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El trabajode investigaciónque se presentase englobadentrodel Proyectode Investigación

PB88-0133,subvencionadopor la D.G.I.C.Y.T., titulado “Estudio de la capacidadde síntesisde

flavonoidesen musgos(Bryopsida)en relaciónconel nivel de organizaciónanatómicay lospatrones

de desarrolloprotonemático”,como consecuenciadel cual, se ha llevadoa cabola presentaciónde

distintostrabajosy comunicacionesa congresosfruto de las investigacionesrealizadasacercade la

composiciónflavonoidicade diversasespeciesdemusgos(Cordero, 1990; Estébanez,1991; López-

Sáez,1992; Ron & col., 1990y 1992; Geiger& col., 1993b).En la presenteMemoriaDoctoralnos

hemoscentradoparticularmenteen el EstudioQuimiosistemáticoy de Actividad Biológicade los
CompuestosFlavonofdicosaisladose identificadosen la familia BartramiaceaeSchwaegr.

Una granvariedadde sustanciasquímicashan sido utilizadasenla SistemáticaVegetal. Ésta

incluyó primeramentemoléculasy metabolitos como el ADN (ácido desoxirribonucleico),las

proteínas o los lípidos, y posteriormentelos llamados “metabolitos secundarios”,como los

alcaloides,terpenoidesy compuestosfenólicosentre los que se incluyen los flavonoides. Dichos

metabolitossecundariosmuestranuna distribuciónmás restringidaquelos metabolitosprimarios. A

su presencialimitada a determinadostaxones, y su aparición, muy probablementedeban ese

significadoecológico, sistemáticoy filogenéticotan importantequepermiteusarloscomotrazadores

quimiosistemáticos(Belí & Charlwood,1980; Swain, 1980; Seigler, 1981; Zinsmeister& Miles,
1990). Además,comoseñalabaErdtman(1956), desdeun punto de vistataxonómico,las sustancias

de mayor valor parecenser aquellas que no intervienen directamenteen las vías metabólicas

principales,a las cualesdenominómetabolitossecundarios.La mayoríade los conocidosson de

origenvegetal(Belí & Charlwood,1980; Gibbs, 1974; Hegnauer,1962-86>,aunquemuchosdeellos

hansido identificadosen hongos,bacteriaso animalesmarinossésiles(De Ley & Kersters,1975;

Scheuer,1973; Turner, 1971).
¿Cúal es el valor queposeeesagranvariedaddeproductosdel metabolismosecundariocon

quecuentael Reino Vegetal?.¿Esacasoun “capricho” de la evolución,unadiversidadinnecesaria?
(Swain,1977a).Difícil contestaciónse puedeofrecera estaspreguntassi aúnno conocemosunagran

partede los metabolitossecundariosy, en muchoscasos, se desconocepor completosu actividad

biológica. Surge pues, necesariamente,la obligatoriedadde realizartrabajosde investigaciónen

ambos sentidos que nos permitan no sólo elucidarestructurasquímicas y llegar a conclusiones

sistemáticas,sino también conocerel modo de acción de dichos compuestosy el porqué de su

presenciaen losvegetales.Conseguridad,el papeldesempeñadopor dichosmetabolitossecundarios

supondráuna importantefunción en el vegetal, relacionadaposibley directamentecon su propia

evolución(Swain, 1974, 1975, 1977b y 1980).
La evolucióny origen de losbriófitos todavíapermaneceoscuraen cuantoal eslabóndirecto

que los relacionacon su antepasado(Smith, 1986). Su problemáticaevolutivasuponeun reto tanto

paralos investigadoresen SistemáticaVegetal como paralos paleobotánicos(Miles, 1989; Herout,

1990; Seeligmann,1990). Hoy en día, aúnpodemospreguntarnoscuál es el origen de las plantas
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verdes (espermatófitas),briófitos y pteridófitos, cómo se han desarrolladoy diferenciado. Los

botánicoshan consideradoestascuestionesdesdedistintospuntos de vista: citológico, ecológico,

morfológico y paleontológico.

Tradicionalmentehansido consideradasbásicamentedos hipótesisacercade la evoluciónde

los briófitos. La primeraesla “Teoríaprogresiva”,dondese suponequelos briófitos tienensuorigen

enlas algasverdesy quelos pteridófitosderivana suvezde éstos.La segundahipótesis,la “Teoría

reducionista”,consideraque las algasverdeshansido el antepasadode Rhyniophyta,a partir de las
cualeshanevolucionadobriófitos y pteridófitos.Ambas hipótesishan sido ampliamentediscutidasy

ambastienendefensoresy detractores(Asakawa,1986). Dichas cuestionesse complicanaúnmássi

consideramosparticularmenteel posibleorigen mono- o polifilético dentro de los propios briófitos

(Smith, 1986).

Las característicasbioquímicas,en cambio, no han sido debidamenteconsideradaso se las

haprestadopocaatención,alahorade estudiarlas interrelacionesentrealgas,briófitosy pteridófitos,

cuando,en cambio, poseenun alto interésquimiosistemáticoy filogenético, fruto de los propios

resultadosobtenidos(Swain, 1980).

Durantelos últimos 25 años,los estudiosfitoquimicos debriófitos hanagregadounaseriede

nuevascaracterísticas,con la ayudadecriterios adicionales,en la clasificaciónde dichosvegetales.

En estesentidose haampliadonotablementeel campode estudio,sobretodo encuantoa metabolitos

secundariosse refiere. Terpenos,flavonoidesy lípidos, duranteestosúltimos años,hansido la base

de numerosasinvestigacionessobrela fitoquimicade briófitos, tanto desdeel punto de vista de su

composiciónquímica,su fisiología, propiedadesantibióticas,como su quimiosistemática.Terpenos

y compuestosfenólicoshansido, y sonenla actualidad,los metabolitossecundariosmásinvestigados

en B¡yophyta(Múes, 1989 y 1990).

No obstante,el númerode trabajosrelativosa la químicade briófitos a pesarde su rápido

incrementoen este último cuarto de siglo, no pasade los 700, de ahí que surjan inexcusables

dificultades, de gran índole, a la horade evaluarlos datosquímicosde que se disponen,tantopor

fitoquímicoscomopor taxónomos(MOes, 1985).

La primera publicaciónsobrela químicade los briófitos se debea Lohmann(1903), quien

reconocela presenciade aceitesesencialesen los cuerposoleiferosde ciertashepáticasque actúan
como inhibidores de la depredaciónpor caracoles.Dos años después,Míllíer (1905) publica un

trabajoacercade los aceitesesencialesde cuatronuevashepáticas.Despuésde un periodocercano

alos 60 años,durantelos cualesúnicamenteaparecenalgunasnuevasinvestigacionesconcernientes

a la químicade musgosy hepáticas(Molisch, 1911; Kozlowski, 1921), es a partir de 1956 cuando

se produceel primer realzamientode dichos estudios.Un equipojaponés (Fujita & col., 1956),

comienzala investigaciónsobrelos aceitesesencialesen hepáticasmientrasque un equipo sueco

(Bendz& col., 1962), aportalaprimeraestructuracompletade un flavonoideparavarias especiesdel

géneroBryumHedw. Así mismo, se inicianen 1963 losimportantestrabajosde Huneck(1963, 1967,
1969 y 1983) sobre la química de briófitos. Posteriormente,y de maneraconstante,se ha ido

incrementandoel númerodetrabajospublicadosal respecto.Markham& Porter(1978a)discutenel

significadode los compuestosquímicosen la evolucióny sistemáticade briófitos. Asakawa(1981 y

1982)enfatizala importanciaquimiotaxonómicadeterpenoidesy aromáticoslipofílicos enhepáticas;
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mientrasque Huneck (1983) mencionaen su profunda revisión bibliográfica, la importanciade

terpenoidesy compuestosfenólicos, especialmenteflavonoides,en la clasificaciónde los briófitos.

Finalmente,Suire (1975), Suire& Asakawa(1979y 1982) y Zinsmeister& col. (1991), realizanuna

extensarecopilaciónsobrediversosmetabolitosprimariosy secundariosdebriófitos, dondeponende

manifiestosu importanteactividadbiológica.

Lo que al fin y al caboquedaclaramentepuestode manifiestoes que, distintosmetabolitos,

tanto del metabolismo primario como secundario, pueden ser utilizados sin discusión como

importantesmarcadoresquimiosistemáticos(Anderson& col., 1974; Asakawa, 1986; Asakawa&

col., 1979a;Beutelmann& col., 1992; Cody& col., 1986; Harborne,1975 y 1993; Huneck,1983;

Miles, 1989; Seigler,1981; Zinsmeister& col., 1991; López-Sáez,1992).

Así mismo, la actividadbiológicaquemuestranmuchosdeestoscompuestos,sobretodo sus

propiedadesantibióticas(Asakawa& col., 1978 y 1980b;Becker, 1989; Benesová& flerout, 1972;

McCleary & col., 1960; McCleary & Walkington, 1966; McClure, 1986; Van Hoof & col., 1981;

Wolters,1964ay b; Zinsmeister& Miles, 1987; Zinsmeister& col., 1987y 1991), ofreceun campo

de investigaciónnovedosoy amplio, cuyosresultadospuedensersumamenteinteresantes,de ahíque

a través de nuestrotrabajo hayamosquerido refrendarIos.Entre ellos y durantelas dos últimas

décadas,se haacumuladomuchainformaciónsobrelos lípidosy ácidosgrasosde musgos(AI-Hasan

&col., 1989, 1990y 1991; Gellerman&col.,1975; Hartmann&col.,1986; Grimsley&col., 1981;

Koskimies-Soininen& Nyberg, 1987; Marsili & col., 1972; Radwan 1975; Sievers,1992; Solberg,

1983; Somersalo& col., 1986; Vandekerkhove& col., 1984) así como sobre el significado

quimiosistemáticode éstos(Beutelmann& col., 1992; Kohn & col., 1987).

