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RESUMEN

Se analizd el contenido de 10
tipos de metabolitos secundarios
en hojas mayores y menores de dos
anos a 19 especies de Cycadaceae.
Todas las especies estudiadas con
tienen grupos amino libres, flavo
noides y triterpenos y/o esteroi-
des y se encontraron glicdsidos
cardiotdnicos en las fases de desa
rrollo de la hoja estudiada . Se
encontraron diferencias especifi-
cas en alcaloides, leucoantociani-
dinas, saponinas, fenoles y tani-
nos. Se discuten los resultados.

INTRO

En la familia Cycadaceae la
cual agrupa plantas espermatofitas
de caracteres primitivos, se han
realizado hasta el presente milti-
ples estudios con objetivos diver-
sos. Las investigaciones morfoana-
témicas y paleobotdnicas han servi
do paira considerar la existencia
de una familia, Cyeadaceae, con un
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ABSTRACT

The content of 10 different ty-
pes of secondary products in leaves
older and younger than two years
was analized in 19 species of Cyeca
daceae. All species taken into ac-
count contained free amino groups,
flavonoids and triterpenes and/or
steroids and cardiotonic glycosi-
des in the leaf developmental sta-
ges studied. Specific differences
in alcaloids, leucoanthocynidins,
Saponines, phenols and tannins
were found. Ressults are discussed.

elevado numero de especies agrupa-
das en 9 géneros (Chamberlain,
1919; Gonzalez, 1980), aungue ac-
tualmente algunos investigadores
consideran la existencia de tres
familias diferentes: Zamiaceae, Cyca

daceae y Stangeriaceae (Johnson, 1959;
Greguss, 1968).



Son aislados
en esta familia

los trabajos, que
incorporan métodos
complementarios que permitan tener
un conocimiento mds completo acer-
ca de estas plantas. Y por otra
parte, los trabajos en que se uti-
lizan estos métodos no han tenido
como uno de sus objetivos contri-
buir a los estudios taxondmicos
(Hegnauer, 1962; Aleman y cols.,
1972; Swain y Harborne, 1973; Pefla y
cols., 1982; Pena y cols., 1983).

El estudio de sistemas enzimati
cos v compuestos secundarios

del

metabolismo, ademds de incrementar
el conocimiento de estas plantas,
puede dar alguna luz acerca de la
validez o no de los criterios taxo
némicos utilizados en la agrupacidn
de los distintos géneros en una o
mas familias. En el presente traba
jo se dan los primeros pasos en es
te sentldo, al realizar el tamizaje
fitogquimico a hojas mayores y meno
res de dos anos de 19 especies que
abarcan los géneros Cycas, Zamia,
Microcycas, Dioon y Ceratozamia
existentes en las diferentes dreas
del Jardin Botédnico Nacional.

MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales utilizados *

En el presente trabajo se utili
zaron plantas de la familia Qﬂmda-
ceae, representadas en el Jardin

Botanico Nacional, Ciudad de La
Habana.

Se colectaron hojas menores de
dos anos a 19 representantes de
los cinco géneros existentes, los
cuales se relacionan a continua-
cion:

Cycas media R.Br.

2. Cycas revoluta Thunb.
3. Cycas pectinata Griff.
4, Ceratozamia mexicana Brongn.
5. Dioon edule Lindl.
6. Dioon spinulosum Dyer. ex
Eiehl.
7. Dioon purpussii Rose.
8. Microcycas calocoma (Mig.)
. De
9. Zamia acuminata Oerst. ex
Dyer.
10. Zamia furfuracea Ait.
11. " Zamia latifoliata Prenl.
12. Zamia obliqua A.Br.
13. Zamia skinneri Warsz.
14, Zamia angustifolia Jacq.
15. Zamia stricta Miqg.
16 .~ Zamia"6p. (Calabazar)
17. Zamia sp. (Caridad de los
Indios) .
18. Zamia sp. (Remates de Guane)
19. Zamia sp. (Sta. Maria de
Loreto).

