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RESUMEN

Fraxinus caroliniana Mill subsp. cubensis (Griseb.) Borhidi es conocida cominmente como bufano, representa
una subespecie endémica y categorizada en Peligro Critico de extincién en Cuba. Este trabajo tuvo como
objetivo caracterizar la composicion fitoquimica de plantas de F. caroliniana en dos localidades de la provincia
de Matanzas. Se analizé cualitativamente la presencia de metabolitos secundarios en extractos foliares y se
cuantificaron aziicares reductores y totales. Los resultados indicaron la presencia de flavonoides, terpenos,
esteroides, saponinas, taninos y antraquinonas en hojas que pudieran ser consideradas para posteriores
estudios sistematicos y de aplicacion en la agricultura. Las plantas provenientes de la Ciénaga de Zapata
mostraron contenidos de azUcares reductores y totales superiores a los obtenidos en las plantas de la
localidad de Marti. Estos resultados aportan informacion para la identificacion de caracteres de posible valor
taxonémico y conservacionista en esta especie.
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Phytochemical characterization of the threatened specie Fraxinus
caroliniana Mill subsp. cubensis (Griseb.) Borhidi

ABSTRACT

Fraxinus caroliniana Mill subsp. cubensis (Griseb.) Borhidi is commonly known as buffalo, represents an
endemic subspecies and categorized as critical danger of extinction in Cuba. This work aimed to characterize
the phytochemical composition of plants of F. caroliniana in two localities of the Matanzas province. The
presence of secondary metabolites in leaf extracts was qualitatively analyzed and reductive and total sugars
were quantified. The results indicated the presence of flavonoids, terpenes, steroids, saponins, tannins and
anthraquinones in leaves that could be considered for further systematic studies and application in agriculture.
The plants from the Ciénaga de Zapata showed contents of reducing sugars and totals higher than those
obtained in the plants of Marti. These results provide information for the identification of characters of possible
taxonomic and conservation value in this species.
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INTRODUCCION

El archipiélago cubano ha sufrido una fuerte
transformacion de su cobertura boscosa
desde de lallegada de los europeos (Jordéan,
2006). Las areas que aun conservan los
principales recursos biéticos naturales, con
ecosistemas y paisajes de alta naturalidad y
representatividad, constituyen el 10% del
territorio nacional (CNAP, 2009). Estos sitios
se caracterizan por poseer un menor grado
de transformacién dado lo poco accesible de
estos territorios. Las principales &areas
boscosas se localizan fundamentalmente en

las ciénagas y los humedales, en los macizos
montafiosos, zonas costeras y grupos
insulares que conforman el territorio cubano
(Capote et al., 2005).

La explotacion histérica de los bosques del
pais ha producido una fuerte disminucién de
estas areas naturales y se ha obtenido un
patron de fragmentacién de los mismos. La
fragmentacion se define como la
transformacion de un bosque continuo en
muchas unidades mas pequefas y aisladas
entre si, cuya extension agregada de
superficie resulta ser mucho menor que la
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del bosque original. Los efectos biolégicos de
la fragmentacion se enfatizan sobre las
condiciones microcliméaticas de los
fragmentos, sobre la abundancia de algunas
especies y las interacciones biolégicas, los
qgue afectan la biodiversidad existente en los
mismos (Capote et al., 2007).

En los bosques de ciénaga existentes en
Cuba se presentan una gran diversidad de
especies y endemismos. Actualmente, a
causa de la deforestacidn y la fragmentacién
se estima la pérdida de un porcentaje notable
de especies propias de esta formacion
vegetal (CITMA, 2009).

Fraxinus caroliniana Mill subsp. cubensis
(Griseb.) Borhidi es conocida comunmente
como bufano, es una subespecie endémica
y categorizada en Peligro Critico de extincidn
en el Primer Taller de Categorizacién de
Arboles Cubanos realizado en 2005. Fue
incluida en la Instruccion Técnica N° 01/90
del Ministerio de la Agricultura (MINAGRI,
1990); asi como en la Lista Roja de la Flora
Vascular Cubana (Berazain et al., 2005). La
misma se caracteriza por ser una especie
espacial y numéricamente restringida. Sus
poblaciones se distribuyen de forma
discontinua y fragmentada en la Ciénaga de
Majaguillar, Marti y Ciénaga de Zapata, donde
se encuentran aisladas y reducidas como
consecuencia de las actividades
antropogénicas.