En cuantoa terpenoides,desdehacebastantetiempo, se conocequelos musgosno producen

ni forman “cuerposoleiferos”y, consecuentemente,se haconsideradoquecarecendeterpenosy otros

variadoscompuestoslipofílicos, sípresentesen hepáticas(Miles, 1990). En cambio, sí parecehaber

quedadodemostrado,a la vista de las numerosasinvestigacionesrealizadas,que la mayoríade las

hepáticascuentanprincipalmenteconlos terpenoidesy otros compuestosaromáticoslipofílicos, como
los elementosconstituyentesde los cuerposoleiferos(Asakawa,1990). No obstante,la ausenciade

cuerposoleiferosen musgos,no es óbiceparaqueéstossípuedansintetizarotro tipo deterpenoides,

queno formanpartedelos denominados“aceitesesenciales”.Así lo ponendemanifiestoZinsmeister

& col. (1991), quienescitan ensu trabajode recopilación,lapresenciaen musgosde monoterpenos,

diterpenos,triterpenosy tetraterpenos.Al contrario que mono- y sesquiterpenos,los diterpenos

aparecencomúnmentetanto enmusgoscomoenhepáticas,aunquemás frecuentementeen lasúltimas

(Herout, 1990; Huneck,1983).

Hastael presente,másde 200 nuevoscompuestoscorrespondientesa terpenoides,hansido

aisladosy sus estructuraselucidadasen Hepaticae (Huneck, 1983). Asakawa(1990) realiza una

excelenterevisiónde éstos,queincluye básicamentelos típicosesqueletossesqui-y diterpénicosque

aparecenen hepáticas.Así mismo, afirma, al igual que Huneck (1983), la ausenciade mono- y

sesquiterpenosen las clases Musci y Anthocerotae. Una recopilación de las propiedades

farmacológicasde éstosy otros compuestosdebriófitos es expuestapor el mismo autory Marsiíi &

col. (1972).

A los esqueletosmonoterpénicosse debegeneralmenteel fuerteolorquedesprendenalgunas
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hepáticas(Zinsmeister& col., 1991). Todoslos monoterpenosconocidosdehepáticascorresponden,

casi enteramente,a compuestosya conocidosen las plantasvasculares(Connolly, 1990). En cambio,
delos sesquiterpenosse conocenaproximadamente50 estructurasdiferentes,únicamenteaisladasen

hepáticas(Zinsmeister& col., 1991). Entre ellas se incluyen los barbatanos(gimnomitranos),

pinguisanos,2,3-seco-aromadendrenos,miltailanos y vitranos (Connolly, 1990; Huneck, 1983;

Zinsmeister& col., 1991; Asakawa,1982).

En musgoshan sido identificados diterpenoidesde cadenaabierta tales como el fitol en
DicranumetongatuinScheleich.(Ekman& Karunen,1980),y genaril-geraniol(hexadehidroderivado

diterpénico)en esporasde Polytrichum communeHedw. (Liljenberg & ¡Carunen, 1978); así como

otros diterpenos en Saelania glaucescens (Hedw.> Broth.: ent-kaurenoides (diterpenoides

tetracarbocíclicos)(Nilsson& Martensson,1971).

Los derivadosisoprenoidesde 30 átomosde carbono(triterpenos)sonmuchomásrarosen

briófitos que sus homólogosmono-, sesqui-y diterpenos(Herout, 1990). Huneck (1983) recojeun

total de 15 triterpenosidentificadosen musgos.Estoscompuestos,en musgos,sonbásicamentedel

tipo fernano, tales como el ácido ursólico, y compuestosintermediariosentre triterpenoidesy

esteroides(Asakawa& col., 1979a). Entreellospodemoscitar al escualeno,identificadoenMnium

cuspidatumHedw. y Mniwn med¡umB.S.G. (Gellerman& col., 1972 y 1975), y diversosderivados

del hopano(Asakawa& col., 1979a;Marsili & Morelli, 1968 y 1970; Marsili & col., 1971), como

los más representativos.Los triterpenos derivadosde los tipos fernano y hopano no han sido

identificados hasta el momento en algas ni hepáticas, de ahí que posean un significado

quimiosistemáticorelevante(Asakawa& col., 1979ay b, 1980a).

En contrade lo expuestopor Asakawa(1990),Koponen& col. (1990)ponende manifiesto

la presenciade monoterpenos,en diversasespeciesde SplachnaceaeGrey. & Arnott, familia que

peculiarmenteenglobadistintasespeciescuya dispersiónesporalse realizapor insectos,de ahí que

exhibanun olor de atraccióncaracterístico.Entre ellos, debendestacarseel a-felandrenoy ¡3-

felandrenoen Splachnwn!uteumHedw. y Sptachnumrubrum Hedw., así como el a-pinenoen la

última especie.

Finalmente, debemos citar la presencia de una lactona sesquiterpénica, la 15-

metoxiansamitocinaP-3, endosespeciesdemusgos(Sakai& col., 1988),quemuestraunaimportante

actividadantitumoral.

En Bartramiaceaeno se ha conocidohastahacepoco, ningúntrabajorelativo al componente

terpenoidico.Las únicas referenciasson la de Strain (1958) sobre los carotenoidesde Philonotis

fontana(Hedw.) Brid. y la de López-Sáez(1992) sobrelos terpenoidesy otros compuestosvolátiles

del géneroBartramiaHedw.

No obstante,tanto la químicadelípidoscomode compuestosterpenoidicosjugaráun papel
fundamentalen trabajosfuturossobrela químicay sistemáticade musgos(López-Sáez,1992; Zapp,

1992; Sievers,1992). Hechosimilarpuedeafirmarsede cumarinasy ácidosfenólicos(Anhut, 1992;

¡Cinzel & Walland, 1966; Jung, 1993-94; Salm, 1994; Gross, 1981; Davidson & col., 1989;

Trennheuser,1992), esteroles(Chiu & col., 1985), así como de los alcaloidesdel tipo alantoina

principalmente(Anhut, 1992).

Sin lugar a dudas,y tal y como se revelaen la actualidad,son los compuestosfenólicos,
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principalmenteflavonoides, los que acaparanla mayoría de trabajos sobrequimiosistemáticay

filogenia, ya no sólo de gimnospermas(Niemann& Van Genderen,1980; Quinn & Gadek, 1981>,

y angiospermas(Bate-Smith, 1963; Harborne, 1977; Crawford, 1978; Gornalí & col., 1979;

Oershenzon& Mabry, 1983; Kubitzki & Gottlieb, 1984; Seeligmana,1990; Harborne& Turner,

1984; Greger,1985; Hegnauer,1986), sinotambiéndepteridófitos(Cooper-Driver, 1980; Markham

& Moore, 1980; Cooper-Driver& Haufler, 1983; Wollenweber,1981 y 1982)y hepáticas(Campbell

& col., 1979; Markham& col., 1977). En musgos,dichos estudiosquimiosistemáticosestánaún

iniciándose,a pesarde que el númerode trabajosaumentaconstantemente.Bastacon compararlos

datosexpuestospor MUes & Zinsmeister(1988), con los de Miles (1990), entre los que se puede

observarun incrementonotableenel númerode especiesestudiadasy compuestoscuyaestructuraha

sido elucidada.

Los constituyentesfenólicosdebriófitos se puedendividir en dos grupos: los queposeenun

soloanillo aromáticoy, losque poseendos o más.Los compuestosdel primer grupo (alquilfenoles,

éteresy glicósidosfenólicos,ésteresy ácidosfenólicos)sonmuy comunesenhepáticas,y pocasveces

se han detectadoen musgos(Mues & Zinsmeister,1988>. Los compuestosdel segundogrupo se

subdividena su vez en ésteres,bibenzilos,bisbibenzilos,flavonoidesy otras estructurasvariadas

aromáticas.Todosellos,exceptoflavonoidesy esfagnorrubinasse conocenúnicamenteenhepáticas.

Los flavonoidesse hanutilizado profusamentecomo marcadoresentaxonomíavegetal(Bate-

Smith, 1963; Cody & col., 1986; Harborne, 1975, 1984 y 1993; Seeligmann,1990; Swain, 1980).

Existeengeneralunatendenciaevolutivadeincrementarlacomplejidadestructuralde losflavonoides

desdela línea algal hastalas angiospermas(Izlarborne, 1967; Swain, 1986). De hecho se conocela

existenciade flavonoidesestructuralmentesencillosen algas(Markham& Porter, 1969), deahí que

amparadosen el postuladoanteriorseafácil imaginarunalinea evolutivaquerelacionedirectamente

algas con musgos.Generalmentese ha supuestola presenciade compuestosprimitivos de baja

complejidadestructuralen plantasigualmenteprimitivas (Richardson,1983), o lo quees lo mismo,

“cuanto máselevadoes el nivel deorganizaciónde un vegetal,tanto máscomplejaes sucapacidad

biosintética” (McNair, 1935; Erdtmann, 1956; Seeligmann, 1990). No obstante,esta llamada

“Doctrinade correlación”guardanumerosasdificultadesenbaseal uso de tal generalización.Así por

ejemplo, las 3-deoxiantocianinasfueron consideradasbajo el apelativode “compuestosprimitivos”

trasponersede manifiestosupresenciaenhelechos,aunqueinvestigacionesposterioresmostraronsu

tambiénigual presenciaen angiospermas(Gornalí & col., 1979). Hechosemejantepuede afirmarse

de la presenciade auronasen algunasfamilias deangiospermasasí comoenbriófitos, lo quepodría

sugerirunaevoluciónparalela(Markham & Porter, 1978b).

