroclima
seco a subhumedo y que engloba a las asociaciones béticas ( Rosmarinetalia officinalis,

Rosmarinetea officinalis).
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Figura 9: Arenaria arcuatociliata G. Lopez & Nieto Feliner. Detalle de Flora Iberica Vol. II: 190.

Se localizd una poblacién y se recogieron las muestras necesarias en la

denominada Casa del Bosque, en la Sierra de Orce (Granada), a 1.110 m. de altitud.
8.- Arenaria erinacea Boiss., Voy. Bot. Espagne 2: 103, tab. 292 (1840)

Especie descrita por Boissier tras su recorrido por el Reino de Granada en 1836, la
refiere de la Sierra Tejeda a unos 2.000-2.200 m. de altitud, e indica que la conoce también
de los montes del reino de Ledn, al haber observado pliegos del herbario de De Candolle

recogidos por Lagasca.

Es una planta pulviniforme o densamente cespitosa, con cepa lefioso-tortuosa muy
ramificada. Tallos pelosos con entrenudos generalmente mas cortos que las hojas. Hojas de
2 a6 (7) por 0,7 a 1,2 (1,7) mm, lanceoladas u oblongo-lanceoladas, agudas, aristadas
(arista de 0,2 a 0,5 (0,6) mm), mas o menos arqueadas, glabras o escasamente pelosas por
el envés, principalmente en el nervio medio. Flores pentameras, solitarias 0 en glomérulos
de 2 a 4 (5), a menudo con flores o glomérulos axilares por debajo del terminal; bracteas

mas cortas que las flores. Caliz de 4,5 a 7 (8,5) mm, peloso o glabro; sépalos oblongo-

22



Botanica

lanceolados, agudos, largamente atenuados en el apice. Pétalos 6 a 9,5 (10) mm, mayores
que el céliz. Anteras 0,6-0,8 mm. Céapsula 3 a 45 (5 mm, ovoideo-oblonga,
submembranacea, més corta o casi igualando al céliz. Semillas 1 a 1,3 (1,4) mm,
reniformes, negras, con las células de la testa obtusas y relativamente pequefias. Dotacion

cromosomica 2n = 20, 28.

Incluye una serie de poblaciones, adaptadas al clima mediterraneo continental
extremado, que se distribuyen por todo el arco de montafias calizas mas 0 menos interiores
del norte, este y sur de la Peninsula Ibérica, desde las montafias proximas a Grazalema en
Cadiz hasta la Cordillera Cantabrica y este de Galicia, en matorrales nanocamefiticos mas o
menos pedregosos y comunidades de tomillar-pradera coincidiendo en gran parte con el
area de Festuca hystrix y Poa ligulata. Ya Boissier, al describirla de la Sierra Tejeda, la
considero idéntica a las poblaciones orocantabricas. Resulta en efecto muy dificil establecer
una separacién morfologica satisfactoria entre las distintas razas de la A. erinacea, a pesar
de que ésta presenta una gran diversidad e inestabilidad cromosomatica (Nieto Feliner
1985) Sus apetencias ecologicas (coloniza antiguas zonas sometidas a enfriamientos
periglaciares) y su inestabilidad carioldgica hacen pensar en un taxon joven en vias de

diferenciacion.

En el sur de la Peninsula se localiza en las altas montafias calcareas de los
sectores Rndefio y Granadino-Almijarense (solo en el subsector Almijarense), de la

Provincia Bética).

De este taxon hemos incluido una muestra procedente de las Tierras de Agreda en
Soria (Subsector Celtibérico, Sector Celtibérico-Alcarrefio, Subprovincia Castellana,
Provincia Mediterranea Ibérica Central), a 1.650 m de altitud, donde se desarrollaba en
comunidades pertenecientes a Sideritido fontquerianae — Arenarion microphyllae Rivas
Goday & Borja (Festuco hystricis — Poetalia ligulatae Rivas Goday & Rivas Martinez,
Festuco hystricis — Ononidetea striatae Rivas Martinez, T. E. Diaz, F. Prieto, Loidi & Penas).
El objetivo ha sido observar posibles diferencias en cualquier aspecto respecto al resto de

taxones estudiados y, especialmente, respecto a A. erinacea, ya que la muestra soriana
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corresponde a una variedad que ha sido denominada A. aggregata var. microphylla Pau y A.

erinacea subsp. microphylla (Pau) Rivas Martinez & Costa.

Figura 10: Arenaria erinacea Boiss. Detalle de Flora Iberica Vol. II: 196 y dibujo de Boissier, tabla 29a(1840).

Es un endemismo peninsular que, como se ha indicado, vive en montafias
calcareas continentales, entre los 800 y 2.300 m de altitud, en suelos crioturbados. Nuestras
muestras proceden de la Cafiada del Cuerno en la Sierra de las Nieves (Malaga), 1.540 m.
de altitud.

10.- Arenaria delaguardiae G. Lopez & Nieto Feliner in Anales Jard. Bot. Madrid
42: 351 (1986)

Taxon descrito de la Sierra de Cazulas en la provincia de Granada, en la junto a la
carretera de Granada a Almufiecar. Nombre especifico dedicado a D? Consuelo Diaz de la

Guardia, profesora del departamento de Botanica de la Universidad de Granada.

Especie sufruticosa, de hasta 12 cm, con cepa lefioso-tortuosa, densamente
flocoso-tomentosa, con pelos muy largos, araneosos. Hojas dimorfas, las inferiores (de los
renuevos) de 1a 1,5 (2) por 0,6 a 0,8 (1) mm, netamente obtusas, imbricadas, recurvadas, a

veces mucronadas; las de los tallos floridos 2 a 3 (4) por 0,6 a 1,2 mm, ovado-lanceoladas u
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oblongo-lanceoladas, netamente agudas o subaristadas, algo arqueadas. Flores
pentdmeras, en glomérulos terminales de 2 a 6 o solitarias; bracteas de hasta 4 mm,
subuladas, subaristadas. Céliz 4,5 a 5 (5,5) mm, flocoso-tomentoso; sépalos oblongo-
lanceolados, subulados, subaristados. Pétalos 5 a 6,5 mm, mayores que los sépalos.
Anteras 0,6 a 0,7 mm. Capsula 2,5 a 3,5 (4) mm, oblongo-elipsoidal, membranécea, inclusa.
Semillas 0,7 a 1 mm, subreniformes, negras, con las células de la testa obtusas o con
prominencias elevadas que le confieren a la superficie aspecto equinado. Dotacién

cromosomica 2n = 30.

Esta especie es uno mas de los muchos endemismos béticos localizados en las
arenas dolomiticas de las sierras de Granada y Malaga. Su indumento y su peculiar
dimorfismo foliar, con hojas de las innovaciones obtusas y hojas caulinares superiores
agudas e incluso subaristadas, le confieren un caracter singular y la hacen muy diferente de
las otras especies de la seccion. Sus hojas basales y su indumento pueden recordar los de
A. tomentosa, pero las hojas caulinares y la inflorescencia la alejan ostensiblemente de
dicha especie. Algunas formas extremas, en las que las hojas obtusas tienden a predominar
en la mayor parte del tallo, se parecen a A. armerina subsp. caesia, de la que difieren no
obstante por las capsulas pequefias e inclusas, membranaceas, asi como por la forma
ovalada u ovado-lanceolada de las hojas, a lo que hay que afadir el diferente nimero de

cromosomas (G. Lopez & Nieto Feliner, 1986).

Endemismo, muy restringido, de las sierra de Cazulas, de los Guajares y de
Almijara en la provincia de Granada (sector Granadino - Almijarense, dentro de la provincia
Bética), donde vive entre los 500 y 1.500 m de altitud, entre el tomillar, en litosuelos
dolomiticos. Es especie caracteristica de la alianza Lavandulion lanatae (Martinez Parras,
Peinado & Alcaraz) Rivas Martinez, Molero Mesa & Pérez Raya, que comprende las
asociaciones del matorral bético desarrollado sobre dolomias, en ambientes seco a
subhimedos de los pisos meso y supramediterraneo inferior (orden Convolvuletalia

boissieri, clase Rosmarinetea officinalis).
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Figura 11: Arenaria delaguardiae G. Lopez & Nieto Feliner. Detalle de Flora Iberica Vol. II: 201.

Se ha estudiado la poblaciéon del Cerro Cafiuelo en Otivar, Sierra de Cazulas
(Granada), a 1.180 m de altitud.
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1.2. Fitoquimica

Las drogas vegetales se obtienen de plantas medicinales que pueden ser silvestres
(crecen espontdneamente) o cultivadas (controlando todo el proceso de produccion). En
nuestro caso, nos ocupan las plantas silvestres, por lo que nos centraremos en ellas, en sus
caracteristicas y condiciones. Originalmente, todas las plantas recolectadas eran silvestres,
pero en la actualidad y debido a los inconvenientes que tiene el uso de plantas silvestres

para la obtencidn de drogas vegetales, su uso se ha visto disminuido.

Hay hechos como la baja concentracién de componentes, con los que hemos
lidiado, dado que este trabajo no va dirigido a la obtencién de grandes cantidades de
principios activos, sino al hecho de comprobar la existencia de los mismos. Hemos tenido en
cuenta que las plantas silvestres tienen un contenido variable de principios activos, sin
embargo el hecho de que sea variable no quiere decir que esas diferencias sean demasiado
marcadas, simplemente es algo que se ha considerado y tenido en cuenta en el momento
del analisis de los resultados y que no nos afecta, pues como ya hemos comentado se frata

de un estudio fundamentalmente cualitativo y no cuantitativo.

Otro hecho importante es la posibilidad de que haya confusiones en el momento de
la recoleccion, por lo que hemos puesto un gran interés en la correcta clasificacion botanica
de los taxones. Al tratarse de especies silvestres, es necesario planificar y controlar el
proceso de recoleccion con la finalidad de que ésta se produzca de forma que no se vea

alterado el crecimiento de otras especies cercanas o el desarrollo de las mismas.

Hay que tener en cuenta que el momento de la recoleccion puede condicionar la
calidad y cantidad de los principios activos. Por ello se han tenido en cuenta una serie de
factores tales como la edad de la planta (especies demasiado jévenes tienen un contenido
no adecuado en principios activos) o el ciclo evolutivo del vegetal (era necesario tener las
partes aéreas, por lo que se han recolectado en la época de floracién: las hojas se deben
recolectar cuando la fotosintesis es mas activa, que es antes o durante la floracion y antes

de la maduracién de los frutos, y las flores antes o durante la época de polinizacién).
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La conservacion de las drogas es de vital importancia debido a que los vegetales,
al ser arrancados de su medio natural, alteran su equilibrio metabdlico y se producen
reacciones que degradan la droga vegetal recolectada. Las causas de alteracion interna
mas frecuentes son las reacciones enzimaticas, que se producen de forma mas marcada
cuando el contenido en agua de la planta es superior al 10%; y dentro de las causas de
alteracion externa, el calor, las radiaciones, la humedad, ataque de microorganismos,

parasitos... son las mas comunes.

Para evitar la degradacion de las muestras se realiza una inhibicién enzimatica,
que es un proceso reversible que consiste en eliminar el agua del vegetal hasta valores
inferiores al 10%. Al descender la cantidad de agua, las enzimas detienen su actividad y el

vegetal se conserva. El procedimiento que se ha utilizado ha sido la desecacion al aire libre.

Para su conservacion, las condiciones de almacenamiento han sido muy
controladas para evitar alteraciones posteriores. El almacenamiento se ha hecho en lugar
fresco, porque la temperatura es un factor importante en la conservacién debido a que el
calor puede producir pérdidas de principios activos y favorece la alteracidn de la droga. A su
vez, éste debe ser también seco ya que la humedad excesiva lleva consigo la activacién de
procesos de hidrélisis y degradacion de la droga, como ya hemos visto anteriormente. Es
necesario preservar de la luz para que no se produzcan decoloraciones y procesos de

degradacion de la planta, causados fundamentalmente por la luz ultravioleta.

El tiempo de conservacion de las muestras es variable segun las caracteristicas de
cada una, pero en general no suele superar el afio. Una droga pulverizada no deberia
conservarse demasiado tiempo, ya que ofrece una mayor superficie de contacto con el

medio exterior, lo cual facilita su degradacion.

La extraccion de la droga, previamente pulverizada, se ha realizado en dispositivos

soxhlet de extraccion continua.
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Para la purificacion de las muestras se realizaron estudios de cromatografia
preparativa en columna tipo flash y se comprob6 la pureza por medio de cromatografia

liquida de alta resolucién (HPLC) en fase reversa.

1.2.1. Contenido en iones sodio y potasio

El cloruro de sodio es la sal mas importante en la dieta humana. En la actualidad se
sabe que el contenido en cloruro de sodio de la dieta esta directamente relacionado con el
desarrollo de la hipertensién y otras enfermedades cardiovasculares (Karppanen, 2006;
Das, 2001). El interés radica en el posible empleo de estas drogas como remineralizantes.
En la actualidad existe un gran nimero de especies de origen vegetal que estan siendo
estudiadas por su contenido en sodio y potasio y la relacidn de éstos con la aplicacién de la

misma en terapéutica (Ajay et al., 2007; Haloui et al., 2000; Rajurkar et al., 1998).

La espectrometria de absorcidn atémica vy, dentro de ella, la espectrofotometria de
llama es un método para la deteccidn de iones tales como el sodio y el potasio inorganicos,
y consiste en obtener los espectros de ambos iones introduciendo la solucion de cenizas

vegetales en una llama (Moreno Rojas et el., 2004; Kawashima et al., 2003).

El contenido en sales de potasio en muestras de origen vegetal se ha comprobado
que esta directamente relacionado con la aplicacion de las mismas en alteraciones
relacionadas con la diuresis, provocando un aumento de la misma. Tal es el caso de
Artemisia thuscula Cav. (Benjumea et al., 2005) y Equisetum arvense L., al que se le
atribuyen propiedades farmacolégicas como diurético por las sales de potasio, y también es
utilizado como remineralizante y Util en estado de fatiga (Fernandez et al., 1982). Junto con
la presencia de sales minerales, ciertas especies vegetales en ocasiones, presentan otros
componentes que favorecen esta accion diurética, como es el caso de Urtica urens, L.
-ortiga-, que posee sales minerales y acidos organicos que determinan su accion diurética
uricosurica, colagoga, hemostatica y antidiabética. Se indica principalmente en oligurias,
urolitiasis, nefritis, hiperuricemias etc. (Vanaclotxa in Arteche; 1992), Smilax aspera L.

-zarzaparrilla-, contiene sales minerales, sobre todo potasicas, y saponinas (sarsapogenina),
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tiene accion farmacologica como diurética uricosUrica y esta indicada en oliguria, litiasis
renal, cistitis y como coadyuvante en el tratamiento de la hipertensién (Vanaclotxa in
Arteche; 1992), Cynodon dactylon (L.) Pers. contiene sales de potasio y fructosano
abundante y, derivado de esta composicion, accion diurética (Benigni & col., 1962), Prunus
avium (L.) L., Zea mays L. y Petroselinum crispum (Miller) A. W. Hill contienen sales
potasicas que le confieren propiedades diuréticas, se indica en oliguria, urolitiasis, cistitis...
(Martinez Lirola et al., 1997) y Arundo donax L. -cafia-, contienen sales minerales de distinto
origen (silice, calcio, potasio), pero comparten la accién farmacolégica como diurético
(Vanaclotxa in Arteche, 1992).

A continuacion se muestra un estudio bibliografico acerca de las técnicas de

deteccion mas utilizadas en los trabajos de investigacion publicados hasta ahora.

1.2.2. Compuestos del metabolismo primario

1.2.2.1. Glucidos

1.2.2.1.a. Generalidades

Los gllcidos representan el grupo quimico mas importante en los vegetales en
cuanto a su capacidad plastica y energética. Se clasifican en “osas” (azlcares simples) y
“bsidos”, en los que el grupo reductor se encuentra combinado, formando holdsidos y

heterdsidos.

Los heterdsidos se obtienen por la combinaciéon de un azlcar reductor y una
molécula no azucarada (genina) con la formacién de una union glicosidica que comporta
siempre la eliminacion de una molécula de agua. Los heterosidos son las sustancias mas
importantes entre las farmacolégicamente activas de origen vegetal y se engloban dentro

del grupo més amplio de azucares de origen vegetal.

Los azucares mas simples (0sas) son las pentosas y las hexosas, especialmente

abundantes en las frutas y responsables de su sabor dulce. A partir de estos azucares
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simples se forman moléculas mas complejas por unidén o ramificacién, como los acidos
urénicos (&cido glucurdnico presente en el regaliz; acido manurénico, en muchas algas y el
acido galacturdnico, que se encuentra en numerosos frutos). Todos estos compuestos son
bastante comunes en numerosas especies vegetales pero presentan escasa actividad

farmacoldgica en general.

También se puede hablar de holésidos (holos, “todo” y -6sido, que denota la
estructura quimica del azucar), sustancias compuestas enteramente por aztcares. También
existen largas cadenas de mas de diez azlcares simples (polisacaridos), que forman entre
otros las gomas, los mucilagos y las pectinas (fibra vegetal soluble), presente en numerosas

plantas.

El nombre de heterésidos deriva de hetero, “diferente” y -6sido. Su estructura
genérica se basa en la unién de un “glicon” (aztcar) con un “aglicon” (genina, molécula sin
azlcar). Se clasifican, segun el tipo de enlace entre la glicona y la aglicona, en O-
heterdsidos (el enlace es un puente de oxigeno, suelen ser estables en un ambiente basico
y pueden ser hidrolizados si se someten a un pH &cido), S-heterosidos (puente de azufre),
N-heterésidos (puente de nitrdgeno), como ocurre en los nucledsidos, que tienen como
genina una base purinica (adenina o guanina) o pirimidinica (timina, uracilo o citosina) y C-

heterosidos (union carbono-carbono directa).

1.2.2.1.b. Deteccion

La deteccion de azlcares reductores se suele realizar empleando el reactivo de
Fehling (Cu?* amoniacal), apareciendo un precipitado rojo ladrillo de Cu,O. La mayor parte
de las osas y 6sidos ofrecen una coloracion violeta con el reactivo de Molish (a-naftol y
H2S0s), que sirve para diferenciar glicidos solubles e insolubles, pues aparece un color
purpura sin agitacién en los glicidos solubles (la mayoria) y con agitacién en los gllcidos
insolubles. El ensayo de Keller-Kiliani (FeCls, HCI y H.SO4) es especifico para detectar 2-

desoxiazucares, dando un color pardo-rojizo en la interfase.
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1.2.2.1.c. Distribucion

Los glucidos son constituyentes universales de los seres vivos, encontrandose
osas como la glucosa en todas sus células. Los holdsidos también son frecuentes, tanto los
oligoholésidos (lactosa, maltosa) como los poliholésidos (gomas, mucilagos y pectinas de

muchas algas y vegetales superiores).

Los heterdsidos se localizan fundamentalmente en los vegetales que contienen
terpenos iridoides (olivo), polifenoles (cumarinas, flavonoides, antocianos), quinonas

(antraquinonas) y heterosidos cardiotdnicos (digitalicos).

1.2.2.1.d. Aplicaciones terapéuticas

La importancia farmacogndéstica de las osas y holésidos radica principalmente en
su poder alimenticio y en que algunos son portadores de acciones farmacodindmicas
especificas: laxantes mecanicos y demulcentes (gomas y mucilagos), hemostaticos
externos y protectores gastricos (pectinas), colagogos (sorbitol), laxantes suaves (manitol,
glicerol), inmunoestimulantes en el caso de ciertas especies como Plantago major L.
(Samuelsen, 2000). Pueden tener cierta actividad diurética actuando junto con las saponinas
como es el caso de Asparagus officinalis L., cuyas raices y rizomas contienen glucidos
(fructosanos) (Fernandez y col., 1982) o actuando junto con las sales de potasio como es el
caso de la grama -Cynodon dactylon (L.) Pers.- que contiene sales de potasio y fructosano
abundante y, como consecuencia de esta composicion, accion diurética (Benigni & col.,
1962).

1.2.2.2. Gomas y Mucilagos

1.2.2.2.a. Definicién

Se designan gomas y mucilagos a las macromoléculas osidicas que se disuelven
mas 0 menos en contacto con el agua para formar disoluciones coloidales o geles, también
se han denominado Ultimamente polisacaridos vegetales. Las gomas son moléculas
complejas, siempre heterogéneas y ramificadas, que contienen acidos urdnicos, azlcares y

polisacaridos metilados, segun los casos. Son exudados vegetales de caracter patoldgico,
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es decir, son el resultado de la agresion al vegetal por una picadura de insecto, una incisién
natural o artificial, un ataque bacteriano, desecacién de la savia, etc. Son dpticamente

activas y el valor de su poder rotatorio es un elemento importante para su identificacion.

En cuanto a los mucilagos, son productos fisioldgicos, es decir, son propios del
vegetal y se han localizado en células especializadas (células mucilaginosas).
Estructuralmente son polisacaridos heterogéneos formados por una mezcla de pentosas,
hexosas y acidos uronicos; pueden poseer caracter neutro o acido, lo cual permite su
clasificacién. En las especies marinas se encuentran mucilagos como el acido alginico, que
es capaz de absorber hasta doscientas veces su peso en agua. Sus funciones en el vegetal

son la retencién de agua y colaborar en el proceso de germinacién.

1.2.2.2.b. Deteccion

La mayoria de las gomas son hidrosolubles y forman soluciones viscosas, algunas
incluso, son incompletamente solubles formando geles. Del mismo modo, los mucilagos
poseen la propiedad de hincharse en contacto con el agua y formar masas gelatinosas o
soluciones coloidales. Ambos forman precipitados floculentos al adicionar etanol a una

solucion acuosa.

1.2.2.2.c. Distribucién

Las gomas se localizan fundamentalmente en la familia Papilionaceae (acacia,
tragacanto o Astragalus gummifer Labill.), aunque también estan presentes en otras familias
como Mimosaceae, Rosaceae, Rutaceae... Los mucilagos suelen estar presentes en algas
(Laminariaceae, fucus, agar-agar...), liquenes (Cetriaria islandica (L.) Ach., Cetriaraceae) y

plantas superiores (Plantago sp., Malva sylvestris L., Althaea officinalis L.).

1.2.2.2.d. Aplicaciones terapéuticas

Las gomas se utilizan frecuentemente en las industrias farmacéutica, cosmética,
alimentaria, textil, etc. También son interesantes por sus propiedades terapéuticas. Como es
el caso de la goma arabiga que es antitusiva y antiinflamatoria. Otras acciones interesantes

son su actividad como laxante mecanico y espesante.
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Los mucilagos neutros en general y, en concreto, los que poseen especies del
género Lavatera (Martinez Lirola et al., 1997) tienen actividad como espesante, laxante,
carminativo, digestivo... Los acidos, sin embargo, se utilizan como emolientes, antitusigenos
y protectores de las mucosas del tracto digestivo. Existen mucilagos que tienen propiedades
hipocolesterolemiantes, hipoglucemiantes e inmunoestimulantes de tipo inespecifico. La
carragenina (Chondrus crispus Stackhouse) posee propiedades antiinflamatorias sobre el
aparato digestivo. Los mucilagos de Adiantum capillus-veneris L. -culantrillo-, la hacen un
excelente emoliente con accién antiinflamatoria, béquica y expectorante, y esta indicado en
bronquitis, catarros e infecciones urinarias (Fernandez y Nieto, 1982; Vanaclotxa in Arteche
y col., 1992). La especie Tilia platyphyllos Scop. contiene mucilagos en su inflorescencia al
igual que Malva sylvestris L. (con un 15-20% de mucilagos), por lo que se utilizan como

emolientes (Martinez Lirola et al., 1997).

1.2.2.3. Lipidos y Ceras

1.2.2.3.a. Definicion

Los lipidos son ésteres entre un &cido graso de cadena larga y un alcohol o poliol.
Son sustancias de reserva energética de la planta y existen en practicamente todas las
células vegetales, constituyendo pequefias granulaciones de complejos lipido-proteicos

(lipoproteinas).

Estan constituidos por un &cido graso (de cadena abierta o parcialmente ciclada) y
un alcohol (glicerol, alcoholes alifaticos de peso molecular elevado y esteroles). Se clasifican

en simples (aceites, mantecas y ceras) y complejos (fosfolipidos).
De forma general, se puede sefialar que los lipidos son sustancias insolubles en

agua y solubles en disolventes organicos apolares, propiedad que los caracteriza. Ha de

tenerse en cuenta que no son compuestos volatiles, lo que los diferencia de las esencias.
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Dentro de los lipidos vegetales se incluyen las ceras, son ésteres de acidos
(carnaubico, cerotico) y alcoholes (cetilico, cerilico...), todos de elevado peso molecular, que
forman mezclas complejas. Frecuentemente suelen contener estéridos (ésteres de acidos
grasos y esteroles -alcoholes esteroidicos-), alcoholes libres, acidos libres e hidrocarburos

(alquenos, alcanos).

Suelen encontrarse en la superficie de los drganos, como las hojas o los frutos, y

desempefian una funcién protectora frente a las agresiones del medio ambiente.

1.2.2.3.b. Deteccion

Los ftriacilgliceroles son solubles en disolventes organicos. Tratados con un
hidroxido alcalino, liberan una molécula de glicerol y tres moléculas de acidos grasos. A
temperatura ambiente, los acidos grasos son liquidos si su cadena carbonada tiene menos
de 10 atomos de carbono; en caso contrario, son sélidos. Todos ellos son insolubles en agua
y solubles en disolventes organicos. Por ser acidos formaran sales y seran esterificables: la
volatilidad de los ésteres metilicos, mayor que la de los acidos, permite su estudio por

cromatografia gaseosa.

1.2.2.3.c. Distribucién

Se encuentran en los frutos y semillas de los vegetales. Aunque ciertas raices
como el helecho macho (Aspidium filix-mas (L.) Sw.) o las de la poligala (Polygala
virginiana) contienen una abundante cantidad de lipidos, es sin duda en las semillas donde
mas hallamos, tanto en cantidad como en variedad. Su concentracién puede llegar al 50%
en las semillas oleaginosas (ricino, almendras, cacahuete). Las grasas que se acumulan en
las semillas desempefian una funcién esencial en la germinacién, mientras que las que se
localizan en el pericarpio de los frutos, como es el caso de la oliva (Olea europaea L.), se

pierden cuando éste madura.
En el reino vegetal podemos hallar acidos grasos saturados en cantidad moderada

(acidos palmitico, miristico, esteérico, ladrico, araquidico) y, en mayor abundancia, acidos

grasos insaturados (oleico, erucico, linoleico, linolénico...).
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1.2.2.3.d. Aplicaciones terapéuticas

Diversos aceites tales como el de almendra (Prunus dulcis (Mill.) D.A.Webb) o
avellana (Corylus avellana L.) se utilizan en cosmética y dermatologia, otros como el aceite
de oliva (Olea europeae L.) (Gonzéalez Herrera, 1992) son coleréticos y colagogos, o el aceite
de sésamo que se obtiene a partir de las semillas de Sesamun indicum L. y que se utiliza

como laxante suave o disolvente de medicamentos en la industria farmacéutica.

1.2.3. Compuestos fenélicos

Se denominan sikimatos todos los compuestos derivados del acido sikimico. En
general, se considera que para la biosintesis de los acidos cinamicos y derivados (acido
benzoico, fenoles simples, cumarinas, lignanos y ligninas) son los hidratos de carbono los
compuestos precursores de su formacion. La ruta biosintética mas aceptada es la del acido

sikimico.

1.2.3.1. Cumarinas

Figura 12: Estructura basica de una cumarina.

1.2.3.1.a. Generalidades
Se emplea el término “cumarina” para referirnos tanto a las geninas como a sus
heterosidos. El origen del nombre cumarina deriva del haba Tonka (‘coumarona”, en

indigena), de la cual se extrajo la primera de ellas. Estas son derivados de la a-benzo-pirona
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y muchas de ellas son fendlicas, por lo que se incluyen dentro de los derivados fendlicos.

Presentan un olor caracteristico a heno fresco.

Las cumarinas se clasifican, segun la genina, en hidroxicumarinas,
metoxicumarinas, furanocumarinas y piranocumarinas, pudiendo encontrarse en el vegetal

en forma de heterosidos.

Son sdlidos cristalizables de color blanco o amarillento. Las hidroxicumarinas son
solubles en disolventes organicos (éter, cloroformo y alcoholes), las furanocumarinas y
piranocumarinas sélo son solubles en disolventes organicos apolares (éter etilico,

cloroformo) y los heterdsidos son solubles en agua y mezclas hidroalcohdlicas.

Las cumarinas presentan fluorescencia a la luz ultravioleta (azul, amarilla, verde,

purpura), lo cual permite su reconocimiento.

1.2.3.1.b. Deteccion

Para llevar a cabo su deteccion, se tiene en cuenta el hecho de que son
fluorescentes a la luz ultravioleta y para aumentar la intensidad, se tratan previamente con
amoniaco. Un método simple para la deteccion de cumarinas en los vegetales consiste en
introducir una pequefia cantidad de material humectado en agua, en un tubo de ensayo, el
cual se cubre con un papel de filtro previamente humedecido con sosa diluida; se calienta el
tubo al bafio maria hirviente durante varios minutos y se observa el papel de filtro a la luz
ultravioleta, debiendo aparecer fluorescencia amarillo-verdosa. Sin embargo, este método

es solo valido para la cumarina y compuestos volatiles relacionados.

La mayoria de los métodos empleados para detectar derivados cumarinicos se
basan en la cromatografia del extracto, pulverizando con reactivos como el &cido
difenilborico, éster B-aminoetilico, acido sulfanilico diazotado y potasa o bien acetato de

uranilo.

37



Estudio del género Arenaria sect. Plinthine

1.2.3.1.c. Distribucion
Las cumarinas se hallan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, aunque son
especialmente frecuentes en Fabaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Asteraceae, Umbeliferae,

Apocinaceae, Compositae, Orquidaceae, Rutaceae y Labiatae.

Podemos citar la umbeliferona, hidroxicumarina que esta presente en la vellosilla
(Hyeracium pilosella L.) y en la asafétida (Ferula asafoetida L.), furanocumarinas como las
que se aprecian en la bergamota (Citrus bergamia Risso et Poit.) o en la biznaga (Amni
visnaga (L.) Lam.), piranocumarinas de la biznaga, heterésidos como el melilotésido del
meliloto (Melilotus officinalis (L.) Lam.), el escul6sido del castafio de Indias (Aesculus

hippocastanum L.) o el fraxdsido de la corteza de fresno (Fraxinus excelsior L.).

1.2.3.1.d. Aplicaciones terapéuticas

Las cumarinas tienen estructuras muy variadas, por lo que sus propiedades
farmacodindmicas abarcan una amplia gama terapéutica. Entre todas ellas, podemos
destacar la accién vitaminica P (disminuyen la permeabilidad capilar y refuerzan los
capilares), como es el caso del esculetol que, en su forma glucosidica (esculdsido), presenta
efectos tonicos venosos (venotonicos); otras presentan actividad fotosensibilizante cutanea
(furanocumarinas); algunas de ellas como la xantotoxina, psoraleno y el bergapteno son
responsables de fenémenos de alergia y dermatosis; antiinflamatoria; antiespasmédica
(piranocumarinas); vasodilatadora coronaria; sedante e hipnética suave; anticoagulante
(dicumarol, su presencia en el meliloto, si éste esta mal conservado, puede provocar un
sindrome hemorrégico); estrogénica; antihelmintica; antibacteriana y antimicética (Stein et

al., 2006); analgésica e hipotérmica (Randrianarivelojosia et al., 2006).