A las plantas de las 13 prime-
ras especies relacionadas en la
lista anterior se les colectaron
ademds, hojas mavores de dos anos,
teniendo en cuenta que cada ano se
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producen hojas a un mismo nivel en
el tallo.

Las plantas de las cuales
muestrearon las hojas crecen
condiciones de vivero y/o de

se
en
campo.

En el vivero, las plantas
en macetas con riego diario, 40%
de humedad, 70% de luz solar, fumi
gacion quincenal y en una mezcla
de suelo compuesta de 40% de arena,
40% de humus, 10% de carbon vegetal
y 10% de barro.

crecen

Las plantas que se desarrollan
en otras areas del referido jardin
crecen en las condiciones naturales
del lugar y se abonan alternadamen
te con materia orgdnica en descom-
posicidn y con abono completo NPK.

Los ejemplares utilizados de las
especies referidas con los nliimeros
45, 5, 6, J,.9. 10,105 12 i flilgsl 5,
16, i > i ) proceden del vive-
ro y las referidas con los nimeros
1,°2, 3, 8, v 13, de distintas go-
nas del jardin.

En todos los casos, las hojas
muestreadas (raquis y pinnas) se
dejaron secar a temperatura ambien
te o en estufa a 60°C. Una vez se
cas se trituraron bien y se mace-
raron en etanol durante siete dias
como minimo para la realizacidn de
los andlisis. Se analizaron 5 grs
de hoja en todos los casos.

2.2 Métodos

Con los materiales referidos an
teriormente se procedidé a realizar



una separacidén de fracciones y el
reconocimiento de los distintos ti

pos de matabolitos secundarios pre
sentes. o

2.2.1 Separacidn de fraceiones

Para realizar la separacidn de
fracciones‘se utilizé una modifica
cidn del método de Rondina y Cous=

sio (1969), la cual se resume en la
figura 1.

2.2.2 Téenicas para la determinacidn de
metabolitos secundarios

Se detectd la presencia de gru-
pos amino libres, fenoles, taninos,
leucoantocianidinas, flavonoides,
saponinas, glicdésidos cardioténicos
esteroides y/o triterpenos y alca-
loides en todas las especies estu-
diadas.

2.2.2.1 Reconocimiento de grupos amino

libres: a 1 ml de la FErac-
eion 4 se le realizd la prueba de
la ninhidrina seguin la técnica de
Rondina y Coussio (1969).

2.2.2.2 Reconocimiento de fenoles y ta-

ninos: se utilizd 1 ml de
la Fraceidn A para realizar cada
uno de los siguientes ensayos:
prueba con cloruro férrico, prue-
ba con gelatina y ensayo de la ca
feina, segin la técnica de Rondina
y Coussio (1969).

2.2.2. 3 Reconocimiento de triterpenos y

esteroides: se realizaron en
sayos en las Fraceiones B y € utili
zando,1 ml en cada uno. Se hicie
ron lds pruebas de Lieberman-Bur-
chard, Rosenhaeim y Salkowski si-

guiendo las técnicas de Stall y
Jucker (1955).

2.2.2.4 Reconocimiento de flavonoides:

se realizaron los mismos ensa—
YOos en las Fracciones D y E utilizan
do 1 ml para cada prueba. Se si-
guid la técnica descrita por Shi-
noda (1928) en los ensayos del
H3S504 y en la prueba de Shinoda.

2.2.2.5 Reconocimiento de leucoantocia-
nidinas: se utilizd 1 ml

de la Fraceion D para el ensayo de

Rosenheim segin la técnica de Ro-

senheim (1920).

2.2.2.6 Reconocimiento de glicosidos car

diotdnicos: se utilizd 1 ml ™
de la Fragceidn D para realizar cada
uno de los siguientes ensayos:
prueba de Kedde y prueba de Ray-
mond segin la técnica de Robinson
(1955).