Bajoestepuntode vista,conperspectivas,porun lado,de contribuira unmejorconocimiento

de los caracteresquímicosde estegrupobotánicoquesonlosmusgosy, en ciertamanera,comouna

contribuciónmásparapoder aclararsu confusoy oscuroorigen filogenético, presentamosnuestro

trabajo,quenospermitirá,enun futuro, aproximarnosalas relacionesde parentescoqueexistenentre

el rango taxonómicoelegidoy otros cercanosa él. Así mismo, no hemosqueridodejarpasarla
oportunidadde realizarpruebasde actividadbiológicade los flavonoidesaisladose identificadosen

BartramiaceaeSchwaegr.y DicranaceaeSchimp.,pues como la bibliografía así lo atestigua,los

resultadosesperadosenun principio debíansersumamenteinteresantes,esperanzadoresy novedosos.
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El confusoorigen filogenéticodelos musgos,laposibilidadde utilizar ciertoscompuestosde

ellosaislados,por su actividadbiológica, como puedeser antibióticao antitumoral,y la escasezde

estudiosquimiosistemáticosparaestegrupobotánico,constituyenla razónque nos llevó a realizar

y presentarnuestrotrabajo.

El porquéde la elecciónde los flavonoidescomotrazadoresquimiosistemáticosobjetodela

presenteMemoriaDoctoral, creemosqueha quedadosuficientementecontrastadoen los comentarios

aportadosen el apartadoanterior.

Ante todo, nos hemoscentradoen el estudiode los flavonoides,por seréstoslos trazadores

quimiosistemáticosmayormenteestudiadosenmusgos.No obstante,enun trabajoanterior(Memoria

deLicenciatura)yarealizamosun ensayopreliminarparadetectarlapresenciade otros trazadoresdel

metabolismo secundario(terpenoides)y primario (lípidos), en base a la relevancia que están
adquiriendodichoscompuestosen estosúltimos añosen la químicade musgos.

La eleccióndel materialbiológicorecayóenla familia RartramiaceaeSchwaegr.porno haber

sido apenasestudiadaen estesentidoy por reunirunaseriederequisitosimprescindibles,talescomo

la importanciade los datos hastaahora aportados:presenciade biflavonoidesy macrocicloscon

posible interésantibiótico, triflavonoidesy ácidosflavonoidicos.

Así mismo,y en referenciaa las cuatroespeciesibéricasdel género Bartramia, objetode

nuestraMemoria Doctoral, debemosdecir que de acuerdoa la bibliografía, todas ellas se citaban

comolocalizadasen la provincia de Madrid (Acón, 1988), lo quefacilitó enormementela elección

del material biológico objeto de nuestrainvestigación. No obstante,debemosdudar de la cita de

Cillero (1944)paraB. hallerianaHedw. porla inexistenciadepliegotestigoy tratarsedeunaespecie

de óptimo pirenaico-cantábrico(Casas& col., 1985-1992).

Tambiénse llevo a caboel estudiode la composiciónflavonoidicade Dicranumscoparium

Hedw., en basea la identificación enun ensayoprevio de un nuevobiflavonoidehastael momento

no descrito,quea su vez nos sirvió como fuentede patronesquímicos.

En cuanto a las investigacionesemprendidas acerca de la actividad biológica de los

flavonoidesaisladose identificados,éstasse llevaron a cabodadala importanciaactual, en el camino

de estudiarla posibleutilización de los flavonoidesde musgosfrente al virus del sida, ya que la

importanciamédicay social derivadade dichosestudios,podría en principio ser de más valor que

otros ensayosde bioactividad.
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3.1. La familia BartramiaceaeSchwaegr.

La familia BartramiaceaeSchwaegr.es una de las más distintivas familias de musgos,

fácilmentereconociblespor susglobosasy a menudoasurcadascápsulas(Griffin III & Buck, 1989).

De hecho,fue graciasa la morfologíade la cápsula,cuandose pusomásénfasisen el estudiode la

familia y se describióéstapor primeravez (Schwaegrinchen,1830).

Lasespeciesdela familia Bartramiaceaequedandefinidasportratarsedeespeciestípicamente

erectasu ocasionalmentedecumbentes,en ocasionesde tamañopequeñoperorobustas.Los caulidios

sonnormalmentesimples,fastigiadoso irregularmentepinnados,y ocasionalmentepuedenpresentar

innovaciones “subflorales” en las ramas a menudo puestasde manifiesto por un color rojizo y

aparentementetomentosas(Griffin III & Buck, 1989). Los filidios más comunesenla familia sonde

morfologíalanceolada-acuminada,ovado-lanceoladay ovado-elíptica,imbricadosy anchos,conbase

abrazadora,extrechosu ocasionalmentecrispados,secundosocircinadosensequedad,y algunasveces

más o menosfalcadosen los ápicesde las ramas, longitudinalmenteestriadosa lisos,generalmente

engrosados.Pelosaxilaresde morfologíavariable, algunosde 2 células, otros de 1-2 (-4) células

basalesamenudopigmentadas,y otrasvecesconpigmentosconfinadosúnicamentea las paredes

transversalesde las célulasintercalares,concélulasterminaleshialinasmáso menosglobosasy algo

elongadas, con o sin pared apical normalmente estrechada. Los pelos axilares han sido utilizados por

Griffin III & Buck (1989) en la separacióntaxonómicade las distintassubfamiliasdeBartramiaceae.

Los gametófitospuedenser monoicos(autoicoso sinoicos)y dioicos. La setaes frecuentemente

elongada,más bien extrechay raramenteflexuosaa arqueada,y ocasionalmentemuy cortacon la

cápsulainrersano visible. Las cápsulasestánligeramenteinclinadaso son horizontales,raramente

erectaso péndulas,subglobosasu ovoides,raramentecilíndricas.Songeneralmenteestegocárpicas

o raramentecleistocárpicas.Existencápsulassimétricassegúnsu aperturao asimétricascon apertura

oblicua. Opérculotípicamenteaplanadoy umbonado,a menudocortamentecónico o rostrado.El

peristomapuedeserdobleo simpleo estarinclusoausente,existiendoporlo generalenla familia una

tendenciaa su reducción,que normalmenteva acompañadade cápsulaserectaso inmersas(Griffin

III & Buck, 1989). Más información acerca de sus caracteresmicroscópicos(SEM) puedenser

consultadosen Shaw (1985). Las esporasa menudopapilosas,songlobosas,ovoideso reniformes,

nuncaapendiculadas.La caliptraes pequeña,cuculaday glabra.Kabiersch(1937) proporcionauna

ingentesumariosobrela diversidadmorfológicade la familia.

Distintosconceptoshansido utilizadosenun intentode establecerla filogenia y sistemática

de la familia: ornamentaciónde los rizoides(Hirohama& Iwatsuki, 1980), anatomíadel caulidio

(Haberlandt, 1886; Kawai, 1982 y 1989; Ron & col., 1992; Velasco& col., 1991), morfologíade

los pelos axilares (Griffin III, 1990; Griffin III & Buck, 1989), ornamentación esporal (Griffin III &

Acuña, 1983; Hirohama,1977; Estébanez& col., 1992), desarrolloprotonemático(Alcalde, 1994;

Abella & col., 1992; Saito, 1959; Nishida,1978; Nehira, 1983; Matteri, 1968), fitoquimica (Ron &

col., 1992; Taylor & col., 1970; Velasco & col., 1991) y número cromosomático (Fritsch, 1982).
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Debemosasímismo destacarlos trabajosde Kabiersch(1936) sobrela filogenia de Bartramiaceae

en relacióncon las MniaceaeSchwaegr.

La familia Bartrarniaceaese subdivideen tressubfamilias(Oriffin III & Buck, 1989), y
agrupaunas425 especies(Augier, 1966), biendiferenciadas,propiasde las regionestropicalesdel

globo, siendoalgunasespecialmenteabundantesenel HemisferioSur (Hirohama& Iwatsuki, 1980).

En la clave que se acompañaa continuaciónse establecela separaciónen las 3 subfamiliasde

Bartramiaceae,y se aportaademásunaclave anexaparasus 11 géneros.

Clavetaxonómicade las subfamiliasy 2enerosdc Bartram¿aceae

.

1. Filidios gruesosdispuestosen 5 filas, célulasdelos filidios mamilosas,rizoides lisos, opérculorostrado,pelosaxilares
de morfologíainterruediaentrelasotrasdos subfamilias.. Subfam. Conustomoideae Co¡wstomum.
1. Filidios nuncadispuestosen 5 filas, célulaspapilosaso lisas. rizoidespapilosos,opérculocónicoa umbonado 2
2. Plantascon innovacionessubflorales,pelosaxilarescortosconcélulastambiéncortasterminadosenunacélula globosa,
esporasusualmenteornamentadasy espinosas Subfam. Breutelioideae....3
2. Plantas sin innovacionessubflorales,pelos axilareslargosde célulaselongadasy con unacélula terminal no inflada,
esporaspor lo generalsólo papilosas Subfam. Bartramioideae ... 7
3. Plantasnormalmenterobustas,fihidios aplicados,concélulasalaresdiferenciadas Breutelia.
3. Plantaspequeñas,filidios no aplicados,sin célulasalaresdiferenciadas.. 4
4. Caulidios foliáceos,filidios ovadosmuy rudimentarioscon célulaslisas Quathtamba.
4. Caulidioscon tilidios extendidos,en su granmayoríalanceolados,con célulaspapilosas 5
5. Célulasde los tilidios con una Única papiladiminuta, célula apical de los pelosaxilarescolapsada,cápsulaslisas y
cilíndricascon el cuello bien diferenciado Fieischerobryum.
5. Célulasde los filidios con papilas prominentes,célula apicalde los pelos axilaresglobosa,cápsulasasurcadaso sólo
arrugadas,sin cuello 6
6. Caudilidossin hialodermis.setacortade2-3 mm de largo, númerocromosomáticon= 7,8 ,4nacolja.
6. Caulidioscon hialodermis,setaeiongada,númeroCromosomáticon= 6. 12 PÁllonofis.
7. Filidios no dispuestosenfilas, célulasdelos filidios papilosas,pelosaxilaressin unacélula terminalengrosadaensu
ápice 8
7. Filidios dispuestosen 3 filas (trísticos), célulasde los filidios no papilosas,pelos axilarescon una célula terminal
engrosadaen su ápice 10
8. Célulasdelos fihidios papilosassobrela luz, pelosaxilaresconcélulasbasalesoscurasy el restohialinas Ftowersia.
8. Célulasde los filidios papilosasporproyecciónde las célulasterminales,pelosaxilarescon paredesoscurasentrelas
célulasperoéstassiemprehialinas 9
9. Cápsulasexertas,caulidioscon bialodermis Bar/randa
9. Cápsulasinmersas,caulidios sin bialodermis Lelometa
10. Cápsulaspequeñas,oscurasy lisas, endostomaausente ~atoscopium.
10. Cápsulasgrandes,no oscurasni lisas, endostomapresente Plogiopus.
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3.1.1.Subfamiliasde Bartramiaceae Scbwaegr.