Se han descubierto actividades antioxidantes en extractos de ciertas especies de
origen indio (Terminalia chebula Retz., Punica granatum L., Myrica nagi Thunb. y Cassia
auriculata L.) debidas a la presencia en ellas de cumarinas (Surveswaran, 2006), también se
ha comprobado este efecto antioxidante -relacionado de forma directa con el contenido en
cumarinas- en el extracto resinoso de Haplopappus multifolius Phil. ex Reiche (Torres et al.,
2006).
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A su vez, se ha demostrado el efecto citotoxico sobre células tumorales de las
cumarinas de Calophyllum dispar Da C. (Guilet, 2001) y Calophyllum brasiliense Cambess
(Reyes-Chilpa, 2004), igual que en Kayea assamica (Lee et al, 2003), Angelica keiskei
Koidzumi (Akihisa et al., 2003) y en especies de la familia Goodeniaceae, como Scaevola
frutescens Krause (Ghisalberti, 2004). Se ha comprobado también actividad antiulcerosa en
algunas cumarinas (Bighetti et al., 2005; Gonzales et al., 2000) tanto a nivel de proteccién

celular como antisecretora.

El extracto alcohdlico de Artemisia abrotanum L. y el aceite de Dianthus
caryophyllum L., ambos ricos en compuestos cumarinicos, han demostrado actividad

repelente de mosquitos (Tunon, 2006).

1.2.3.2. Flavonoides

1.2.3.2.a. Generalidades

Son un tipo de pigmentos vegetales cuya estructura, en un sentido amplio, se basa
en el esqueleto Cg-Cs-Cs. Su nombre deriva del latin flavus: “amarillo”. Los principales
grupos estructurales que entran a formar parte del mencionado término genérico son:
flavonas (lefio de Prunus, perejil), flavonoles (sen), isoflavonas, flavanonas (regaliz),
catequinas, leucoantocianos, antocianos, chalconas y auronas. Las catequinas,
leucoantocianos y antocianos, aunque se pueden considerar incluidos dentro del amplio

grupo de los flavonoides, se suelen estudiar como grupos fitoquimicos independientes.

La estructura presenta dos anillos aromaticos (bencénicos) unidos entre si por una
cadena de tres carbonos, ciclada a través de un oxigeno. Se considera que su estructura
deriva de la y-cromona (0 benzo-y-pirona) con un fenilo en posicién 2 y un carbonilo en
posicion 4. Son estructuras hidroxiladas en el anillo aromatico y, por lo tanto, son
polifendlicas. Se pueden encontrar como geninas libres o en forma de O-heterdsidos o C-

heterésidos, unidos generalmente a la glucosa, que es el azlicar mas frecuente.
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Figura 13: 2-fenilbenzo-y-pirona, niicleo basico de los flavonoides.

La clasificacion habitual de los flavonoides es la siguiente:
1. Con doble enlace en la posicion 2:

1.1. Flavonas: con H en la posicion 3.

1.2. Flavonoles: con OH en la posicion 3.

2. Sin doble enlace entre la posicién 2:

2.1. Flavanonas: con H en posicién 3.

2.2. Flavanololes: con OH en la posicion 3.

3. Chalconas: con el anillo C abierto.

4. Isoflavonoides: con el anillo B en la posicion 3 (3-fenil-y-cromona).

Su solubilidad dependera de la forma en que se encuentren. Las geninas libres son
insolubles en agua, poco solubles en mezclas hidroalcohdlicas y solubles en disolventes
organicos apolares (éter etilico, cloroformo) y algunos polares (etanol, metanol). Los
heterdsidos son solubles en agua y en mezclas hidroalcohdlicas e insolubles en disolventes
organicos apolares. Dependiendo del nimero de grupos OH libres que tenga la molécula
varia la solubilidad: si son pocos o ninguno, serd soluble en disolventes muy apolares,

mientras que en el caso de tener mas OH, sera soluble en disolventes mas polares.
Debido a las funciones fenol son ionizables en medio basico, lo cual permite su

identificacion porque tienen reacciones coloreadas con ciertos compuestos. Producen

generalmente soluciones amarillentas que, al acidificar, viran a incoloras.
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Ciertos grupos funcionales de los flavonoides son capaces de formas complejos

con metales como el Fe¥* (FeCls) o Al 3* (AICl3), por lo que se consideran agentes quelantes.

Son sustancias facilmente oxidables y, por lo tanto, antioxidantes naturales porque

se oxidan con mayor rapidez que otro tipo de sustancias.

1.2.3.2.b. Deteccion

La prueba mas empleada para la deteccidn de los flavonoides es la reaccion de la
cianidina (0 Shinoda). Esta detecta los componentes con niicleo croménico y consiste en la
adicion de un trozo de cinta de magnesio a un extracto alcohélico del vegetal, en medio
acido. Los flavonoides se reducen y dan compuestos coloreados y burbujas por el
desprendimiento de H, obteniéndose diversas coloraciones: las configuraciones de tipo
flavona provocan la formacion de un color anaranjado, los flavonoles dan una tonalidad rojo
carmin y las flavanonas, rojo magenta. En casos muy particulares, pueden aparecer incluso

coloraciones verdes o0 azules.

1.2.3.2.c. Distribucién
Se encuentran ampliamente distribuidos entre los vegetales superiores y
practicamente en todas las plantas superiores, sobre todo en partes aéreas: hojas, flores y

frutos. Algunos flavonoides son responsables del color amarillo de algunas flores.

Los pigmentos flavonicos son los mas extendidos en el reino vegetal aunque son
menos frecuentes en vegetales inferiores. Son particularmente abundantes en ciertas
familias: Poligonaceae, Rutaceae, Fabaceae, Poligonaceae, Umbeliferae y Compositae. Los
flavonoides suelen encontrarse en érganos aéreos y jovenes como los botones florales y las

hojas, donde se localizan en los tejidos superficiales (epidermis).
A nivel celular, suelen encontrarse en estado de heterésidos en las vacuolas, pero

son mas evidentes en las membranas de los cloroplastos. La luz no es un factor

fundamental en su formacion, pero influye cuantitativamente.
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Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, tanto
en forma de heterésidos (O-heterdsidos, mas frecuentes, o C-heterdsidos) como de geninas
libres. Su presencia organogréfica se detecta, sobre todo en las flores, frutos y hojas,

mientras que sus bioprecursores son mas frecuentes en otros érganos del vegetal.

Se encuentran en la familia de las Rutaceae, como en los citricos (Citrus sp.), en
formas complejas denominadas citroflavonoides (hesperidédsido), en la ruda (Ruta
graveolens L.), también en las Rosaceae (espino albar), Poligonaceae, Equisetaceae (cola
de caballo), Mirtaceae (eucalipto)... Diversos flavonoides se han identificado y aislado a
partir de las partes aéreas desecadas de la planta como es el caso de Eschscholzia
californica Cham., Chenopodium murale L. y Scutellariae radix. Se han obtenido del extracto
etandlico de Eschscholzia californica Cham. (Beck et al., 1999) y de Chenopodium murale L.
(Gohar et al., 2000). Se ha descrito la presencia de una flavona (5, 7, 4'-trihidroxi-3',5"-

metoxiflavona) (Goyder, 1986) en cinco especies de la seccion Plinthine.

1.2.3.2.d. Aplicaciones terapéuticas

Tienen actividad como diuréticos (Lespedecia capitata Michx), hojas de Aphloia,
retama), antiespasmadicas (regaliz y perejil) y propiedades vitaminicas P (aumentan la
resistencia y disminuyen la permeabilidad de los capilares sanguineos) como es el caso de
Camelia sinensis L. (Martinez Lirola et al., 1997) y también son interesantes en dietética

(frutos de Citrus).
Ciertas isoflavonas lipdfilas tienen propiedades estrogénicas. Algunos derivados
flavénicos como el rutésido y hesperidésido (citroflavoniodes), son actualmente utilizados en

terapéutica vascular.

La hidrogenacion de las chalconas de Citrus da derivados azucarados empleados

como edulcorantes.
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Las tres actividades més importantes son la antivirasica (Alkana orientalis (L.)
Boiss. -Suntornsuk, 2002-, Geranium sanguineum L. -Serkedjieva et al., 1999-),
antiinflamatoria (Haematoxylon campechianum L., Tanacetum vulgare L., Scutellaria
baicalensis Georgi. -Suntornsuk, 2002-) y citotoxica, de forma indirecta por medio de
inhibicion enzimatica (Moon et al., 2006). En estudios previos se ha comprobado la actividad
inhibitoria frente a patdgenos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida
albicans de extractos ricos en flavonoides de Achillea clavennae L. (Trifunivic, 2006). Otras
acciones consideradas muy significativas por ofros autores son sus efectos
cardioprotectores, ya que reducen los dafios post-isquémicos en el miocardio (Facino et al.,
1999) y hay indicios probados de su uso para el tratamiento del asma, por su actividad

espasmolitica (Hazekamp et al., 2001).

También se consideran hepatoprotectores (Oh et al., 2004) y antiespasmaédicos.

Inhiben la hialhuronidasa, potencian el &cido ascérbico y regulan la permeabilidad

de las biomembranas (transporte de calcio inframembranoso).

Son antioxidantes con demostrada actividad (Dasgupta et al., 2007; lelpo et al.,
2000; Samuelsen, 2000; Heim et al., 2002; Hassig et al., 1999).

1.2.3.3. Antocianinas

1.2.3.3.a. Generalidades

El nombre deriva del griego anthos -“flor’- y kyanos -“azul’-. Son pigmentos que se
encuentran en la savia de la planta y son responsables del color del 6rgano, variando segun
el pH fisiolégico, dando lugar a muchas de las coloraciones rojas, azules o malva de las
flores y frutos. A los pigmentos antocianicos, deben sus intensos colores, entre otros, el fruto

del cerezo (cianidina).

Podemos considerarlos incluidos dentro del amplio grupo de compuestos fenélicos

denominados flavonoides, pues estructuralmente estan relacionados con las flavonas.
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Forman heterosidos, que se conocen con el nombre de antociandsidos, cuyas geninas son
las antocianidinas. Se denomina antocianinas o antocianos al conjunto de antocianidinas y
sus heterdsidos. Las diferencias entre unas antocianinas y otras se deben al nimero de
hidroxilos, la naturaleza y el nimero de azlcares unidos a la molécula, la posicion de esta
union y la naturaleza y el nimero de 4cidos aromaticos o alifaticos unidos a los azlcares en

la molécula.

La estructura, como en los flavonoides tipicos, conserva el sistema Cg-C3-Cs pero
carecen de carbonilo en posicion 4 porque forman, en medio acido, sales de oxonio (ion
flavinium), de color rojo. En medio neutro, la molécula es de color violeta y en medio basico
tiene lugar la formacién del anién, de color azul. Pueden tener en su estructura grupos
hidroxilo o metoxilo. Se encuentran como geninas libres 0 mas frecuentemente como

heterosidos.

Figura 14: Estructura de la molécula de antociano.

Los heterdsidos son solubles en disolventes polares (agua y alcohol) e insolubles
en disolventes apolares y son inestables a cambios de pH, presentando coloracién roja en

medio &cido y azul en medio basico 0 neutro, lo cual permite su deteccion.

1.2.3.3.b. Deteccion
La extraccion se puede llevar a cabo con agua y alcohol (metanol o etanol, en el
caso de que se destine a fines alimenticios), afiadiéndose un &cido diluido (HCI al 0,1-1%)

porque se solubilizan con mas facilidad. Para evitar la esterificacion del carboxilo libre de los
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antocianésidos acilados conviene utilizar otros &cidos débiles (acético, tartarico y citrico) o
volatiles (trifluoroacético) o trabajar en medio neutro (mezcla de alcoholes) y operar a baja
T? (<30°C). Las disoluciones de antocianosidos son muy inestables y no pueden ser

conservadas mas que en atmoésfera inerte, en frio y al abrigo de la luz.

La identificacidon de los mismos esta basada en la coloracién que presentan los
extractos vegetales obtenidos en medio acido (HCI) y posterior ebullicion o por

cromatografia, en el caso de las geninas.

1.2.3.3.c. Distribucion

Los localizamos en los arandanos rojo y negro (Vaccinium vitis-idaea L., V.
myrtillus L.), la malva (Malva sylvestris L.), las zarzamoras (Rubus fruticosus B.), las hojas
de vid roja (Vitis vinifera L.) y en muchas otras especies, a las que los antocianésidos

confieren un color rojizo oscuro, violeta e incluso negro.

1.2.3.3.d. Aplicaciones terapéuticas
Entre sus aplicaciones terapéuticas, podemos citar el empleo de algunos de ellos

en afecciones capilares y venosas, asi como en determinadas enfermedades oculares.

Los antocianosidos son muy utilizados en farmacognosia en las afecciones
capilares y venosas. Los extractos de antocianinas de Vaccinium myrtillus L. se utilizan para
disminuir la permeabilidad y fragilidad capilar (Kong, 2003) y en trastornos oculares, sobre
todo cuando hay problemas de visién nocturna, que la mejoran por actuar sobre la

rodopsina, regenerando la pigmentacion de la parpura retiniana.

También ejercen una accién vitaminica P (disminuyen la permeabilidad capilar) y
estimulante del tono nervioso). Reducen las glicoproteinas de las paredes de los vasos, por
lo que se recomienda en la prevencion de las alteraciones vasculares propias de la

diabetes.
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Se ha descubierto también una actividad antioxidante en ciertas antocianinas
(Galvano et al., 2004) y efectos inhibidores de la peroxidacién lipidica producida por la

radicacion ultravioleta (Kong, 2003).

1.2.3.4.Taninos

1.2.3.4.a. Generalidades

Los taninos estan constituidos por un amplio grupo de compuestos de origen
vegetal, sin nitrégeno, hidrosolubles, con estructura polifendlica, capaces de precipitar las
macromoléculas (proteinas, celulosa, gelatina), alcaloides y metales pesados. Esta
capacidad para precipitar las proteinas es la base de sus dos propiedades principales: su
capacidad de curtir la piel y su poder astringente. El curtido de la piel se basa en que los
taninos se intercalan entre las fibras de colageno, estableciendo uniones reversibles
(interacciones hidréfobas, puentes de hidrogeno, etc.) e irreversibles (enlaces covalentes),
haciéndola impermeable e imputrescible. Dichas fibras adquieren asi una gran resistencia
frente al agua y el calor y la piel se convierte en cuero. Los taninos son capaces de
precipitar las proteinas salivares y las glucoproteinas de la boca, por lo que la saliva pierde

su poder lubrificante y se obtiene un sabor astringente.

Para que una estructura polifendlica se pueda considerar tanino debe tener un
peso molecular comprendido entre 500 y 3000 aproximadamente. Por debajo o por encima
de estos valores, la estructura no se intercala entre las macromoléculas, o si lo hace, no

forma estructuras estables.

En los vegetales desempefian una funcion protectora, ya que se ha comprobado
que las plantas parasitadas tienen una mayor proporcion de taninos que las no parasitadas,
por lo que podrian ejercer una accion de tipo antibiotico y otra de tipo repelente, debido a su
caracter acido; a favor de ésta Ultima cabe decir que las frutas verdes suelen contener
muchos mas taninos que las maduras, para prevenir que se ingieran antes que madure la

semilla.
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Estructuralmente, se clasifican en:

- Taninos hidrolizables o pirogalicos: los mas importantes estdn combinados con el
acido galico (galotaninos), que se encuentran en el ruibarbo (Rheum sp.), en el hammamelis
(Hamamelis virginiana L.), en el castafio (Castanea vesca L.) 0 en las agallas del roble
(Quercus robur L.). Otros forman complejos con el &cido elagico (elagitaninos), también se
encuentran en le castafio y en la salicaria (Lythrum salicaria L.).

- Taninos no hidrolizables, condensados o catéquicos: algunas de las plantas que
los poseen son el fresno (Fraxinus excelsior L.), el eucalipto (Eucaliptus globulus Labill.), la

nuez de cola (Kola vera Schum) o la ratania (Krameria triandra Ruiz et Pavon).

Los taninos hidrolizables son ésteres de &cidos fendlicos como el galico y el
elagico, que se unen por enlace éster a un nucleo central de glucosa. Pueden ser
hidrolizados por &cidos o por enzimas, como la tanasa. Pueden establecerse dos tipos de
taninos hidrolizables:

- Derivados del acido galico (galitaninos): son ésteres del acido galico y del acido
digalico con osas, generalmente la glucosa. Se encuentran en los clavos, hojas de gayuba,
hammamelis, castafio, arce...

- Derivados del &cido elagico, dépsido del acido galico (elagitaninos): el acido
elagico se encuentra normalmente como diéster de su forma abierta o &cido
hexahidroxidifénico. Los contienen las cortezas de granado, hojas de eucaliptos, corteza de

roble...

Los taninos condensados (proantocianidinas) son polimeros de componentes
fenolicos, menos solubles en agua que los pirogalicos y se oxidan en medio acido a
ebullicién formando unos polimeros insolubles de color rojo conocidos como “flobafenos”.
Sus moléculas son mas resistentes a la ruptura que los hidrolizables (no son hidrolizados
por acidos ni por la tanasa) y parecen ser intermediarios en su biosintesis las catequinas y
los flavan-3, 4- dioles, por tanto, estan relacionados con los flavonoides.

Se encuentran en la canela, sauce, acacia, roble, hammamelis (en la corteza),
krameria (ratania), helecho macho (en raiz y rizoma), cacao, guarang, cola (en las semillas),

hammamelis y té verde (en las hojas).
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Se conocen como tanoides o pseudotaninos las moléculas con menor peso
molecular y que no dan positivo el ensayo de la piel. Se localizan en el ruibarbo, cacao,
guarana, mate, café e ipecacuana (acido ipecacuanico). Estos taninos se presentan en
forma de moléculas complejas (usualmente combinados con acidos clorogénico o cafeico,
tal como sucede en el café, el té o el mate). Cuando estan unidos a alguna molécula de

azulcar, se denominan tanoésidos.

Los taninos constituyen un grupo muy amplio de sustancias que poseen una serie
de propiedades comunes, entre las que podemos destacar las siguientes:

- Son so6lidos amorfos solubles en agua (forman soluciones coloidales) y en
disolventes organicos polares (acetona, alcohol, glicerina), siendo insolubles en disolventes
organicos apolares (éter etilico, cloroformo).

- Precipitan con soluciones de hidroxidos (célcico, barico), con metales pesados
(wolframio, molibdato aménico), con alcaloides y con diversas macromoléculas (proteinas,
celulosa).

- Forman complejos (son agentes quelantes) con metales pesados (cobre,
mercurio, estafo, zinc), por lo que constituyen antidotos para intoxicaciones causadas por
estas sustancias.

- Propiedades redox: se oxidan con facilidad en medio alcalino y sobre todo en
medio 4&cido, pudiendo actuar como reductores de ciertos compuestos (acido
fosfowolframico, ferricianuro férrico).

- Son moléculas moderadamente estables. Los taninos hidrolizables se hidrolizan
con facilidad en medio acido, mientras que los taninos condensados son mas resistentes a
la hidrélisis. No obstante, algunos de sus enlaces pueden romperse y se produce una
superpolimerizacion en la que se obtienen unos compuestos denominados “flobafenos” de
mayor tamafio (Pm mayor de 3000, por lo que ya no son taninos y no precipitan las
proteinas), insolubles en la mayoria de los disolventes y que dan un precipitado de color

castario.
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- Tanto los hidrolizables como los catéquicos reaccionan con el ClsFe y forman
precipitados, los primeros de color azul y los segundos, verde parduzco. Sélo los taninos

condensados dan positiva la reaccion de Stiasny.

1.2.3.4.b. Distribucion

Los taninos estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se encuentran
generalmente en mayor cantidad en las células muertas o enfermas y suelen estar
combinados con otras sustancias tales como alcaloides, proteinas y osas. Ejercen un efecto
inhibidor sobre muchas enzimas por la precipitacion de las proteinas, por lo que contribuyen

a la funcién protectora en cortezas y lefios.

Existen familias que son particularmente ricas en taninos tales como las Coniferae,
Labiatae, Fabaceae (roble, castafio), Myrtaceae, Poligonaceae, Rosaceae (zarzamora,
agrimonia, tormentilla), Rubiaceae, Ericaceae (arandano, madrofio), Juglandaceae (nogal),
Litraceae (salicaria)... Pueden encontrarse en todos los 6rganos (eucalipto), cortezas (roble,
castafio, granado, quina), madera (acacia), en raices y rizomas (ratania, ruibarbo, fresal),
hojas (zarzamora), flores (rosa roja), frutos (granadas, nuez, escaramuijo), semillas (kola) y

también se pueden acumular en tejidos viejos o en tejidos patoldgicos (agallas).

1.2.3.4.c. Aplicaciones terapéuticas
Se usan como antidotos en intoxicaciones por metales pesados y alcaloides, por su

capacidad para formar estructuras complejas con estas sustancias.

Por sus propiedades astringentes (debido a su capacidad para precipitar proteinas
de la piel y mucosas) se usan por via externa como cicatrizantes y por via interna como
antidiarreicos. Ejercen el efecto antidiarreico en el intestino y, para evitar la hiperacidez
gastrica que producirian, se administran combinados con albumina o gelatina. De esta forma
el tanino no se libera hasta llegar al intestino, donde hay un medio basico. Las cortezas de
todas las especies del género Quercus (Quercus coccifera L. también llamado “chaparro”)
son ricas en materias tanicas y contienen cantidades variables de &cido elagico y galico, del

mismo modo que las hojas de Juglans regia L. son ricas en taninos galicos y catéquicos. En
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ambos casos, la presencia de taninos les confiere propiedades astringentes (Martinez Lirola
et al., 1997). También, Polygonum aviculare L. posee una importante cantidad de taninos
(Vanaclotxa in Arteche y col. 1992), los cuales justifican su accién tonica, astringente y

hemostéatica (Martinez Lirola et al., 1997).

Tienen una accidén bactericida y bacteriostatica, por lo que son antisépticos.

También ejercen un efecto antifungico y antiviral (Serkedjieva et al., 1999).

Los taninos aplicados en pomada de uso externo impermeabilizan la piel y la
protegen de los agentes externos, siendo Utiles en numerosos problemas de la piel. Si hay
una cicatriz favorecen la regeneracion (re-epitelizantes) y tienen efecto analgésico.
Aplicados obre heridas sangrantes pueden tener una accion hemostatica (antihemorragica).
Los taninos condensados son venotdnicos, protectores de la pared venosa y hemostaticos y

se usan en supositorios antihemorroidales.

Son capaces de captar radicales libres (Hassig et al., 1999) e inhibir la peroxidacion
lipidica. Inhiben la autooxidacién del acido ascérbico (vitamina C). Disminuyen los niveles de

colesterol en sangre y aumentan su metabolismo.

Ciertos taninos interfieren en la nutricién, disminuyendo la eficacia de los alimentos,
bien porque inhiben las enzimas metabdlicas, bien porque precipitan las proteinas de la

dieta.

1.2.3.5. Antraquinonas

1.2.3.5.a. Generalidades

Son los componentes mas frecuentes entre el grupo de las quinonas vegetales. Las
antraquinonas son compuestos aromaticos con dos grupos cetona, frecuentemente en para
(1,4) y en muy pocos casos en orto (1,2). Estan formadas por dicetonas insaturadas que por
reduccion se convierten en polifenoles. De todos los compuestos que presentan estructura

quindnica, destacan las benzoquinonas (estructura derivada del benceno, con poco interés
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en farmacia), naftoquinonas (estructura derivada del naftaleno, con poder antiséptico, de ahi
su interés en farmacia tanto antibacteriano y antifingico), antraquinonas (su estructura
deriva del antraceno y las 1,8-dihidroxi-antraquinonas tienen propiedades laxantes) y

fenantraquinonas (su estructura deriva del fenantreno y se encuentran en el hipérico).

La estructura quimica de las antraquinonas se caracteriza porque tienen el sistema
triciclico del antraceno, pero con el anillo central mas o menos oxidado, lo cual permite
diferenciar los distintos tipos de derivados antracénicos. Generalmente estan en forma de

heterdsido. Hay O-heterésidos, C-heterésidos e incluso O y C-heterésidos a la vez.

O

X 4

(0

Figura 15: Estructura general de una antraquinona.

En funcién de la oxidacién del anillo central se clasifican en antraquinonas (con dos
funciones cetona en el anillo central) y oxantronas (con una funcién cetona en el anillo
central), cuya forma tautomérica son los antranoles. Si estan libres (genina libre), las
antronas y antranoles se oxidan facilmente a antraquinonas. Las antronas forman a menudo
diantronas, compuestos dimeros que pueden ser homodiantronas (formadas por dos
antronas iguales) o heterodiantronas (formadas por dos antronas diferentes). La union es
10-10". Los dihidroantranoles tienen solo una funcién alcohol en el anillo central, son muy

inestables y se degradan con facilidad.
Las geninas antraquinonicas son solidos coloreados (amarillos, anaranjados,

rojizos) poco solubles en agua fria y mas solubles en agua caliente y mezclas

hidroalcohdlicas. Son solubles en disolventes organicos y en alcoholes y les dan color
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amarillo, asi como en soluciones alcalinas, tomando entonces color rojo. Las que tienen un
grupo carboxilo se solubilizan en soluciones acuosas de bicarbonato sddico. Los
heterésidos son solubles en agua y mezclas hidroalcohdlicas. Estos se pueden hidrolizar,
pero depende de si se trata de O-heterdsidos, que son mas féciles de romper (se rompe la
unién heterosidica con un acido fuerte) o de C-heterdsidos, més dificiles de romper (se usa

un medio acido fuerte y ClsFe).

Para llevar a cabo la extraccidn hay que tener en cuenta el hecho de que sean O-
heterosidos (se usa un &cido fuerte y se obtienen las geninas, que son solubles en

disolventes organicos como hexano y éter) o C-heterosidos (se emplea ademas ClsFe).

1.2.3.5.b. Deteccion

La deteccion de las antraquinonas se lleva a cabo por medio de la reaccion de
Borntrager. Esta reaccion sélo se da en las antraquinonas libres (formas oxidadas libres),
que son solubles en un disolvente orgénico (color amarillo) y si le afiadimos una solucion
acuosa de hidréxido potasico, se formard una capa de color rojo debido a las sales, que ira
haciendo desaparecer el color amarillo (reaccién positiva). Esas sales que se forman son
fenatos. El color obtenido no es estable, pues se altera con la luz, siendo de mayor
estabilidad el obtenido con el acetato de magnesio en solucién metandlica. Para los
heterosidos antraquinénicos y los derivados reducidos tipo antranol, la reaccion de

Borntrager es negativa.

1.2.3.5.c. Distribucion

La distribucidn de las antraquinonas en el reino vegetal esta limitada a una serie de
familias. Abundan en los hongos, liquenes y plantas superiores, sobre todo en ciertas
familias de dicotiledéneas como Poligonaceae, Ramnaceae, Fabaceae, Rubiaceae,
Ericaceae, Euforbiaceae, Cesalpinaceae y Escrofulariaceae. En monocotiledoneas solo se

han hallado derivados antracénicos en la familia Liliaceae.

Los encontramos en especies como los aloes (Aloe sp.) 0 en muchas plantas del

género Rhamnus. Recordemos la aloina de diversas especies de aloes, el frangulésido de la
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frangula (Rhamnus frangula L.), los heterdsidos del ruibarbo (Rheum officinale Baillon.), los

cascarésidos de la cascara sagrada (Rhamnus prusiana L.) o los senésidos del sen (Cassia

sp.).

1.2.3.5.d. Aplicaciones terapéuticas

Su principal empleo terapéutico radica en sus acciones evacuantes intestinales
(laxante o purgante), segin la dosis y el grado de envejecimiento de la droga. Los
ejemplares frescos son irritantes, mientras que la desecacion oxida los antranoles y los hace
mas suaves al tratamiento. También tienen aplicaciones industriales, en el campo de las

sustancias colorantes.

Se ha demostrado la actividad antibacteriana de las quinonas sobre el

microorganismo Staphylococcus aureus (Machado et al., 2003).

1.2.4. Terpenos y esteroides

1.2.4.1. Isoprenoides

Los terpenoides (isoprenoides) son compuestos no saturados, constituidos por C e
H 6 C, Hy O, de estructura no aromatica y que se encuentran sobre todo en aceites

esenciales y en las resinas.

Son metabolitos secundarios formados a través de la ruta de la condensacion
isoprénica (ruta del acido mevalénico. Son muy numerosos y de estructura diversa y se
pueden encontrar en formas sencillas 0 en estructuras mas complejas (v.g. saponinas) o en
mezclas complejas (v.g. aceites esenciales). Algunos compuestos tienen sélo una parte de

la estructura de naturaleza isoprenoide y se consideran de origen mixto.
Los terpenos poseen la formula general (CsHs).. Pueden ser aciclicos (con la

cadena de carbono ramificada), monociclicos, bicicicos o policiclicos. Estos compuestos

poseen generalmente uno o varios carbonos asimétricos. En la estructura de los terpenos,
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en la mayoria de los casos, la cadena de carbonos esta constituida tedricamente por la
unién de dos moléculas 0 mas de isopreno CsHs, que es considerado como un hemiterpeno
(compuestos poliisoprénicos).

Segun el numero de unidades de Cs que forman la estructura isoprenoide, se
pueden clasificar en:

- Hemiterpenos: Cs, de escaso valor farmacoldgico.

- Monoterpenos: C1o,(dos unidades de isopreno), frecuentes en aceites esenciales.

- Sesquiterpenos: C1s, se encuentran libres, formando parte de aceites esenciales o
como lactonas sesquiterpénicas.

- Diterpenos: Cx.

- Triterpenos: Cso, frecuentes en el reino vegetal.

- Tetraterpenos: Cq.

- Poliisoprenoides: (Cs)s.

1.2.4.2. Triterpenos

Son compuestos Csp biosintetizados por condensacion isoprénica. Son muy

importantes los triterpenos que forman parte de las saponinas.
Tienen 30 carbonos (6 restos de isopreno), suelen estar en las cuticulas y en las

resinas, bien en estado libre, bien esterificados o forma heterosidica. Pueden ser alifaticos,

tetraciclicos o pentaciclicos (derivados de la a-amirina y B-amirina).
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Figura 16: Moléculas de triterpenos tetraciclicos (1) y pentaciclicos tipo $-amirina (1l).

Estas sustancias poseen propiedades farmacodinamicas muy variadas, en relacion
con las diferentes funciones ligadas al esqueleto terpénico. Algunas de ellas son irritantes
de la piel y mucosas por lo que son utilizadas como rubefacientes, antisépticos (geraniol),

vermifugos, abortivos...

Los triterpenos tetraciclicos estadn presentes en cucurbiticeas y poseen gran
toxicidad, de ahi sus propiedades necrosantes. Las geninas de los triterpenos pentaciclicos
son activas al ser combinadas con azlcares (sapondsidos), como ocurre en el &cido
glicirrético (regaliz), que tiene propiedades antiinflamatorias. También existen triterpenos
con actividad antiinflamatoria en Polylepis racemosa R.&P. y Dyospiros leucomelas
(Suntornsuk, 2002). Recientemente se han detectado propiedades anticancerigenas en los

triterpenos de Scaevola spinescens (Ghisalberti, 2004).
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1.2.4.3. Esteroles

1.2.3.4.3.a. Generalidades
Los esteroles son derivados alcohdlicos de los esteroides. EI nombre genérico
“esteroide” se emplea para designar sustancias con estructura

ciclopentanoperhidrofenantrénica, con dos restos metilo en las posiciones 10y 13.