2.2.2.7 Reconocimiento de saponinas:

Se utilizé 1 ml de la Fraceion F
con el ensayo de la espuma segin

la técnica de Steiner y Haltzem
(1955).

2.2,2.8 Reconoeimiento de alealoides:

Se utilizé 3 ml de la Fraceidn C
en cada especie estudiada. A cada
ml se le tratd con reactivo de
Mayer, Dragendorff y Wagner respec
tivamente. Este procedimiento se
repitiéd en 1 ml de la Frageeidn D
pero solamente con el reactivo de
Dragendorff. Se siguid la técnica
de Rondina y Caussio (1969).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determind la presencia o au
sencia de algunos tipos de metabo
litos secundarios en hojas menores
y mayores de dos anos a ejemplares
de 19 especies de la familia Cyca-
daceae mediante distintos andlisis
fitoquimicos de tipo cualitativo.

En la tabla 1 se observan los
resultados de los distintos tipos
de compuestos secundarios obteni-
dos en hojas menores de dos anos
en plantas de los géneros Cycas,

Dioon, Microcycas, Ceratozamia y
Zamia.
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Se evidencia que las 19 espe-
cies analizadas presentan grupos
amino libres, flavonoides, esteroi
des y/o triterpenos, mientras que”
en ninguna de éstas se detectd la
presencia de glicdsidos cardioté-
nicos. Diferencias en cuanto a los
@istintos tipos de productos secun
darios del metabolismo se observan
en el contenido de fenoles, tani-
nos, saponinas, leucoantocianidi-
nas y alcaloides. Se evidencia
tambien que Cycas media, Diocon edule,
Dioon spinulosum, Dioon purpussii, Zamia



obliqua, Zamia latifoliata, Zamia acumi-
nata, Zamia stricta, Zamia sp. (Calaba-
zar), Zamia sp. (Caridad de los Indiocs),
Zamia 8p. (Remates de Guane)y Zamia 8p.
(Santa Maria de Loreto) tienen los mis
mos tipos de metabolitos secunda-
rios. Ninguna de estas especies
contienen fenoles, taninos, sapo-
ninas y alcaloides. Ceratozamia mexi-
cana presenta alcaloides, fenoles,
taninos y saponinas y Cycas pectinata
sbdlo se diferencia de la anterior
por la falta de alcaloides; Mycrocy
cas ealocoma y Zamia furfuracea difie-
ren de la anterior por la ausencia
de saponinas, y Cycas revoluta con-.
tiene este compuesto. Las tnicas
especies que presentan leucoanto-
cianidinas son Zamia skinneri y Zamia
angustifdélia, en estas dos especies
no se detectaron fenoles, taninos,
alcaloides ni saponinas.

En la tabla 2 se presentan los
resultados obtenidos con respecto
al contenido de los distintos tipos
de metabolitos secundarios en hojas
mayores de dos afios en todas las
especies posibles de plantas parge
necientes a los géneros Cycas, Dioon,
Microcycas, Ceratosamia y Zamia.

En las hojas mayores de dos anos
de todas las especies analizadas se
comprobé la presencia de grupos ami
no libres, flavonoides, triterpe-
nos y/o esteroides. Carecian de
glicésidos cardiotdénicos. Se obser
va que el comportamiento de los me
tabolitos secundarios es igual en:
“yeas media, Dioon edule, Dioon sptnulo-
sum, Dioon purpussii, Zamia latifoliata
y Zamia acuminata ya que ademas de
los metabolitos coincidentes en tQ
do el grupo, estas especies tienen
en comun la ausencia de fenocles, ta
ninos, saponinas y alcaloides. Cera-
tozamia mexicana tiene un comportamien
to muy similar a las anteriores, s&
lo difiere por su contenido en al-
caloides. Cycas pectinata y Cycas revo-
luta difieren porque la primera con
tiene ademas fenoles : taninos. 5