1. SubfamiliaBartramioideae,en la que se incluyen los génerosBartramiaHedw., Catoscopium

Brid., Leiomela(Mitt.) Broth., PlagiopusBrid., y FlowersiaGriffin & Buck.

la. La familia CatoscopiaceaeBrid. que incluye el género Caroscopium es en la actualidad

consideradasinónima de Bartramiaceae(Griffin III & Buck, 1989>, de tal manera que así la

trataremosen estaTesis,aunquefloras menosrecientescomo las de Engler (1924), Herzog(1909y

1926)y Augier (1966) considerenambasfamilias por separado.Flowers (1935) y Lindberg (1879)

ya tomabanen consideraciónlas mismasconclusionesde Griffin III & Buck (1989). Adicionalmente,

el género1-ja sido tambiénubicadodentrode la familia MeesiaceaeSchimp.,por Limpricht (1893)

y Schimper(1855). El géneroCatoscopiumcuentaconunaúnicaespecieen el mundo,C. nigrituin

(Hedw.) Brid., la cual tiene importantesrelacionesmorfológicas conotro génerode la subfamilia,

Plagiopus,de ahí que se le incluya dentro de Bartramioideae.En ambosgéneros,los filidios están

dispuestosen tresfilas, aunquemásfuertementeen Plagiopus.

Lb. El génerofiartramia constaaproximadamentedeunas100-110especies(Augier, 1966; Hirohama

& Iwatsuki, 1980), siendojunto conPhilonotiselgéneromásnumerosodela familia. Cuatrode ellas

se distribuyenpor la PenínsulaIbéricay sonobjetocentralde estaMemoriaDoctoral. Corley& col.

(1981)proponentres seccionesen la sistemáticadel género:

lb. 1.- Secciónfiartramia (secciónEubartramiaC. MUII., segúnEngler, 1924 y Herzog,1926), que

englobaaproximadamenteunas 11 especiesy que incluye a las especieseuropease ibéricas B.

halleriana Hedw. (= fi. norvegicaLindb.), y fi. pomiformisHedw. (=firyum pomiformeL.), que

tambiénviven en Asia (Engler, 1924), y en el casode B. pomformistambiénen Norteamérica;así

como fi. mossniannianaC. Múlí., que vive en Tasmaniay Patagonia,y a otras especiesque se

distribuyen por Japón y Corea (fi. crispata Schimp., fi. hakonensisBesch., fi. stenophyllaCard.,

etc.).

Ib.2.- SecciónIthyphyllaeKindb. (secciónVaginellaC.Mtill. segúnEngler, 1924 y Herzog, 1926),

que englobaunas 79 especiesque se distribuyen por Sudáfrica (fi. hampeanaC. Millí., y fi.

asperrinm(Hamp.)C. Múlí), Africa Oriental(fi. ruwenzoriensisBroth.), SudaméricayCentroamérica

(fi. humilis Mitt., fi. costaricensisC. Múlí., fi. microstomaMitt.), Himalaya (fi. leptodontaWils.,

y 8. subpellucidaMitt.) y Europa(fi. ithyphylla Brid. (= fi. brevisetaLindb.) y B.subulataB.,S.

& C.).

lb.3.- Sección StrictidiumC. Múlí. (sección StrictidiumC. MOlí., según Engler, 1924 y Herzog,

1926), con unas 19 especies,dentro de las que se incluye fi. striaa Brid., que se distribuyepor la

RegiónMediterráneay Macaronésica(López-Sáez,1992), llegandoinclusoaInglaterray California

(Engler,1924; Herzog, 1926); fi. ambiguaMont., quevive en Perú,Bolivia y Chile (Engler,1924);
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fi. substricraSchimp., y B. afro-stricta C. Mtill., quese distribuyenpor Sudáfrica(Herzog, 1926),

y fi. strictula C. Millí., del Kilimanjaro (Engler, 1924). Las especiesde estasecciónse distribuyen

principalmentepor Sudaméricay Sudáfrica, excepto fi. stricta que alcanza incluso la Europa

mediterránea.

lc. El géneroLeiomelaestácontituidopor 16 especies(Hirohama& Iwatsuki, 1980), estandola gran

mayoríade ellas distribuidaspor Sudamérica,como por ejemploL. aristata (Mitt.) Broth., y L.

lutescens(Hamp.) Broth., excepto L. javanica (Ren. et Card.) Broth., que vive en Java(Engler,

1924).

íd. El géneroPlagiopuses un pequeñogéneroconúnicamente3 especiesen el mundo(Hirohama

& Iwatsuki, 1980), siendola especiemás conocidaE. oederiana(Sw.) Crum & Anderson(= P.

oederi (Gunn.) Limpr.), que vive en la PenínsulaIbérica, ademásde en Asia Central e Himalaya,

Japóny Norteamérica.Las otras dos especiesson E. crassinervisMitt., y E. javanicus (Doz. et

Molk.) Fleish., de Java.

le. El géneroFlowersiaderecientecreaciónpor Griffin III & Buck (1989)estámuy cercanoy seha

segregadodeAnacolia, y de hechovariasespeciesdeesteúltimo génerohoy pertenecenaFlowersia,

casode A. campylopus(Schimp.ex C. Míill.) Fransén,que hoy es F. campylopus(Schimp. ex C.

Molí.) Griffin & Buck. El génerofue nombradoen honorde Seville Flowers (1900-1968),todauna

autoridaden la familia Bartramiaceae.

2. SubfaniiliaBreutelioideae Griffin & Buck,queenglobalos génerosfireutelia Schimp.,Philonotis

Brid., Anacolia Schimp.,FleischerobryumLoeskey QuathlambaMagilí.

2a. El géneroBreuteliaque danombreala subfamilia, es otro de los génerosmásnumerososde la

familia, con cercade 100-104especies(Augier, 1966; Hirohama& Iwatsuki, 1980), muchasde las

cualesse handiferenciadoen la regióntropical del HemisferioSur.

Breuteliaes probablementeel géneromás avanzadodela subfamilia. Sugrantamañoy sus

caulidios a menudo divididos contrastan con Philonotis y géneros cercanos. Una de las

especializacionesde fireutelia sonprecisamentesus filidios aplicados,en los cualesse diferencian

célulasalaresy célulasintercalaresenlos pelosaxilares.Así mismo, la ornamentaciónesporalofrece

una sensible diferenciaciónrespectoPhilonotis, pues en fireutelia las esporasson mucho más

papilosasa espinosas.

En baseal gran número de especiesdel género,Griffin III & Buck (1989) diferenciaron

dentrode él 5 secciones,que ademástipificaron:

2a. 1.- SecciónBreutelia (secciónRubreuteliaBroth., de acuerdoa Engler, 1924 y Herzog, 1926),

tipificada por fi. arcuata (Sw.) Schimp. Estaespeciees consideradahoy como sinónimade fi.

ch¡ysoconza(Hedw.> Lindb., la única especiedel géneroque vive en Europa. Englobaespecies

sudamericanascomo fi. subtomentosa(Hamp.) Jaeg.,de Brasil, africanascomo fi. d(ffracta Mitt.,
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de Camerún o fi. kiliniandscharica (C. Millí.) Par., del Kilimanjaro, o de Javay Filipinas como fi.

arundínifolia (Dub.) Fleisch.

2a.2.-SecciónAnacoliopsis(C. Múlí.) Broth. Fuedescritainicialmentepor Míllíer (1901)comouna

seccióndel génerofiartramia. La especiequetipifica la secciónes fi. affinis (Ilook.) Mitt., frecuente

enterritorio australiano.

2a.3.- SecciónPolyptychium(C. Malí.) Broth., descritatambiéninicialmentecomo unasecciónde

fiartramia por Múller (1874). Tipificada por la especieperuanafi. polygastricaC. MOlí. Todassus

especiessondedistribuciónsudamericana.

2a.4.- Sección Acoleus (C. Mill.) Broth., que inicialmente fue descrita como una secciónde

fiartramia porMúller (1901). La especietipo es fi. chrysea(C. Malí.) Jaeg.En ocasioneses posible

quenos encontremosconla denominaciónAcoleosparalasección,yaqueestenombrefue el queusó

por primera vez MOller (1874>, pero no quedóvalidadonomenclaturalmente.Ya en 1901, MuJer

utilizaba la correcta denominación Acoleus. La sección engloba especies de distribución

principalmentesudamericanay caribeña(Engler, 1924).

2a.5.-SecciónLycopodiobryum(C. Malí.) Broth.,tambiénoriginalmentedescritapor Miller (1901),

como unaseccióndentro de fiartramia. Griffin III & Buck (1989) consideranque la especieB.

elongata(Hook.f. & Wils.) Mitt., incluida en estasecciónpor Engler (1924), debeser transferida

a la seccióntoletes.

2b. El géneroPhilonotises elmásnumerosodetodala familia fiartramiaceae,ya quecuentaconmás

de 150-174especies,de ecologíamuy variada(Augier, 1966; Hirohama& Iwatsuki, 1980).