Figura 17: Estructura general de los esteroides.

Los esteroides se pueden clasificar segun Fieser & Fieser en:

- Esteroles: esteroides que poseen una cadena lateral de ocho, nueve o diez
atomos de carbono, siempre con un grupo oxhidrilo en posicion 3.

- Estanoles: esteroides fuertemente saturados.

- Estenoles: se designan asi a los estanoles que introducen en su molécula una
instauracion y un grupo oxhidrilo en posicion 3.

- Dihidroxiestenoles: esteroles monoinsaturados con dos grupos oxhidrilo.
Esta estructura la poseen los estrogenos, androgenos, gestagenos, corticoides,

sapogeninas espirostanicas, heterosidos cardioténicos, acidos biliares y determinados

alcaloides.
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1.2.4.3.b. Deteccion

El método més generalizado para la deteccion de esteroides es el test de
Liebermann-Burchard, basado en las coloraciones azul-verdosas que desarrollan dichos
componentes en presencia de anhidrido acético y acido sulfirico concentrado. Se han
llevado a cabo ensayos de esteroides de forma paralela a la deteccion de principios

triterpénicos, ya que la misma reaccién permite ponerlos de manifiesto simultaneamente.

1.2.4.3.c. Aplicaciones terapéuticas

Los esteroles y estanoles hacen decrecer el nivel de colesterol procedente de la
dieta y biliar, lo que disminuye los niveles de LDL-colesterol (Neil et al., 2002). Al reducir la
secrecion biliar, los esteroles de la dieta disminuyen la absorcion de los antioxidantes
solubles en grasas, como algunos carotenoides y tocoferoles. También se han descubierto
efectos en los canceres de prostata y colon. En el cancer de colon se ha visto que los acidos
biliares lo promueven y, de forma indirecta, los esteroles de origen vegetal lo inhiben al
disminuir la secrecion biliar, ademas del hecho de que se ha visto en cultivos celulares in
vitro que el sitosterol parece tener un efecto protector en la proliferaciéon de las células
epiteliales del colon. En el caso del cancer de prostata, el sitosterol se ha confirmado que

mejora la hiperplasia benigna de préstata (De Jong et al., 2003).

1.2.4.4. Saponinas

1.2.4.4.a. Generalidades

Son un grupo de metabolitos secundarios que aparecen normalmente como
heterdsidos y son encontrados mayoritariamente, pero no de forma exclusiva, en el reino
vegetal, cuyas estructuras estd formadas por una parte glucidica (azicar o cadena
azucarada) que puede ser neutra o acida y otra no glucidica (aglicon o genina) denominada

sapogenina.

Al ser heterosidos, son solubles en agua y en disolventes organicos polares

(etanol, metanol) e insolubles en disolventes organicos apolares (éter de petrdleo,
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cloroformo, hexano). Los aglicones libres (sapogeninas) no son solubles en agua y si en

disolventes organicos apolares.

Segun el nimero de unidades glucidicas unidas a la genina, se clasifican en
saponinas monodesmosidicas (el azlicar o azlcares se unen a la genina por el OH de la
posicion 3), bidesmosidicas (el azucar o azucares se unen por dos puntos a la genina) y

tridesmosidicas (en griego, desmos = “cadena”).

De acuerdo con la naturaleza de las geninas pueden ser clasificadas como
esteroidicas y triterpénicas. La genina de las saponinas triterpénicas tiene treinta atomos de
carbono (triterpeno) y procede de la ruta biosintética de la condensacion isoprénica, también
denominada ruta del acido mevaldnico, por unién de seis unidades de Cs. Las saponinas
triterpénicas derivan todas del dammarano y se subdividen a su vez en pentaciclicas y

tetraciclicas.

Figura 18: Estructura general de las saponinas esteroidicas espirostanicas (1) y furostanicas (Il).

Las saponinas triterpénicas pentaciclicas son las més frecuentes y pueden derivar
del oleano y del ursano, frecuentemente con alguna funcién carboxilica. Hay tres grupos,

representados por la f-amirina, a-amirina y lupeol.
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- B-amirina: es un derivado del oleano con cinco ciclos de seis atomos y dos metilos
en la posicion 20 del anillo E.

- a-amirina: es un derivado del ursano con cinco ciclos de seis atomos y dos
metilos en las posiciones 19 y 20 del anillo E.

- Lupeol: tienen también cinco ciclos pero el anillo E es de cinco miembros.

Las saponinas triterpénicas tetraciclicas conservan la estructura basica del

dammarano, con tres ciclos de seis miembros y un ciclo de cinco miembros.

Las saponinas esteroidicas se biosintetizan también por la ruta del acido
mevalonico y son menos frecuentes que las saponinas triterpénicas pentaciclicas. Se
clasifican en:

- Derivados del espirostano: son estructuras hexaciclicas de vientisiete atomos de
carbono. Su estructura fundamental es el ciclopentanoperhidrofenantreno, con una cadena
lateral en posicion 17 formada por dos heterociclos, uno metil-furanico y otro metil-piranico,
con una unién espiranica.

- Derivados del furostanol: poseen un ciclo menos que el espirostano, debido a
apertura del ciclo metil-piranico, por lo que también tienen un esqueleto de veintisiete

atomos de carbono.

Las saponinas (del latin sapo, “jabdn”) se caracterizan por producir una solucion
acuosa espumosa (propiedad afrogena) debido a sus propiedades tensioactivas, lo cual
dificulta su extraccion. Pueden formar emulsiones (emulgentes). Tienen un elevado peso
molecular y su aislamiento en estado puro ofrece dificultades. Algunas de ellas presentan

actividad hemolitica.

El poder hemolitico es caracteristico de las saponinas triterpénicas, pero es
variable segun los sustituyentes de la estructura. Las saponinas esteroidicas
monodesmosidicas son hemoliticas, mientras que las bidesmosidicas no lo son. Por este
poder hemolitico son muy toxicas si se administran por via intravenosa (contactan

directamente con los hematies) mientras que por via oral su toxicidad es muy baja.
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1.2.4.4.b. Deteccion

Para su extraccion se utiliza agua o mezclas hidroalcohdlicas (agua:alcohol 1:1) de
elevada graduacion (60°-70°) con objeto de evitar ciertos problemas que se producen
cuando son de baja graduacion, como son la pérdida de la unidad de azlcar y la ciclacion

del furostanol a espirostanol o el paso de saponinas bidesmosidicas a monodesmosidicas.

Los sapondsidos son solubles en agua y, por lo tanto, se pueden extraer con este
disolvente, generalmente a ebullicion. A pesar de esto, si el medio acuoso se liofiliza
posteriormente, también es posible la hidrélisis de los bidesmésidos y por ello es preferible
recurrir a alcoholes (etanol, metanol) o a disoluciones hidrometandlicas tras una
deslipidacion previa por éter de petrdleo. Puede resultar Util, para inactivar las esterasas que
suele haber en el material vegetal, realizar un tratamiento con HCI diluido. Variando las

proporciones de agua y metanol, pueden obtenerse especificamente mono- y bidesmésidos.

Los disolventes polares, al solubilizar numerosos compuestos, hacen que sea
frecuente, después de la extraccion inicial, realizar una particién entre agua y n-butanol; este
ultimo solubiliza los saponésidos, que precipitan posteriormente por adiciéon al medio de un

disolvente como el éter etilico.

En nuestro caso, tras una primera extraccion con agua a ebullicién, se realizo una
extraccion con alcohol etilico al 96% (v/v). Para proceder a su extraccion, a partir del
material vegetal se hicieron varios extractos, pero basandonos en la bibliografia previa se
puede afirmar que las saponinas triterpénicas se han encontrado en el extracto alcoholico
en la familia Acanthaceae (Monechma ciliatum (Jacq.) Milne-Redh., Uguru et al., 2000);
Aquifoliaceae (llex kudincha C. J. Tseng, Ouyang et al., 1996); Araliaceae (Aralia chinensis
L., Miyase et al., 1996; Polyscias fruticosa (L.) Harms., Huan et al., 1997; Scheffera
arboricola (Hay.) Hayata, Melek et al., 2003); Asclepiadaceae (Gymnema silvestre R.Br.,
Sahu et al., 1996); Berberidaceae (Leontice kiangnanensis PL Chiu; Chen et al., 1997);
Campanulaceae (Platycodon grandiflorum Jacq. DC., He et al., 2005); Caryophyllaceae
(Silene jenisseensis Willd., Lacaille-Dubois et al., 1997; Silene jenisseensis Willd., Lacaille-

Dubois et al., 1995; Vaccaria segetalis (Neck.) Garcke., Koike et al., 1998); Compositae
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(Aster bellidiastrum (L.) Scop.; Schopke et al., 1997 ; Solidago gigantea Ait.; Reznizec, et al.,
1996); Escrofulariaceae (Baccopa monniera Brahmi; Garai et al., 1996; Mazus miquelii
Mak., Yaguchi et al., 1995); Fabaceae (Albizia julibrissin Durazz., Zou et al., 2005 ; Gleditsia
sinensis Lam., Zhang et al., 1999); Liliaceae (Asparagus africanus Lam.; Debella, 1999);
Mimosaceae (Albizia gummifera C.A. Smith, Debella, 2000); Myrsinaceae (Ardisia mamillata
Hance; Huang et al., 2000); Ranunculaceae (Clematis chinensis Retz.; Shao et al.,1996);
Rubiaceae (Mussaenda pubescens Ait.; Zhao, et al.1996b); Sapotaceae (Mimusops laurifolia
(Forssk.) Friis; Eskander et al., 2005, 2006); Zygophyllaceae (Fagonia mollis Del., Melek et
al., 1996 ; Fagonia indica Burm., Shaker et al.,1999; Tribulus terrestris L.; Wang, et al.,1997
y especies del género Zygophyllum; Péliman, et al. 1997).

La mayoria de la literatura disponible sobre la deteccién de saponinas en el reino
vegetal se basa el test del indice afrégeno (test cualitativo). En Oriente, estos compuestos
son usados como jabon y muchas plantas con estas caracteristicas tienen nombres
comunes relacionados con él, tales como soapwort -palo jabonoso- (Saponaria officinalis L.),
soaproot -raiz jabonosa- (Chlorogalum pomeridianum (DC.) Kunth), soapbark -corteza
jabonosa- (Quillaja saponaria Mol.), soapberry -baya jabonosa- (Sapindus saponaria L.) y
soapnut -nuez jabonosa- (Sapindus mukurossi Gaertn.). Algunos de ellos tienen aplicacion
comercial como drogas y medicamentos, adyuvantes, modificadores del sabor,
emulsionantes, precursores en la sintesis de hormonas y edulcorantes (Oleszek et al.,
2006).

La propiedad de hacer espuma, que es una caracteristica muy conocida de la
mayoria de las saponinas, fue usada para determinar la presencia de saponinas. La
formacion de espuma después de agitacién en una solucion acuosa es especifica de la
mayoria de las saponinas, pero la mayoria de ellas, especialmente aquellas que tienen una
o0 dos ramificaciones azucaradas, no forman espuma estable. Ademas, algunas plantas que
no contienen saponinas pueden formar espuma, dando informacion erronea (Oleszek,
2002).
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Para la deteccion de las saponinas, el reactivo de Liebermann-Burchard (anhidrido
acético en medio sulfurico) es el mas utilizado, porque permite una rapida deteccién a
simple vista, ya que la presencia de saponinas esteroidicas se manifiesta con un color azul-
verdoso, mientras que un color rosa-violaceo denota la presencia de saponinas

triterpénicas.

La purificacién se puede llevar a cabo por diferentes métodos cromatograficos,
siendo la cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa la mas utilizada, igual que
para a la deteccidn y cuantificacion del contenido en saponinas, segun se observa en los
ensayos realizados en especies de las familias Amaranthaceae (Alternanthera repens (L.)
Link; Sanoko et al., 1999); Aquifoliaceae (llex kudincha CJ Tseng; Ouyang et al., 1996);
Araliaceae (Aralia armata (Wall. ) Seem., Hu et al., 1995; Aralia chinensis L., Miyase et al.,
1996; Aralia elata (Miq.) Seem., Song et al., 2001; Meryta lanceolata Hort., Melek et al.,
2004; Panax notoginseng (Burk.), Zhao et al.,1996a; Polyscias fruticosa (L.) Harms., Huan,
et al., 1997; Scheffera arboricola (Hay.) Hayata, Melek et al., 2003); Asclepiadaceae
(Gymnema silvestre R. Br.; Sahu et al.1996); Asteraceae (Aster ageratoides var. ovatus
Franch. & Sav., Sakai et al., 1999 ; Aster bellidiastrum (L.) Scop., Schépke et al.,1995,
1997); Berberidaceae (Leontice kiangnanensis PL Chiu; Chen et al., 1997); Campanulaceae
(Platycodon grandiflorum Jacq. DC.; He et al., 2005); Caryophyllaceae (Silene jenisseensis
L., Lacaille-Dubois et al., 1995, 1997; Vaccaria segetalis (Neck.) Garcke., Koike et al., 1998);
Compositae (Solidago gigantea Ait.; Reznizec et al., 1996); Escrofulariaceae (Baccopa
monnieri Brahmi, Ganzera et al., 2004; Mazus miquelii Mak., Yaguchi et al., 1995);
Fabaceae (Albizia julibrissin Durazz., Zou et al.,2005; Gleditsia sinensis Lam., Zhang et
al.,1999; Vigna angularis (Willd.) Ohwi & Ohashi., Ohrui, et al.; 1999); Liliaceae (Asparagus
dumosus Baker, Ahmad et al., 1998; Ruscus aculeatus, Rawald et al., 1988); Myrsinaceae
(Ardisia mamillata Hance; Huang et al., 2000); Rubiaceae (Mussaenda pubescens Ait.; Zhao
et al.1996b); Sapotaceae (Mimusops laurifolia (Forssk.) Friis; Eskander et al., 2006);
Umbeliferae (Bupleurum falcatum L., Ebata et al., 1996); Zygophyllaceae (Fagonia cretica L.,
Abdel Khalik, et al.,2000; Fagonia indica Burm., Shaker et al.,1999; Fagonia mollis Del.,
Melek,et al., 1996; Tribulus terrestris L., Conrad et al., 2004; De Combarieu et al., 2003;
Wang et al., 1997b) y especies del género Zygophyllum; Péliman, et al. 1997).
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1.2.4.4.c. Distribucién

Las saponinas se encuentran tanto en vegetales inferiores (algas, liquenes,
musgos y helechos) como en vegetales superiores. En dicotiledéneas hay principalmente
saponinas triterpénicas y, ocasionalmente, saponinas esteroidicas. En monocotiledéneas
hay casi exclusivamente saponinas esteroidicas (zarzaparrilla —sarsasapondsido—, rusco,
digital —digitandsido—, dioscorea...) y rara vez se encuentran saponinas triterpénicas. Las
saponinas pueden estar localizadas en cualquier parte del vegetal pero tienen tendencia a

acumularse en mayor concentracion en las partes subterraneas (raiz y rizoma).

Hay alrededor de cien sapogeninas esteroidicas identificadas y probablemente un
numero mucho mayor de triterpénicas. Esta diversidad puede incluso verse multiplicada por
la composicion de las cadenas de azlcares, los azlcares, los sustituyentes y el tipo de
sustitucién. Se ha visto que incluso algunas especies pueden tener un nimero importante
de saponinas, como es el caso de las raices de alfalfa, que contienen por lo menos
veinticinco, entre las que se encuentran el &cido medicagénico, hederagenina, &cido
zanhico, soyasapogenol y glicésidos de la bayogenina con un nimero de azlcares variable

de uno a siete.

Estas estructuras y sus cantidades pueden variar dependiendo de la parte de la
planta objeto de estudio. Esta diversidad estructural y el amplio rango de polaridades hacen

que la determinacién individual de saponinas sea complicada (Oleszek, 2002).

Las saponinas esteroidicas son de gran interés por su relacion con compuestos
como las hormonas sexuales, cortisonas, esteroides diuréticos, vitamina D y heterésidos
cardiacos. Estan presentes en familias de monocotiledéneas como la Amarilidaceae,
Dioscoreaceae (Dioscorea villosa L., Sautour et al., 2006) y Liliaceae (Asparagus officinalis
L., Huang et al., 2006; Lilium candidum ., Mimaki et al., 1999; Ruscus aculeatus L., Mimaki
et al., 1998; Smilax officinalis Kunth., Bernardo et al., 1996) y dicotiledoneas como
Fabaceae, Ranunculaceae (género Helleborus, Hardman, 1976); Solanaceae (Solanum

sisymbriifolium Lam., Ferro et al., 2005; Cestrum sendtenarianum, Haraguchi, 2000). Un
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ejemplo de saponinas esteroides es la digitonina (en las semillas de Digitalis purpurea L. y
Digitalis lanata Ehrh.). La deteccién y determinacion se puede hacer por espectrofotometria
infra-roja, en solucion de sus acetatos. También se han disefiado ensayos gravimétricos y
colorimétricos. Para el fraccionamiento inicial puede usarse la cromatografia en columna

(CGL) o la cromatografia en capa fina (CCF) preparativa.

Las saponinas triterpénicas pentaciclicas abundan en familias de dicotiledoneas,
como Caryophyllaceae, Polygonaceae, Primulaceae, Oleaceae, Compositae... Algunos
ejemplos de ellas son la corteza de quilaya (palo de jabon), que es la corteza interna
desecada de la Quillaia saponaria y otras especies de ese género (Fam. Rosaceae), el
regaliz (orozuz, palo dulce), que esta constituido por las raices y estolones sin mondar de
Glycyrrhiza glabra L. (Fam. Papilionaceae), la saponaria (Saponaria officinalis L.) y |a raiz de
poligala (Senegae radix), que estd constituida por los rizomas y raices desecados de la

Polygala senega L. o P. senega var. latifolia Torr. et Gray (Fam. Polygalaceae).

El hecho de que especies vegetales ricas en saponinas triterpénicas se hayan
utilizado y se utilicen en medicina tradicional como diuréticos, entre otras aplicaciones
medicinales, estd documentado en diversas familias: Aquifoliaceae (llex kudincha C. J.
Tseng; Ouyang et al., 1996); Amaranthaceae (Alternanthera repens (L.) Link; Sanoko et al.,
1999); Araliaceae (Polyscias fruticosa (L.) Harms.; Huan, et al., 1997); Asclepiadaceae
(Gymnema silvestre R.Br.; Sahu, 1996; Sahu et al., 1996); Escrofulariaceae (Bacopa
monniera Brahmi; Garai et al., 1996); Liliaceae (Asparagus dumosus Baker; Ahmad, et al.,
1997,1998); Ranunculaceae (Clematis chinensis Retz.; Shao et al., 1996); Rubiaceae
(Mussaenda pubescens Ait.; Zhao, et al. 1996b); Zygophyllaceae (género Zygophyllum;
Elgamal et al., 1995; Péliman et al., 1997).

En este sentido, la familia Caryophyllaceae presenta ejemplos de especies con
ciertas propiedades curativas tales como la actividad analgésica, anticancerigena (Dianthus
superbus L., Cai et al., 2004) y antihepatotoxica de Dianthus superbus Herbs. (Hikino et al.,
1984). Aunque se muestra especialmente Util sobre patologias renales, en la mayor parte de

las ocasiones provoca un aumento de la diuresis (Rhiouani et al., 1999). Esta familia se
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caracteriza por su contenido en sales de potasio y saponinas, que en principio pueden
favorecer el efecto diurético, como es el caso de estudios en el género Dianthus: Dianthus
caryophyllus L.(Gunimka & Oleszek, 1998), Dianthus chinensis L. (Koike et al., 1994; Li et
al., 1994); Dianthus superbus var. longicalycinus (L.) (Maxim.) Will., (Mahato et al., 1988); el
género Gypsophila: Gypsophila bermejoi G. Lopez (Acebes et al., 1998), Gypsophila
paniculata L. (Fulcheri et al., 1998), Gypsophila arrostii Guss. (Mostad et al., 1987); el
género Herniaria: Herniaria glabra L. (Cart et al., 1992; Rhiouani et al., 1999; Schroder et al.,
1993), Herniaria hirsuta L. (Mbark et al., 2000); el género Polycarpon: Polycarpon sculentum
(Meselhy,1998); el género Silene: Silene cucubalus Wibel. (Larhsini et al, 2003), Silene
jenisseensis L. (Lacaille-Dubois et al.,1995, 1997); el género Saponaria: Saponaria
officinalis L. (Koike et al., 1999; Jia et al., 1998, 1999; Fulcheri et al., 1998) y el género

Vaccaria: Vaccaria segetalis Asch. (Koike et al., 1998).

En concreto, dentro del género Arenaria, se ha demostrado en varios casos la
presencia de saponinas triterpénicas en Arenaria filicaulis Boiss. (Hani et al., 1997, 1998;

Elgamal et al., 1998; Soliman et al., 1999) y Arenaria juncea (Gaidi et al., 2001).

1.2.4.4.d. Aplicaciones terapéuticas

Las saponinas se utilizan en farmacia como expectorantes, venotonicas y
diuréticas, como es el caso de Eryngium campestre L. -también conocido como “cardo
cuco’- Allium porrum L. (Carotenuto et al., 1999) y Agave americana o “pita” (Martinez Lirola
etal., 1997), las raices y rizomas de Asparagus officinalis L. que contienen fructosanos junto
con las saponinas (Fernandez y col., 1982), Smilax aspera -“zarzaparrilla™, que contiene
junto con las saponinas (sarsapogenina), sales minerales potasicas y que esta indicada en
oliguria, litiasis renal, cistitis y como coadyuvante en el tratamiento de la hipertension
(Vanaclotxa in Arteche; 1992). En la industria farmacéutica se emplean como agentes
espumantes y emulgentes. Las saponinas esteroidicas se utilizan sobre todo industrialmente
para obtener las geninas esteroidicas, que son precursores por hemisintesis de los

farmacos esteroidicos (hormonas sexuales, glucocorticoides, etc.).
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Tienen una serie de acciones caracteristicas, como son la irritacion celular que se
manifiesta a nivel pulmonar (producen aumento de secreciones, por lo que son
expectorantes y antitusivas), a nivel renal, aumentando la circulacién sanguinea renal e
incrementando consecuentemente la filtracidn glomerular, ejerciendo un efecto diurético y a
nivel hematico porque lisan los hematies, lo cual resulta toxico si se administran por via

intravenosa.

También producen un efecto antiedematoso y antiinflamatorio, sobre todo en casos
de insuficiencia venosa de las extremidades inferiores, asi como accion hemorroidal y

cicatrizante.

Las saponinas se han relacionado con un efecto estimulante, tonificante y
antiestrés, asi como antimicrobiano, antivirico, antimicético y molusquicida, debido
mayoritariamente a las saponinas triterpénicas. Por otra parte, se ha demostrado que
pueden producir un efecto citoprotector géastrico (Gonzales et al., 2000) y antifungico
(Escalante et al., 2002).

1.2.5. Alcaloides

1.2.5.a. Generalidades

Fueron los primeros principios activos aislados de las plantas. Definirlos es dificil
porque no existe una diferenciacion clara entre el término alcaloide y aminas complejas de
origen natural. Es un grupo muy variado y tan solo las propiedades quimicas debidas al
nitrégeno basico unifican las numerosas clases de alcaloides. Los alcaloides tipicos derivan
de fuentes vegetales, son basicos, contienen uno o més atomos de nitrogeno (normalmente

en el anillo heterociclico).
Los alcaloides son sustancias organicas nitrogenadas con caracter basico (salvo

excepciones, como es el caso de las bases xanticas) y mayoritariamente de origen vegetal.

Tienen una estructura generalmente compleja y ejercen acciones farmacologicas diversas e
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intensas, incluso a dosis muy bajas. Son toxicos y capaces de precipitar con ciertos

reactivos caracteristicos.

Las caracteristicas generales de los alcaloides podriamos resumirlas en el hecho
de que se forman a partir de aminoacidos, aunque los esteroidicos v los triterpénicos no lo
hagan y contienen, en general, nitrdgeno heterociclico. Presentan gran cantidad de
hidrégeno. Tienen capacidad para combinarse con sustancias de origen acido para dar
sales. Popularmente la palabra alcaloide se asocia con las drogas psicotropicas. Algunos de
los estupefacientes mas poderosos deben su accion a la presencia de esta sustancia.
Citemos la psilocibina del peyote mejicano (Echinocactus williamsii Lem.), especie que
puede provocar intensas alucinaciones y alteraciones de la percepcién orgénica y que se
han empleado con fines magico-religiosos desde los albores de la humanidad. Por tanto,
son compuestos nitrogenados de composicién diversa, con las siguientes propiedades

comunes: origen vegetal, reaccion alcalina e importantes acciones biologicas.

Se suelen ubicar en los jugos celulares, formando sales como malatos, citratos o
tartratos (combinaciones con &cidos organicos como el malico, el citrico o el tartarico, en
estos casos), 0 combinados con los taninos. Cualquier parte de la planta puede contenerlos,
asi los detectamos en las raices (aconito, belladona, rauwolfia), en cortezas (quina,
yohimbo), en hojas (belladona, coca, belefio, tabaco, té), en frutos (adormidera) o en
semillas (cacao, té, cdlchico). En numerosas ocasiones encontramos el mismo alcaloide en
especies botanicamente muy alejadas entre si, o alcaloides de estructura quimica diferente

en una misma planta.

Los alcaloides no heterociclicos se denominan también aminas alcaloidicas o
protoalcaloides. Algunos ejemplos son la colchicina y efedrina. Los heterociclicos son los
méas numerosos, pudiendo ser monociclicos o policiclicos. Los alcaloides son un grupo muy
heterogéneo de compuestos con estructuras muy variadas y generalmente complejas.
Todos contienen C, H y N, la mayoria tienen oxigeno y pocos de ellos, azufre. El nitrégeno
que contienen puede formar parte de un ciclo (lo mas habitual es con N-heterociclico) o no

(con N no heterociclico), del que hay pocos casos (colchicina).
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Segun la estructura de su nicleo fundamental, éstos se pueden subdividir en los
siguientes grupos no cerrados, ya que algunos de ellos presentan en su estructura quimica

fundamental, dos nucleos ciclicos que los vinculan a dos clasificaciones diferentes:

- Pirrolidinicos: su nucleo principal es el pirrol o pirrolidina; a este grupo pertenecen
las higrinas (presentes en las hojas de coca) y la estaquidrina.

- Imidazdlicos: la pilocarpina y la pilocarpidina del jaborandi (Pilocarpus jaborandi
Holmes.), con propiedades hipotensoras a nivel general y del globo ocular, en particular.

- Esteroideos: el nlcleo es el ciclopentanoperhidrofenantreno. Algunos de ellos son
las protoveratrinas (Veratrum album L., sabadilla), jervina, solanina, germindina...

- Tropanicos: a este grupo pertenecen alcaloides con intensa accién sobre el
sistema nervioso y son frecuentes en las solanaceas. Cabe citar los siguientes: atropina
(Atropa belladona L.), hiosciamina (Hyosciamus niger L.), escopolamina (Duboisia sp.,
Datura stramonium L.). También encontramos aqui alcaloides pertenecientes a otras
familias boténicas, como la cocaina (Eritroxylon coca Burk).

- Quinoleinicos: su nombre se debe a que la mayoria de loa alcaloides de la quina
se encuentran en este grupo. Los mas conocidos son la quinina y la quinidina (Cinchona
calisaya Weddl.).

- Isoquinolinicos: la hidrastina y la berberina las detectamos en el hidrastis o sello
de oro (Hydrastis canadensis L.) y la narceina en la adormidera (Papaver somniferum L.).

- Bencil- isoquinoleinicos: su nicleo guarda una gran similitud con el anterior. Entre
ellos se encuentran la papaverina y la narcotina del opio (Papaver somniferum L., P. Nigrum
DC.).

- Fenantrénicos: la morfina, que es el alcaloide mas conocido de la adormidera,
presenta dos nucleos, uno isoquinoleinico y otro fenantrénico. Otros alcaloides
fenantrénicos del opio son la codeina y la tebaina.

- Inddlicos: son conocidos los derivados del cornezuelo de centeno (Secale cereale
L.) como la ergometrina y ergotamina, utilizados en el tratamiento de las migrafias y en la
induccién del movimiento uterino en el parto. También son inddlicos los alcaloides de la

rawolfia (Rawolfia serpentina Benth.), empleados en el tratamiento de la hipertension
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(reserpina); la yihimbina del yophimbo (Pausynstalia yohimbe), de potente actividad
afrodisiaca; la estricnina o la brucina constituyen un potente veneno extraido de la nuez
vomica (Strychnos nux-vomica L.), aunque en pequefias dosis ha sido utilizado como
estimulante. Otros alcaloides interesantes de este grupo proceden de la vincapervinca de
Madagascar (Vinca rosea L.) y son utilizados en el tratamiento oficial del cancer y
especialmente de las leucemias.

- Piridinicos: su nucleo es la piridina. EI mas conocido es la nicotina del tabaco
(Nicotiana tabacum L.) y la arecolina (Areca catechu L. o nuez de areca).

- Piperidinicos: lobelina (Lobelia inflata L.), coniina (alcaloide de la cicuta 0 Conium
maculatum L.). La pelletierina, localizada en el granado (Punica granatum L.), es un
alcaloide que posee dos nucleos, uno piridinico y otro piperidinico.

- Purinicos: son muy conocidos por hallarse en el café, el chocolate o la cola. Se
trata de metil-xantinas y son tres, la cafeina, la teobromina y la teofilina. Son estimulantes
del sistema nervioso central y ejercen un efecto diurético discreto.

- Pirrolizidinicos: suelen ser alcaloides toxicos. Los mas conocidos se encuentran
en el senecio y en la hierba cana (Senecio sp.) y en algunas plantas de las leguminosas o
borraginaceas.

- Terpénicos: aconitina, elatina.

- Nor-lupinanicos: en el nucleo hay un nor-lupinano (quinolizidina), como se aprecia
en la esparteina o la genisteina de las retamas (Spartium junceum L.), en la citisina y en la
lupanina.

- Apomorfinicos: presentan una estructura similar a la de la morfina, ya que tienen
un nlcleo isoquinoleinico y otro fenantrénico, aunque no ejercen la accién narcotizante de la
primera. Entre ellos cabe destacar la boldina presente en el boldo (Peumus boldus Mol.) y la

corydalina, en Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte.

Los alcaloides que carecen de oxigeno son liquidos a temperatura ambiente y
frecuentemente son volatiles, presentando un olor caracteristico. Los alcaloides oxigenados
suelen ser solidos cristalizables y generalmente incoloros o blancos. Todos son, en general,
amargos. En su forma libre son insolubles en agua y solubles en disolventes organicos

apolares (éter, cloroformo, hexano) y algunos polares (alcoholes), aunque hay excepciones,
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como las bases xanticas y las sales de amonio cuaternarias que son solubles en agua.
Todos los alcaloides que estan en forma de sal son solubles en agua y mezclas
hidroalcoholicas e insolubles en disolventes organicos apolares. La solubilidad depende del
pH, ya que sus variaciones determinan que el nitrégeno basico esta mas o menos
protonado. A pH &cido, predomina la forma protonada soluble en agua y mezclas
hidroalcohdlicas. A pH basico, los alcaloides estan mayoritariamente en forma libre (no

salina).