Los estudios fitoquimicos pueden contribuir
con datos importantes al estudio taxonémico
de especies vegetales, ya que reflejan la
composicion estructural o arquitectura de la
planta y han apoyado a esta rama de la
botanica en numerosas ocasiones (Ferreira
et al., 2005). Por otra parte, permiten estimar
las potencialidades que presentan las plantas
con fines industriales y para el desarrollo de
la agricultura.

Varios autores han investigado la
composicién fitoquimica de especies de
Fraxinus como F. formosana (Hayata). Ohwy.
(Sutargadi et al., 1978), F. malacophylla
Hemsl. (He et al., 1994) y F. americana L.
(Takenaka et al., 2000); sin embargo no
existen referencias sobre trabajos de
tamizaje fitoquimico en plantas de Fraxinus
caroliniana Mill subsp. cubensis (Griseb.)
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Borhidi. El objetivo del presente trabajo es
caracterizar la composicién fitoquimica de
esta subespecie presente en la provincia de
Matanzas, que permita aportar informacion
para la identificacion de caracteres de
posible valor taxondmico y conservacionista;
asi como otros usos potenciales en el campo
de la medicina y de la agricultura.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion del material

El material vegetal (F. caroliniana Mill subsp.
cubensis (Griseb.) Borhidi) se recolecté en
la localidad ‘Las Maravillas’ en el municipio
de Marti y ‘La Peojota’ en la Ciénaga de
Zapata. Se seleccionaron dos arboles
vigorosos y sanos por cada area y se
colectaron hojas en el mismo dia. El estudio
se realiz6 en el laboratorio perteneciente al
Centro de Estudios Biotecnolégicos de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Universidad de Matanzas, Cuba.

Preparacion de los extractos

Las hojas colectadas de esta especie de
ambas localidades fueron lavadas con agua
destilada para eliminar el polvo vy
posteriormente se procedi6 al secado en una
estufa (Boxun) a 45°C (Jalal et al., 2009). Las
hojas secas fueron trituradas en un molino
eléctrico hasta pulverizar (Niranjan et al.,
2013).

Se mezclaron 3 g de polvo de las hojas secas
de plantas de ambas localidades (por
separado) con 30 ml de etanol 96% en
Erlenmeyers de 250 ml con tapones de
algoddn. Se colocaron en agitacion sobre una
zaranda orbital (HDL® APPARATTUS) a 160
rom por 24 h, a 30°C. Posteriormente las
muestras fueron filtradas con cinco capas de
papel de filtro. Se colectaron los filtrados
(extractos) y se conservaron a 4°C para los
ensayos posteriores.

Anélisis fitoquimico

Para la determinacion de la presencia de
metabolitos secundarios se utilizé la
metodologia descrita por Chigodi et al. (2013)
e incluyé pruebas para flavonoides,
terpenoides, antocianinas, taninos,



Biotecnologia Vegetal Vol. 16, No. 2, 2016

antraquinonas, glucdsidos cardioténicos,
saponinas, flobataninos, esteroides,
cumarinas y emodinas.

e Flavonoides: se adiciond un mililitro de
hidroxido de sodio (NaOH) 0.1 N a 1 ml de
extracto y posteriormente de agreg6 igual
volumen de &cido clorhidrico (HCI) 0.1 N. La
presencia de un color amarillo en la solucién
indicé la presencia de flavonoides.

e Terpenoides: se mezclé un mililitro de
extracto con 1 ml de cloroformo (CHCI,) y a
continuacion se adicionaron 2 ml de &cido
sulfarico (H,SO,) concentrado. La coloracion
rojo-parda en la interfase indic6 la presencia
de terpenoides.

e Antocianinas: se mezclé un mililitro de
extracto con 3 ml de agua destilada y
posteriormente se adicion6 1 ml de HCI 2 N
y solucién amoniacal 0.5 N a 1 ml de la
mezcla anterior. La presencia de un color
rosado-rojo que se torna azul-violeta indicé
la presencia de antocianinas.