De acuerdoa Engler (1924)y Griffin III & Buck (1989), el géneroconstade 6 secciones:

2b.1.- SecciónPhilonotula (B.S.G.)Jaeg., de especiestodasellas autoicaso dioicas pero ninguna

sinoica. Englobaespeciesde distribución europeay macaronésica(P. rigida Brid.), Japón (P.

savatieriBesch.), Sudamérica(P. curvata (Hamp.)Jaeg.,P. platensisPar.), Africa (P. flavinervis

(C. Malí.) Par., P. strictula Card.)y Asia (1’. palustris Mitt., P. radicalis (Palis.) Brid.).

2b.2.- SecciónC’atenularia (C. Malí.) Par. Las especiesmásconocidassonP. scabr¡folia(Hook. f.

& Wils.) Braithw.,y P. yezoanaBesch.& Card. La primeraes abundanteen Sudáfricay Ecuador,

llegandoingluso a Oceanía.

2b.3.- SecciónLeiocarpusBroth., queenglobaespeciescaracterizadaspor ser erectasy de cápsulas

simétricas,con esporófitosprovistos de un perístomasimple. Sus especiesse distribuyen por el

Kilimanjaro africano casode P. schróderi Broth., Africa occidental(P. calornicra Broth.), Java(P.

tjibodensis(Fleisch.)Broth., Hawaii (P. hawaiicaC. Malí.) o Tahití (P. runcinataC. Mill.).

11



2b.4.- SecciónE’uphilonotisLimpr., constituidapor especiesdioicas. Agrupaespeciesde amplia

distribucióncomo P. marchica (Willd.) Brid., que vive en Europay Córcega,Argelia, Corea y

Norteamérica;P. leptocarpaMitt. del Himalaya;P. turneriana (Schwaegr.)Mitt., que viveademás

del Himalayaen Java,Japón,Chinay en el archipiélagode las islas Sandwich;P. falcata (Hook.)

Mitt., del Tibet, India, China, Japóne India; P. andinaBrid., de Ecuador;P. gourdonii Card.,de

la Antártida; y otras especiesde distribuciónbásicamenteeuropeacomo P. caespitosaWills., P.

calcarea (Bryol.) Schimp.,y P. fontana(L.) Brid., la especieposiblementemásabundantey mejor

conocida,de la que ademásse conoceel contenidobiflavonoidico (ver Anexos 1 y 2).

2b.5.- SecciónPseudo-MniobiyumBroth., conespeciestambiénen sumayoríadioicas.La especie

tipo y la únicaquecomponela secciónes P. vagans(Hook. f. & Wils.) Mitt., quese distribuyepor

Sudamérica(Chile y Patagonia).

2b.6.- Sección Pseudo-PhilonotisFleisch., que consta únicamentede 3 especies:P. longicollis

(Hamp.)Mitt., deJavae Himalaya, P. eurybrochisRen. et Card.,tambiéndeJavay P. wallisii (C.

Mill.) Jaeg.,de las Islas Filipinas.

El antiguo génerofiartramidula, que englobabaunas20 especies(Engler, 1924; Hirohama

& Iwatsuki, 1980), fue descritooriginalmentepor Schimper (in Bruch & col., 1836-1855)en

firyologia Europaea (4, fasc. 29/30, monogr. 1, Pp. 55, 1846), tomandocomo especie tipo fi.

wilsonii B.S.G. En la actualidadha sido consideradocomouna variantepolifilética de Philonotis e

incluido dentrodeestegénero(Griffin III & Buck, 1989). Despuésde su inicial descripciónhacemás
de 150 años, más de 40 especiesque pertenecierona fiartramidula, han sido posteriormente

transferidasa los génerosBartramia,Breuteliay Philonotis.

2c. El géneroAnacoliacuentaconunas 7 especiesen el mundo(Hirohama& Iwatsuki, 1980), que

se distribuyenpor Sudamérica(A. setifolia (Hook & Arnott) Jaeg.,A. subsessilis(Tayl.) Broth.),

Centroamérica(A. intertexta (Schimp.)Jaeg.),Europay RegiónMacaronésica(A. webbii (Mont.)

Schimp.),NorteaméricahastaAlaska (A. menziesii(Turn.) Par.,y A. baueri (Hamp.)Par.)y Africa

(A. abyssinica(C. Mill.) Flowers) (Engler, 1924). TantoA. setifolia comoA. abyssinicahansido

incluidasen el géneroFlowersia (Griffin III & Buck, 1989).

Griffin III & Buck (1989) consideranal géneroAnacoliacomo el menosevolucionadode la

subfamilia,porsuaspectotípico defiartramia y por su plesiomórficonúmerocromosomáticon= 7,8;

aunquele incluyendentro de la subfam.Breutelioideaepor la presenciacualificadade innovaciones

subflorales,de pelos axilaresbicelulares,y por la especialmorfologíadela cápsulay esporas.

2d. El géneroFleischerobryumes un pequeñogénero con sólo 4 especiesque se distribuyen

principalmenteen Asia tropical (Hirohama& Iwatsuki, 1980). Sus hábitatsson similaresa los de

Philonotis,aunqueno poseentantaamplitudecológica,y existennotablesdiferenciasenlamorfología

de los pelosaxilares(ver claveanexa).
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2e. El géneroQuathlamnbafue recientementedescritopor Magilí (1987), a partirdeunaúnicaespecie

surafricana(Q. debilicostataMagilí). Gametofíticamentese trata de un géneroúnico dentro de la

familia fiartramiaceaedebido a la morfología foliáceade su caulidio así como a los filidios más o

menosovadosy rudimentariosde célulaslisas.Sinembargo,el esporófitoessimilar al antiguogénero

Bartramnidulaque ha sido recientementesinonimizadocon Philonotis (Griffin III & Buck, 1989).

3. Subfamilia ConostomoideaeGriffin & Buck, monotípicapues incluye únicamenteal género

ConostomumSw. Estegéneroconstaaproximadamentede unas14 especies(Hirohama& Iwatsuki,

1980), muchasde las cualesviven enel HemisferioSur.

Griffin III & Buck (1989), considerana este géneroel menosespecializadode la familia

Barrramíaceae,aunqueno se puedadecirque no tenganningunaespecializaciónconcretasino más

bienlo contrario,ya queconduciríanatoda unaseriede caracteresplesiomórficosdefinidos.Presenta

filidios dispuestosen 5 filas, rizoides completamentelisos (Hirohama & Iwatsuki, 1980), pelos

axilaresformadosde 3 célulastodasellas de aproximadamenteel mismo tamaño,con la célula basal

solamente algunasvecesde color marrónoscuro, célulasdel filidio mamilosasy raramentepapilosas

y opérculorostradoa umbonadocónico, con númerocromosomáticon= 8. Los pelos axilaresson

los menos especializadosde toda la familia (Griffin III & Buck, 1989), correspondiendoal

denominado tipo “bryoide”. El número cromosomáticode n= 8 es consideradode manera

generalizadacomo un carácterplesiocárpico.Engler (1924) reconoce3 seccionesdentrodel género

Conostomum:

3a.1.- secciónCleistocarpidiumBroth., a la quepertenecela especiesudamericanaC. cleistocarpum

Herz.

3a.2.- secciónPseudo-BartramidulaBroth., monotípicacomo la anterior,conunaúnicaespecieC.

curvirostreMitt., dedistribuciónaustral.

3a.3.- secciónEu-ConostomumBroth., queenglobaunas10 especiesde distribuciónprincipalmente

austral,bien sudamericanacomoC. aequinoctialeSchimp.,y C. macrothecaHerz., o europea(C.

tetragonum(Dicks.) Lindb.. y C. boreale 5w.).
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3.1.2. Las especies ibéricas del género BartramiaHedw.

En la PenínsulaIbéricala familia Bartramiaceaeestá representadapor sietegéneros(Casas,

1991): Plagiopus,conuna solaespecie,P. oederiana(Sw.) Crum & Anderson;los génerostambién

monoespecíficosConostomum,fireutelia y Anacolia,cuyasespeciesrepresentadassonC. tetragonum

(Hedw.) Lindb., fi. chrysocoma (Hedw.) Lindb., y A. webbii (Mont.) Schimp. (endemismode las

regionesmediterráneay macaronésica);el géneroPhilonotis,el másnumerosoconnueve especies:

P. calcarea (B. & 5.) Schimp., P. fontana (Hedw.) Brid., P. hastata(Duby) Wijk & Marg., P.

marchica (Hedw.)Brid., P. rigida Brid., P. seriata Mitt., P. tomentellaMol., P. arnelli Husn., y

P. caespitosaJur.

El géneroCatoscopiumes incluido fuera de la familia Bartramiaceaecomo integranteúnico

de la familia Catoscopiaceaepor Casas (1991), aunqueen la presenteMemoria Doctoral lo
incluiremosdentro de Bartramiaceae,subfamiliafiartramioideae,de acuerdoa Griffin III & Buck

(1989). Su única especieibérica es C. nigritunz (Hedw.) Brid., de la que apenasse conocendos

localidadesibéricasen el Pirineo(Casas& col., 1985-1992).

Finalmente,el génerofiartramia Hedw., objetocentralde la presenteTesis,en la Península

Ibérica constade cuatroespecies,segúnla recienterevisiónde Casas(1991): Bartramiahalleriana

Hedw.,Bartramia ithyphyllaBrid., fiartramiapom¡formisHedw.,condos variedades:var. elongata

Turn., y var. pomiformis,y Bartramiastricta Brid.

La determinacióndel material biológico, se realizóde acuerdoa la siguienteclave analítica,

paralas cuatroespeciesibéricas del géneroflartramia, elaboradaa partir de Smith (1980) y Crum

& Anderson(1981), así comoconotrasanotacionespropias(López-Sáez,1992) (Fig. 3.1.):

1- Filidios de baseensanchada,blanquecinay laminar:B. ithyphylla Brid.
1- Filidios sin las característicasanteriores 2

2- Células rectangulareso casirectangularesen todo el filidio, célulasopacas,cápsulasimétricade debiscenciaapical,

perístomasimple: fi. stricta Brid.