La mayoria de los alcaloides tiene actividad optica (poder rotatorio), siendo las
formas levdgiras mas activas que las dextrdgiras. El nitrégeno de su estructura, que suele
pertenecer a un ciclo, posee un caracter mas o menos basico. Hay alcaloides que son muy

basicos (por ejemplo, la nicotina) pero también los hay que apenas lo son.

1.2.5.b. Deteccion
Existen reactivos generales que detectan alcaloides en general, otros que detectan
grupos de alcaloides con una estructura determinada comun y otros que son especificos

para un alcaloide concreto.

Las reacciones para la deteccidn de alcaloides se pueden clasificar en reacciones
de precipitacidn, de cristalizacion y reacciones coloreadas. Las reacciones de precipitacion
se basan generalmente en la combinacion de los alcaloides con metales pesados. Se llevan
a cabo en solucién acuosa acida. Los reactivos mas utilizados para la precipitacion de los
alcaloides son é&cidos de elevado peso molecular como el reactivo de Hager (solucion
saturada de &cido picrico en agua) y reactivos yodados como Dragendorff (yodobismutato
potdsico, precipitado rojo-naranja), Bouchardat (yodo/yoduro potasico, precipitado
marrén-rojizo), Mayer (mercuriyoduro potasico, precipitado blanco-amarillento) y otros. La
deteccion de los alcaloides mediante estas reacciones de precipitacion puede dar falsos
positivos y falsos negativos, por lo que conviene realizar varias reacciones de deteccion
para confirmar los resultados. Entre las reacciones coloreadas, podemos citar la
deshidratacién con acido sulfarico o la oxidacion con acido nitrico, permanganato potasico o

dicromato potasico.
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1.2.5.c. Distribucién

Los principales productores de alcaloides son los vegetales, pero no estan
presentes en todos ellos. Se encuentran sobre todo en vegetales superiores. Entre los
vegetales inferiores, los hongos, a excepcién del cornezuelo de centeno (Secale cornotum
Ergot.), contienen poca cantidad. Dentro de las gimnospermas, las Efedraceae cuentan con
especies alcaloidicas de interés y entre las Pteridophytae se detectan alcaloides en las
Equisetaceae como en la cola de caballo (Equisetum sp.) y Lycopodiaceae. Las
monocotiledoneas, Liliaceae (eléboro) y Amarilidaceae, no producen casi alcaloides vy,
dentro de las angiospermas, las dicotiledoneas concentran practicamente todas las especies
que poseen alcaloides. En de las dicotiledéneas se pueden encontrar familias en las que
abundan (Solanaceae, Papaveraceae —adormidera y amapola-, Rubiaceae, Apocinaceae,
Rutaceae, Fabaceae, Loganiaceae) y familias mas pobres en alcaloides (Rosaceae,

Labiatae, Cruciferae).

En los vegetales, los alcaloides suelen estar localizados en tejidos periféricos:
corteza, raices, hojas, frutos y semillas. Las proporciones varian desde partes por millén
hasta valores que oscilan entre el 0,1% y el 3%, pudiendo ser incluso superiores en algunas
drogas vegetales (como la corteza de quina, que puede tener hasta un 10%) o en

determinadas razas quimicas.

Las especies que contienen alcaloides rara vez contienen uno solo, habitualmente
contienen varios de ellos, asi como sustancias relacionadas. Hay alcaloides que son muy
especificos y sélo se encuentran en individuos de una sola especie, en cambio, otros son

inespecificos y se pueden encontrar en varias especies € incluso, en varias familias.

Los alcaloides pueden encontrarse libres, en forma de sal (lo mas habitual debido a
su caracter basico) o unidos a taninos 0 a acidos organicos. Su concentracion depende en
general del clima, ya que la flora originaria de zonas calurosas suele poseer una mayor

cantidad que la de los climas frios.
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1.2.5.d. Aplicaciones terapéuticas

Los alcaloides son sustancias que suelen tener actividad farmacolégica incluso a
dosis muy bajas. Muchos de ellos son sustancias muy toxicas, por lo que se deben extremar
las precauciones cuando se empleen en terapéutica. Debido a la gran cantidad de
compuestos que forman parte de este grupo y a sus estructuras tan variadas, sus
aplicaciones son muy distintas, ya que los efectos farmacoldgicos también lo son. Podemos
destacar alcaloides con efectos estimulantes del SNC (cafeina, estricnina) como la Camelia
sinensis L. por la presencia en ella de alcaloides tales como teina, teofilina y teobromina
(Martinez Lirola et al., 1997), depresores del SNC (morfina, psilocibina), estimulantes del
SNV simpatico (efedrina), inhibidores del SNV simpatico (yohimbina), estimulantes del del
SNV parasimpatico (pilocarpina, eserina), inhibidores del SNV simpatico (atropina),
antifibrilantes (quinidina), espasmoliticos (papaverina), bloqueantes neuro-musculares (d-
tubocurarina), antimalaricos (quinina), anticancerigenos (vincristina, vinblastina), etc., que

van a ser responsables de muy variadas aplicaciones terapéuticas.

Como ejemplos, podemos citar Ephedra fragilis Desf., que contiene alcaloides
simpaticomiméticos (a y B-adrenérgicos) derivados de la feniletilamina, con una marcada
accion estimulante de los centros nerviosos respiratorios a nivel bulbar, vasoconstrictora
periférica e hipertensora, por lo que esta indicada en asma e hipotension. Papaver rhoeas L.
-amapola- contiene alcaloides isoquinoleinicos y presenta una actividad ligeramente sedante
y espasmolitica, se utiliza en estados de ansiedad, insomnio y tos espasmaédica (Martinez
Lirola et al., 1997).

En estudios recientes, se ha demostrado actividad antiinflamatoria, antipirética,
antimalarica y antihiperglucémica en Cryptolepis sanguinolenta (Lindl.) Schlecter debido a
su contenido en alcaloides, también en Mahonia aquifolium (Pursh) Nutt. se ha demostrado
actividad antipsoriatica; actividad antihelmintica en Evodia rutaecarpa Benth., antiagregante
plaquetaria en Melicope confusa (Merr.) Liu y Zanthoxylum schinifolium Sieb. & Zucc. y
efecto antiséptico intestinal en Corydalis pallida var. tenuis Yatabe (Suntornsuk, 2002),
ademas de antimicrobiana (Navarro et al., 1999; Colombo et al., 1996) y citotdxica frente a

carcinoma humano (Sakurai et al., 2006; Colombo et al., 1996).

72



Genética

1.3. Perspectiva genética

Hasta los afios sesenta del pasado s. XX, la Sistematica -estudio de la clasificacién
de las especies con arreglo a su historia evolutiva o filogenia- se basaba en el analisis de la
variacion morfologica de las especies vegetales y del comportamiento de las mismas. Pero
hay que tener en consideracién que, con la aparicidon de los estudios moleculares, se ha
producido un gran avance en este ambito. La evolucion molecular se encarga de la
evolucién de las macromoléculas y de los estudios evolutivos. En el caso de los estudios
evolutivos, podemos decir que tratan de analizar las relaciones evolutivas entre los
organismos haciendo uso de datos moleculares como son el ADN, las secuencias proteicas
y otros marcadores moleculares (Graur y Li, 1999). Este tipo de estudios se encuadran
dentro de lo que se conoce como Sistematica Molecular, que presenta un gran interés dado

el desarrollo de las filogenias moleculares.

El uso de estas filogenias moleculares ha creado una gran polémica en cuanto a su
relacién con los datos morfol6gicos, en los cuales se habian basado todos los estudios
realizados antes de la segunda mitad del s. XX. Qué duda cabe de que lo ideal es que
ambos coincidan, cosa que no siempre ocurre. Una de las probables causas de la falta de
congruencia de los datos morfolégicos y moleculares puede ser la diferencia en la tasa
evolutiva, porque en ciertos casos, pequefios cambios o mutaciones a nivel molecular

pueden dar lugar a variaciones importantes en la morfologia (Wendel y Doyle, 1998).

El uso de marcadores moleculares en la filogenia de las plantas

La célula vegetal contiene tres genomas distintos: el genoma mitocondrial, el
cloroplastidial y el nuclear, los dos primeros son normalmente de herencia uniparental (en
angiospermas suele ser materna) y en el caso del nuclear es de herencia biparental. En este

ultimo caso, el tamafio del genoma es de 1.1x108-110x10° kb (Judd et al., 2002).

En cuanto a los estudios filogenéticos, los cambios en el genoma mitocondrial son

lentos en cuanto a la secuencia nucleotidica en especies de origen vegetal (cf. Palmer y
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Herbon, 1988) y también los reordenamientos en este genoma no diferencian grupos de

especies 0 especies. Su uso principal se cifie a estudios en animales.

El genoma cloroplastidial tiene un ritmo evolutivo mayor que el mitocondrial pero
lleva consigo una serie de inconvenientes. Cuando trabajamos a nivel interespecifico, las
regiones no codificadoras cloroplastidiales que se han utilizado como marcadores
moleculares (intron trnL (UAA) y el espaciador intergénico trnL (UAA)-trF (GAA)), tienen
una eficacia variable, dependiendo del grupo taxonémico objeto de estudio, ademéas de que
su poder resolutivo es comparativamente bajo con respecto a muchas de las secuencias no
codificadoras del ADN nuclear. Por estos motivos, se prefieren como marcadores
moleculares en estudios filogenéticos a nivel interespecifico las secuencias nucleares (Soltis
y Soltis, 1998).

Se han realizado con éxito reconstrucciones filogenéticas en grupos de plantas en
los Ultimos afios por encima del nivel de género (Soltis et al., 1998). Previsiblemente, al

bajar en la jerarquia sistematica, las filogenias resueltas y concluyentes, son raras.

Las causas pueden ser variadas, se puede destacar el hecho de la escasez de
marcadores con un nivel de variabilidad apropiado o que la hibridacién entre especies tiene
restos comunes a niveles sistematicos inferiores, se hacen mas complejos los patrones de
distribucién de los marcadores en las especies y las areas geograficas. También se podria
considerar como causa, la discordancia entre los arboles de genes y los arboles de especies
(Doyle, 1987).

En esta Memoria se ha tratado de hacer un estudio de tdxones muy relacionados
filogenéticamente, por lo tanto se requieren marcadores moleculares que presenten una
elevada tasa de cambio, por este motivo, los marcadores moleculares escogidos para el
presente trabajo han sido marcadores moleculares nucleares, en concreto, marcadores del

ADN ribosomico.
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Las secuencias espaciadoras que se transcriben del ADN ribosémico nuclear
muestran en primer lugar, elevadas tasas evolutivas coherentes con los niveles de
variabilidad y divergencia de los tdxones comparados, en segundo lugar, un tipo de
evolucién no adaptativo (evolucion concertada), en tercer lugar presentan un tamafio
adecuado para facilitar la extraccion y amplificacion de ADN, lo cual es de gran importancia
en el caso de los pliegos de herbario, porque el ADN suele encontrarse degradado y en
cuarto lugar cabe destacar que el hecho de que sea positivo que existan sitios flanqueantes
conservados que permitan el disefio de cebadores especificos. Estas caracteristicas hacen
de ellas buenos marcadores moleculares para resolver problemas filogenéticos entre
especies estrechamente relacionadas como se demuestra en los numerosos estudios

realizados al respecto.

El uso de la region ITS ha llegado a tal nivel de importancia que ha llegado a ser
dominante en la inferencia intergenérica e infragenérica (cf. Alvarez y Wendel, 2003),
mientras que el uso de la regién ETS ha sido menor por la dificultad de disefiar cebadores
que hibriden en el IGS o en su extremo 5, dada la gran variabilidad de esta regiones
(Baldwin y Markos, 1998; Bena et al., 1998; Linder et al., 2000; Plovanich y Panero, 2004).

Baldwin et al. (1995), enumeraron una serie de ventajas que posee la region ITS
para la reconstruccion filogenética, asi entre ellas podemos destacar la herencia
biparenteral, lo cual es util en el caso de la especiacién hibrida y origen de poliploides
(Fuertes-Aguilar y Nieto-Feliner, 2003); universalidad, relacionado con la presencia de
secuencias muy conservadas en sus extremos, lo cual facilita el disefio de cebadores para
su amplificacién mediante PCR ; simplicidad, se considera simplicidad el hecho de que los
ITS, al ser secuencias repetidas en el genoma y de pequefio tamario, se vea facilitada la
amplificacion de gran variedad de material, incluso llegando al caso de los pliegos de
herbario; uniformidad intragenomica, esta propiedad deriva de la rapida evolucién
concertada y posibilita la eliminacién de secuencias paralogas; variabilidad intragendmica,
en ciertos casos lleva a valores de divergencia muy elevados y con gran cantidad de sitios
filogenéticamente informativos y escasa presidn selectiva, lo que permite el acimulo de

mutaciones selectivamente neutras. Aunque a su vez, tienen una serie de limitaciones que
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son el reducido grado de variabilidad en ciertos grupos, existencia de secuencias paralogas
que requieren la secuenciacion de multiples copias, existencia de estructuras secundarias
que dificultan la secuenciacion y los frecuentes casos de contaminacion ya sea enddgena o
exogena (Alvarez y Wendel, 2003). Nosotros en esta Memoria hemos utilizado como
marcadores moleculares los espaciadores ITS-1 e ITS-2 del cistron ribosémico 45S, que
han sido los loci mas empleados en estudios filogenéticos (Alvarez y Wendel, 2003; Nieto-
Feliner et al., 2004). Se ha demostrado su utilidad en eucariotas fotosintéticos (excepto

helechos) y hongos (Vargas et al., 2000; Schroeder et al., 2001).

1.3.1. El ADN ribosomico

Salvo excepciones como son algunos protozoos y hongos (De la Herran et al.,
2000), los ADNs ribosémicos de eucariotas se encuentran constituyendo dos familias
multigénicas distintas cuyas unidades se repiten en tandem de cientos a miles de veces en
el genoma nuclear. La familia representada por el ADN ribosémico 45S, que codifica para
los genes ribosémicos 18S, 5.8S y 26S 6 28S y la familia representada por el gen 5S, que
codifica para el ARN ribosémico 5S. Ambas familias suelen encontrarse en cromosomas
distintos (Drouin y Moniz de S&, 1995; Lewin, 2004). Cada uno de estos loci esta constituido
por repeticiones de estas unidades ribosémicas dispuestas en tandem. En plantas, los
genes de la unidad 45S son, el 18S, el 5.8S y el 26S y se encuentran constituyendo una
Unica unidad de transcripcién transcrita por la polimerasa ARN polimerasa |, cuya longitud
oscila entre los 7.8 y 18.5 Kb segun el grupo que hay que considerar (cf. Lapitan, 1992) y
que se repite de 570 a 32.000 veces por genoma nuclear haploide (Rogerds y Bendich,
1987).

La estructura completa de esta unidad de transcripcién se muestra en la Figura 1.
Esta unidad incluye, aparte de los mencionados genes, dos espaciadores internos que se
transcriben, ITS (Internal Transcribed Spacers); el ITS-1, que separa los genes 18S y 5.8S,
y el ITS-2, que se encuentra entre los genes 5.8S y 26S. Cada una de estas unidades se
encuentra a su vez separada de la contigua por dos tipos de espaciadores. Un espaciador

externo que también se transcribe, ETS (External Transcribed Spacer) que flanquea el gen
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18S en su extremo 5°y al 26S en el 3', y otra secuencia que en su origen se consideré como
no transcrita, denominada NTS (Non-Transcribed Spacer), situada entre los dos ETSs. Con
posterioridad se ha comprobado que esta Ultima secuencia se transcribe a niveles bajos en
algunas especies (Reeder, 1990) y que esta implicada en la regulacién de la transcripcion
de los genes ribosémicos, por lo que se ha procedido a un cambio en su nombre, pasando a
denominarse IGS (Intergenic Spacer). Por su parte, los genes 5S se encuentran separados

entre si por secuencias espaciadoras NTSs (Non-Transcribed Spacers) (Lewin, 2004).

ITS-1 ITS-2

« ”
ETS ETS

1GS

Figura 19: Representacion esquematica de la organizacion de la unidad ribosémica 45S completa de planta.

Los genes ribosémicos mayores se localizan en regiones cromosémicas bien
diferenciables desde el punto de vista morfoldgico, denominadas regiones organizadoras
nucleolares (NORs). La formacién de los nucleolos tiene lugar durante la transcripcion activa
de los ARNSs ribosomicos, el procesamiento de los precursores de ARN ribosémico y el
ensamblaje de los ribosomas. Cada cluster de genes ribosémicos 45S repetidos da lugar a
un nucleolo. Diversos estudios han confirmado que se trata de regiones muy variables, tanto
en lo referente a su tamafio relativo y variacion en su expresion (cf. Alvarez y Wendel,
2003), como en cuanto a su numero y localizacion cromosdmica dentro de familias y
géneros. Normalmente estos dos Ultimos pardmetros son variables incluso a nivel
infragenérico (Garrido-Ramos et al., 1992; Cufiado et al., 2000). En la actualidad la
secuencia de estas familias multiméricas se encuentra caracterizada para un amplio rango
de especies (Opiola et al., 1996; Heslop-Harrison, 2000; Sumida et al., 2004). Globalmente,
la secuencia de los genes se encuentra muy conservada en eucariotas, debido a su funcién
crucial en el funcionamiento de la maquinaria celular (Barciszewska et al., 1985). Por ello, las
variaciones observables en longitud o en secuencia nucleotidica, reside fundamentalmente

en las secuencias espaciadoras. Asi, por ejemplo, la longitud de las secuencias ITS varia
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aproximadamente entre los 500 y 700 pb en angiospermas (Baldwin et al., 1995) y entre los
1,500 a 3,700 pb en gimnospermas (Bobola et al., 1992; Quijada y Linston, 1997; Maggini et
al., 2000).

Las diferencias interespecificas en la secuencia nucleotidica de los ITS en plantas,
se calcula que puede llegar hasta un 39% entre especies muy emparentadas
filogenéticamente (Baldwin et al., 1995). Estas diferencias se atribuyen a la alta tasa de
cambio que presentan estas secuencias como consecuencia de estar sometidas a baja
presidn selectiva, en comparacion con las secuencias génicas codificadoras. Este hecho les
permite albergar cierto numero de mutaciones neutras que dan lugar a la variacion
observable. No obstante, es necesario tener presente que estas secuencias se transcriben y
estan involucradas en ciertos procesos de la maduracion del ARN (Van Nues et al., 1995;

Bena et al.,1998), por lo que su tasa evolutiva es moderadamente rapida.

Por otro lado, debido al tipo de evolucién molecular a la que estan sometidas las
secuencias de ADN ribosomico (evolucién concertada), las secuencias ITS muestran
uniformidad intraespecifica e intragenémica asi como ciertos niveles de divergencia
interespecifica. Todo ello las ha convertido en marcadores validos para la inferencia de
relaciones filogenéticas entre especies muy emparentadas (Desfeux y Lejeune, 1996;
Navarro et al., 2004; Kyndt et al., 2005; Ronsted et al., 2005). Sin embargo, los datos que se
han obtenido de este tipo de secuencias deben de ser combinados con otros caracteres o
marcadores, ya que se han realizado estudios en los que se demuestra la existencia de
polimorfismos a nivel intraespecifico e intraindividual (cf. Alvarez y Wendel, 2003; Nieto-
Feliner, 2004). La variacién de los ITS, tanto en secuencia como en longitud, a nivel
intraespecifico e intraindividual, se ha relacionado con fallos en los mecanismos implicados
en la evolucion concertada y con la aparicién de pseudogenes de ADN ribosémico (Buckler
y Holtsford, 1996a, 1996b; Buckler et al., 1997; Muir et al., 2001; Wei et al., 2003; Ruggiero y
Procaccini, 2004).

El inicio del ETS lo marca el lugar de inicio de la transcripcion y su tamafio se

encuentra entre 750 pb y 3.17 kpb (Bennett y Smith). A pesar de la variacién que puedan
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presentar los espaciadores ribosémicos que se transcriben, éstos poseen elementos
estructurales muy importantes en la formacién del precursor del ARN ribosémico, por lo que
estan sometidos a cierta presion selectiva. Por ello, se puede afirmar que la mayor
heterogeneidad de las unidades de ADN ribosomico se encuentra en el espaciador
intergénico (IGS), su tamafio en plantas oscila entre 1 kpb hasta 14 kpb (Rogerds & Bendich,
1987). Esta es una de las secuencias mas estudiadas en plantas, pero los diferentes
estudios realizados han puesto de manifiesto su alta heterogeneidad en longitud y en

secuencia.

Se sabe que los ITS ribosdmicos estan sometidos a la evolucion concertada (Dover,
1982; 1986), lo cual lleva a la homogeneidad intraespecifica de las repeticiones de ADN
ribosémico porque requiere una transferencia horizontal entre los miembros de la familia de
ADN ribosémico (homogeneizacion) y también la propagacién de las mutaciones a todos los

individuos que constituyen la poblacién (fijacion).

La tasa de evolucion concertada depende de diferentes factores, entre los que se
incluyen la tasa a la que se producen los procesos de homogeneizacion respecto a la tasa
de mutacién de las secuencias, el nimero y la estructura de las repeticiones, su distribucion
dentro del genoma... Las regiones espaciadoras ribosémicas, debido a la menor presién de
seleccidn a la que estadn sometidas respecto a las regiones codificadoras, pueden sufrir un
numero mayor de cambios que se fijaran o perderan por la actuacion de los mecanismos
homogeneizadores, de modo que se favorece la acumulacién de diferencias
interespecificas. Ademas, la tasa a la que ocurre la homogeneizacion intraespecifica es
mayor que la tasa a la que aparecen las mutaciones y, a la vez, menor que la tasa de
fijacidn. Por lo tanto, se puede concluir que se producirad un menor grado de acumulacién de
diferencias interespecificas en las regiones codificadoras de ADN ribosémico, aunque estos
genes puedan sufrir tasas mutacionales y de homogeneizacion iguales a las de las

secuencias espaciadoras.
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1.3.2. Género Arenaria seccion Plinthine

La seccion Plinthine (Reichenb.) Mc Neill, incluida en el subgénero Arenaria, es un
grupo bien delimitado desde el punto de vista morfoldgico y biogeografico, hasta haber
recibido el status de género (Reichenbach, 1837). Se puede afirmar que este grupo reline
un gran numero de ventajas potenciales dirigidas a preguntas filogenéticas y filogeogréficas.
Esta restringido geograficamente a la zona oeste del Mediterrdneo, donde estas especies se
dan desde los Alpes Maritimos (sureste de Francia, noroeste de ltalia), al Norte de Africa
(norte de Marruecos, noreste de Argelia), aunque la mayor parte de especies se encuentran
en la Peninsula Ibérica. Asi, ésta se considera centro de diferenciacion del grupo por su
riqueza en taxones que, en su mayoria, se concentran en la zona sureste, la fuerte
variabilidad exhibida por algunos de ellos y la distribucion cercana de los pocos no
circunscritos a ella (como ya se ha indicado, en paises limitrofes con el territorio espafiol).
Consecuentemente, ni los limites geograficos ni los sistematicos de la seccion Plinthine son

fuentes de incertidumbre.

Por lo menos, con las discrepancias taxondmicas, unidas a la complejidad
citotaxonomica, anticipan una gran riqueza en los procesos evolutivos. De hecho, Font Quer
(1948) se dio cuenta del interés de este grupo y propuso un elevado numero de hipétesis
acerca de la seccion Plinthine. Consecuentemente, Arenaria, sect. Plinthine podria ofrecer
informacién para comprender la historia evolutiva de un grupo Mediterraneo usando

marcadores moleculares (Valcarcel & al., 2006).

En el campo taxonémico, el grupo ha sido estudiado en profundidad (Font Quer,
1948; Lopez Gonzélez & Nieto Feliner, 1986; Goyder, 1987, 1988; Lopez G., 1990; Nieto
Feliner, 1994). Se han llevado a cabo numerosos estudios desde el punto de vista
citotaxondmico de la seccién Plinthine centrados en la variacién del nimero cromosémico y
los mecanismos citologicos que parecen estar involucrados (Nieto Feliner, 1985; Favarger &
Nieto Feliner, 1988). Estos estudios han revelado series poliploides (2x, 3x, 4x, 5x, 6x, 7X)

basadas en x = 20 en las diferentes subespecies de A. tetraquetra y en A. alfacarensis y
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cambios en la aneuploidia de A. erinacea mientras que en otras especies de la seccion

Plinthine no aparecen.

El encontrar datos tan dispares lleva a pensar que las posibilidades de obtener una
filogenia bien resuelta no son muy elevadas, ya que surgen dudas acerca del nivel de
divergencia genética que cabria esperar entre ciertas especies. Tras realizar alguna
estimacion previa de las relaciones filogenéticas basadas en la morfologia, no se han
producido resultados concluyentes (Valcarcel et al, 2006). Para intentar mejorar la falta de
resultados concluyentes se han realizado estudios a partir de ADN ribosdmico nuclear (ITS)
y cloroplastidial. Pero aun asi, los andlisis filogenéticos de las secuencias de ITS no han
producido una resolucién lo suficientemente elevada en ciertos nodos del arbol. Los motivos
que se pueden considerar como causantes de esto podrian ser procesos evolutivos a nivel

de organismo, de gen o nivel de genoma.
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Objetivos

Algunas especies del género Arenaria seccion Plinthine (Caryophyllaceae) se han
utilizado de forma continuada en medicina tradicional con fines terapéuticos. Esta utilizacion
se ha considerado que esta relacionada con la composicién de las mismas en cuanto a su
contenido en iones y otros principios activos. Desde estas premisas se han seleccionado
nueve especies incluidas en esta seccion para realizar un estudio cuyo objetivo principal es
la identificacion botanica, fitoquimica y genética de cada uno de los taxones. Concretamente

en esta Memoria se han pretenden alcanzar los siguientes objetivos especificos:

1.- Identificar las poblaciones de los taxones objeto de estudio desde el punto de

vista botanico, determinando su ecologia y estableciendo su distribucién biogeografica.

2.- Realizar un screening sobre principios activos y principales componentes para
caracterizar a las especies desde el punto de vista fitoquimico, profundizando en
determinados elementos cuya presencia permitan validar su utilizaciéon en la medicina
popular.

3.- Anallizar las posibles diferencias en relacion a la composicion fitoquimica de los
taxones en diferentes poblaciones, de forma que permita justificar la discriminacién que se

realiza a nivel popular en cuanto a la actividad o eficacia en el uso medicinal.
4.- Avanzar en el conocimiento de estos taxones a partir de la realizacion de un

estudio genético del ADN utilizando ITS como marcadores moleculares para determinar

hasta qué punto son individualizables.
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Fitoquimica: Material y Métodos

lll.1.1. Material utilizado

El material vegetal objeto de estudio de este trabajo de Tesis Doctoral han sido

individuos completos de las especies del género Arenaria (Caryophyllaceae) que se detallan

en la siguiente tabla, donde se recogen ademas, las poblaciones de donde proceden y la

fecha de recoleccion.

ESPECIE

LOCALIZACION

FECHA

Arenaria alfacarensis Pamp.

Cueva del Agua. Iznalloz, Sierra
Harana (Granada) 30SVG5431.
1780 m

11 Junio 2003

A.tetraquetra amabilis (Boiss.) H.

Lavadero de la Reina, Sierra

) Nevada (Granada) 30SVG7508 30 Agosto 2004
Lindb.
2650 m
A. tetraquetra murcica (Font Calar de Santa Barbara. Sierra de
" Quer, Favarger & Nisto Baza (Granada) 24 Mayo 2005
30SWG1435. 2143 m
A. armerina caesia (Boiss.) Diaz Cortijada de los Agustinos. Sierra
' Morales & Valle (15 ’ de Quéntar. (Granada) 10 Mayo 2005
30SVG6919. 1400m.
Vereda a la Ermita de N2 Sra. Del
A.armerina caesia Pilar, El Colmenar. Sierra de 15 Junio 2005

(Boiss.)Diaz,Morales & Valle (2)

Huetor Santillan. (Granada)
30SVG5520. 1065 m

Arenaria armerina Bory subsp.
armerina(1)

Cueva del Agua. Sierra Harana
(Granada) 30SVG5431. 1600 m.

11 Junio 2003

Arenaria armerina Bory subsp.

Casa del Bosque. Sierra de Orce.

armerina (2) (Granada) 30SWG5266. 1537 m 8 Junio 2005
Calar de Santa Barbara. Sierra de
Arenaria tomentosa Willk. Baza (Granada) 30SWG1435. 24 Mayo 2005
2143 m
A. arcuatociliata G. Lopez & Casa del Bosque. Sierra de Orce 8 Junio 2005

Nieto

(Granada). 30SWG5268. 1112 m.
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Cafiada del Cuerno. Sierra de las

Arenaria erinacea Boiss. (1) Nieves (Méalaga). 30SUF1963. 14 Mayo 2005
1540 m
o . Cueva de Agreda (Soria). .
Arenaria erinacea Boiss. (2) 30TWM92, 1650 m. 1 Julio 2003
A. delaguardiae G. Lépez & | Cerro Cafiuelo. Sierra de Cézulas 17 Junio 2003

Nieto (Granada) 30SVF3480 1180 m.

Tabla 1: Localizacion y fecha de recoleccion de las especies objeto de estudio.

lI.1.2. Tratamiento previo de las muestras

ll.1.2.a. Desecacion
Una vez recolectado, el material vegetal fue sometido a un proceso de desecacion a
temperatura ambiente con aireacién. El intervalo de temperaturas méxima y minima que

soportaron las especies durante el periodo de desecacion fue de 10 a 29°C.
lI1.1.2.b. Molturacién

Una vez desecado el material, la planta completa fue pulverizada con la ayuda de
un molinillo de café.
lIl1.2.c. Conservacion

Las especies molturadas se conservaron en recipientes cerrados herméticamente, a
la temperatura ambiente y al abrigo de la luz hasta el momento de su utilizacién.

lIl.1.3. Determinacion de humedad y sustancias volatiles

En primer lugar y como medio para caracterizar el material vegetal se han realizado

las determinaciones de humedad y cenizas.
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El grado de humedad de las muestras se determin6 por la técnica descrita en la
Real Farmacopea Espafiola 2005, con pequefias variaciones, que se detallan a

continuacion.

lIl.1.3.a. Reactivos
- Deshidratante para el desecador (Cl.Ca).
lIl.1.3.b. Material
- Pesasustancias con ajuste esmerilado.
- Desecador.
- Estufa de desecacion.
- Balanza de precision.
l1.1.3.c. Método
La técnica utilizada es la descrita en la R.F.E. 2005 como Protocolo de Humedad
(pérdida por desecacion de extractos) aunque con ciertas modificaciones (Mir6, 1981).
1. Pesar en pesasustancias tarado aproximadamente 1 gramo (con una
aproximacion de milésima) de la muestra, finamente pulverizada.
2. Desecar en una estufa a 100°-105°C durante 2-3 horas y dejar enfriar durante
10 min en un desecador sobre Cl,Ca.
3. Se pesa de nuevo cada hora, hasta conseguir dos pesadas seguidas que no
difieran més de 0,001 g. Posteriormente se realizan los calculos
correspondientes para expresar la humedad (y sustancias volatiles) en

porcentaje referido a la droga desecada.

l1.1.4. Determinacion de cenizas

Se determinaron las cenizas totales que proporcionaban las muestras, siguiendo el

método descrito en la Real Farmacopea Espariola 2005 que se detalla a continuacion:
lll.1.4.a. Reactivos

- Deshidratante para el desecador (Cl.Ca).