e Taninos: se mezclé un mililitro de cada
extracto con 2 ml de agua destilada y la
mezcla se calenté en un Bafio termostatado.
Posteriormente se filtr6 con papel de filtro y
al sobrenadante se adicionaron dos gotas de
solucién de cloruro férrico al 1% en metanol.
La presencia de taninos se identificé
mediante la formacion de un color verde
oscuro en la solucién.

e Antraquinonas: se mezclaron dos mililitros
de cada extracto con 3 mlde HClal 10% vy la
mezcla se calenté a 100°C durante 3 minutos
en Bafio termostatado. Posteriormente se
dej6 enfriar a temperatura ambiente.
Seguidamente se adicioné igual volumen de
CHCI, al filtrado y a continuacién unas gotas
de solucién de amonio al 10% y se volvié a
calentar la mezcla. La formacién de una
coloracién rosada indic6 la presencia de
antragquinonas.

e Glucésidos cardioténicos: se mezclaron
dos mililitros de cada extracto con 2 ml de
acido glacial acético que contenia una gota
de solucidon de cloruro férrico al 1%. A la
mezcla se adicion6 cuidadosamente 1 ml de
H,SO, concentrado por las paredes del tubo
de ensayo. La presencia de desoxiazUcares
caracteristicos de los compuestos
cardiotdnicos, se observé por la formacién
de un anillo pardo en la interfase junto a un
anillo parpura por debajo.

e Saponinas: se mezcl6 un mililitro de cada
extracto con 3 ml de agua destilada, se agité
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vigorosamente y posteriormente la mezcla se
calent6 a 100°C. La formacién de espuma o
una mezcla cremosa con pequefias burbujas
mostré la presencia de sapogeninas.

¢ Flobataninos: se mezcl6 un mililitro de cada
extracto con una solucion de HCl al 2% y se
calent6 a 100°C. La presencia de
flobataninos se determiné por la formacién
de un precipitado rojo.

e Esteroides: se mezclé un mililitro de cada
extracto con 3 ml de CHCI, y luego se agitd
la mezcla. Posteriormente se adicionaron 2
ml de H,SO, concentrado cuidadosamente
por los lados del tubo de ensayo. La
formacion de un color rojo en la capa
superior y una coloracion verde fluorescente
en la capa de H,SO, indicd la presencia de
esteroides en el extracto.

e Cumarinas: se mezclé un mililitro de cada
extracto con 1 ml de NaOH al 10%. La
formacién de una coloracién amarilla indicé
la presencia de cumarinas en la muestra.

e Emodinas: se mezcl6 un mililitro de cada
extracto con 1 ml de hidréxido de amonio
(NH,OH) y 2 ml de benceno. La formacion
de una coloracién roja indicé la presencia de
emodinas.

La presencia de los metabolitos se indic6 de
manera cualitativa a través del sistema no
paramétrico de cruces. Presencia: (+++
=alto, ++ = moderado, + =bajo, - = ausencia).

Cuantificacion de azlUcares reductores y
totales

El contenido de azlcares reductores se
determindé por el método del &cido
dinitrosalisilico y se empleé la D-glucosa
(SIGMA) como patrén (Miller, 1959). La
absorbancia se midi6é a una longitud de onda
de 456 nm. El método del fenol—sulfarico
(Dubois et al., 1956) se emple6 para
determinar colorimétricamente el contenido
de azucares totales con D-glucosa como
patrén. Las muestras fueron leidas a 490 nm.

Analisis estadistico

Los datos de las concentraciones de
azucares reductores y totales fueron
procesados segln paquete Statgraphic plus
5.1 sobre WINDOW. Se determind el ajuste
a una Distribucién Normal mediante la prueba
de Bondad de Ajuste Kolmogorov-Smirnov y
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la Homogeneidad de Varianza mediante las
Pruebas de Bartlett. Al no cumplirse los
supuestos se emple6 la Prueba de Kruskal-
Wallis y la Prueba de Rangos Mdltiples de
Student-Newman-Kwels (SNK) (p<0.01).