En ambas especles hay saponinas y
no se presenta acumulacioén de alca
loides. Microcycas calocoma Y Zamia fur
furacca presentan un contenido idén
tico ya que en ambas se detectd la
presencia de fenoles y taninos, asi
como la ausencia de alcaloides y sa
poninas; estas dos especies se ot~
ferencian de Zamia skinneri en que esta
Yltima posee ademds, leucoantociani
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dinas. Zamia oblicua s6lo posee leu-
coantocianidinas ademds de los ti-
pos de metabolitos comunes a todas
las especies estudiadas.,

El andlisis comparativo del tami
zaje fitogquimico realizado a las
hojas menores y mayores de dos anos
que se deriva de las tablas 1 y 2
pone de manifiesto que no ocurren
cambios cualitativos asociados a
la edad de la hoja en el contenido
de grupos amino libres, flavonoi-
des, esteroides y/o triterpernos,
glicdsidos cardiotdnicos y alcaloi
des, al menos en las especies estu
diadas. Sin embargo, dos de las es
pecies de Zamia analizadas acumu-
lan compuestos secundarios con la
edad de la hoja: en Zamia obliqua,
leucoantocianidinas y en Zamia skin-
neri, fenoles y taninos.

Este comportamiento resulta 16~
gico. Sin embargc en Ceratoaamia me
ricana con el incremento de la edad
de la hoja se pierden totalmente
los fenoles, taninos y saponinas.
Si se considera que esta es la Uni-
ca especie estudiada que contiene
alcaloides y que estos compuestos
son de cadena biosintética mas com
pleja, pudiera pensarse que los me
tabolitos que no se detectan en las
hojas mayores de dos anos se han
transformado en alcaloides o en al
gunos compuestos mas complejos en
su via de sintesis.

La veracidad de esta hipdtesis
requiere de otro tipo de analisis.
Otro aspecto interesante es el gque
se deriva de la utilizacién practi
ca que pueda darse a los resultados
obtenidos en este trabajo. Aunque
las diferencias gue se ponen de ma
nifiesto en los dos tipos de hojas
analizadas son ligeras, resulta més
conveniente la uEilizacidn de hojas
mayores de dos anos.

El estudio realizado estéd res-
tringido a 5 de los 9 géneros que
se consideran en la familia Cyeada
ceae y de éstos sdlo se estudian
algunas especies. No obstante, los
resultados sugieren gran homogenei
dad en los géneros, lo cual se po-
ne de manifiesto en el comporta-
miento idéntico de las tres espe-
cies de Diocon estudiadas; asimis--
mo en Cycas y en Zamia las diferen-
cias especificas se presentan sélo
en tres tipos de compuestos secun-=
darios. En este dltimo género se



ha determinado la ausencia de sapo
ninas en c1nco especies colectadas
en nuestro. pals, dos de las cuales
también se reportan en este traba-
jo. (Alemdn y cols.1972).

La homogeneidad bioquimica en-
contrada en las especies estudia-
das, sin embargo, no parece favore
cer la separacidn de los géneros
en tres familias diferentes, como
consideran algunos investigadores
(Johnson, 1959; Greguss, 1968),
aungue para sustentar este criterio
se requiere de un estudio mucho mas
amplio,

Finalmente nuestros resultados
con respecto al contenido de alca-
loides de Microcycas calocoma difieren
de los de Aleman y cols (1972). La
técnica utilizada por ellos puede
haber provocado la reaccidn con com
puestos que no fueran realmente al_
caloides, los cuales no fueron ca-
racterizados posteriormente.

Sin dudas, resultaria de interés
compleuur este tipo de estudio ya
gue sdlo Alemdn y cols. (1972) han
realizado ensayos para el reconoci
miento de saponinas y alcaloides
en algunas especies de Zamia y en
Microeyeas calocoma,

CONCLUSIONES

1. El estudio de los compuestos se-
cundarios del metabolismo es mas
confiable en hojas mayores de
dos anos qgue en hojas menores de
dos anos, al menos en las espe-
cies estudiadas.