2~ Célulasbasalesdel filidio rectangulares,célulasde la zonamediadel filidio cuadrangularesa rectangulares,célulasno

opacas,traslúcidas,perístomadoble, cápsulaasimétricade dehiscenciaoblicua 3

3- Plantasverdeglauco,setade 5-20mm de longitud, cápsulaexerta:fi. pomiformisHedw.

3-Plantasverdesaverdeparduzcoceniciento,setacurvadade 2-3mm delongitud,apenasvisible, usualmenteinmersaentre

los filidios: B. ha//enanaHedw.

A continuación,se aportanalgunosdatossobrelabiología,ecologíay corologiade las cuatro

especiesibéricasdel género,para lo cual seguiremosbásicamentea Casas& col. (1985-1992)y

Smith (1980)junto aalgunosapuntesparticulares.Los mapasde distribuciónque se adjuntan(Figs.

3.2.-3.5.) se hantomadode Casas& col. (1985-1992).

14



11

Hl

H2

~\UUU&

H3

¡44

¡2

‘3

pl

P2

%y~a8c~9di ~‘

si

S2

53

Fig. 3.1.: 1, Filidios; 2, células basales;3, células de la zonamediadel filidio; 4, cápsulas; H,

B.halleriana; 1, B.ithyphylla; P, B.pomifornds; S, B.stri cta.

U

15



3.1.2.1. Bartramza hallerianaHedw., Spec. Musc.: 164 (1801).

Plantade hasta15 cm de caulidio tomentosoprincipalmenteen su baseque forma céspedes

de color verdeoscuroapardo-verdosos.Se tratade unaespeciemonoica autoicao sinoica), con los

fihidios superioresa menudocrispadosen sequedad,o bienerecto-patentescuandohayhumedad,en

ocasionessubsecundos,demorfologíamáso menoslanceoladay subulados,conel margenrecurvado

en la zona de inserción al caulidio y dentadodesde la mitad del filidio hasta el ápice. Nervio

excurrente.Célulasde la partebasal rectangularesy célulasde la zonamedia del filidio cuadrado-

rectangulares,pelúcidasy mamilosas.Setacurvaday cortade no másde 2-3 mm de longitud, y que

por lo generales poco visible quedandoinmersaentrelos filidios. La cápsulaes similar a la de fi.

pomiformisaunquealgomásanchaen sequedad.Esporasde 20-24 gm, tipificadaspor Estébanez&

col. (1992). Rizoides papilosos (Hirohama & lwatsuki, 1980). Caulidio pertenecienteal tipo

anatómicoIV (Velasco& col., 1991),diferenciadoen epidermis,parénquima,endodermise hidroma.

Especierara,propiade labasey grietasde rocasgraníticasde la mitad nortede la Península

Ibérica, principalmentedel pre y Pirineoy CordilleraCantábrica(Fig. 3.2.), De lugareshúmedosy

sombreadosen el piso del hayay del pino. De ecologíamesófila, esciófila, humícolay terrícola,

indiferenteconpreferenciapor sustratossilíceos.Acompañaentreotrasa Weberacruda (L.) Bruch.

yAmphidiummnougeotiiSchpr.

Distribución generalmesotérmicacosmopolita,encontrándoseen Europa, Asia (Caúcaso,

Himalaya, Tibet, China), Africa (Kilimanjaro), Norteaméricaincluyendo Hawaii, Sudárnerica,

Australiay NuevaZelanda.

o

Ii -.--————-— —— —

1Ñ ~ o
__ LI u—

Hg. 3.2¿Mapa de cksttuzión úc fi. hafleriana Hedw. en EspaLa; Portugal.
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3.1.2.2 Bartramia ithyphylla Brid., Musc. Rec. 2 (3): 132 (1803).

Plantasinoica de caulidio tomentosoen su parteinferior y de tamañono superiora 0.5-4.0

cm que forma céspedeslaxos de color verde claro a verde-amarillento.Los filidios son erectos,
rígidos a flexuososo crispadosen sequedad,más o menoslanceolados,subuladosa rectangularesy

blanquecinos.La base del fihidio es esta especiees muy peculiarya que estámuy ensanchadaen

formadehombrohialinoy de ella parteel restodel fihidio hastael ápicemuy adelgazado.El margen

esplano o ligeramenteserruladoy el nervio excurrente.Las célulasbasalesdel filidio sonclaramente

rectangularesy grandesademásde hialinas,mientrasquelas de la zonamedia sonrectangularespero
más delgadas,opacasy manúlosas.La setaes estrechay mide entre 1-3 cm. La cápsulaes como la

de fi. pomiformis aunque en ocasionesmás ancha, sobre todo en humedad. Las esporasson

reniformesy papilosas,de 29-40 ¡xm y fueron tipificadas por Estébanez& col. (1992). Rizoides
papilosos(Hirohama& Iwatsuki, 1980). Caulidio de tipo anatómicoIV (Velasco & col., 1991),
diferenciadoen epidermis,parénquima,endodermise hidroma. Númerocromosomáticon= 12, 12

(10 + 2m) ó 6 (5 + m).
Forma céspedesfértiles, más o menosaltos, generalmentefinos, que llegana los 6 cm. Es

comúnengrietasde rocassilíceasy sueloshúmicos,enpradosy grietasderocasgraníticas,así como

ensuelosdescalcificadosde las montañascalcáreas,principalmenteen la media y alta montaña(pisos

del pino y del haya), en los pisossubalpinoy alpino ibéricos,sobre los 3000m de altitud. Raraen

el piso montanopuedellegar a encontrarsea los 1000m. De ecologíamesófila, fotófila, humícola,
terrícola-saxícola,caíd fuga y tolerante.En la PenínsulaIbérica es bastantecomún, sobretodo en

zonasmontañosas,no conociéndoselocalidadescanarias.PocofrecuenteenPortugal,estáausenteen

Madeira y Azores (Fig. 3.3.). Acompaña formando céspedes esciófilos a Aulacomnium androgynum

(Hedw.) Schwaegr., Tonula subulata Hedw., Bryum capillare Hedw. y Eurhynchium praelongum

(Hedw) B.,S. & G. Especiede distribuciónmesotérmicaboreal, vive en EuropadesdeRusia a las

Islas Británicas, Islas Feroes,Islandia,Centro y Norte de Asia, China, Norte y Estede Africa,

Norteamérica,Méjico y Patagonia.Todos los ejemplares ibéricosrevisadospor Casas& col. (1985-
1992)y los recolectadospor nosotrospertenecena la variedadUhyphylla.

Fig. 3.3.: Mapa de distriouzió~ de .8. ithyphyl2aBrid. en la España y Portugal.
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3.1.2.3. Rartramia pomiformis Hedw., Ann. Bot. 1: 527 (1805).

Planta monoica(autoicao sinoica)de 0.5-8.0cm, verdeclara a verdeamarillenta.Forma
céspedesconvexos,densosy amplios,a vecespulvinularesy siemprecopiosamentefructificados.Los

caulidios de 10-100mm sonmuy tomentososen la base.Filidios de lineado a lanceolados,densos,
finos y flexuosos.Su margenestáfuertementedentadoen la partesuperior.El nervio es dentadoal

dorso, excurrentey las células son papilosas.Las célulasbasalesson rectangulareso cuadrado-
rectangulares,y las células de la zonamedia del filidio son aovado-cuadrangulares.Setalarga y
estrechaque mide entre5-25mm, y quesostieneunacápsulaglobosa,estriaday asimétrica,curvada
al secarse.Esporaspapilosas,demorfologíaesféricaa elipsoidal,de color pardo,que miden de 20

a 26 gm. Su tipificación fue llevada a cabo por Estébanez& col. (1992). Rizoides papilosos
(Hirohama & Iwalsuki, 1980>. Número cromosomálicon= 9 (8 + m), 8 ó 8 (7 + m). Caulidio
diferenciadoencuatrotejidos (epidermis,parénquima,endodermise hidroides),pertenecienteal tipo
anatómicoIV (Kawai, 1989;Ron & col., 1992; Velasco& col., 1991).

Creceensustratosácidosy descalcificados,talescomotaludeshúmedoso humus, fisurasde
rocas, en bordesde caminos,paredesrocosas,generalmenteen lugaresumbrososy silíceos. Tiene
preferenciapor el piso montano superior llegandoal subalpino. Apareceen pinares,robledales,

hayedos,encinaresy en el sur en los pinsapares,entre los 700 y 1300 m de altitud, aunqueen la
región Mediterráneallega a descendera los 150 m. Es rara en Canarias,donde sí es abundante

fiartramia stricta. Tambiénrara en Madeira y Azores. En la PenínsulaIbérica es la especiemás

abundantede la familia (Fig. 3.4.), muchomás queBartramiaithyphylla. Lloret (1986) refiere que
estaespecieestáligadaa un cierto intervalodealturas,generalmentea cotasmáselevadasdondesuele
poseerindicesde ocupaciónmás altos entre los 1400 y 1700 m.