- Mezcla sulfocromica
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l1.1.4.b.

ll.1.4.c.
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- Agua destilada.

Material

- Crisoles de porcelana de calcinacion.

- Estufa de desecacion.

- Balanza.

- Pinzas.

- Lapiz de grafito.

Método

1. Se lavan los crisoles con la mezcla sulfocrémica, se enjuagan con agua
destilada y se dejan secar al aire o en estufa de desecacion.

2. Pesar el material en crisoles tarados previamente y numerados con un lapiz de
grafito en la parte inferior. Con la ayuda de unas pinzas (para evitar posibles
errores posteriores), se colocan en el desecador siguiendo un orden, que luego
se mantendra al introducir en la mufla.

3. Calentar al rojo un crisol de silice o de platino durante 30 min., antes de pesarlo
dejar que se enfrie en un desecador.

4. Introducir en el crisol 1g de producto pulverizado, distribuir uniformemente la
muestra en el interior del crisol.

5. Desecar durante 1h a 100°-105°C.

6. Calcinar en un horno mufla a 600 £ 25°C (la muestra no debe incendiarse en
ninglin momento).

7. Después de cada calcinacién dejar enfriar el crisol en el desecador.
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8. Silas cenizas aun contienen particulas negras, suspender las cenizas en agua
caliente vy filtrar por un filtro sin cenizas. Calcinar de nuevo el residuo con el
filtro. Reunir el filtrado y las cenizas, evaporar a sequedad y calcinar hasta

masa constante.

Una vez que se completa el proceso, las muestras se pesan y se conservan en

lugar fresco y seco, en ausencia de aireacion.

lIl.1.5. Determinacion del contenido en sodio y potasio inorganicos

La preparacién de las muestras es la misma para ambas determinaciones, lo que

varia son los patrones con los que posteriormente se realiza el ensayo.

ll.1.5.a. Material
- Crisoles de porcelana.
- Mufla.
- Hornillo eléctrico con placa de amianto.
- Matraces de fondo redondo de 100 ml.
- Fotometro de llama.
lIl.1.5.b. Reactivos
- Acido clorhidrico concentrado.
- Agua destilada.
ll.1.5.c. Método
El método seguido corresponde al expuesto en los Métodos de Referencia para la
Determinacién de Elementos Minerales en Vegetales (1969) con pequefias modificaciones,

introducidas con el fin de agilizar la obtencién de resultados.

1. Las hojas lavadas con agua destilada, se mantienen a 60°C en estufa hasta que se

sequen. A continuacion se pulverizan.
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2. De 1,5 a 2 g de muestra pulverizada se disponen en crisoles de porcelana y se
introducen en el horno, se va subiendo la temperatura hasta 550°C, manteniendo 6
horas esta temperatura. Deben quedar cenizas blancas; si no lo estan, se

humedece en frio con agua y se vuelve a poner a 550°C.

3. Cuando las cenizas estan blancas se humedecen, se afiaden 2 ml de HCI
concentrado y se lleva a ebullicién (en un hornillo eléctrico con placa de amianto)

durante 30 segundos, se vuelve a enfriar y se filtra.

4. Llevar a 100 ml en un matraz de fondo redondo. En esa disolucién se determinan

los cationes Na* y K* con la ayuda de un fotémetro de llama.

lIl.1.6. Preparacién de extractos

La droga, previamente desecada y conservada al abrigo del aire y de la luz, fue
sometida a un proceso de extraccion fraccionada, de gran utilidad para la posterior deteccidn
de los grupos fitoquimicos que se encuentran en la materia prima mediante un estudio de

tipo prospectivo denominado “screening” fitoquimico.

En todos los casos y una vez terminada cada extraccion, se procederd a la
filtracion. El filtrado se repartira en partes alicuotas en varios tubos de ensayo, con el objeto
de poder realizar todas las reacciones necesarias a cada una de las muestras. Es importante

realizar siempre un ensayo blanco que informe en caso de error metodoldgico.

Cada muestra se fraccion6 en una serie de extractos sucesivos, con la finalidad de
disminuir su complejidad fitoquimica, empleando para ello los siguientes disolventes:

- Agua destilada

- Etanol 96% viv

- Cloroformo

90



Fitoquimica: Material y Métodos

En los estudios fitoquimicos es habitual es comenzar las extracciones sucesivas con
el disolvente de menor polaridad y terminar con el mas polar. Nosotros hemos invertido el
orden eluotrépico con objeto de obtener una mayor informacion de los componentes que se
encuentran en el extracto acuoso inicial, para conseguir una mayor aproximacion a lo que
ocurre cuando una persona prepara una infusién o una decoccién con alguna de estas

especies.

l1l.1.6.a. Método

La planta, previamente desecada, fue sometida a una decoccién al 5% en un
dispositivo para destilacién a reflujo, como se observa en el esquema de la Fig. 20. Tras 15
min. a ebullicion, se filtrd sobre filtro de pliegues en caliente. De esta decoccion se obtuvo un

extracto acuoso 1y un marco 1 (M) sélido.

Una vez frio el extracto, se filtré de nuevo. De esta forma se obtiene finalmente un
extracto acuoso 2 y un precipitado. El extracto acuoso 2 se liofiliza y se obtiene el residuo
seco 1 (RSy), que se conservara en viales pequefios previamente tarados para que después
se pueda calcular el peso del residuo seco. El precipitado se deseca a menos de 40 °C y lo

denominamos residuo seco 2 (RSy).

De cada uno de los residuos secos se calcula su rendimiento en relacion al peso de

la droga de partida.

Por otra parte, el marco 1 fue sometido a un proceso extractivo en dispositivo
soxhlet con etanol 96% hasta agotamiento del mismo, obteniéndose un extracto etandlico y

un marco 2 (My).

El extracto etanolico se concentra a sequedad en rotavapor a una temperatura de
40 °C y a presion reducida, originando el residuo seco 3 (RS3). Finalmente, el marco 2 (M)
se extrae con cloroformo en dispositivo soxhlet, de la misma forma que en el caso anterior,
obteniéndose un extracto organico que se concentra a sequedad en rotavapor a una

temperatura de 40 °C y a presion reducida, dando el residuo seco 4 (RSs).

91



Estudio del género Arenaria sect. Plinthine

El marco procedente de la extraccion cloroférmica es desechado porque

aparentemente no contiene ninguna sustancia de interés.

DROGA

‘ H20/Calor (Filtrar en caliente)

v

Extracto acuoso 1 M1
‘ Enfriar y filtrar EtOH (Soxlhlet)
v l v v
Extracto acuoso 2 Precipitado Extracto etandlico M
Liofilizar Desecacion (<40°C) Rotavapor ‘ CHCI3(Soxhlet)
v v v
RS RS2 RS:3 l
v
Extracto cloroférmico Desechar
Rotavapor
v
RS:

Figura 22: Esquema del proceso de extraccion fraccionada de las muestras.

lIl.1.7. Screening fitoquimico

En los residuos secos de las muestras se han ensayado una serie de reacciones
analiticas encaminadas a poner de manifiesto, de forma cualitativa, la presencia de los

distintos grupos fitoquimicos que caracterizan a los extractos objeto de nuestra investigacion.

Estos ensayos se han realizado sobre los residuo secos, una vez redisueltos en su
correspondiente disolvente extractivo, de acuerdo con la solubilidad de los grupos
investigados:

o Extracto acuoso: alcaloides, antocianinas, gldcidos, esteroles, gomas vy

mucilagos, saponinas, taninos y triterpenos.

o Extracto etandlico: cumarinas, flavonoides v leucoantocianos.

o  Extracto cloroférmico: antraquinonas, lipidos y ceras.
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Para la realizacién del screening se han tenido en cuenta una serie de precauciones

que son necesarias en este tipo de estudios.

La molturacién de las muestras se realiza para poder extraer adecuadamente sus
principios activos, pero hay que tener en cuenta que el polvo obtenido debe ser “grosero”,

pues los polvos finos forman barros e impiden la extraccion.

Los principios activos suelen encontrarse en la droga en muy bajas
concentraciones, por lo que tendremos que realizar una perfecta extraccion de los mismos,

ya que si ésta es deficiente, podemos dar como negativo un resultado que es positivo.

Otro aspecto importante es el tiempo de extraccidn, que ha de ser suficiente, ya que
puede darse un resultado como falso negativo, en el caso de que el tiempo sea demasiado
corto.

Terminada la extraccion, hay que proceder a la filtracion mediante filtro de pliegues,

ya que lo que nos interesa es el filtrado.

Es fundamental afiadir en todos los casos el reactivo gota a gota, ya que un exceso
de reactivo puede ocasionar una coloracién demasiado intensa o una redisoluciéon del

precipitado, en su caso.

lI.1.7.a. Deteccion de glucidos

Este amplio grupo fitoquimico se detecta mediante la reaccion de Molish: a 0,5 ml
de extracto acuoso se le afiaden Il gotas de una solucion etandlica de a-naftol al 10% y 0,5
ml de H,SO4 concentrado resbalando por las paredes, formandose dos capas. En caso de

reaccion positiva aparece en la interfase un anillo de color violeta (Galisteo Moya, 1997).
lIl.1.7.b. Deteccién de gomas y mucilagos

Estos grupos fitoquimicos se caracterizan por ser insolubles en etanol de 96°. El

ensayo para detectarlos consiste en afiadir un exceso de alcohol de 96° a 1 ml del extracto
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acuoso. La apariciéon de un precipitado floculento confirma la existencia de este tipo de

compuestos en la muestra analizada (Galisteo Moya, 1997).

lIl1.7.c. Deteccion de lipidos y ceras

A 1 ml del extracto cloroférmico se le afiade 1 ml del reactivo de Serger (solucion de
molibdato sédico al 1% en HSQs), preparado en el momento de hacer la prueba. La
reaccion se considera positiva cuando la capa inferior se colorea de gris azulado (Galisteo
Moya, 1997).

l1.1.7.d. Deteccion de cumarinas

Se ensayan también en la disolucion etandlica. Se afiade 1 ml en un tubo de
ensayo, el cual se cubre con un trozo de papel de filiro previamente impregnado con una
solucion diluida de KOH. Se calienta al bafio maria durante 10-15 min. La presencia de
cumarinas volatiles se pone de manifiesto por la fluorescencia azulada del papel de filtro a la
luz UV (Galisteo Moya, 1997).

Se han escogido como control positivo las capsulas de corteza de castafio de Indias
(Aesculus hippocastanum L.) de Arcochim, con un contenido en cumarinas superior al 2%,

expresado en aesculosido.

l11.1.7.e. Deteccion de flavonoides

Se investigan en la disolucion etandlica, mediante la reaccién de la cianidina
(prueba de Shinoda). A 1 ml del extracto etandlico se le adicionan II ¢ Il gotas de HCI
concentrado y un fragmento de cinta de magnesio. Dependiendo del tipo de flavonoide

presente aparecera una coloracion diferente (Galisteo Moya, 1997):

e Anaranjado = Flavonas

e Rojo = Flavanonas

o Rojo azulado = Flavonoles

o Violeta = Flavonoles y xantonas
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En este caso se han utilizado varios controles positivos, todos ellos procedentes de
Arcochim:

e Flavonas: sumidad florida de espino albar (Crataegus oxycantha L.), con un
contenido superior al 2% en flavonoides totales.

e Flavonoles: frutos de cardo mariano (Silybum marianum Gaertn.), con un
contenido en silimarina superior al 1%.

e Flavanonas: sumidad florida de tomillo (Thymus vulgaris L.).

lI1.7 f. Deteccion de antocianinas

A 1 ml de extracto acuoso se le adicionan 2 ml de HCI al 37% QP. Se calienta al
bafio maria durante 30 minutos con objeto de producir la hidrélisis de los heter6sidos. Una
vez transcurrida la reaccion se enfria el tubo y se le afiade alcohol isoamilico, agitando
vigorosamente para favorecer la extraccion de las geninas. La aparicion de color rojo en la

fase alcohdlica confirma la existencia de antocianos (Galisteo Moya, 1997).

Se ha utilizado la vid roja (Vitis vinifera L.), de Arcochim, como control positivo, con

un minimo del 0,2% de antocianosidos.

lII.1.7.g. Deteccion de leucoantocianos

Se basa en la propiedad de estas sustancias de transformarse en antocianidinas,
compuestos de color rojo en presencia de un &cido fuerte.

Para ello, se calientan 2 ml de extracto etandlico en presencia de HCI concentrado,

apareciendo color rojo 0 naranja en caso de reaccion positiva (Ahmad Agil, 1991).

l1.1.7.h. Deteccion de taninos
Se afiaden a 1 ml del extracto etanolico o al acuoso, Il 6 Ill gotas de solucion

acuosa de ClsFe al 1%. Una coloracién azul o verde seria indicativa de una reaccién positiva.
Para diferenciar taninos pirogalicos (hidrolizables) y catéquicos (condensados), se

utiliza la reaccion de Stiasny. Para ello, al extracto se le afiaden unas gotas de HCI

concentrado y 1 ml de formaldehido, hirviéndose durante varios minutos. La aparicion de un
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precipitado indicaria la presencia de taninos catéquicos. Se filtra y si al afiadir unas gotas de
ClsFe al 1%, aparece de un color azul, indicaria la presencia de taninos pirogalicos (Ali Tahir,
1991).

En este caso también se han usado controles positivos procedentes de Arcochim:

e Para la deteccion de taninos hidrolizables se han utilizado las hojas de
hamamelis (Hamamelis virginiana L.), con un contenido superior al 4,5% en polifenoles
totales expresados en &cido galico.

e Para confirmar la presencia de taninos condensados, se ha utilizado la sumidad

florida de tomillo (Thymus vulgaris L.).

lIl.1.7.i. Deteccion de antraquinonas

Se determina mediante la reaccién de Borntrager: a 1 ml del extracto cloroférmico
se le afiade 1 ml de NaOH 1N, agitando para que se mezclen las fases. Tras dejar en
reposo, la reaccion es positiva si en la fase acuosa aparece una coloracion rojiza debida a

las sales de los compuestos 1,8- dihidroxiantraquindnicos (Galisteo Moya, 1997).

El control positivo escogido ha sido la corteza de frangula (Rhamnus frangula L.) de

Arcochim, con un contenido del 4,8% en principios activos.

lIl.1.7.j. Deteccion de terpenos y esteroides

Estos grupos fitoquimicos se ensayan mediante la reaccién de Liebermann-
Burchard. Se parte de 1 ml del extracto acuoso, al que se le adiciona 1 ml de anhidrido
acético y 0,5 ml de H2SO4 concentrado dejandolo resbalar suavemente por las paredes del
tubo. La presencia de un anillo rojizo en la interfase es indicativa de la existencia de
triterpenos y siendo caracteristica de los esteroles la coloracion verdosa en la fase superior
(Galisteo Moya, 1997).

lI1.1.7.k. Deteccion de saponinas
Este ensayo se basa en el poder afrégeno de estos compuestos. Para detectarlas

se realiza una redisolucion del residuo seco al 10% en agua a ebullicion (extracto acuoso) y
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se deja enfriar. Se agita vigorosamente durante 1 minuto, en tubos de ensayo de 15 mm de
diametro exterior, con la consiguiente formacion de espuma. La reaccion se considera
positiva cuando dicha espuma persiste transcurridos 30 min (+1 cm) (Mir6, 1981; Galisteo
Moya, 1997).

Para el control positivo se han usado raices secundarias de rusco (Ruscus
aculeatus L.), de Arcochim, cuyo contenido en saponosidos expresados en ruscogenina es

superior al 2,5%.

l11.1.7.1. Deteccion de alcaloides

Los reactivos generales de alcaloides, cuya composicion se ha detallado
anteriormente (pag. 70), se ensayan de forma independiente sobre 1 ml del extracto
etandlico, dando lugar a precipitados de distinta coloracion:

e Reactivo de Bouchardat = precipitado rojo ladrillo

e Reactivo de Mayer = precipitado blanco amarillento
e Reactivo de Hager = precipitado amarillo limén
e Reactivo de Dragendorff = precipitado castafio rojizo
La composicion de cada uno de los reactivos anteriores se detalla a continuacion:

- Reactivo de Bouchardat: 2 g de yoduro potasico en 100 ml de agua. Se afiaden 2
g de yodo metélico. Agitar y filtrar.

- Reactivo de Mayer: 1,35 g de MgCl, y 5 g de yoduro potasico se disuelven en 30
ml de agua. Diluir con agua hasta 100 ml.

- Reactivo de Hager: acido picrico acuoso al 1,3%.

- Reactivo de Dragendorff: 8 g de subnitrato de bismuto en 20 ml de &cido nitrico en
caliente con agitador. Aparte, 27,2 g de yoduro potasico se disuelven en el minimo de agua.
Se vierte la solucidn bismutica lentamente y agitando sobre la de yoduro potasico dando un
precipitado que se disuelve y da un liquido rojo-amarillento. Dejar en reposo (a baja T?) unas

horas y filtrar. Diluir con agua hasta 100 ml.
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Ninguno de estos reactivos es especifico de alcaloides, ya que muchos compuestos
nitrogenados pueden interferir en los ensayos, razon por la cual no nos podemos limitar a
una sola de las reacciones citadas. Se considera positiva la presencia de alcaloides cuando
en al menos tres de ellas hay una clara aparicion del precipitado correspondiente (Galisteo
Moya, 1997).

El control positivo utilizado ha sido las partes aéreas floridas de la amapola de
California (Eschscholtzia californica Cham.), de Arcochim, con un contenido en alcaloides

superior al 0,8% expresados en eschscholtzina.

lIl.1.8. Purificacion por cromatografia en columna

La planta completa de Arenaria erinacea Boiss. (1), seca y pulverizada (100 g) fue
extraida exhaustivamente con etanol 95% (v/v). Una vez obtenido el extracto etandlico se
procedid a su purificacién siguiendo la metodologia de extraccion liquido-liquido. El residuo
se disolvié en (2x) 8 ml de DCM y se lavd con (x2) 8 ml de agua. Las fases acuosas se
reunieron y se procedié a lavar con (4x) 10 ml de n-butanol. La fase organica se seca con
sulfato de magnesio (MgSOs). El extracto n-butandlico fue concentrado a sequedad en el
rotavapor (Blchi R-200). Posteriormente, este residuo (60 mg) se purificd mediante
cromatografia preparativa en columna tipo flash con relleno de silica gel 60 (Merck) y eluido
con la mezcla acetato de etilo-hexano (1:7). Todo el proceso de purificacion se siguid por

TLC (Silicagel 60 F2s4).Se obtuvieron 2 mg de producto puro.

La fraccion resultante de la elucién de la columna, tras su desecado, se intento
caracterizar por sus propiedades espectroscopicas de Resonancia Magnética Nuclear de
Protén ("H RMN). Para ello, la muestra se disolvié en metanol deuterado (CDsOD) pero
debido a la escasa cantidad de muestra obtenida no se pudo caracterizar de forma

fehaciente ningun compuesto o estructura conocida.
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La planta completa de Arenaria delaguardiae G. Lopez & Nieto Feliner, seca y
pulverizada (100 g) fue extraida exhaustivamente con etanol 95% (v/v). Una vez obtenido el
extracto etandlico se procedié a su purificaciéon siguiendo la metodologia de extraccién
liquido-liquido. El residuo (34,7 mg) se disolvio en (2x) 8 ml de DCM y se lavo con (x2) 8 ml
de agua. Las fases acuosas se reunieron y se procedié a lavar con (4x) 10 ml de n-butanol.
La fase organica se seca con sulfato de magnesio (MgSQs4). El extracto n-butandlico fue
concentrado a sequedad en el rotavapor (Biichi R-200). Posteriormente, este residuo (45,8
mg) se purificd mediante cromatografia preparativa en columna tipo flash con relleno de silica
gel 60 (Merck). Las muestras fueron introducidas con un volumen de inyeccion de 50 pl, se
eluyé con una mezcla inicial DCM:MeOH (20:1) hasta una mezcla final (7:3). Todo el proceso
de purificacion se sigui6 por TLC (Silicagel 60 Fs4).

Se obtuvo una cantidad final de 4,4 mg a la que se le realizd una comprobacion de pureza

por HPLC en fase reversa (acetonitrilo:agua, 15:85), dando un pico mayoritario a una A = 254

nm.
El Método instrumental de elucién en HPLC se describe a continuacion:
Time (min) (n|1:||/(r)nv‘iln) %A %B %C %D Curve
1 0.01 0.80 85.0 0.0 15.0 0.0 6
2 5.00 0.80 85.0 0.0 15.0 0.0 6
3 25.00 0.80 0.0 0.0 100.0 0.0 6
4 30.00 0.80 0.0 0.0 100.0 0.0 6
5 40.00 0.80 85.0 0.0 15.0 0.0 6
6 45.00 0.80 85.0 0.0 15.0 0.0 6

Tabla 2: Método instrumental de elucién en HPLC: A (H20 0.1% TFA), B (CHsCN 0.1% TFA).

Instrumentacion: la cromatografia liquida consisti® en un inyector simple de
muestra (WATERS 600) y un detector de fotodiodos (Waters 2996) conectado a un
ordenador con monitor de pardmetros cromatograficos y procesador de datos. Las columnas
(XTerra, 250 x 4.6 mm 1.D.) fueron pre-empaquetadas con particulas 5-um C18. el flujo fue

de 0,8 ml/min.
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Al igual que en el caso anterior, se intent6 su caracterizacién por espectrometria 'H
RMN, disolviendo la muestra en CD3;OD. Se encontré finalmente que la cantidad de muestra

no era suficiente para ser detectada por la sensibilidad habitual de trabajo del aparato.
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Fitoquimica: Resultados

lll.2.1. Normalizacién del material vegetal

A continuacién se detallan los resultados obtenidos en los ensayos realizados para
la caracterizacion de los extractos acuoso (liofilizado), acuoso (precipitado en frio), etandlico
y cloroférmico de Arenaria alfacarensis Pamp., Arenaria tefraquetra L. subsp. amabilis (Bory)
H. Lindb., Arenaria tetraquetra L. subsp. murcica (Font Quer) Favarger & Nieto Feliner,
Arenaria armerina Bory subsp. armerina, Arenaria armerina Bory subsp. caesia (Boiss.) C.
Diaz, C. Morales & F. Valle, Arenaria tomentosa Willk., Arenaria arcuatociliata G. Lépez &

Nieto Feliner, Arenaria erinacea Boiss. y Arenaria delaguardiae G. Lopez & Nieto Feliner.

ll.2.2. Determinacion del residuo seco de los extractos

Se determiné en un primer lugar, el porcentaje en peso del residuo seco obtenido
tras la concentracion a sequedad de cada extracto -acuoso liofilizado, etandlico y
cloroférmico- en relacién con el peso del material vegetal desecado del que se partié para la

obtencion del mismo.

En la Tabla 3 se detallan los rendimientos de cada uno de los extractos:
RS1: Extracto acuoso (liofilizado).
RS,: Extracto acuoso (precipitado en frio).
RSs: Extracto etandlico.

RS.: Extracto cloroférmico.
Las cantidades del RS, son muy pequefias en todos los casos, lo que implica que la

cantidad de compuestos en él incluidos también lo es, por lo que se ha procedido a la unién

de los extractos RS1 y RSy, ya que ambos constituyen en su totalidad el extracto acuoso.
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RS RS: RS3 RS,
Arenaria 3,669% 0,025% 15,796% 5,459%
alfacarensis Pamp.
A.tetraquetra
amabilis (Boiss.) H. 2,530% 0,099% 15,103% 5,321%
Lindb.
A. tetraquetra
murcica(Font Quer) 4,522% 0,395% 19,294% 6,456%

Favarger & Nieto

A. armerina caesia
(Boiss.) Diaz, 4,786% 0,158% 21,600% 5,021%
Morales & Valle (1)

A.armerina caesia
(Boiss.)Diaz,Morales 8,511% 0,070% 34,434% 7,983%
& Valle (2)

Arenaria armerina
Bory subsp. 5,873% 0,191% 12,667% 4,869%
armerina(1)

Arenaria armerina
Bory subsp. 7,775% 0,379% 17,923% 5,872%
armerina (2)

Arenaria tomentosa

ol 7,495% 0,050% 24,391% 5,318%
A Eg;ﬁtgc;\lllgtao& 6,914% 0.311% 37,204% 8,016%
Arenéaglizser(/q)?cea 5,323% 0,808% 14,551% 5,650%
Aren;gizser(/g?cea 6.732% 0,070% 11,414% 2,121%
A. delaguardiae G. 7,026% 0,006% 2,168% 3,312%

Lopez & Nieto

Tabla 3: Rendimientos obtenidos de cada uno de los extractos de las especies de Arenaria.

lIl.2.3. Determinacion de humedad y sustancias volatiles

En la Tabla 3 se expresa el porcentaje de humedad y sustancias volatiles a 100-

105°C de las especies segun la metodologia anteriormente descrita (ver pag. 87).
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PESOINICIAL | PESOFINAL | PORCENTAJE PORMCEE?\II'I"\A i
Arenaria 1,016 0,928 8,8%
. 1,011 0,932 7,9% 8,20%
alfacarensis Pamp. 1015 0.936 79%
A. tetraquetra 1,005 0,946 5,9%
subsp. amabilis 0,996 0,939 5,7% 5,87%
(Boiss.) H. Lindb. 0,996 0,936 6,0%
A. tetraquetra 1,042 1,008 3,4%
murcica(Font Quer) 1,017 0,983 3,4% 3,57%
Favarger & Nieto 1,015 0,978 3,9%
A. armerina caesia 1,030 0,949 8,1%
(Boiss.) Diaz, 0,999 0,937 6,2% 6,93%
Morales & Valle(1) 1,029 0,964 6,5%
A. armerina caesia 1,012 0,952 6,0%
(Boiss.)Diaz, 1,021 0,942 7,9% 6,97%
Morales & Valle(2) 1,039 0,969 7,0%
Arenaria armerina 0,992 0,915 7,7%
Bory subsp. 1,005 0,926 7,9% 7,87%
armerina(1) 1,025 0,945 8,0%
Arenaria armerina 1,045 0,975 7,0%
Bory subsp. 1,009 0,947 6,2% 6,73%
armerina(2) 1,047 0,977 7,0%
. 1,019 0,963 5,6%
Arenaria lomentosa 1,040 0,983 57% 5,80%
1,038 0,977 6,1%
Arenaria 1,025 0,954 71%
arcuatociliata G. 1,049 0,995 5,4% 6,10%
Lopez & Nieto 1,038 0,980 5,8%
Arenaria erinacea 0,936 0,850 86%
Boiss. (1) 1,016 0,936 8,0% 8,10%
1,013 0,934 7,7%
Arenaria erinacea 1,006 0,936 7.0%
Boiss. (2) 1,015 0,932 8,3% 7,90%
1,013 0,929 8,4%
Arenaria 1,003 0,932 71%
delaguardiae G. 0,998 0,930 6,8% 7,03%
Lopez & Nieto 1,013 0,941 7.2%

Tabla 4: Resultados de la determinacion de humedad.
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lIl.2.4. Determinacion de cenizas
En la tabla 4 figura el peso de las muestras antes y después de la calcinacion, con
el correspondiente porcentaje para cada una de las tres determinaciones realizadas y la

media, segun la metodologia descrita (ver pag. 88).

MEDIA
PESO INICIAL PESO FINAL PORCENTAJE PORCENTAJE
Arenaria 181? 812519 12?4710; 14,63Y
i ) y y (1} , (1}
alfacarensis Pamp. 1015 0155 15.27%
A. tetraquetra 1,005 0,190 18,52%
amabilis (Boiss.) H. 0,996 0,170 17,35% 17,00%
Lindb. 0,996 0,015 15,14%
A. tetraquetra 1,754 0,263 15,01%
murcica(Font Quer) 1,725 0,314 18,21% 16,55%
Favarger & Nieto 1,742 0,286 16,43%
A. armerina caesia 1,751 0,365 20,85%
(Boiss.) Diaz, 1,723 0,153 8,86% 12,77%
Morales & Valle(1) 1,741 0,150 8,59%
A. armerina caesia 1,735 0,138 7,95%
(Boiss.) Diaz, 1,729 0,139 8,04% 7,86%
Morales & Valle(2) 1,803 0,137 7,60%
Arenaria armerina 0,992 0,095 9,58%
Bory subsp. 1,005 0,104 10,35% 10,22%
armerina (1) 1,025 0,110 10,73%
Arenaria armerina 1,801 0,152 8,44%
Bory subsp. 1,774 0,139 7,84% 7,88%
armerina (2) 1,782 0,131 7,35%
Arenaria tomentosa 1,730 0,266 15,39%
Willk. 1,838 0,240 13,07% 14,62%
1,793 0,276 15,39%
Arenaria 1,754 0,178 10,15%
arcuatociliata G. 1,765 0,205 11,62% 10,68%
Lopez & Nieto 1,752 0,180 10,27%
Arenaria erinacea 0,936 0,195 20,83%
Boiss. (1) 1,016 0,198 19,49% 20,38%
1,013 0,212 20,82%
Arenaria erinacea 0994 0138 8.40%
Boiss. (2) 1,078 0,203 7,90% 8,10%
1,074 0,195 8,00%
Arenaria 1,003 0,132 13,16%
delaguardiae G. 0,998 0,146 14,63% 13,33%
Lopez & Nieto 1,013 0,123 12,14%

Tabla 5: Resultados de la determinacién de cenizas.
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lIl.2.5. Screening fitoquimico
Los resultados del screening fitoquimico para cada una de las especies, con
indicacion del extracto en el que se ha realizado cada ensayo, se reflejan en las siguientes
tablas:
Arenaria alfacarensis Pamp.: Tabla 6.
Arenaria tetraquetra subsp. amabilis (Boiss.) H. Lindb.; Tabla 7.
Arenaria tetraquetra subsp. murcica (Font Quer) Favarger & Nieto Feliner: Tabla 8.
Arenaria armerina subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales & F. Valle (1): Tabla 9.
Arenaria armerina subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales & F. Valle (2): Tabla 10.
Arenaria armerina subsp. armerina (1): Tabla 11.
Arenaria armerina subsp. armerina (2): Tabla 12.
Arenaria tomentosa Willk.: Tabla 13.
Arenaria arcuatociliata G. Lopez & Nieto Feliner: Tabla 14.
Arenaria erinaceae Boiss. (1): Tabla 15.
Arenaria erinaceae Boiss. (2):Tabla 16.
Arenaria delaguardiae G. Lépez & Nieto Feliner; Tabla 17.
En la Tabla 17 se recoge un resumen de todos los resultados obtenidos.