RESULTADOS Y DISCUSION
Anélisis fitoquimico

Los resultados en la determinacion cualitativa
de los metabolitos secundarios en hojas de
fraxinus de las localidades de Ciénaga de
Zapata y Marti se muestran en la Tabla 1.

En ambas muestras se identificd la presencia
de flavonoides, terpenos, esteroides,
saponinas, taninos y antraquinonas. No se
detectaron cumarinas, flobatadinos vy
glucésidos cardioténicos. Ademas, en las
plantas provenientes de la localidad Marti no
se detectaron emodinas.

La presencia o ausencia de los metabolitos
secundarios, asi como las diferencias en
cuanto a las cantidades relativas de los
mismos, puede estar relacionado con diversos
factores como son el momento de la colecta,
la edad de la plantas, la forma de cosecha, el
secado, el genotipo, los factores ambientales
y las técnicas de deteccién utilizadas
(Omodamiro et al., 2014). En este caso se
considerdé que los resultados pudieran estar
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relacionados con los factores ambientales y
genotipicos, teniendo en cuenta que el restos
de los factores fueron homogéneos para
ambos grupos de plantas.

La presencia de terpenoides y flavonoides en
los extractos evaluados pueden indicar un uso
potencial en trastornos asociados con el estrés
oxidativo, como la aterosclerosis, las
enfermedades de Parkinson y Alzheimer,
Diabetes mellitus, cancer, las enfermedades
coronarias, entre otras (Abubacker et al., 2013;
Zubair et al., 2013). La actividad antioxidante
de estos compuestos ha sido demostrada en
numerosas especies vegetales de diferentes
familias botanicas (Mohan et al., 2011;
Abubacker et al., 2013).

Los mecanismos antioxidantes de los
flavonoides se harelacionado con la capacidad
de eliminar las especies reactivas de oxigeno
(ERO), asi como a la accion quelatante de
metales de transicién como el cobre y el hierro;
los cuales, en presencia de peréxido de
hidrégeno, pueden generar otros radicales mas
potentes que afectan el funcionamiento de
numerosas macromoléculas esenciales y
estructuras celulares (Alam et al., 2012).

Los flavonoides en particular han exhibido
otras actividades biolégicas como
analgésica, antialérgica y citostaticas.
Compuestos de esta naturaleza encontrados

Tabla 1. Contenidos relativos de metabolitos en extractos etandlicos de
hojas de Fraxinus caroliniana Mill. subsp. cubensis colectados en dos
localidades (Ciénaga de Zapata y Marti).

Metabolitos Ciénaga de Zapata Marti
Flavonoides + +
Terpenos ++ +
Antocianinas - -
Esteroides +++ +4++
Saponinas + +
Taninos +++ +4++
Cumarinas - -
Emodinas + -
Antraquinonas ++ +

Flobataninos
Glucésidos cardioténicos

Presencia: +++ alto, ++ moderado, + bajo, - ausencia
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en extractos metandélicos de hojas de
Argemone mexicana Linn. fueron
relacionados con un efecto anticancerigeno
(Hodek et al., 2002). Adema4s, las sustancias
de naturaleza flavonoide también han sido
purificadas, caracterizadas y utilizadas como
marcadores quimio-taxonémicos para la
identificacion de especies del género Primula
(Fico et al., 2007; Colombo et al., 2014). La
identificacion de la presencia de dichos
compuestos en las plantas de fraxinus
analizadas podria contribuir a otros estudios
taxondmicos en esta especie endémica.

De igual forma, los compuestos terpenoides
presentes en los extractos de F. caroliniana
corroboraron los estudios realizados por Eyles
et al. (2007) en otras especies del género, los
cuales determinaron la presencia de
monoterpenos ciclopentanoides que son
considerados un mecanismo de defensa contra
herbivoros.

Los terpenos son de uso potencial como
antifingicos. Dicho efecto fue referido por
Abubacker et al. (2013) con extractos acuosos
de Hamelia patens Jacq. contra diferentes
especies de hongos como Aspergillus
fumigatus NCBT 112, Candida albicans NCBT

140, Fusarium oxysporum NCBT 156 y

Rhizoctonia solani NCBT 194. En trabajos
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similares con Juniperus barbadense L. var.
lucayana (Britt.) se logré la identificacion de
nueve sesquiterpenos, cuatro de los cuales
mostraron una fuerte actividad antifungica
contra Botritis cinerea Pers. (Nufiez et al.,
2007).