Podríamosdefinirla como una especiede ecología terrícola y rupicola, preferentemente
esciófila, y con preferenciapor bordeshúmedoso cercaníasde fuentes y arroyos, mesófila y

calcífuga.Sueleacompañarentreotros a PolytrichumformosumHedw., Pogonatumaloides(Hedw.)
P. Beauv., FissidensbryoidesHedw., Tortula subulataHedw., PolytrichumjuniperinumHedw.,
HypnumcupresszformeHedw.,Eurhynchiumpulchellum(Hedw.)Jenn.,DicranumscopariumHedw.,

y fiartra¡nia ithyphylla Brid.
Distribución general mesotérmicacosmopolita,boreal-montana.Se distribuye por Gran

Bretaña,Islas Feroesy EuropaCentral,Caúcaso,Norte y Centrode Asia, Himalaya,China,Japón,

Madeira, Norteamérica,Tierra del Fuegoy NuevaZelanda.
Respectoa su fenologíaen la PenínsulaIbérica disponemosde los datosde Lloret (1987),

parael Pirineo Central, que sustentanque la maduraciónde los gametangiosse produceentrejunio
y julio y la dehiscencia(arquegoniosde color marrón, anteridiosvacíos)entrejulio y agosto.Dicha
fenologíaconcuerdaconla quepresentaBartrarnia ithyphylla.El esporófitoposeela setaya formada

entreabril y mayoenambasespecies,siendotal maduraciónmástardíaamayor altitud. En general,
y duranteel invierno,el musgoseencuentraenfasede elongaciónde seta,siendoenprimavera,una
vez formadaésta, cuandoseproducela meiosis,liberándosela esporasduranteel verano.

Frecuentementeseencuentra,a partede la variedadtipopomiformis,la var. elongata Turn.
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Fig. 3.4.: Mapa de distribución de E. pomiformisHedw. en España y Portugal.

3.1.2.4.Bartramia stricta Brid., Muse. Rec. 2(3): 132 (1803).

Plantasinoicade hasta3 cm y por lo generaldepequeñotamaño,decaulidiotomentoso.Los

folidios sonerectos,muy rígidos en sequedad,lanceoladosy acuminados,con baseque no abranal

caulidio como ocurreenfi. ithyphylla y fi. halleriana,de margenplanoo escasamenterecurvadoen
su parteinferior y nervioexcurrente.Tanto las célulasbasalesdel filidio como las de la zonamedia

sonsiemprecuadrangularesy muy opacas,lo quediferenciamuy bienestaespeciedefi. pomiformis.

La setaes estréchay globosade casi 1 cm, y la cápsulaes globosa,y por lo generales la de menor
tamañode todaslas especiesibéricas. A diferenciade fi. pomiformis, la cápsulaes simétricacon

aberturaapical y no ladeada. Las esporassonpapilosasde 26-32 gm y han sido tipificadas por
Estébanez& col. (1992). Rizoides papilosos(Hirobama& Iwatsuki, 1980).Caulidio perteneciente

al tipo anatómicoIV (Velasco& col., 1991),diferenciadoen epidermis,parénquima,endodermise
hidroma.

Abundantey siemprefértil, formapulvínuloso céspedesdensosdecolor verdeglaucoo pardo

en taludes arcillosos o pobresen cal, en suelos esqueléticosde rocas graníticas,gneis, rocas
basálticas, etc, pero muestra preferenciapor los esquistos. Se encuentraen toda la región

Mediterránea,en el dominio dA Quercion.Predominaentrelos 200-700m, pero tambiénseencuentra
a los 1700 itt. Mu” Q&fliUi¡ LII Lb isias Canarias,en altitudescomprendidasentrelos 200 y 1550 m.
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Másraraen Azoresy Madeira. Saxícolaenzonaselevadasy terrícolaen zonasxéricasgeneralmente

soleadas.Mesófila y silicícola. Vive formando céspedesapretadoscon Poivtrichumjunz~erinum

Hedw. y sueleacompañara Hypnumcupress¿fonneHedw. Más frecuenteen el occidentepeninsular

sobretodo en la provinciacorológicaLuso-Extremadurense.Distribución general en Españapor la

RegiónMediterráneay Macaronesia(Fig. 3.5.).
Especiesumamenteinteresante,porserúnicamenteabundanteen cantidadessuficientes,como

pararealizarun estudioquímico profundosobresu contenidoflavonoidico, en la PenínsulaIbérica
e IslasCanarias,estandoininimnamenterepresentadaen GranBretañay Centrocuropa.

De distribución suboceánica-inediterránea,vive en Europa y Macaronesia,Siria, Libia,

Argelia, Camerún,Norteamérica,Australiay Tasmania.

Fig. 3.5.:Mapa 4e distribución de E. stricta Brid. en Españay Portugal.
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3.2. Flavonoides

Los flavonoidesson polifenolesnaturalesque se encuentranmuy extendidosen el Reino

Vegetal,cuyapresenciaesposibleen todaslas partesdela planta(hojas, raíces,polen, néctar,flores,

frutos, semillasy madera)aunquelos presentesen las hojashansido los másanalizados(Richardson,
1983). Formanun grupo de compuestosfenólicos caracterizadospor poseerun núcleode quince
carbonoscon dos anillos fenólicos, con unaestructuracomúnC6-C3-C6en la que dos anillos de

bencenoestánunidos por un elementode tres carbonos(Fig. 3.6.), distinto segúnla naturalezadel
flavonoide (Fig. 3.7). Sobreeste núcleo común puedenpresentardistintossustituyentes.Grupos
hidroxílicosaparecenendistintasposicionesde los anillos aromáticos.Estosgruposhidroxilospueden

a su vez, estarlibres o bienunidospor enlace0-glicosídicoa un azúcar(mono-, di- o trisacárido).
En ocasiones,puedenpresentarseflavonoidescon azúcaresgeneralmentesimples, unidos mediante

enlacecarbono-carbono(C-glicósidos)(Alston, 1968).

.3

Fig. 3.6.: Estructurageneraldel esqueletode flavona.

Los primerosflavonoides fueron identificadosen el siglo XIX como recogeRichardson

(1983).Hacia1975 cercade 1300 compuestosflavonoidicoshabíansidoyacaracterizados(Harborne
& col., 1975),aunqueen la actualidadel númerode flavonoidesidentificadosúnicamenteen plantas
vascularessobrepasaya los 4000 (Harbome, 1988a). Cerca del 2% del total de carbonos

fotosintetizadospor las plantassonconvertidosen flavonoides,o compuestosrelacionadoscomo los
taninos(Das& Law, 1990; Markham, 1982).

Consideradala colonizacióndelmedio terrestrepor los vegetales,comoel posibleorigende

los briófitos, el reforzaznientode susparedescelularestuvoquejugarun papelsumamenteimportante
en dicha conquista.Es por ello que trabajospionerosen la químicade briófitos, así como de su

ontogenia,secentrabanen la posiblepresenciadelignina entalesorganismos.Bland & col. (1968),
Farmer (1953) y Farmer & Morrison (1964), en Sphagnum L. y Siegel (1962 y 1969) sobre
Polviríchalesadmitenla presenciadelignina. Erickson& Miksche(1974)encambio, en dosespecies
depolitricáceasy unade esíacuáceas,ofrecíanresultadostotainienteopuestos.A tal respecto,Hébant

(1Q74 anunrabala tC~Siflb ce;.tam:aa¿iór¡deligninaprocedentedc! iiurnu~ en los musgosaustralianos
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gigantesde Polytrichalesestudiadospor Siegel. Las nuevasinvestigacionesde Miksche & Yashuda
(1978) sobreel mismo material vegetal, concluyenla ausenciadefinitiva de lignina. No obstante,
el gran númerode estudiosposterioresrealizadossobreel tema, han concluido la sí existenciade

“compuestoslignoides” (Giannasi& Crawford, 1986; Lewis & Yamamoto, 1990; Wilson & col.,
1989) en musgos,aunquecomo tal se refierena C-glicoflavonas,biflavonoidesy ácidosfenólicos.
De esta manera, y en la actualidad, se podría afirmar que los briófitos no han sido capaces de

sintetizarlignina, aunquepor contra,sí sintetizanotra gran y variadagamade compuestosfenólicos,
básicamenteflavonoides, que compartenla ruta biosintéticade la lignina, y a los que ya Czapek

(1899), auguraba esa posible función como compuestos que refuerzan la pared celular. Es por ello,

que los flavonoidesentrañanuna importanciaprimordial, aúnno desvelada,en la supervivenciade

los briófitos a lo largo de la historia geológica y climática de La Tierra que, con seguridad, habrá

supuesto la diversificación en los distintos tipos flavonoidicos, como consecuencia de las adaptaciones

de tales vegetales al medio y, por tanto, permite en la actualidad utilizarlos como “fuente de

información” taxonómica (Herzfelder, 1921; Crosby & Magilí, 1981). Markham (1988 y 1990),

Swain (1974 y 1977a), Lowry & col. (1983) y Brehm & Krell (1975) ya refieren la posible función

y produción de los flavonoides por las “plantas verdes”, en su colonización del medio terrestre, como

protección contra la luz ultravioleta, cuya incidencia podría haber sido 10 veces más intensa en esa

época de lo que es en la actualidad. No se sabe, con certeza, la extensión de la capa de ozono en la

atmósferaterrestreen el momentoenque surgieronlas plantasvasculares.Lo que pareceevidente

es que la ausencia total o parcial de ésta, permitiría el acceso de parte de la radiación ultravioleta del

sol que dañaría a los vegetales que crecían en estos medios primogenios. De ahí, que los vegetales

tuvieran necesidad de disponer de unas sustancias que actuaran como “filtros” frente a dicha

radiación.Estafue,probablemente,lafunciónprimitiva delos flavonoidesy otroscompuestosdetipo

fenilpropanoide(Kubitzki, 1987). Mezclasde flavanonas,flavonas,dihidroflavonolesy flavonolesen

las vacuolas de las células epidérmicas de las hojas sirven como filtros, reduciendo la radiación UV-B

y Uy-A que atraviesa la capa de ozono de la atmósfera terrestre. Se ha demostrado que la capa de

células epidérmicas en las que se acumulan los flavonoides, protegen a las capas inferiores de células

mesofilicas, absorbiendo un 90% de la radiación UV-B (Robberecht & Caldwell, 1978).Wilson &

col. (1989) postulan que la rigidez que poseen los musgos puede ser debida a la existencia de taninos

o polímerosde hidroxibenzofurano,conunafunciónfisiológicasemejantea la de la lignina. McClure

(1986) insiste inclusoen la compartimentalizaciónde los flavonoidesen tejidos diferenciados,como

por ejemplo la epidermis, que explicaría claramentela localización y función de este tipo de

compuestos en los briófitos.