Los resultados se expresan con los siguientes simbolos:
Fuertemente positivo (+++)

Positivo moderado (++)

Positivo débil o dudoso (+)

Resultado negativo (-)
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del ,
. o Gomas y mucilagos Acuoso +++
metabolismo primario y g
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico ++
Flavonas
Flavonoides Etandlico Flavonoles
Flavanonas
Compuestos o
F} . Antocianinas Acuoso ++
fendlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1
Taninos Acuoso
Taninos 2
Antraquinonas Cloroférmico ++
Triterpenos Acuoso +
Terpenos
P . y Esteroles Acuoso -
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (1cm)
Bouchardat
Mayer
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff
Ac. Picrico

Tabla 6: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria alfacarensis Pamp.
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del ,
P S Gomas y mucilagos Acuoso ++
metabolismo primario
Lipidos y ceras Cloroformico +
Cumarinas Etandlico ++
Flavonas +
Flavonoides Etanodlico Flavonoles +++
Flavanonas -
Compuestos o
F] . Antocianinas Acuoso +
fenodlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 +
Taninos Acuoso
Taninos 2 -
Antraquinonas Cloroférmico ++
Triterpenos Acuoso +
Terpenos y
. Esteroles Acuoso -
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (1,6 cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -

Tabla 7: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria tetraquetra subsp. amabilis (Boiss.) H. Lindb.
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del .
, L Gomas y mucilagos Acuoso +++
metabolismo primario y 9
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico ++
Flavonas +
Flavonoides Etanolico Flavonoles ++
Flavanonas -
Compuestos -
R . Antocianinas Acuoso +
fenodlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 ++
Taninos Acuoso
Taninos 2 +
Antraquinonas Cloroformico ++
Triterpenos Acuoso +
Terpenos
p . y Esteroles Acuoso -
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (1,2 cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -

Tabla 8: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria tetraquetra subsp. murcica (Font Quer) Favarger &
Nieto Feliner.
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del ,
P Lo Gomas y mucilagos Acuoso ++
metabolismo primario
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico +++
Flavonas -
Flavonoides Etandlico Flavonoles -
Flavanonas -
Compuestos o
R . Antocianinas Acuoso ++
fendlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 +
Taninos Acuoso
Taninos 2 +
Antraquinonas Cloroférmico +
Triterpenos Acuoso +
Terpenos
penos y Esteroles Acuoso -
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (2.cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -

Tabla 9: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria armerina subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales &
F. Valle (1).
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del .
, L Gomas y mucilagos Acuoso +++
metabolismo primario y 9
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico +++
Flavonas -
Flavonoides Etanolico Flavonoles -
Flavanonas -
Compuestos -
R . Antocianinas Acuoso ++
fenodlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 ++
Taninos Acuoso
Taninos 2 +
Antraquinonas Cloroformico +
Triterpenos Acuoso +
Terpenos
p . y Esteroles Acuoso -
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (1.cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -

Tabla 10: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria armerina subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales

&F. Valle (2).
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del ,
P Lo Gomas y mucilagos Acuoso ++
metabolismo primario
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico +++
Flavonas -
Flavonoides Etandlico Flavonoles -
Flavanonas -
Compuestos o
R . Antocianinas Acuoso +
fendlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 +
Taninos Acuoso
Taninos 2 +
Antraquinonas Cloroférmico +
Triterpenos Acuoso +
Terpenos y
. Esteroles Acuoso +
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (1,2 cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -

Tabla 11: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria armerina Bory subsp. armerina (1).
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del .
, L Gomas y mucilagos Acuoso +++
metabolismo primario y 9
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico +++
Flavonas -
Flavonoides Etanolico Flavonoles -
Flavanonas -
Compuestos -
R . Antocianinas Acuoso +
fenodlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 ++
Taninos Acuoso
Taninos 2 +
Antraquinonas Cloroformico +
Triterpenos Acuoso +
Terpenos
p . y Esteroles Acuoso +
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (1,1 cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -

Tabla 12: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria armerina Bory subsp. armerina (2).
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del ,
P Lo Gomas y mucilagos Acuoso ++
metabolismo primario
Lipidos y ceras Cloroférmico ++
Cumarinas Etandlico +++
Flavonas -
Flavonoides Etandlico Flavonoles -
Flavanonas -
Compuestos o
R . Antocianinas Acuoso ++
fendlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 -
Taninos Acuoso
Taninos 2 +
Antraquinonas Cloroférmico +
Triterpenos Acuoso +
Terpenos y
. Esteroles Acuoso -
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (1.cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -

Tabla 13: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria tomentosa Willk.
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del .
, L Gomas y mucilagos Acuoso +++
metabolismo primario y 9
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico +++
Flavonas -
Flavonoides Etanolico Flavonoles -
Flavanonas -
Compuestos -
R . Antocianinas Acuoso +
fenodlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 ++
Taninos Acuoso
Taninos 2 +
Antraquinonas Cloroformico +
Triterpenos Acuoso +
Terpenos
p . y Esteroles Acuoso -
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (1.cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del ,
P Lo Gomas y mucilagos Acuoso ++
metabolismo primario
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico ++
Flavonas +
Flavonoides Etandlico Flavonoles -
Flavanonas -
Compuestos o
R . Antocianinas Acuoso +
fendlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 -
Taninos Acuoso
Taninos 2 +
Antraquinonas Cloroférmico +
Triterpenos Acuoso +
Terpenos y
. Esteroles Acuoso ++
esteroides
Saponinas Acuoso +++ (1,4 cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -

Tabla 15: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria erinaceae Boiss. (1).
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso ++H+
Compuestos del .
. . . +++
metabolismo primario Gomas y mucilagos Acuoso
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico ++
Flavonas +
Flavonoides Etandlico Flavonoles -
Flavanonas -
Comgu.estos Antocianinas Acuoso +
fendlicos
Leucoantocianos Etandlico -
Taninos 1 -
Taninos Acuoso
Taninos 2 -
Antraquinonas Cloroférmico +
Triterpenos Acuoso +
Terpenos y
esteroides Esteroles Acuoso -
Saponinas Acuoso +++ (1.cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -
Tabla 16: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria erinaceae Boiss. (2).
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Grupo fitoquimico Extracto Resultados
Glucidos Acuoso +++
Compuestos del .
, L Gomas y mucilagos Acuoso +++
metabolismo primario y 9
Lipidos y ceras Cloroférmico +
Cumarinas Etandlico +++
Flavonas +++
Flavonoides Etandlico Flavonoles +
Flavanonas -
Compuestos Antocianinas Acuoso ++
fenodlicos
Leucoantocianos Etanolico -
Taninos 1 +
Taninos Acuoso
Taninos 2 -
Antraquinonas Cloroférmico +
Triterpenos Acuoso +
Terpenos y
. Esteroles Acuoso +
esteroides
Saponinas Acuoso ++ (0,8 cm)
Bouchardat -
Mayer -
Alcaloides Alcaloides Acuoso
Dragendorff -
Ac. Picrico -

Tabla 17: Resultados del screening fitoquimico de Arenaria delaguardiae G. Lopez & Nieto Feliner.
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COMP. METABOLISMO

COMPUESTOS FENOLICOS TERPENOS Y ESTEROIDES ALCALOIDES
PRIMARIO
lic. om. ip. um. av. ntoc. euc. an. ntraq. riterp. ster. apon. c.
Glu G Lip C Fl Al L T Antraq Triterp. E: Sap Al

) F1 F2 F3 T T2 M D

A.alfacarensis Pamp. ++t +Ht + + ++ - ++ + - +++ (1.cm)
- + + -

A.tetraquetra subsp. F1 F2 F3 T T2 M D
amabilis (Boiss.) H. ++t +++ + ++ + - ++ + - +++ (1,6 cm)

Lindb. + Ht + -
A.tetraquetra subsp. F1 F2 F3 T T2 M D
murcica (Font Quer) +Ht +Ht + ++ + - ++ + - +++ (1,2 cm)

Favarger & Nieto + + + + -
A.armerina subsp. F1 F2 F3 T T2 M D
caesia (Boiss.) Diaz, ++t ++t + ++t + - + + - +++(2.0m)
Morales & Valle (1) - + + -
A.armerina subsp. F1 F2 F3 T T2 M D
caesia (Boiss.) Diaz, ++t ++t + ++t ++ - + + - +++ (1 .cm)
Morales & Valle (2) - + + -
A.armerina Bory +++ +++ + +++ F F2 Fs + - L T2 + + + +++ (1,2 cm) M ot
subsp. armerina (1) R + + ’ R
A.armerina Bory +++ +++ + +++ F F2 Fs + - L T2 + + + +++ (1,1 cm) M ot
subsp. armerina (2) R ++ + ’ R
F1 F2 F3 T T2 M D
A. tomentosa Willk. +++ +++ ++ +++ ++ - + + - +++(1.cm)
- - + -
A.arcuatociliata G. F1 F2 F3 L T2 M D
Lopez & Nieto +++ +++ + +++ - + - " ; + + - +++(1.cm) -
. ) F1 F2 F3 T T2 M D
A.erinaceae Boiss. (1) +Ht +Ht + ++ + - + ++ +t +++ (1,4 cm)
+ - - + -
F1 F2 F3 T T2 M D
A.erinaceae Boiss. (2) ++t ++t + +t + - + + - +++ (1 .cm)
+ R R R
A.dglaguard{ae G. +++ +++ + +++ F F2 F3 ++ - LK T2 + + + +++(0,8 cm) M D
Lopez & Nieto et + + ' R

Tabla 18: Resumen del screening fitoquimico. Abreviaturas: Glic.(Glucidos), Gom. (Gomas y mucilagos), Lip. (Lipidos), Cum.(Cumarinas), Flav. (Flavonoides), Antoc. (Antocianinas), Leuc.
(Leucoantocianos). Tan. (Taninos), Antrag. (Antraquinonas), Triterp. (Triterpenos), Ester. (Esteroles), Sapon. (Saponinas), Alc. (Alcaloides), F1 (Flavonas), F2 (Flavonoles), F3 (Flavanonas),

T1 (Taninos condensados), T2 (Taninos hidrolizables), B (Bouchardat), M (Mayer), D (Dragendorff), P (acido picrico).
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l11.2.6. Determinacion del contenido en iones sodio y potasio

Los resultados se han dado en partes por millén y en miligramos de sodio y potasio

por 100 g de muestra, que es como se expresa el porcentaje foliar de iones. Los valores

obtenidos indican que estas especies tienen un contenido en cada uno de estos iones que

se especifica en la siguiente tabla:

Na* K*
Arenaria alfacarensis Pamp. 66 mg/100 g muestra 540 mg/100 g muestra
Arenaria tefraquetra subsp. 29,5 mg/100 g muestra 231 mg/100 g muestra
amabilis (Bory)H. Lindb. 0 MgHtlg g11vvg
Arenaria tetraquetra subsp.
murcica (Font Quer) Favarger & 39 mg/100 g muestra 397 mg/100 g muestra
Nieto
Arenaria armerina subsp. caesia
(Boiss.) Diaz, Morales & Valle 44 mg/100 g muestra 558,6 mg/100 g muestra
(1)
Arenaria armerina subsp. caesia
(Boiss.) Diaz, Morales & Valle 36 mg/100 g muestra 413,7 mg/100 g muestra
(2)
Arenaria armefina Bory subsp. 57 mg/100 g muestra 270 mg/100 g muestra
armerina (1)
Arenaria armefina Bory subsp. 48 mg/100 g muestra 368,55 mg/100 g muestra
armerina (2)
Arenaria tomentosa Willk. 67 mg/100 g muestra 703,5 mg/100 g muestra
Arenaria arcuatociliata G. Lopez
& Nieto Feliner 31,5 mg/100 g muestra 605 mg/100 g muestra
Arenaria erinacea Boiss. (1) 35 mg/100 g muestra 260 mg/100 g muestra
Arenaria erinacea Boiss. (2) 59,25 mg/100 g muestra 3460 mg/100 g muestra
Arenaria delaguardiae G. Lopez 46 mg/100 g muestra 790 mg/100 g muestra

& Nieto

Tabla 19: Resultados de la determinacion del contenido en iones sodio y potasio.
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ll.2.7. Purificacion de las muestras

Tras el proceso de purificacion de las muestras Arenaria erinacea Boiss., la
fraccion resultante de la elucion de la columna se intent6 caracterizar por sus propiedades
espectroscdpicas de Resonancia Magnética Nuclear de Protén ("H RMN), pero debido a la
escasa cantidad de muestra obtenida no se pudo caracterizar de forma fehaciente ningin
compuesto o estructura conocida. No obstante, se hicieron comprobaciones en cuanto a
pureza mediante HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Los espectros

obtenidos se muestran a continuacion (Figuras 21y 22).
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Figura 21: Espectro de absorbancia de A. erinaceae Boiss. comprendido entre las longitudes de onda de 200-400
nm.
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Figura 22: Representacion tridimensional del espectro de absorbancia de Arenaria erinacea Boiss.
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Se estudié el comportamiento de la absorbancia del compuesto entre las longitudes
de onda comprendidas entre 200-400 nm. En la representacion tridimensional mostrada en
la figura 22, se puede apreciar que la longitud de onda éptima corresponde a 254 nm, ya

que en esas condiciones, el compuesto mayoritario tiene un maximo de absorbancia.
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Minutes
Name Retention Time Area % Area Height
1 Peak1 22.995 141684 4.62 18079
2 Peak2 23.391 157412 513 19109
3 Peak3 23.976 230530 7.52 35220
4 Peak4 24.969 1593336 51.94 211148
5 Peakb 25.274 140370 4.58 13031
6 Peak6 26.039 615040 20.05 87948
7 Peak? 26.180 189098 6.16 26847

Figura 23: Espectro de absorbancia de A. erninaceae Boiss. a una longitud de onda = 254nm.
Una vez integrados los picos del espectro (Figura 23), se observé que el pico 4 es

el que comprende mayor area bajo la corva, proporcionando informacién acerca de su

pureza.
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Genética: Material y Métodos

IV.1.1. Material empleado y procedencia

En este trabajo se ha empleado material de nueve especies pertenecientes al
género Arenaria, con el objeto de hacer una caracterizacion genética de las mismas. Asi, se
han estudiado nueve especies de la seccion Plinthine: A. alfacarensis Pamp., Arenaria
tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory) H. Lindb., Arenaria tetraquetra L. subsp. murcica (Font
Quer) Favarger & Nieto Feliner, Arenaria armerina Bory subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C.
Morales & F. Valle, Arenaria armerina Bory subsp. armerina, Arenaria arcuatociliata G.
Lépez & Nieto Feliner, Arenaria erinacea Boiss., Arenaria delaguardiae G. Lépez & Nieto

Feliner y A. tomentosa Willk. Como outgroup se ha utilizado la especie Silene gallica L.

Todo el material fue recolectado en el campo y conservado en las condiciones

Optimas de temperatura y humedad para su posterior utilizacion.

ESPECIES COORDENADAS
A. alfacarensis Pamp. 30S VG 5431
A. tetraquetra L. subsp. amabilis (Boiss.) Lindb. 30S VG 7508
Arenaria armerina Bory subsp. armerina 30S VG 5431; 30S WG 5266

A. armerina Bory subsp. caesia (Boiss.) Diaz, Morales

30S VG 6919; 30S VG 5520
& Valle
Arenaria tomentosa Willk. 30S WG 1435
Arenaria arcuatociliata Lopez & Nieto Feliner 30S WG 5268
Arenaria delaguardiae G. Lépez & Nieto Feliner 308 VF 3480

Tabla 20: Localidades donde han sido recogidas las muestras.
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IV.1.2. Obtencion del ADN

Cada organismo fransmite a su descendencia su material genético. A nivel

molecular, el soporte fisico de la informacidn genética es el ADN.

Los acidos nucleicos son polinucleétidos cuyas unidades, los nucleétidos, constan
de una base nitrogenada, dos categorias: purinas y pirimidinas. Las dos purinas, adenina
(A) y guanina (G) estan presentes tanto en el ADN como en el ARN. En cuanto a las
pirimidinas, el ADN posee citosina (C) y timina (T). Las bases son estructuras planas que,
cuando se unen a la posicién 1’ de las pentosas por un enlace N-glicosidico, constituyen los
nucledsidos. Cuando un grupo fosfato se une a un nucleésido se forma el nucleétido

correspondiente.

Se ha utilizado el material seco de las especies A. alfacarensis Pamp., Arenaria
tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory) H. Lindb., Arenaria tetraquetra L. subsp. murcica (Font
Quer) Favarger & Nieto Feliner, Arenaria armerina Bory subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C.
Morales & F. Valle, Arenaria armerina Bory subsp. armerina, Arenaria arcuatociliata G.
Lopez & Nieto Feliner, Arenaria erinacea Boiss., Arenaria delaguardiae G. Lopez & Nieto

Feliner y A. tomentosa Willk.

Tras la determinacion del material se procedié a la extraccion de ADN a partir de

las hojas y partes aéreas de las especies.

El ADN de este tipo de material se obtuvo con la utilizacién del kit comercial “Plant

DNAzol® Reagent” (Invitrogen). Los pasos seguidos fueron los siguientes:

1. Aproximadamente 0,2 g de tejido (preferentemente hojas) se pulverizan en morteros
de porcelana, en presencia de nitrogeno liquido. Se colocan en tubos Eppendorf de
1,5 ml de capacidad y se ponen en contacto con 0,6 ml de tampon de extraccion

durante 5 minutos a temperatura ambiente y con agitacion constante. Tras ello, se
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afiaden 0,6 ml de cloroformo, se agita vigorosamente y se incuba otros 5 minutos a

temperatura ambiente. Se centrifuga después a 13000 rpm durante 10 minutos.

2. El sobrenadante se separa en un tubo Eppendorf nuevo y se precipita el ADN con
0,5 ml de etanol absoluto a temperatura ambiente. Se mezcla por inversion
suavemente y se incuba 5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugacién posterior

5 minutos a 10000 rpm.

3. El pellet o precipitado se lava con una mezcla de etanol absoluto/tampén de

extraccion (1:0,75) y se vuelve a centrifugar 5 minutos a 10000 rpm.

4. A continuacién se procede al lavado con etanol al 70 %, se centrifuga 3 minutos a
10000 rpm, se deja secar al aire y el pellet se resuspende en el volumen adecuado

de agua bidestilada.

En todos los casos, la cantidad de ADN obtenida y su calidad, se determinaron
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% en TAE (Tris-acetato 40mM,
pH8, EDTA 1mM) en presencia de Bromuro de Etidio o de SYBR Green, con el uso de
marcadores de peso molecular conocido (Lambda digerido con Hind Ill-Biotools). EI ADN

obtenido fue en general de alto peso molecular y adecuado para PCR.

En ciertos casos, como consecuencia de tratarse de material de herbario en el que
el estado de degradacién de éste el elevado, la extraccion del ADN se realizd por el
protocolo del CTAB (Doyle y Doyle, 1987) como se describe:

1. Se hidratan 0,01 g de tejido durante oda la noche en agua bidestilada.
2. Se tritura dicho material en presencia de nitrégeno liquido en un tubo de 2 ml y se

afiade 1ml de tampén de extraccion (CTAB al 4% de PVP) incubar toda la noche a
60° C.
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3. Aifiadir 1 ml de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 (v/v) y mezclar por inversion a T2
ambiente durante 15 min. Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos. Pasar el

sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5 mly repetir el proceso anterior.

4. Precipitar el ADN afiadiendo 1/17 en ul del volumen final del sobrenadante de

isopropanol agitar por inversion y dejar a -20°C una hora.

5. Centrifugar a 5000 rpm durante 5 minutos. Eliminar el sobrenadante y secar el

precipitado a T? ambiente.

6. Una vez seco el precipitado, resuspender en el volumen adecuado de agua
bidestilada.

IV.1.3. Amplificacion de la region ITS de Arenaria utilizando la técnica de PCR

En esta memoria se ha llevado a cabo un analisis de los espaciadores intergénicos
de genes ribosémicos (ITS-1 e ITS-2), la obtencion sistematica de los espaciadores

ribosémicos se llevd a cabo mediante la técnica de PCR.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) implica un conjunto de
tratamientos desarrollados in vitro sobre una regién de DNA para su amplificacion selectiva.
El proceso requiere el conocimiento previo de la secuencia de dos regiones cortas que
flanqueen a la que se pretende amplificar, estas regiones son utilizadas como cebadores en
la reaccién de elongacion catalizada por la polimerasa, para lo cual es necesario

previamente conseguir su asociacion al DNA molde desnaturalizado.

Con objeto de analizar la region ITS-1 e ITS-2 de ADN de A. alfacarensis Pamp.,
A. tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory) H. Lindb., A. armerina Bory subsp. armerina, A.
armerina Bory subsp. caesia (Boiss.)C. Diaz, C. Morales & F. Valle, A.tomentosa Willk., A.
arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner, A. delaguardiae G. Lopez & Nieto-Feliner se

desarroll6 la PCR.
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Se utilizaron como cebadores los oligonucledtidos denominados ITS 1 e ITS 4
(White et al. 1990), que son cebadores universales obtenidos a partir de hongos. Para las
especies en las que se encontré dificultad para la amplificacion, se hizo uso del 26 SE y 17
SE disefiados en el extremo 3’ del gen 18S y 5’ del gen 28S y que son especificos de
plantasy han sido utilizados con anterioridad en estudios filogenéticos en especies del

género Arenaria (Valcarcel et al., 2006) (Tabla 20).

Nombre del cebador Secuencia
ITS1 5 -TCCgTA ggT gAA CCTgCgg - 3'
ITS4 5 - TCCTCCgCTTATTgATATgC - 3'
26 SE 5 -CCCggTTCgCTCgCCgTTAC - 3
17 SE 5 - ATggTCCGGTgAAgTTCg -3’

Tabla 21: Secuencias de las parejas de cebadores empleadas para la amplificacion.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 50 pl,
conteniendo 100 pg de muestra, 0,2 mM de cada dTNP (Roche), 0,2 de cada cebador y

1,25 unidades de Taq polimerasa (Biotools).

Asi, tras optimizar las condiciones de la reaccion, el perfil del ciclo consistié en 40
ciclos de: 1 minuto 30 segundos a 94° C (desnaturalizacién), 1 minuto 30 segundos a 55° C

(anillamiento) y 1 minuto 30 segundos a 72° C (extensién).

En determinados casos fue necesaria le preparacion de una PCR de doble ciclo,
que consistio en un primer periodo de 10 ciclo con las siguientes condiciones: 1 minuto 30
segundos a 94° C (desnaturalizacién), 1 minuto 30 segundos a 42° C (anillamiento) y 1
minuto 30 segundos a 72° C (extension) y un segundo periodo de 20 ciclos de: 1 minuto 30
segundos a 94° C (desnaturalizacion), 1 minuto 30 segundos a 56° C (anillamiento) y 1

minuto 30 segundos a 72° C (extensioén).
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Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en un termociclador Perkin Elmer

(Gene Amp PCR System 2400).

Los resultados de dichas amplificaciones fueron observados en geles horizontales

de agarosa al 1%. Una vez comprobado que los amplificados correspondian al tamafio

deseado, se procedio a la purificacién de las bandas.

Para ello se empled el kit de purificacion “GTF™ PCR DNA and Gel Band

Purification Kit", siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (Amersham-

Pharmacia-Biotech). El fundamento de este tipo de purificacion, se basa en el uso de un

agente caotrdpico que desnaturaliza las proteinas y disuelve la agarosa y ademéas promueve

la unién de la doble hebra de ADN a una matriz de fibra de vidrio. EI ADN se purifica

posteriormente quedando libre de proteinas y sales, y se diluye en agua ultrapura estéril que

lo arrastra desde la matriz.
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Se siguio este protocolo:

Usando un bisturi estéril y sobre la ldmpara de UV, cortar las bandas tan cerca

como sea posible del ADN y pasarlas al tubo de 1,5 ml.

En el tubo de 1,5 ml, afiadir al tubo 10 pl de buffer de captura por cada 10 mg
de peso de las bandas de agarosa. Agitar vigorosamente e incubar a 60° C

hasta que la agarosa se disuelva completamente (10-15 minutos).

Después de que se disuelva la agarosa, centrifugar brevemente para llevar la
muestra al fondo del tubo. Pasar la muestra a una columna GFX colocada
sobre un tubo colector e incubar 1 minuto a T? ambiente. Centrifuga a 13000

rpm 30 segundos.

Descartar los restos de agarosa que han pasado al tubo colector y volver a

colocar la columna GFX en el tubo colector. Afiadir 500 ul de buffer de lavado
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(10mM Tris-HCI pH 8.0, TE pH 8.0 o agua ultrapura) directamente a la matriz
de fibra de vidrio de la columna GFX. Incubar a temperatura ambiente 1 minuto.

Centrifugar a 13000 rpm durante 1 minuto para eliminar la solucién de lavado.

5. Pasar la columna que lleve el ADN purificado a un Eppendorff estéril. Afadir 25
Ml de agua ultrapura sobre el centro de la fibra de vidrio para eluir el ADN desde

la matriz. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

6. Centrifugar a 13000 rpm durante 2 minutos para recuperar el ADN purificado.

IV.1.4. Clonacion de la regidn ITS y sintesis del recombinante

La reaccion de amplificacion de PCR produce material suficiente para muchas
aplicaciones analiticas, pero cuando se necesitan mayores cantidades de producto, o

cuando éste va a ser objeto de manipulacién adicional, es necesario proceder a su clonaje.

La manifestaciéon de la capacidad codificadora de las moléculas de ADN como
portadoras de informacién genética solo tiene lugar en el escenario celular natural, es decir
in vivo, para lo cual se hace preciso introducir el ADN analizado y manipulado al interior de

un sistema celular.

El ADN de los plasmidos bacterianos y de sus vectores derivados es una molécula
de doble hebra y circular. Su naturaleza bicatenaria le hace ser sustrato de un gran nimero
de enzimas que funcionan sobre ese tipo de moléculas, sobre todo endonucleasas de
restriccion que cortan la rotura por un unico punto provoca la apertura del circulo y su
conversion en una molécula lineal, lo que permitira su unién a otro fragmento (inserto) en
una reaccion catalizada por la DNA-ligasa. El vector sera tanto mas versatil cuanto mayor
sea el nimero de enzimas de restriccion que sean capaces de abrir su molécula sin
fragmentarla. Muchos de los vectores actuales tienen una serie de dianas Unicas agrupadas

en un sitio multiple de clonaje.
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Los amplificados obtenidos por PCR vy purificados a partir de geles de agarosa
fueron ligados al vector pGEM-T Easy por medio del kit comercial “pGEM®-T Easy Vector
System II” (Promega) y siguiendo el protocolo recomendado por el proveedor. Este plasmido
estd disefiado para la ligacién de productos generados por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Se trata de un plasmido lineal al que se ha agregado una cola de poli-T
en ambos extremos de su secuencia 3' de ADN. Asi, se consigue que el vector presente
extremos compatibles con los que tienen los productos de PCR amplificados mediante una
Taq polimerasa (que afiade una cola de poli-A). De la misma forma, la eficiencia de la
ligacion se mejora porque se impide la recircularizacion de los plasmidos no recombinantes.
La mezcla de ligacion se utilizd para transformar bacterias ultracompetentes de la cepa
JM109 de Escherichia coli (Promega) recomendada para este vector, siguiendo el protocolo

descrito por la casa comercial.

La preparacion de la molécula vector para la sintesis del recombinante implica su
digestién con una enzima que la corte en un Unico sitio; una vez abierto el vector, se
mezclara con el inserto preparado con extremos compatibles con los del vector; la
incubacion con DNA ligasa llevaré a la formacion de la molécula recombinante, que sera de
nuevo circular. En ella, el inserto aparecerd como una region insertada en el circulo del
plasmido vector. El plasmido recombinante podra ser introducido en las células del cultivo

bacteriano y las células transformadas aisladas en un medio selectivo.

El procedimiento que se siguio en la ligacion fue:

1. Calcular la cantidad dptima de producto de PCR para la reaccion de ligacién segun

la férmula;

[ng vector x tamafio del inserto (kb)/ tamafio del vector (kb)] x ratio inserto: vector =

ng de inserto

En este paso, con nuestro DNA en frio procederemos a la ligacién con el plasmido
p-GEM.
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La reaccion de ligacion se lleva a cabo mezclando las cantidades calculadas de
inserto con 50 ng de vector y 3 unidades de ligasa T4 en tampén de ligacidn 2x
considerando un volumen final de 10 pl. Esta mezcla de ligacion se incuba durante
12 horas a 4° C.

Después se procede a la transformacién de las bacterias ultracompetentes.

Afadir todo el volumen de la reaccidn de ligacidn a 50 pl de células competentes de
Escherichia coli de la cepa JM109 y mezclar con suavidad. Con cuidado poner 50 pl
de células competentes en el Eppendorf del paso anterior. Mezclar con cuidado y

poner 20 minutos en hielo.

Producir un choque térmico a 42° C durante 40-50 segundos. No agitar.

Inmediatamente volver el tubo al hielo 2 minutos.

Afadir 950 ul de medio de cultivo SOC estéril (2 g de peptona, 0.5 g de extracto de
levadura, 1 ml de CINa 1 M, 0,25 ml de KCI en 97 ml de H,Oqq4. A esta mezcla se le
afiaden 1 ml de Mg?* 2M-20.33 g de MgCl x 6H,0, 24.65 g MgSO4 X 7H,0-y 1 ml
de glucosa 2 M estéril por filtracion, todo a ello un pH 7.0 y en un volumen final de
100 ml) al tubo que contiene la ligacion y las células. Incubar 1,5 horas a 37° C con

agitacioén.

Sembrar 100 ul de bacterias transformadas por cada placa con medio LB solido a H
7.0 (10g peptona, 5 g extracto de levadura, 5 g CINa, 15 g agar por litro de H20) con
ampicilina (0.05 mg/ml), 40 pl de sustrato cromogénico X-gal (USB) (0,02 g/ml de
dimetilformamida) y 4 pl del inductor IPTG (Roche) (0,2 /ml H2Oqq) € incubar a 37°

C durante 16 horas.
Las colonias recombinantes son doblemente seleccionadas. En primer lugar crecen

en un medio en presencia de ampicilina gracias a la resistencia que les concede un

gen Amp' portado por el vector. Para esta seleccién de las bacterias que hayan
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8.

incorporado el ADN de interés formando el vector recombinante, se ha usado un
método genético que consiste en la presencia de genes marcadores en el vector: se
han incluido genes de resistencia a antibitico (ampicilina). Este gen codifica a una
proteina que permite el crecimiento de la célula anfitriona en presencia de
ampicilina. Este gen codifica para una P-lactamasa, capaz de degradar la

ampicilina.

Una segunda seleccién implica el color de las colonias. Estas pueden ser blancas o
azules. El vector p-Gem porta el gen LacZ que metaboliza los sustratos X-gal e
IPTG dando lugar a un precipitado de color azul. Precisamente la ligacion de los
insertos se produce a este nivel del vector, de tal forma que los plasmidos
recombinantes presentan genes LacZ inactivos con la consiguiente ausencia del
precipitado azul. Asi, seleccionaremos algunas de las colonias de color blanco de la
placa y las inocularemos en 10 ml de medio liquido LB (extracto de levadura: CINa:

peptona, 1:1:2) y se dejan crecer a 37°C durante toda la noche.

Algunos de estos clones se analizaron inmediatamente, el resto se conservaron a —

20° C en presencia de dimetilsulfoxido al 80% (Sigma).

El ADN recombinante (vectortinserto) se introduce en las bacterias. La

transferencia de una molécula de ADN al interior de una célula hospedadora es el proceso

denominado transformacién (en bacterias), y se consigue por diferentes procedimientos

entre los que se encuentra el empleado en nuestro caso, que ha sido la transformacion por

choque térmico. Consiste en la captura de ADN por células previamente tratadas con

metales con el fin de alterar su envuelta (células competentes); la elevacion momentanea de

la temperatura de cultivo parece ser la causa de que la célula permita el paso de la molécula

de ADN a su interior. La célula que resulta recibe el nombre de célula transformada.