La presencia abundante de taninos sugiere un
uso potencial contra enfermedades infecciosas
provocadas por bacterias, hongos y otros
parasitos. Estos compuestos pueden
reaccionar con proteinas ricas en prolina para
formar complejos irreversibles que provocan
lainhibicién de la sintesis de proteinas (Jiménez
etal., 2012). Las plantas que presentan taninos
como componente astringente principal han
sido utilizadas para el tratamiento de
desérdenes intestinales como diarrea y
disenteria (Chrinius et al., 2011).

Cuantificacion de azlUcares totales y
reductores

Se comprobd la presencia de concentraciones
de azulcares totales en los extractos de hojas
de fraxinus de las dos localidades superiores
a 50 mg m I (Figura 1). Las plantas
provenientes de la Ciénaga de Zapata
mostraron contenidos de azUcares totales y
reductores superiores a los obtenidos en las
plantas de la localidad de Marti.

mCiénaga de Zapata mMarti

Azlcares reductores

Letras diferentes sobre barras indican diferencias significativas segun la
Prueba de Kruskal Wallis y la Prueba de Rangos Mdltiples de Student-

Newman-Kwels (P<0.01).

Figura 1. Contenido de azUcares en extractos de hojas de plantas de Fraxinus
caroliniana subsp. cubensis provenientes de dos localidades (Marti y Ciénaga

de Zapata).
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Ademés de la funciéon energética de los
azlcares y su participacion en la biosintesis
de polimeros, estos compuestos presentan
funciones hormonales importantes tales como
mensajeros primarios en sefiales de
transduccién (Rolland et al., 2002). Por otra parte,
la produccién de azucares mediante la
fotosintesis es un proceso vital y el estatus de
estos modula y coordina reguladores internos y
sefiales ambientales que manejan el crecimiento
y desarrollo. Aunque el efecto regulador de los
azlcares sobre la actividad fotosintética y el
metabolismo de las plantas ha sido reconocido
hace mucho tiempo, el concepto de azlcares
como moléculas centrales sefializadoras es
relativamente novedoso (Rolland et al., 2006).
Por otra parte, se han propuesto varias
funciones a los azUcares reductores como son:
papel antiestrés en condiciones de sequia, ya
gue pueden participar en el ajuste osmotico;
constituir un reservorio de carbono y en la
eliminacion de radicales libres (Parvaiz y
Satyawati, 2008); proteccién a
macromoléculas y estabilizacion de
estructuras membranosas, asi como la
reduccion de procesos de fusion (Bartelsy
Sunkar, 2005). En correspondencia con lo
anterior, los resultados de las plantas crecidas
en las dos localidades pudieran estar
relacionados con las condiciones ambientales
diferentes.

Los glucésidos también han sido utilizados
como marcadores sisteméticos en Fraxinus
(Hosny, 1988) y en especies de la familia
Lamiaceae (Marin et al., 2004) y Araceae
(Clark et al., 2014). En este sentido, los
resultados contribuyen al conocimiento de
esta especie endémica, sientan las bases
para nuevos estudios sistematicos y
permitirdn profundizar en la influencia de las
condiciones ambientales y edafoclimaticas
en el contenido de compuestos quimicos.

CONCLUSIONES

Se detectd la presencia de flavonoides,
terpenos, esteroides, saponinas, taninos y
antraquinonas en Fraxinus caroliniana Mill.
subsp. cubensis (Griseb.) Borhidi, los cuales
pudieran ser considerados para posteriores
estudios sistematicos. No obstante, se precisa
continuar con otros trabajos de purificacién e
identificacion de tales metabolitos, que
permitan el analisis posterior de fendmenos
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de convergencia y divergencia dentro de este
grupo taxondémico y profundizar en la
influencia de las condiciones ambientales en
el contenido de los metabolitos posibles
marcadores.
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