2. La coincidencia en el comporta-
miento de grupos amino libres,
flavonoides, esteroides y/o tri-
terpenos y glicdsidos cardiotdni
cos y las variaciones especifi-
cas encontradas en alcaloides,

leucoantocianidinas y saponinas
en las especies estudiadas, per-
miten suponer homogeneidad en el
metabolismo secundario de estas
plantas.

3. Las variaciones en fenoles, tani
nos, saponinas, leucoantoc1an1di
nas y alcaloides no responden a
la separacidn en tres familias
que proponen alaqunos investigado
res.
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TABLA 1

TAMIZAJE FITOQUIMICO A HOJAS MENORES DE DOS ANOS DE 19 ESPECIES DE Cycodaceos |, grupos
amino hbres, 2, flavonoides ; 3, esteroides y/o triterpeno, 4, ghcosidos cardiotonicos; 5, alcaloides ; 6, leu.
coantocionidinas , 7, fenoles ; B, taminos , 9, saponinas

Tipos de
I\ metabolitos

F spacies

n
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skinner|

angustifolia

FlHH ] ] ] ] H ]
el 4] ]+ H | FH |+ H +H]+
1'..

!
I
|
|
|
|

HlE]H] | ] T
|
|
|
I
|
i
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TABLA 2

TAMIZAJE FITOOUIMICO A HOJAS MAYORES DE DOS ANOS DE ESPECIES DE Cycodaceos. !, grupos
amino libres; 2, flavonoides ; 3, estercides y/o Iriterpenos; 4, glicosidos cardiotdnicos, 5, alcaloides; 6,
leucoantocianidinas ; 7, fenoles ; 8, taninos , 9, soponincs.

Tipes de
E g ol BB 2 3 4 5 6 7 8 9
o | Especies
C| media + + + —_ - — —_ — o
(Y: revoluta + + B - -— -~ -— — +
g pectinata + + + — —_ - - + +
[I) edule + + 4 — - —_ —_ — -
8 spinulosum 4 + + - = L s = i
N| purpussu + -+ - - — o —_— = —_
Iqtlt-oliuu - -+ - —_— = -— — P —
z ocuminata + o + — o — — - =
" [obiiava 5 T E T Y Y 2T =~ Buwlil~
A skinneri + E + — e - + e -
furfuracea + + + - — - + i -
M
|
c
R
8 calocoma + + + - - = + + —
Y
c
A
S
C
E
R
A
T
cz) mexicona + B e — + - — e —
A
M
|
A
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Filtrgdéd del macerado en Evamol

|

[ |

am "
Fraccion | | Froccion
A F

!

EL RESTO DEL VOLUMEN:

I- Concenirar a sequedad

2- Ahadir 25 mi de HCL 1%

3= Filtrar
Repetir ol proceso al residuo 2 veces con
10 mi de HCL codo vez

Fr Acidas R d

|- Ahadir amomaco concentrado hosto PH aicaline
2- Lavar con |0 ml de HCL
3- Separacion de las fracciones

reumdas

Fracciones en cloroformo

‘Residuo insoluble
|- Calentar ligeramente con 10 mil de HCyCL

2- Filtrar
3- Repetw el proceso 3 veces mas
L L

Residuos
{ Se shminan )

|- concentrar @ sequedad

| Fraccion B

-

Fracciones de cloroformo reumdas:

|- Concentrar a sequedad

Fraccion €

Foses Orgdmicas Reumdos
1- Lavar con |Sml de aguo eon
0,2 or de S0¢ Na2

L

Fracciones Amomacoles:

1= ARadir 0,6 9r de SO Noz
2- Lavar con |5mi de CL3CH y eta,

nol (4 1)
3- Separar fases orgdmicas y gcuosas

4- Repatw lovado y separacion 3 ve.

I
[ |

Frie Acuosa

l

Fase Orgdnica

Fig | Metodo modificado de Rondina y Coussio (1969) nora la separacion de fracciones

litos secundarios
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Fase Acuosg

Se reunsn

Froccion E |

y determinacion de metabo.