El ADN recombinante, al encontrarse dentro de la bacteria, al dividirse ésta, el

vector también se replica de forma autonoma, y con ello aumenta el nimero de copias.
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Cada bacteria, haya incorporado o no un vector, se multiplica para dar lugar a un "clon"

(poblacién de bacterias con idéntico material genético incluido el recombinante).

Primero se hara un cultivo en agar para la formacion de las colonias (cada colonia

procede de una célula, son "clones") y, posteriormente las colonias seleccionadas se

pasaran a un medio liquido, que forma poblaciones con multiples copias de cada célula

original (clones celulares).

Los plasmidos clonados se purificaron utilizando el kit “Perfect Prep® Plasmid

Mini” (Eppendorf) siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial. El protocolo

seguido fue:

1.

Centrifugar todo el volumen liquido del cultivo de bacterias 1 minuto a 13000 rpm.

Eliminar el sobrenadante.

Resuspender el pellet afiadiendo 100 pl de solucién de resuspension ( 10mM ftris,
1mM EDTA, pH 8 ) y mezclar por vortex hasta que el pellet esté completamente

resuspendido.

Anadir 100 pl de solucién de lisis (25 mM tris, 10mM EDTA, 50 mM glucosa, pH 8)

para lisar las bacterias y mezclar varias veces por inversion.

Afadir 100 pl de solucidon de neutralizacion (0.2 mM NaOH, 1% SDS) para
neutralizar el lisado y mezclar por inversion del tubo. Centrifugar a 13000 rpm
durante 5 minutos. Transferir el sobrenadante a un filtro en un tubo colector

(Mezclar vigorosamente el DNA Binding Matrix).
Afadir 450 pl de DNA Binding Matrix al sobrenadante en la columna. Mezclar con

la pipeta.Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm. Eliminar el filtrado y volver la columna al
tubo.
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6. Purificar el plasmido afiadiendo 400 ul de DPS. Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm.
Decantar el filtrado y volver la columna al tubo. Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm

para eliminar los restos de etanol.

7. Transferir el filtro a un eppendorf nuevo de 1,5 ml y afiadir 50 ul de agua.
Centrifugar 1 minuto a 13000 rpm. Eliminar la columna y quedarse con el

sobrenadante. Mantener a 4°C 6 -20°C.

Los procedimientos de transformacion son de una eficacia muy variable, las células
transformadas son minoria y es muy dificil aislarlas del resto, este problema se ha resuelto
con el uso de marcadores genéticos que permiten una seleccién fenotipica de las células
transformadas. Tras la etapa de transferencia de DNA, se procede a analizar el resultado de

ese proceso con el fin de aislar el clon.

Lo mas frecuente es el uso de los genes que otorgan resistencia a antibidticos, su
presencia en el DNA hace que todas las células transformadas sean resistentes a ese
antibiético y puedan ser seleccionadas en el cultivo haciendo crecer a éste en un medio con
dicho agente: las células no transformadas moriran o no se dividiran y al cabo de un cierto
periodo de crecimiento, el cultivo estara formado casi exclusivamente por células

transformadas.

Los plasmidos son muy utiles para la clonacién, secuenciacién y expresién en E.
coli de genes de otros organismos. Tienen, como se ha explicado con anterioridad, el gen
de resistencia a ampicilina y parte del operon de la lactosa (regidn lac) que codifica a la
region amino-terminal de la enzima [-galactosidasa. Cuando estos plasmidos son utilizados
para transformar cepas de E.coli lac negativas, se induce la sintesis de la enzima porque se
produce complementacién y cuando el medio de cultivo contiene el sustrato cromogénico X-

gal y el inductor IPTG, se forman colonias azules.

Dentro de la region lac, existe una secuencia de 54 pb que presenta puntos de

reconocimiento Unicos para ciertas endonucleasas de restriccién. Cuando algun fragmento
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de ADN es clonado en esta region, se inactiva el gen lac y se obtienen colonias blancas. Asi

se identifican colonias recombinantes.

Se comprobé adicionalmente si el tamafio de los insertos clonados en cada uno de
estos clones recombinantes era el esperado, mediante digestion con la enzima de
restriccion EcoRI. La existencia de dianas de restriccion para esta enzima flanqueando la
zona de ligacion del inserto, permite la liberacion del mismo. Para ello, se pusieron en
contacto 2 g de ADN del plasmido purificado con 1 unidad de enzima durante 2 horas en
un bafio a 37°C. El resultado se analiz6 por electroforesis horizontal en geles de agarosa en

presencia de bromuro de etidio.

IV.1.5. Secuenciacién y analisis de las secuencias

IV.1.5.a. Secuenciacién de los clones recombinantes positivos

Las reacciones de secuenciacion se realizaron segun el método propuesto por
Sanger et al. (1977) utilizando el kit comercial “ABI Prism® Big Dye® Terminador Cycle
sequencing” (Applied Biosystems). Las dos cadenas de los insertos ligados en plasmidos
recombinantes fueron secuenciadas utilizando el secuenciador automatico multicapilar “ABI
Prism® 3100-Avant Genetic Analyzer” (Applied Biosystems) del Departamento de Genética
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada, segun las instrucciones del
fabricante. Se han usado parejas de cebadores universales cuyas secuencias diana se
encuentran presentes en los vectores de clonacién empleados: T7-Sp6 para el vector de

clonacién pGEM T-easy (Promega).

Las reacciones de secuenciacién se prepararon en un volumen final de 20 pl a
partir de 200-400 ng de ADN, 3.2 pmoles de cebador, 2 ul de tampdn 5x y 2 I del reactivo
BDT (Big Dye® Terminator), que contiene los dTNPs marcados y la polimerasa de ADN. Las
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador 2700 de Applied Biosystems siguiendo el
siguiente protocolo de amplificacién: desnaturalizacion de 3 minutos a 95° C seguida de 25

ciclos constituidos por: etapa de desnaturalizacion (95° C durante 10 segundos), etapa de
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hibridacion de cebadores (50° C durante 4 segundos) y etapa de elongacion (60° C durante

4 minutos).

Una vez completadas las reacciones de secuenciacion, éstas se precipitaron tras
ser incubadas durante 15 minutos a T2 ambiente en una mezcla de 62,5 ul de etanol 95%, 3
ul de acetato sodico 3M y 14,5 ul de H,Oq4 por muestra. Se sometio a posterior
centrifugacion a 4° C durante 20 minutos a 14000 rpm. Los precipitados se lavaron con
etanol 70% y se dejaron secar a 37° C. Los productos secuenciados se resuspendieron en

20 I de formamida.

IV.1.5.b. Andlisis de las secuencias

Los cromatogramas de las secuencias se pudieron interpretar y disponer de las
secuencias en formato de texto para su procesamiento mediante el uso del programa
Chromas v. 1.45 (Connor McCarthy, 1996-1998). El andlisis comparativo de estas
secuencias con respecto a otras depositadas en la base de datos de la EMBL y del

GenBank, se realiz6 utilizando el programa BLAST (Altschul et al., 1997).

El programa GenePro fue utilizado para el andlisis basico de las secuencias como

el contenido en bases puricas y pirimidinicas o analisis de los sitios de restriccion.

Para el alineamiento mudltiple de las secuencias se utilizé el programa Clustal-X
(Thompson et al., 1997) que utiliza el algoritmo Clustal (Higgins et al., 1988), habiéndose

realizado los ajustes manuales pertinentes.

El célculo de las distancias, asi como la elaboracion del arbol filogenético se
llevaron a cabo utilizando el programa MEGA 2.1 (Kumar et al., 2001). La divergencia entre
las secuencias de ADN pertenecientes a distintas especies se calculé mediante el uso del
programa informatico Mega v. 2.1 (Kumar et al., 2001), siguiendo el modelo de célculo de
distancias Kimura Dos Pardmetros propuesto por Saito et al. (1987). Las secuencias fueron

analizadas desde el punto de vista filogenético utilizando la matriz de distancias obtenida
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por el método de interferencia filogenético propuesto por Saito et al., (1987): el método del
vecino méas proximo (Neighbor-Joining). Como test filogenético se utilizd el método de

remuestreo con reemplazamiento, Boostrap (Felsenstein, 1985).
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IV.2.1. Anadlisis de las secuencias de espaciadores ribosémicos (ITS) en el género

Arenaria L.

En esta Memoria se han analizado un total de siete especies del género Arenaria
(Tabla 19). Utilizando cebadores especificos hemos amplificado mediante PCR las regiones
de espaciadores ribosémicos ITS y las hemos analizado con fines filogenéticos y

taxonomicos tal y como se describe a continuacion.

Mediante la técnica de PCR se han aislado y secuenciado posteriormente la region
entre los genes ribosdmicos nucleares 18S y 28S en siete especies del género Arenaria,
Sect. Plinthine (A. alfacarensis Pamp., A. tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory) H. Lindb., A.
armerina Bory subsp. armerina, A. armerina Bory subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales
& F. Valle, A.tomentosa Willk., A. arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner, A. delaguardiae G.
Lopez & Nieto-Feliner). Esta regidon comprende espaciadores intergénicos de los genes
ribosdmicos ITS-1 e ITS-2 asi como el gen ribosdmico 5.8S (ver figura 23). Los fragmentos
fueron amplificados por el método Sanger mediante un secuenciador automatico. La
secuencia correspondiente a los genes 5.8S no se ha incluido en el anélisis debido a que
estos genes se encuentran muy conservados en todos los organismos, no encontrandose
diferencia alguna entre las especies analizadas. A continuacion se describen de forma

detallada los resultados obtenidos en el analisis de los espaciadores ribosomicos.
IV.2.1.a. Andlisis de la region ITS-1

El tamafio del ITS-1 es de 236 pb salvo en el caso de A. delaguardiae G. Lopez &
Nieto-Feliner en la que el tamafio es de 239 pb debido a la inserciéon de un nucledtido de
citosina en posicion 27 'y dos nuclettidos de guanina en las posiciones 99 y 100 (Ver figura

24).

En el caso de los clones de A. tomentosa Willk. el tamafio de la secuencia es

variable 237 pb (clones A. tomentosa_16, A. tomentosa_42, A. tomentosa_c1, A.
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tomentosa_c2, A. tomentosa_c10 y A. tomentosa_c11) en la que el tamafio es de 237 pb
debido a la insercion de un nucledtido en posicion 107 (Ver figura 24) a 238 pb para el clon
A. tomentosa_47 por la insercién de dos nucleétidos de citosina y timina respectivamente
en las posiciones 48 y 49 (ver figura 24) y 235 pb para A. tomentosa_18 debido a la

deleccién de un nucledtido en posicion 106 (ver figura 24).

El analisis de las secuencias ITS-1 de las diferentes especies mostro los
siguientes porcentajes: el contenido en AT oscil entre el 44,4 % de A. delaguardiae_25y el
47,1 % de A. tomentosa_47 respecto a los porcentajes de GC, oscilaron entre el 53,1 % de
A. armerinaarmerina, A. armerinaarmerina_10, A.  armerinaarmerina_5, A.

armerinaarmerina_17, A. armerinaarmerina_6 'y el 55,1 % de A. tomentosa_50.

En la figura 24 se muestra el alineamiento mdltiple de la secuencia ITS-1. Como se
puede apreciar, el nimero de diferencias y de sitios informativos es relativamente bajo. Asi,
las distancias genéticas entre secuencias reflejan valores muy bajos con una sefial
filogenética escasa, lo que tiene como resultado un arbol filogenético que no resuelve las

relaciones entre especies (Figura 25).

Como se aprecia en el arbol, cabe destacar que para el ITS-1 de la especie
A.tomentosa Willk., no existe evolucién concertada, algo que queda reflejado en dos hechos
significativos: a) en algunas especies aparece una elevada variabilidad, existiendo distintos
tipos de secuencias (A.tomentosa Willk.) y b) las secuencias no se agrupan en el arbol por

afinidades taxonémicas, apareciendo en un mismo clado varias secuencias de distintos

taxones.

alfacarensis_c TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACN] TATACTC--
armerinacaesia 18 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACCH| TATACTC--
tetraquetraamabilis C TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
tomentosa_ 30 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
tomentosa_ 50 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
tomentosa Cl1 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
tomentosa C2 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
tomentosa C11 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
tomentosa_ C10 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
tomentosa 16 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
tomentosa 42 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
tomentosa 18 TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC--
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arcuatociliata 46
arcuatociliata 27
arcuatociliata 28
arcuatociliata 30
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tomentosa 50
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tomentosa_ C11
tomentosa C10
tomentosa 16
tomentosa 42
tomentosa_ 18
arcuatociliata 46
arcuatociliata 27
arcuatociliata 28
arcuatociliata 30

TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC-AGGGAAC-ACGTTCTGTACTC--
TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC-AGGGAAC-ACGTTCTGTACTC--
TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC-AGGGAAC-ACGTTCTGTACTC--
TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC-AGGGAAC-ACGTTCTGTACTC--
TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC-AGGGAAC-ACGTTCTGTACTC--
TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TTTATTACT
TCAAAAACCTTCCCAGCAGCATGCCCC] TATACTC--
TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACCC] TATACTC--
TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACCC] TATACTC--
TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACCC] TATACTC--
TCAAAA-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC-N
—--TAAN-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC-G
—--TAAN-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC-G
—--TAAN-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC-G
—--TAAN-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC-G
—--TAAN-CCTGCCCAGCAGCATGACC- TATACTC-G

* x KAk KKK AAA AKX AKX K Kk * x *k kK kK kX k kKk X

GGTNGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTGTGCACTCGCTCGNCCC-ACGAT
GGTGGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTGTGCACTCGCTCGCCCC-ACGAT
GGTTGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTGTGCATTCGCTCGCCCC-ACGAT
GGTGGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTGTGCACTCGCTCGCCCC-ACGAT
GGTGGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTGTGCACTGGCTCGCCCC~-ACGAT
GGTTGTGGAGCGCTCTCGGG-TGTCTTGTGCACTTGCTCGCCCC-ACAAT
GGTTGTGGAGCGCTCTCGGG-TGTCTTGTGCACTTGCTCGCCCC-ACAAT
GGTTGTGGAGCGCTCTCGGG-TGTCTTGTGCACTTGCTCGCCCC-ACAAT
GGTTGTGGAGCGCTCTCGGG-TGTCTTGTGCACTTGCTCGCCCC-ACAAT
GGTTGTGGAGCGCTCTCGGG-TGTCTTGTGCACTTGCTCGCCCC-ACAAT
GGTTGTGGAGCGCTCTCGGG-TGTCTTGTGCACTTGCTCGCCCC-ACAAT
GGTTGTGGAGCGCTCTCGGG-TGTCTTGTGCACTTGCTCNCCCC—-ACCAT
GGTTGGGGAGCGCTCTCGGG-TGTATGGTGCACTTGCTCGCCCC-ACAAT
GGTTGGGGAGCGCTCTCGGG-TGTATGGTGCACTTGCTCGCCCC-ACAAT
GGTTGGGGAGCGCTCTCGGG-TGTATGGTGCACTTGCTCGCCCC-ACGAT
GGTTGGGGAGCGCTCTCGGG-TGTATGGTGCACTTGCTCGCCCC-ACCAT
GGTTGGGGAGCGCTCTCGGG-TGTATGGTGCACTTGCTCGCCCC-ACGAT
GGGTGGGGAGCGCTTTCGGG-TGTCTTGTGCACTTGCTCGCCCC-ACAAT
GGTTGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTATGCACNTGCTCGCCCCCACGAT
GGTTGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTATGCACNTGCTCGCCCCCACGAT
GGTTGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTATGCACNTGCTCGCCCCCACGAT
GGTTGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTATGCACTTGCTCGCCCNT-CNCC
CNTCGTGGAGCGCTGTCGGG-TGTCTTGTGCACTGGCTCGCCCC-TCGAT
AGCGNNNAAAAAATGTCTTGTGCACTCGCTCGCCCC-NTCNT
AGCGNNNAAAAAATGTCTTGTGCACTCGCTCGCCCC-NTCNT
AGCGNNNAAAAAATGTCTTGTGCACTCGCTCGCCCC-NTCNT
AGCGNNNAAAAAATGTCTTGTGCACTCGCTCGCCCC-NTCNT
AGCGNNNAAAAAATGTCTTGTGCACTCGCTCGCCCC-NTCNT

KKk kK kK * Kk k Kk * Kk Kk Kk * Kk Kk Kk * )

Z

Z Z Z =z

CG--GCCNGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCCGGGGGGTCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCCGGGGGGTCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCCGGGGGGTCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCCGGGGGGTCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGGGTCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGGGTCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGG--TCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTTTCTTGAGAGAACCCCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGT-TTTTCTTGGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA

143



Estudio del género Arenaria sect. Plinthine
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CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAGCAAAA
CGGGGCCGGGGGG-TCTCTCT-GAGAGA-CACCCTAGCACAACAACAAAA
CGGGGCCGGGGGG-TCTCTCT-GAGAGANCACCCTAGCACAACAAACAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CGG-CCGGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGAACACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA
CG--GCCGGGGGG-TCTCTCTTGAGAGACCACCCTAGCACAACAACAAAA

* * * * Kk Kk x *  x * kkkkhkk ok KAk Kk Kk Kk Kk kkkkkkk * * *

CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACATCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGTGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCGGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTTGGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGGCAAACTTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAAACTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAA-GCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAGATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA
CCCGGCGCGAAAGCGTCAAGGAAAATAACTTCAATGTGTGCAACCTCCCA

Kk Ak hkk khkk Ak k kA Ak hkhkhkk *hhkhkhkx *hkkkkkk * * * Kk Kk Kk Kk

TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATACCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATNCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TACCAGGTAATACCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACATAA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGGCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGTGATCCCATAATAACAATA
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delaguardiae 6 TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
delaguardiae TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
tomentosa TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
armerinaarmerina TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
armerinaarmerina 17 TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
armerinaarmerina 10 TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
armerinaarmerina 6 TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA
armerinaarmerina 5 TGCCAGGTAATTCCGGGCACGGGTGTGATGCCATGTAATAACAATA

* Rk kA S b b b b b b b b bk kb ki * KKK KKK KK *

Figura 24: Alineamiento de las secuencias del ITS-1 de Arenaria. Deleccion para la posicion (-). Coincidencia
nucleotidica (*). Nomenclatura: alfacarensis (A. alfacarensis Pamp.), tetraquetraamabilis (A. tetraquetra L. subsp.
amabilis (Bory) H. Lindb.), armerinaarmerina A. armerina Bory subsp. armerina, armerinacaesia (A. armerina Bory
subsp. caesia (Boiss.)C. Diaz, C. Morales & F. Valle), tomentosa (A.tomentosa Willk.), arcuatociliata (A.
arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner),delaguardiae (A. delaguardiae G. Loépez & Nieto-Feliner). Se encuentran
enmarcadas las dianas de restriccion para las enzimas de restriccion: Xmnl (GAANNATTC), Rsal (GT*AC), Haelll
(RGCGCAY), Hinfl (G*ANTC), Xeml (CCANNNNNANNNNTGG), Haell (RGCGC™Y), Nspll (GDGCH"C)

En la figura 25 se muestra el arbol de secuencias obtenido mediante el método de
interferencia filogenético del vecino mas proximo (Neigbor-Joining) a partir de la matriz de

distancias obtenida segun el modelo de Kimura Dos Pardmetros (Saito et al., 1987).
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Figura 25: Arbol de Neighbor-Joining de todas las secuencias del ITS-1 analizadas en esta Memoria para
especies del género Arenaria.
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En el arbol se puede apreciar como existen varios clados claramente diferenciados:
en primer lugar se comprueba que el clado que contiene a A. armerina Bory subsp. armerina,
se separa del resto con un valor de bootstrap del 98%; en segundo lugar, el valor de
bootstrap para A. arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner es del 91% y para A. delaguardiae
G. Lopez & Nieto-Feliner, del 66%. Aparte, se comprueba que existe separacion entre
especies, ya que aparecen en clados diferentes aunque no con valores de bootstrap muy
significativos, para A. alfacarensis Pamp., A. tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory) H. Lindb. y
A. armerina Bory subsp. caesia (Boiss.)C. Diaz, C. Morales & F. Valle. Por ultimo, se
comprueba para el taxon A.tomentosa Willk. cuyos clones aparecen a la vez en varios
clados, lo cual lleva a pensar que la variabilidad existente entre las distintas secuencias es

elevada.

IV.2.2.b. Andlisis de divergencia interespecifica de la region ITS-1.

Se hizo un estudio posicién a posicién que permitiera dar un tipo de informacion al
menos taxonodmica que implicara encontrar algunas posiciones diagndsticas con valor

identificativo para los taxones analizados (Tabla 22).

Posicion Nucleotidica®@

Especies 3 27 30 43 20 54
A. alfacarensis A - C A - (N)
A. tetraquetra subsp. amabilis A - C A - T
A. armerina subsp. armerina T - C A G c
A. armerina subsp. caesia A - C A - G
A. tomentosa* A - C AIT T/- GIT
A. arcuatociliata A - G G - T
A. delaguardiae A c C A - T
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Posicion nucleotidica(®

Especies 55 56 75 77 78
A. alfacarensis G T C T G
A. tetraquetra subsp. amabilis G T C T G
A. armerina subsp. armerina T T C T G
A. armerina subsp. caesia G T C T G
A. tomentosa* G T C T G
A. arcuatociliata G G A G G
A. delaguardiae G T C T A

Tabla 22: Presencia o ausencia de ITS-1 gene indel events en especies de Arenaria que poseen variacion
intraindividual del espaciador ITS-1. (a) Las posiciones diagnésticas estdn numeradas con referencia a la
secuencia del ITS-1. (b)(-) indica la ausencia de un nucleétido en la posicion diagnéstica, (*) Indica coincidencia
nucleotidica.

Existen unas mutaciones puntuales que se refieren a la insercion o a la supresién
de una base nucleotidica en la secuencia del ADN. En este caso cambia la secuencia de
codones que debe ser leida durante la traduccion, resultando en un polipétido
completamente diferente, el cual frecuentemente no es funcional. Tales inserciones y

supresiones nucleotidicas se conocen como indel.

El examen de las secuencias permitié hacer un mapa de las localizaciones de la
mayoria de los indel en la localizaciones de los indels encontrados en las especies de
Arenaria estudiadas esta clara la presencia de seis puntos calientes en la secuencia del
ITS-1.
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Las posiciones de estos puntos calientes indel, que estan referidos a la secuencia
de la secuencia del gen ITS-1, junto con la informacién acerca de la presencia de o

ausencia de un indel esos sitios en cada especie, se muestran en la tabla 22.

Asi, se observa que en las posiciones 3, 50, 54 y 55 del ITS-1 de A. armerina Bory
subsp. armerina, el nucledtido que aparece (T, G, C y G, respectivamente) es identificativo
de esta especie puesto que en el resto de los casos no coincide. Para A. arcuatociliata G.
Lopez & Nieto-Feliner son posiciones diagnosticas 30, 43, 56, 75y 77 del ITS-1 (G, G, G, A
yG)y27y 78 (Cy Arespectivamente) para A. delaguardiae G. Lopez & Nieto-Feliner.

Ademas, estos sitios alteran dianas de restriccion en diferentes casos. Entre ellos,
la diana para Xmnl (GAANNATTC), localizada en las posiciones 28-41 del ITS-1 de todas
las especies estudiadas salvo en el caso de A. delaguardiae G. Lépez & Nieto-Feliner. La
sustitucién de una citosina por una guanina en la secuencia de bases para ésta Ultima en
posicion 30 origina la pérdida de la diana para la enzima Xmnl presente en el resto de las
especies (Figura 24); la diana para Rsal (GT*AC) se encuentra en las posiciones 43-46 del
ITS-1; en este caso, para A. arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner se produce la variacién
en el nucleédtido 34 y aparece s6lo para esta especie una nueva diana para la enzima Rsal.
Para las enzimas Haelll (RGCGCAY), Hinfl (G*MANTC) coinciden los sitios de restriccion -
posiciones de la 50 a 55-; Xcml (CCANNNNNANNNNTGG) -posiciones 53 a 58- y Haell
(RGCGC™Y) -posiciones 52 a 57- encontrandose tan solo las dianas para la especie A.
armerina Bory subsp. armerina. Por Ultimo, se ha localizado una diana para la enzima Nspll
(GDGCHAC), localizada en las posiciones 78 a 83 en A. delaguardiae G. Lopez & Nieto-
Feliner y en A. tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory) H. Lindb. La variacién en la secuencia
de bases para la primera especie en la posicidén 78 donde un nucleétido de guanina ha sido
sustituido por una adenina, mientras que para la segunda especie ha sido sustituida en

posicion 83 una citosina por una timina.

Todo esto permite disefiar un test molecular de identificacion especifica mediante
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism). A

partir del corte con endonucleasas de restriccién de los productos amplificados por PCR.
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Como los amplificados presentan una variacién de la secuencia nucleotidica, en los sitios de
reconocimientos de las enzimas de restriccidon, se generaran distintos patrones de
fragmentos. Con Xmnl es posible la identificacién de A. delaguardiae G. Lépez & Nieto-
Feliner); de igual forma, con Rsal de A. arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner; Haelll,
Hinfl, Xcml y Haell de A. armerina Bory subsp. armerina y Nspll de A. delaguardiae G.

Lopez & Nieto-Feliner y A. tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory) H. Lindb.

IV.2.1.a. Andlisis de la region ITS-2

El tamafo del ITS-1 es de 232 pb salvo en el caso de A. tomentosa y A.
tomentosa_47, donde el tamafio corresponde a 233 pb por una insercién de una guanina y
una citosina en posiciones 101 y 127 respectivamente; para A. arcuatociliata_28 la
secuencia del ITS-1 tiene 231pb por una deleccion en posicion 52; para A.
armerinaarmerina_10 el tamafio es de 234 pb por dos inserciones en las posiciones 30 y 93
de dos nucledtidos de adenina; y la secuencia de A. tomentosa_18 en la que el tamafio es
de 238 pb debido a la insercion de varios nucleotidos en las posiciones a partir de la 126
(Ver figura 26).

El andlisis de las secuencias ITS-2 de las diferentes especies mostrd los
siguientes porcentajes: el contenido en AT oscil entre el 39,5% de A. tomentosa y el 41,9%
de A. armerinaarmerina_10 y A. armerinaarmerina_5 respecto a los porcentajes de GC,

oscilaron entre el 51,9% de A.delaguardiae_6'y el 60,5% de A. tomentosa_50.

Ademéas se ha detectado la presencia de dianas para diferentes enzimas de
restriccion. Entre ellas, la diana para BstX! localizada en las posiciones 25-30 del ITS-2. La
variacion en la secuencia de bases (el cambio de un nucledtido de timina por otro de
citosina) para A. alfacarensis Pamp., A. tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory) H. Lindb., A.
armerina Bory subsp. armerina, A. armerina Bory subsp. caesia (Boiss.)C. Diaz, C. Morales
& F. Valle y A. arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner (A. arcuatociliata_30) y tres clones de
A. tomentosa Willk., en posicion 31 origina la pérdida de la diana para las enzima BstX/
(CCANNNNNANTGG), presente en el resto de las especies (Figura 26).
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La diana para Nspll localizada en las posiciones 71-76 del ITS-2. La variacion en la
secuencia de bases (el cambio de un nucleétido de citosina por otro de timina) para A.
fomentosa Willk., en posicién 76 origina la pérdida de la diana para las enzima Nspll

(GDGCHAC), presente en el resto de las especies (Figura 26).

Aparte de ellas, también se han localizado enzimas de restriccion que cortan en
posiciones muy concretas dentro del ITS-2, como son Sacll, que actia sobre las posiciones
116-121, Cfo 61-64, Haelll 80-84 y Alul 96-99.

TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTGGGAAGGGGAAGGAGG
TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTGGGAAGGGGAAGGAGG

alfacarensis C
tetraquetraamabilis C

arcuatociliata_ 28 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
arcuatociliata 44 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
armerinatomentosa 11 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
armerinatomentosa_10 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
arcuatociliata 46 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
arcuatociliata_ 27 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
tomentosa_ 42 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
tomentosa_18 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
tomentosa_47 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
tomentosa_16 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
tomentosa_ C1 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
tomentosa_C2 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
delaguardiae_20 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
delaguardiae_25 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
delaguardiae_ 6 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
delaguardiae TCACGCATCGCATCTCCCCCATTT GTTGGGAAGGGGAAGGAGG
arcuatociliata_ 30 TCACGCATCGCATCTCCCCCATTC GTTGGGAAGGGGAAGGAGG

armerinacaesia 18
armerinaarmerina
armerinaarmerina 17
armerinaarmerina 10
armerinaarmerina 16
tomentosa 30
tomentosa
tomentosa 50

alfacarensis C

tetraquetraamabilis C

arcuatociliata 28
arcuatociliata 44
armerinatomentosa 11
armerinatomentosa 10
arcuatociliata 46
arcuatociliata 27
tomentosa 42
tomentosa 18
tomentosa_47
tomentosa 16
tomentosa Cl1
tomentosa C2
delaguardiae_ 20
delaguardiae 25

150

TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTGGGAAGGGGAAGGAGG
TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTGGGAAGGGGAAGGAGG
TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTGGGAAGGGGAAGGAGG
TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTGGGAAGGGGAAGGAGG
TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTAGGAAGGGGAAGGAGG
TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTGGGAAGGGGAAGGAGG
TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTGGGAAGGGGAAGGAGG
TCACGCATCGCATCTCCCCCATTCCCACCTCGTTGGGAAGGGGAAGGAGG

KAKAKAKAKAAKAAAAAAAAAAKAAAAAKX AAKAAAKX AA*X AAXAAAAXAXAXA AKX KA KKK

ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
A-GGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]

TAAAA-TTGG—
TAAAA-TTGG-
TAAAA-TCGG-
TAAAA-TCGG—
TAAAA-TCGG—
TAAAA-TCGG-
TAAAA-TCGG-
TAAAA-TCGG—
TAAAA-TCGG—
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TAAAA-TCGG—
TAAAA-TCGG—
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TAAAA-TCGG—
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delaguardiae 6
delaguardiae
arcuatociliata 30
armerinacaesia 18
armerinaarmerina
armerinaarmerina_17
armerinaarmerina 10
armerinaarmerina 16
tomentosa_ 30
tomentosa
tomentosa_50

alfacarensis C

tetraquetraamabilis C

arcuatociliata 28
arcuatociliata 44

armerinatomentosa_11
armerinatomentosa_10

arcuatociliata 46
arcuatociliata 27
tomentosa 42
tomentosa_ 18
tomentosa 47
tomentosa 16
tomentosa_Cl1
tomentosa_ C2
delaguardiae 20
delaguardiae 25
delaguardiae 6
delaguardiae
arcuatociliata 30
armerinacaesia 18
armerinaarmerina
armerinaarmerina_17
armerinaarmerina 10
armerinaarmerina 16
tomentosa_ 30
tomentosa
tomentosa 50

alfacarensis C

tetraquetraamabilis C

arcuatociliata 28
arcuatociliata 44

armerinatomentosa_ 11
armerinatomentosa 10

arcuatociliata 46
arcuatociliata 27
tomentosa 42
tomentosa_ 18
tomentosa_47
tomentosa 16
tomentosa_C1
tomentosa_ C2
delaguardiae 20
delaguardiae 25
delaguardiae 6
delaguardiae
arcuatociliata 30
armerinacaesia 18
armerinaarmerina
armerinaarmerina_17

ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT]
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCACGGTT TAAAA-TTGG—
ATGGCTTCCCGCGCCTCACCGGGCATGGTT TAAA--TTGG-
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TAAAA-TCGG—
TAAAA-TCGG—
TAAAA-TCGG—
TAAAA-TTGG—
TAAAA-TTGG—
TAAAA-TTGG—
TAAAAATTGG—
TAAAA-TTGG—
TAAAA-TTGG—
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TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-———-—— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-———-—— T
TAGG-CTCTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-——-——- T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA--—-——— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-—-—-—— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-—-—-—— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA--—-——— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-——-——-— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA--—-——- T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-—-—-—— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-—-—-—— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGGGTGAACAAGGCA--—-——— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA--—-——-— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-———-—— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-—-—-——~— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-—-—-——- T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-——-——- T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-———-—— T
TAGG-CACTGAGTTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-—-—-——~— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-—-—-——- T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA--—-——- T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-———-—— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-—-—--—~— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAAGCA--—-——- T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA--—-——- T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCA-———-—— T
TAGG-CACTGAGCTGCCGCGGCGATAGGTGG-TGAACAAGGCAGAGGCAT
KAAK ok AAKAAK AKX KA A KK AA A Ak Ak kkx *kk *

CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCCCTTTGACCTTTGCAGCTCGAC
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCCCTTTGACCTTTGCAGCTCGAC
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTCTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGCTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGCTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGCTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGGAGCTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCCCTTTGACCTTTGGAGTTCGAA
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGCAGCTCGAC
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGCAGCTCGAC
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGCAGCTCGAC
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CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAACTCTTTGACCTTTGCAGCTCGAC
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCANCTCTTTGACCTTTGCAGCTCGAC
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCTCTTTGACCTTTGCAGCTCGAC
CTGCCATGCAAGCAACCCGTCGCGCAGCCCTTTGACCTTTGCAGCTCGAC
CTGCCATGCA-GCA-CCCGTCGCGCAGCCCTTTGAC-TTTGCAGCTCGAC

KA A A KA KK Ahkk AA A A A A Ak * kk khkkk *hkhk*x **x *kkx

GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-ATGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC-—---—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACNCNATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACNCAATCT-GTTGCGAC-—---—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCNATCT-GTTGCGAG——-—--—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCCATCT-GTTGCGNGAANCA
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGTCAACCCCTCGT-GTTGCGGAG---—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGNNAACCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC-—---—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGGG——-—--—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGGG—---—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAG——-—-——
NGACCCTACTGA-GTGGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAA-———~
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC--—-—-—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC-—---—
GGACCCTACTGAAGTTGCCC-TTGGNAACC-AATNTTGTTGCGAA--—--—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCTTGTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC----—
GGACCCTACTGA-GTTGCCCCTTGGCAACCCAATCT-GTTGCGAC-—---—
GGACC-TACTGA-GTTGCCC-TTGGCAACC-AATCT-GTTGCGAC----—
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Figura 26: Alineamiento de las secuencias del ITS-2 de Arenaria. Deleccion para la posicion (-). Coincidencia
nucleotidica (*). Nomenclatura: alfacarensis (A. alfacarensis Pamp.), tetraquetraamabilis (A. tetraquetra L. subsp.
amabilis (Bory) H. Lindb.), armerinaarmerina A. armerina Bory subsp. armerina, armerinacaesia (A. armerina Bory
subsp. caesia (Boiss.)C. Diaz, C. Morales & F. Valle), tomentosa (A.tomentosa Willk.), arcuatociliata (A.
arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner),delaguardiae (A. delaguardiae G. Lopez & Nieto-Feliner). Se encuentran
enmarcadas las dianas de restriccion para las enzimas de restriccion: Nspl(GDGCHAC),
(CCANNNNNANTGG), Sacll (CCGCGG), Cfo (G*CGC), il (GGCC) y Allll (AGACT).

12 arcuatociliata 28
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0.005

Figura 27: Arbol de Neighbor-Joining de todas las secuencias del ITS-2 analizadas en esta Memoria para
especies del género Arenaria.

Para el ITS-2, al igual que ocurria con el ITS-1 se establecen varios clados que
permiten la separacion de ciertas especies con un valor de inferencia elevado, asi se repite
la presencia de un clado que agrupa los clones de A. armerina Bory subsp. armerina con un
valor de bootstrap del 82%. A. alfacarensis Pamp. y A. tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory)
H. Lindb. se agrupan en un clado (62%) al igual que ocurria para el ITS-1. A. delaguardiae
G. Lopez & Nieto-Feliner y A. arcuatociliata G. Lépez & Nieto-Feliner, también se separan

del resto y se agrupan sus clones. Y por Gltimo se comprueba, como para el estudio del ITS-
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1, que para el taxon A.tomentosa Willk. cuyos clones aparecen a la vez en varios clados, lo

cual lleva a pensar que la variabilidad existente entre las distintas secuencias es elevada.

Como se puede comprobar, los arboles de los ITS-1 y ITS-2 son similares,
manteniéndose los clados filogenéticos; sin embargo, dentro de cada clado, las ramas
(relacién entre estas secuencias), varian entre los dos marcadores, lo cual se puede
achacar a la poca informacion filogenética de estas secuencias, lo que se ve reflejado en los

bajos valores de bootstrap observados.

De la misma forma que para el ITS-1, se realizd un estudio posicién a posicién que
permitiera dar informacién taxonomica y encontrar posiciones diagnésticas con valor
identificativo en el ITS-2. Pero tras el examen detenido no se encontraron mutaciones
puntuales, referidos a insercidn o supresion de ninguna base nucleotidica, que permitiesen

hacer ninglin mapa de restriccion.
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V.1. Caracterizacion de las muestras

Entre los valores aceptados por la Real Farmacopea Espafiola para la pérdida por
desecacion, se pueden tomar como referencia porcentajes en torno al intervalo del 6 al 15%,
como es el caso de Artemisia absinthium L. (hojas basales o sumidades floridas) de Althaea
officinalis L. (hojas), Angelica archangelica L. (raiz), Crataegus monogyna Jacq., (Lindm) o
C. laeviagata (Poir.) DC y sus hibridos; mas raramente, con un porcentaje permitido no
superior al 10%, se encuentran especies como Hamamelis virginiana L. (hoja) u otras

especies de Crataegus de ambito europeo.

En relacion a las especies objeto de estudio y teniendo en cuenta los valores a los
que se ha hecho referencia con anterioridad, se puede considerar que sus porcentajes de
humedad se encuentran dentro de unos limites muy frecuentes, en torno a un 4-8%, ya que
los valores obtenidos oscilan entre el 3,57% de Arenaria tetraquetra subsp. murcica (Font
Quer) Favarger & Nieto Feliner y 8,20% de Arenaria alfacarensis Pamp., valores que se

consideran aptos para otras drogas vegetales incluidas en la Real Farmacopea Espaiiola.

En cuanto a las cenizas totales, en las drogas vegetales presentes en la Real
Farmacopea Espafiola, los valores permitidos oscilan entre un 5-24%, pero los valores mas
frecuentes, dependiendo de las caracteristicas de la planta estan alrededor del 8-10%, con
ejemplos tales como Amica montana L. -flor de arnica-, Foeniculum vulgare Miller sp.
vulgare var. dulce (Miller) Thellung -fruto de hinojo dulce-, Citrus aurantium -flor de naranjo
amargo- con un porcentaje permitido no superior al 10%, Peumus boldus Molina -hoja de
boldo-, Matricaria recutita L. (Chamomilla recutita (L.)(Rauschert) -flor de manzanilla comun,
no mas del 13%, con casos excepcionales como Fucus vesiculosus L. o F. serratus L. o

Ascophyllum nodosum Le Jolis -fucus-, en el que esta permitido un valor no mayor del 24%.

En nuestro caso, los valores extremos obtenidos han sido de 7,86% para Arenaria
armerina subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales & F. Valle y de 20,38% en Arenaria
erinacea Boiss.(1), siendo en ambos casos similares a los permitidos en la Real

Farmacopea Espafiola. Por lo tanto, y como conclusion a los resultados obtenidos para la
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determinacion de humedad y cenizas de estas especies, se considera que son unos valores

que se encuentran dentro de los limites normales para drogas de origen vegetal.

Las muestras con mayor contenido en cenizas son, ademas de la citada Arenaria
erinacea Boiss.(1), las especies A. tetraquetra subsp. amabilis (Boiss.) H. Lindb. (17,00%) y
A. tetraquetra murcica (Font Quer) Favarger & Nieto Feliner (16,55%) y, curiosamente,
ninguna de ellas se encuentra entre las de mayor contenido en iones Na* y K*, por lo que

probablemente sean ricos en otras sustancias minerales tales como la silice.

V.2. Screening fitoquimico

A continuacién, se hara un estudio detallado de los resultados obtenidos para cada

especie:

Arenaria alfacarensis Pamp.: presenta un elevado contenido en azicares y gomas
y mucilagos, en ambos casos se trata de compuestos azucarados derivados del
metabolismo primario. La presencia de lipidos y ceras no se ha demostrado de forma clara,
puesto que se obtuvo un resultado dudoso, al igual que en el caso de los taninos. Se ha
confirmado la ausencia de alcaloides, flavonoides, esteroles y leucoantocianos. Para las
antocianinas, antraquinonas y cumarinas, el resultado es positivo moderado, mostrando
para las Ultimas, una fluorescencia no muy intensa. La presencia de saponinas ha dado un

resultado positivo con un valor de 1 ¢cm para el anillo de espuma.

Arenaria tetraquetra subsp. amabilis (Boiss.) H. Lindb.: los resultados son muy
similares a los obtenidos para la especie anterior, pero es necesario hacer referencia al
anillo obtenido en la deteccion de saponinas, puesto que llegd a ser de 1,6 cm lo que situa a
esta muestra en la segunda posicion en cuanto al posible contenido en estos componentes.
Se comprob6 ademas, la presencia de flavonoles y resulté dudoso el ensayo de flavonas,
mientras que las flavanonas resultaron negativas. En cuanto a los taninos, es negativa la

presencia de pirogalicos y dudosa la de condensados.
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Arenaria tetraquetra subsp. murcica (Font Quer) Favarger & Nieto Feliner: en esta
especie cabe destacar la presencia de saponinas (anillo de 1,2 ¢cm). La deteccién de
flavonoles no ha sido tan clara como para Arenaria tetraquetra subsp. amabilis (Boiss.) H.
Lindb., resultando positiva moderada. Se aprecia la presencia de taninos condensados, a

diferencia del caso anterior y es probable que se encuentran también taninos hidrolizables.

Arenaria armerina subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales & F. Valle (1): en
relacion con las especies ya analizadas, llama la atencién el hecho de que es clara la
ausencia de flavonoides y alcaloides, y la presencia de cumarinas con un resultado
fuertemente positivo. Las pruebas para la deteccion de antraquinonas, al igual que para
taninos -tanto condensados como pirogalicos-, dieron un resultado dudoso. El anillo de
espuma formado en la deteccién de saponinas es de 2 cm, siendo, por tanto la muestra con

mayor contenido en estos principios. La presencia de cumarinas es claramente positiva.

Arenaria armerina subsp. caesia (Boiss.) C. Diaz, C. Morales & F. Valle (2): al
tratarse de una poblacion diferente de la misma especie comentada con anterioridad, se
hara referencia exclusivamente a las variantes que presenta con respecto a aquella. El
ensayo para antocianinas dio un resultado débilmente positivo, del mismo modo que la
deteccion de taninos condensados. El anillo de espuma obtenido en la deteccion de
saponinas fue de 1 cm lo cual revela la incidencia de la zona de recogida en el contenido en

principios fotoquimicos.

Arenaria armerina subsp. armerina (1): la presencia de glucidos, gomas y
mucilagos, cumarinas y saponinas fue comprobada con un resultado fuertemente positivo, el
anillo para éstas ultimas fue de 1,2 cm. Se han obtenido resultados dudosos para los
ensayos de lipidos y ceras, antocianinas, taninos (hidrolizables y catéquicos),
antraquinonas, triterpenos y esteroles. Han sido negativos para flavonoides,

leucoantocianos y alcaloides.

Arenaria armerina subsp. armerina (2): al igual que en el caso anterior se repiten

todos los resultados, s6lo cabe sefialar el hecho de que para la prueba de taninos
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condensados, la respuesta fue positiva dudosa y en la deteccién de saponinas, el anillo
formado fue ligeramente mas estrecho que para la ofra poblacién de la misma especie,

teniendo en este caso 1,1 cm.

Arenaria tomentosa Willk.: la presencia, con un resultado fuertemente positivo, de
glicidos, gomas y mucilagos, cumarinas, y saponinas (1 ¢cm) ha sido comprobada. Es
necesario hacer referencia a que a diferencia del resto de especies, para Arenaria
fomentosa, se ha obtenido un resultado positivo moderado para la deteccién de lipidos y
ceras. El contenido en taninos de esta especie se ha visto confirmado de forma dudosa para
el caso de taninos hidrolizables mientras que para los catéquicos ha resultado negativo.
Respecto al resto de principios activos estudiados, se han obtenido también resultados

negativos para flavonoides, leucoantocianos, esteroides y alcaloides.

Arenaria arcuatociliata G. Lopez & Nieto Feliner: las pruebas para la deteccién de
lipidos y ceras, antocianos, taninos hidrolizables, y antraquinonas dieron un resultado
positivo dudoso. El anillo obtenido en la deteccién de la presencia de saponinas fue de 1

cm.

Arenaria erinaceae Boiss. (1): ha sido la Unica especie en la que se han detectado
triterpenos (positivo moderado) en esta especie de entre todas las analizadas. La misma
respuesta se obtuvo para la presencia de esteroides. Positivos dudosos para flavonas,
antocianinas, taninos hidrolizables y antraquinonas. Destacar que el anillo obtenido para
saponinas fue de 1,4 cm, lo cual sitia a esta especie entre las tres con mayor contenido,

supuestamente, en saponinas.

Arenaria erinaceae Boiss. (2): por tratarse de una especie que no pertenece al
grupo de especies presentes en el sureste de la peninsula, podria llamar la atencion que los
resultados obtenidos son muy similares a los analizados hasta el momento. Como en todas
las ocasiones, fueron negativas las pruebas para la deteccion de alcaloides,
leucoantocianos, flavonoles y flavanonas. Los lipidos y ceras, flavonas, antocianos,

antraquinonas y triterpenos dieron un positivo débil o dudoso. Positivo moderado para
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cumarinas y fuertemente positivo para glicidos, gomas y mucilagos y saponinas, con 1 ¢cm

de anillo de espuma.

Arenaria delaguardiae G. Lopez & Nieto Feliner: se obtienen respuestas
fuertemente positivas para gomas y mucilagos, a la vez que para azlcares, cumarinas y
flavonas. Un resultado positivo moderado fue el obtenido para antocianinas y saponinas,
llamativo este Ultimo por no ser fuertemente positivo como en el resto de las especies, con
un anillo de 0,8 cm. Positivos débiles han sido los que se han dado para lipidos y ceras,
flavonoles, taninos condensados, antraquinonas, triterpenos y esteroides. Y negativos, como

en todos los casos, para leucoantocianos, flavanonas y alcaloides.

Segun lo anterior, se puede concluir que los ensayos encaminados a elucidar los
grupos fitoquimicos presentes en los extractos acuoso, etandlico y cloroférmico de la planta
completa de las especies objeto de estudio han revelado la presencia de gllcidos, gomas y
mucilagos y saponinas en todos los casos con unas reacciones fuertemente positivas y, de
forma contraria, se han obtenido resultados negativos para el analisis de flavanonas,
leucoantocianos y alcaloides. Para los lipidos y ceras, los resultados son dudosos para
todas las especies. Estos datos indican una similitud cualitativa en la composicion de todas

las especies.

Podemos subrayar los siguientes puntos:

En todos los casos se ha obtenido un resultado fuertemente positivo para la
presencia de glucidos, gomas y mucilagos y saponinas (con un anillo de espuma
considerable). También para todas las muestras, pero con resultado negativo, ha sido la

respuesta a la deteccién de flavanonas, leucoantocianos y alcaloides.

Los aspectos mas interesantes en cuanto a la presencia del resto de principios

activos, son los siguientes:
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Los lipidos y ceras han dado una respuesta dudosa para todas las especies
estudiadas salvo para A. tomentosa Willk., donde se ha obtenido un resultado positivo

moderado.

Las cumarinas se encuentran en todas las especies objeto de estudio de forma
clara (fuertemente positivo) y para A. alfacarensis Pamp., A. tetraquetra subsp. amabilis
(Boiss.) H. Lindb., A. tetraquetra subsp. murcica (Font Quer) Favarger & Nieto Feliner. El

resultado ha sido positivo moderado.

Los flavonoles s6lo aparecen con un positivo intenso en A. delaguardiae, asi como
las flaconas en A. tetraquetra subsp. amabilis (Boiss.) H. Lindb., siendo éstas positivo débil

en A. tetraquetra subsp. murcica (Font Quer) Favarger & Nieto Feliner.

Aparecen como positivos débiles, los antocianos en A.tetraquetra subsp. amabilis
(Boiss.) H. Lindb., A.tetraquetra subsp. murcica (Font Quer) Favarger & Nieto, A.armerina
subsp. caesia (Boiss.) Diaz, Morales & Valle (1), A.armerina Bory subsp. armerina (1),
A.armerina Bory subsp. armerina (2), A.arcuatociliata G. Lopez & Nieto, A.erinaceae Boiss.
Y A. erinacea Boiss. asi como los taninos condensados en A.alfacarensis Pamp.,
A.tetraquetra subsp. amabilis (Boiss.) H. Lindb., A.armerina subsp. caesia (Boiss.) Diaz,
Morales & Valle (1), A.armerina Bory subsp. armerina (1) y A.delaguardiae G. Lépez &
Nieto, las antraquinonas en A.armerina subsp. caesia (Boiss.) Diaz, Morales & Valle (1),
A.armerina subsp. caesia (Boiss.) Diaz, Morales & Valle (2), A.armerina Bory subsp.
armerina (1), A.armerina Bory subsp. armerina (2), A. tomentosa Willk., A.arcuatociliata G.
Lépez & Nieto, A.erinaceae Boiss.(1), A.erinaceae Boiss. (2) y A.delaguardiae G. Lopez &
Nieto v los triterpenos en todas las especies menos en A.erinaceae Boiss.(1) y esteroides en
A.armerina Bory  subsp. armerina (1), A.armerina Bory  subsp. armerina (2) y

A.delaguardiae G. Lopez & Nieto.
De otra parte, en relacion con la posible actividad terapéutica de las especies

seleccionadas, una parte fundamental de este trabajo ha sido comprobar la presencia de

saponinas. Los estudios previos en el género Arenaria con respecto a la riqueza en
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saponinas (Soliman et al., 1999; Elgamal et al., 1998; Hani et al., 1997) han demostrado la
presencia frecuente de saponinas triterpénicas, como era de esperar al tratarse de especies
de Dicotiledoneas. También es importante hacer referencia a que la presencia de estos
compuestos no se cifie s6lo a este género, sino que se extiende a otros géneros de la misma
familia con los que se encuentra relacionado como es el caso del género Herniaria, especies
como Herniaria hirsuta (L.) Kuntze (Mbarck et al., 2000) y Herniaria glabra L. (Rhiouani et al.
1999; Schrdder, et al., 1993); el género Saponaria, la especie Saponaria officinalis L. (Koike
et al., 1999; Jia et al., 1999, 1998; Fulcheri et al., 1998); el género Gypsophila, G. paniculata
L. (Fulcheri et al., 1998), G. bermejoi G. Lopez (Acebes et al., 1998) y G. arrostii Guss.
(Mostad et al., 1987); Dianthus, con especies como Dianthus caryophyllus L. (Gunimka et al.,
1998), Dianthus superbus L. (Hikino et al., 1984) y Dianthus chinensis L. (Koike et al., 1994;
Li et al., 1994); el género Silene, S. jenisseensis Willd. (Lacaille et al., 1997, 1995) y S.
cucubalus Wibel (Lahrsini et al., 2003) y el género Vaccaria, con la especie Vaccaria
segetalis (Neck.) Garcke (Koike et al., 1998).

V.4. Contenido en sodio y potasio

El contenido de los iones alcalinos sodio (Na*) y potasio (K*) de las especies de
Arenaria objeto de estudio, ha resultado ser, como se pensaba al comienzo de este trabajo
de investigacién, elevado con respecto a otras especies de origen vegetal. Trabajos
publicados con anterioridad (Guil Guerrero et al., 1998) acerca del contenido en ion sodio
(Na*) en plantas silvestres utilizadas en alimentacién tales como Verbena officinalis L.
(58+7mg Na*/100g), Plantago major L. (100£30mg Na*/100g), Amaranthus viridis L.
(56+8mg Na*/100q), Cardaria draba L. (55+4mg Na*/100g), Rumex crispus L. (110£12mg
Na*/100g) o Stellaria media (L.) Vill. (67+8mg Na*/100g), entre otras, expresan que valores
del orden de 50-60mg Na*/100g son valores elevados, por lo que las cantidades obtenidas
en este trabajo para las especies de Arenaria de la seccion Plinthine entre los 29,5mg
Na*/100g de Arenaria tetraquetra subsp. amabilis (Boiss.) H. Lindb. y los 67mg Na*/100g de

Arenaria tomentosa Willk., se pueden considerar elevadas.
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El contenido del ion potasio (K*) es el que mas interés tiene para este trabajo de
investigacién, ya que las cantidades del mismo pueden ser de gran importancia para aclarar
la posible relacidén entre la aplicacion de estas especies en medicina tradicional como
diuréticos y el contenido de las mismas en sales de potasio, que era uno de los objetivos

que se plantearon al comienzo de este trabajo de investigacion.

Para otras especies silvestres utilizadas en alimentacién tales como Verbena
officinalis L. (28024 mg K* /100g), Plantago major L. (32037 mg K* /100g), Amaranthus
viridis L. (67050 mg K* /100g), Cardaria draba L. (620+60 mg K* /100g), Rumex crispus L.
(5104£54 mg K* /100g) o Stellaria media (L.) Vill. (465+35 mg K* /100g), entre otras (Guil
Guerrero et al., 1998), que en relacién con los valores extremos obtenidos en esta
investigacion, 231 mg K* /100 g para Arenaria tetraquetra subsp. amabilis (Boiss.) H. Lindb.
y los 3460 mg K* /100 g de Arenaria erinacea (2) Boiss. Monts se puede decir que, al igual

que en los casos expuestos con anterioridad, son valores elevados.

Es necesario considerar el hecho de que el contenido en iones depende de varios
factores, entre ellos la capacidad de cada planta de absorber en mayor o menor grado un
determinado ion y la composicion mineral del suelo en el que crece la planta asi como las

condiciones climatolégicas.

El contenido de sodio en el organismo humano es del orden de 1,4 g/kg. El
principal papel del sodio, que es en gran parte un ion extracelular, es actuar teniendo como
contra-ion al cloro, regulando la presién osmotica de los liquidos extracelulares. Ademas,
activa algunas enzimas como la amilasa. La absorcién de sodio se produce rapidamente
(en 3-6 minutos) y es total a las tres horas. EI consumo de sodio es de 1,7 a 6,9 g/dia. Las
necesidades de sodio de un adulto pueden alcanzar un valor medio de unos 460 mg/dia
(Belitz et al., 1992).

El contenido en potasio del organismo humano es de unos 2 g/kg. El potasio se
encuentra localizado principalmente en las células. Regula la presién osmética celular,

participa en la excitabilidad de la célula y activa una serie de enzimas de la glicélisis y la
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cadena respiratoria. EI consumo de potasio alcanza en la alimentacion ordinaria 2-5,9 g/dia.

Las necesidades medias son del orden de 782 mg (Belitz et al., 1992).

El contenido en sodio y potasio de algunos alimentos de origen vegetal tales como
las endivias (53mg Na*/100g), espinacas (65mg Na*/100g) y repollo (43mg Na*/100g) o el
contenido en potasio de las mismas endivias (346 mg K* /100 g), espinacas (633 mg K* /100
g) y repollo (490 mg K* /100 g) (Belitz et al., 1992), por lo que en relacién con las especies
objeto de estudio, se deduce que sus contenidos respectivos son muy similares, de modo
que, en conclusion, se puede afirmar que el contenido en iones sodio y potasio de estas
especies de Arenaria se encuentran muy cercanos a los de especies vegetales que se

utilizan en alimentacion y que se consideran fuentes ricas en estos iones.

V.5. Aproximacion genética al estudio de especies del género Arenaria

seccion Plinthine (Caryophyllaceae).

Partimos de una secuencia de A. alfacarensis Pamp., A. armerina Bory subsp.
caesia (Boiss.)C. Diaz, C. Morales & F. Valle, A. tetraquetra L. subsp. amabilis (Bory) H.
Lindb., once secuencias de A. tomentosa Willk., cinco de A. arcuatociliata G. Lopez & Nieto-
Feliner, A. armerina Bory subsp. armerina y de A. delaguardiae G. Lopez & Nieto-Feliner. Se

ha trabajado con siete especies de la seccion.

En un principio se considero el estudio de estas especies con ITS, por su rapida
evolucién, como marcadores moleculares. Ya Valcarcel et al. (2004, 2006) habian planteado
el estudio de estas especies con marcadores cloroplastidiales y nucleares. Asi, como
resultado de este trabajo de investigacion, no se ha encontrado variacion suficiente para
realizar una filogenia completa y obtener resultados concluyentes partiendo de los
resultados mostrados en los arboles. De esta forma se deja una puerta abierta a la
continuacion de este estudio haciendo uso de oftros marcadores moleculares que

evolucionen més rapido (ADN satélites, intrones nucleares...).
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Por otra parte, se han realizado un estudio mas completo acerca de las posibles
variaciones intraindividuales del espaciador ITS-1 y se ha llegado a la conclusion de que
existen posiciones diagndsticas en las que, por ausencia de algun nucleétido o coincidencia
de los mismos, se puede establecer una diferenciacién a nivel genético entre los taxones

objeto de estudio (Krieger et al., 2006).

De esta forma se puede afirmar que en posiciéon 3 del ITS-1 para la especie A.
armerina Bory subsp. armerina existe un nucleétido de timina, mientras que para el resto
aparece una adenina. De la misma manera ocurre para A. delaguardiae G. Lopez & Nieto-
Feliner en posicién 27, para ella hay una citosina, mientras que en esa posicién hay una
deleccion para el resto. En A. arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner en la posicién 43 hay
una nucleétido de guanina. En posicion 50 existe un nucleétido de guanina para A. armerina
Bory subsp. armerina mientras que para el resto de especies aparece una deleccion en esa
posicion, aunque hay que destacar el hecho de que para A .tomentosa Wilk. puede
aparecer la deleccion o un nucledtido de timina. En la posicion 54 sélo aparece una citosina
para A. armerina Bory subsp. armerina, para el resto en esa posicién hay nucledtidos de
timina o de guanina. En la posicion 55 sélo A. armerina Bory subsp. armerina presenta una
timina —el resto tienen una guanina-. Para A. arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner, la
posicidn 56, 75y 77 es diagnostica por tener una guanina, adenina y guanina en vez de un
nucledtido de timina, citosina y timina respectivamente. A. delaguardiae G. Lopez & Nieto-

Feliner en posicién 78 posee una adenina en lugar de una guanina.

De esta forma podemos concluir que para A. armerina Bory subsp. armerina
existen variaciones de nucle6tidos con respecto al resto de las especies en posiciones 3, 50,
54y 55. Para A. arcuatociliata G. Lépez & Nieto-Feliner son posiciones diagnosticas 30, 43,
56, 75y 77 y A. delaguardiae G. Lopez & Nieto-Feliner, lo son 27 y 78 del ITS-1.

Es interesante el hecho de que ciertas enzimas de restriccion corten en sitios
especificos. Esto permite el disefio de un test molecular de identificacion especifica mediante

PCR-RFLP. De este modo, la enzima Xmnl permitira la identificacién de A. arcuatociliata G.
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Lépez & Nieto-Feliner (por la variacion en la posicidn 30); Rsal en A. arcuatociliata G. Lopez
& Nieto-Feliner (posicion 43); Haelll, Hinfl Xcml Haell A. armerina Bory subsp. armerina

(posiciones 50, 54 y 55) y Nspll en A. delaguardiae G. Lopez & Nieto-Feliner (posicidn 78).

Como se aprecia en el arbol, cabe destacar que para el ITS-1 de la especie
A.tomentosa Willk. no existe evolucion concertada, algo que queda reflejado en dos hechos
significativos. En primer lugar, en algunas especies aparece una elevada variabilidad,
existiendo distintos tipos de secuencias (A.tomentosa Willk.) y en segundo lugar, las
secuencias no se agrupan en el arbol por afinidades taxondmicas. Esto puede deberse a
poliploidia e hibridacién o por escasa divergencia entre taxones, apareciendo en un mismo

clado varias secuencias de distintos taxones.

Para el ITS-2, los resultados obtenidos llevan consigo un estudio mas complicado.
De igual forma que en el caso anterior, se comprueba que no existe evolucion concertada.
En el arbol se puede observar que las secuencias no se agrupan por afinidades

taxonomicas y que no existe evolucién concertada.
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Conclusiones

PRIMERA.- Se han estudiado desde los puntos de vista botanico, fitoquimico y genético un

SEGUNDA -

TERCERA.--.

CUARTA -

QUINTA.-

SEXTA.-

total de nueve taxones de la seccion Plinthine del género Arenaria, presentes
en el sistema Bético, en el sureste de la Peninsula Ibérica. Se han identificado
y delimitado las areas de distribucion y ecologia especifica de cada una de
ellas, poniéndose de manifiesto que, en general, estan muy restringidas,

tratandose de endemismos en la mayoria de los casos.

Se ha comprobado la presencia en cantidades apreciables de sales de K* y
Na* en todas las especies. De la misma manera, la deteccion de saponinas ha
resultado positiva o fuertemente positiva. La presencia de estos elementos

podria justificar la utilizacién medicinal de estas especies como diuréticos.

Para todos los taxones se ha obtenido un resultado fuertemente positivo en

relacion a la presencia de glucidos, gomas y mucilagos.

La deteccién de flavanonas, leucoantocianos y alcaloides ha resultado

negativa en todas las muestras.

Desde el punto de vista fitoquimico no existen diferencias apreciables entre
las distintas poblaciones, por lo que en principio, la seleccién poblacional
realizada popularmente no puede ser validada en relacién con el contenido en

principios activos.

Se ha comprobado que el ITS no es un buen marcador filogenético en este
grupo de especies, pero si taxondmico. El analisis genético permite identificar
a partir de una serie de posiciones diagnosticas en el ITS-1, las especies A.
armerina Bory subsp. armerina considerando los nucleétidos presentes en las
posiciones 3, 50, 54 y 55; A. arcuatociliata G. Lopez & Nieto-Feliner
(nucledtidos en las posiciones 30, 43, 56, 75y 77) y A. delaguardiae G. Lopez
& Nieto-Feliner. (27 y 78).
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Titulo de la Tesis

SEPTIMA.- La presencia de enzimas de restriccion que cortan la secuencia exactamente
en las posiciones diagndsticas, permite disefiar un test molecular de

identificacién especifica mediante PCR-RFLP.
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