Este tipo de compuestos fenólicos constituye además y, como ya se ha expuesto con

anterioridad, una base muy importante en la química de musgos y hepáticas (Huneck, 1983).

23



3.2.1. Flavonoides en Musgos.

Durante bastantes años se cuestionó la presencia de flavonoides en briófitos. La primera cita

en la literatura sobre flavonoides en briófitos correspondea Molisch (1911),aunquela estructurade

dicho compuesto, referida a la saponarina, no fue elucidada hasta50 añosmás tardecomo recoge
Markham (1990). Paul (1908) ya citaba antocianinas en Sphagnumspp. No obstante, son Bendz &

col. (1962) quienes aislan e identifican por primera vez flavonoides en briófitos: dos glucósidos de

una antocianidina poco común, la luteolinidina, en Bryumcryophilurn Mart. De las tres subclases de

musgos consideradas por Vitt (1984), dentro de la clase Bryopsida,ni en Sphagnidaeni Andreaeidae

se han aislado o identificado flavonoides, excepto esfagnorrubinas (Miies, 1990). Unicamente, se

conocen flavonoides como tales en Bryidae, aunque trabajos recientes están poniendo de manifiesto

la posible síntesis de flavonoides por especies de Andreaeidae(Becker, 1986; Seeger,1992).
Después del trabajo pionero de McClure & Miller (1967) en quimiotaxonomia de musgos,

surgieron nuevas investigaciones sobre e] tema, que arrojaron resultados sumamente interesantes:

aislamiento de un glicósido de 5-deoxidihidroflavonol en Georgia pellucida (L.) Rabh.
(Vandekerkhove, 1977a); 7-ramnoglucósido de apigenina (5,7,3’-triofl-flavona) en Hylocomium

splendens(Hedw.) B.S. & G. (Vanderkerkhove, 1977b); apigenina y 7-ramnósido de apigenina en

Pleurozium schreberi (Willd.) Mitt. (Vanderkerkhove, 1980); saponarósido, schaftósido,

isoschaftósido, neoschaftósido, isoneoshaftósido, vicenina-2, crisoeriol y diversos 6,8-di-C-glicósidos

en Ptagiomniumundulatum(Hedw.) T.Kop., y saponarósido, en Pía gioinnium cuspidatum (Hedw.)

T. Kop. (Freitag & col., 1986; Vandekerkhove, 1978a); diversos glicósidos de luteolina (5,7,3’,4’-

tetraOH-flavona),apigeninay diosmetina,asícomounabiflavonade la luteolina (5’,8”-biluteolina)
en Dicranum scopariumHedw. (Osterdahí,1979ay b); isoflavonasenBryumcapillareHedw. (Anhut
& col., 1984); glucurónidos aislados por primera vez en musgos (Miles & col., 1986), etc. Todos

estos trabajos en relación a los compuestos identificados, y las especies de las que se aislaron, quedan

expuestos en los Anexos 1 y 2.

En base a toda esta información, y si le añadimos la presencia de auronas (Weitz & Ikan,

1977), de 3-deoxiantocianidinas (Bendz & col., 1962), de biflavonoides macrociclicos (López-Sáez,

1992; Seeger, 1992; Salm, 1992; Seeger & col., 1991; Salm & col., 1993), de triflavonoides (Seeger

& col., 1992b;Seeger,1992), así como de hipnogenolesy otros dihidroflavonoles(Sievers,1992;

Sievers & col., 1992), en distintas especies de musgos, se apoya la propuesta de que los musgos no

son embriobiontes primitivos y, de que comparten una fuerte afinidad con las plantas vasculares
habiendo ido bioquimicamente hablando, muy paralelos en su evolución (Ron & col., 1990; López-

Sáez, 1992).
Posteriormente,otro gran número de nuevoscompuestosflavonoidicoshan sido aislados

también en briófitos, muy especialmente por Markham & Porter (1978a), quienesrealizanuna
excelenterevisión.Dos añosdespuésZinsmeister& Miles (1980),ofrecenunanuevarecopilaciónde
todos los conocimientos existentes sobre los flavonoides en briófitos. Ternai & Markham (1976),

Markham & col. (1987), Pelter & col. (1976), Nilsson (1973) y Agrawal (1989), publican así mismo

algunos trabajos sobre ‘3C RMNy ‘H RMNde flavonoides. No debemos olvidar el excelente trabajo
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de Mabry & col. (1970), de consulta necesaria para la identificación sistemática de los flavonoides.

LassucesivasrecopilacionesdeHarborne& col.(1975), Harborne & Mabry (1982), Harborne (1988a)

y Harborne (1993), recogen todos los conocimientos y trabajos relativos a flavonoides, entre los que

se encuentran incluidos aquellos referidos a nuevos compuestos flavonoidicos identificados en briófitos

(Markham, 1988).

No obstante, la función que muchos flavonoides realizan en las plantas en general

(Wollenweber & Dietz, 1981; Bruneton, 1991; Harborne & col., 1975) y, en los briófitos en

particular, no está aún bien comprendida, lo que aumenta si cabe, no sólo el interés por identificar

nuevos compuestos flavonoidicos en briófitos, sino también, por conocer que función cumplen y cual

es el significado fisiológico y filogenético de su presencia en musgos y hepáticas. Hay que tener en

cuenta que de las 10.000 especies y 700 géneros estimados de musgos (Schofield, 1985), sólo cerca

de 320 especies (3.2 %) y 120 géneros (17%) han sido químicamente estudiadas, respecto a algún tipo

de compuesto orgánico o inorgánico (Miles, 1990). De éstas, en 160 (1,6%) especies y 73 (10,4%)

géneros se ha realizado el ensayo preliminar flavonoidico (Múes, 1990; Múes & Zinsmeister,1988);
de los cuales, han sido elucidadas 239 estructuras químicascorrespondientesa flavonoides: 177

flavonoides para hepáticas (116 estructuras completamente identificadas y las otras 61 parcialmente)

y 62 en musgos (51 completas y 11 parcialmente identificadas). Sólo de 21 especies de musgos

(0,2%) han sido aislados e identificados algún flavonoide (Miles, 1990). Lo que sí parece quedar claro

tras estos estudios, es una clara diferenciación entre la química flavonoidica de hepáticas y musgos,

ya que sólo el 6% (MOes & Zinsmeister, 1988), de los estructuras conocidas son comunes a ambos.

Es bien conocido que, en muchos casos de hepáticas y algunos de musgos (p.c. Miles & col., 1986),

el patrón flavonoidico es un excelente marcador en la delimitación de las especies de briófitos. De

manera semejante, pero a un nivel superior, se puede aceptar la existencia de marcadores específicos

en hepáticas (tricetina: flavona-di-C-glicósido) y musgos (biflavonas) (Miles, 1990).

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, el interés por estudiar nuevas especies e identificar

nuevos compuestos aumenta más, si cabe, ante las cifras tan bajas que barajamos. Se abre así un

campo de investigación realmente importante, que reviste mayor interés, y con seguridad tomará

mayor relevancia cuando el número de trabajos y especies estudiadas sea mucho más alto; de tal

manera que, al menos, se puedan establecer las pautas que siguen las relaciones filogenéticas entre

los distintos rangos taxonómicos.

En resumen, los musgos exhiben una gran variedad de tipos flavonoidicos (ver Anexos 1 y

2), que incluye flavonas C- y 0-glicósidos,auronas,isoflavonas,biflavonoides,triflavonoides, 3-

deoxiantocianidinas y otras variadas estructuras de esqueleto flavonoidico (ver Fig.3.7 Pp. 22). Sin

embargo, mientras que la presencia de flavonoles y dihidroflavonoleshasidodudosahastalostrabajos

de Sievers (1992) y Sievers & col. (1992), únicas citas existentes sobre la identificación de este tipo

de compuestos en musgos, no puede decirse lo mismo de proantocianidinas y 3-hidroxiantocianidinas

cuya identificaciónno puedeser consideradacomo clara y convincente(ver Anexo 2). Esto puede

indicar que la ruta biosintética que conduce a tales compuestos es esencialmente inoperativa en

musgos (Markham, 1990).

Sin lugar a dudas, de los compuestos fenólicos identificados en musgos, son los biflavonoides

y los triflavonoides los que revisten un mayor interés, también para nosotros, por ser específicos de
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musgos, estando ausentes en hepáticas y antocerotas (Geiger, 1990), y en base a los resultadosde

nuestro trabajo (identificación en RartramiaceaeSchwaegr.)y al hechode que, hastael momento,
la mayor parte de los flavonoides identificados en la familia Bartra¡niaceaehan sido precisamente

biflavonoides junto a un triflavonoide y un ácido flavonoidico (ver Anexo 2).

Los biflavonoides son dímeros de flavonoides, cuya presencia es constante en Psilotales,

Selaginellalesy Gimnospermas,con excepciónde Onetalesy Pináceas (Geiger, 1990). La química

y quimiotaxonomía de estos compuestos ha sido revisada regularmente por Baker & Ollis (1961),

Baker & col. (1963), Geiger & Quinn (1975, 1982, 1988) y Geiger (1990). Mientras que en plantas

vasculares, la mayoría de las biflavonas aisladas están basadas en la flavona apigenina y sus derivados

metiléter, las identificadas en musgos lo están respecto de la luteolina (comúnmente dímeros de

luteolina) sin metilar, sobretododerivadoshidroxilados(2,3- ó 2” ,3’ ‘-dihidro-derivados) (Seeger &

col., 1990).Muy recientementesehan identificadoen musgosalgunosbiflavonoidesderivadosde la
apigenina (Seeger & col., 1992a y 1993b), lo que abre aún más la gran variabilidad de los

biflavonoides de musgos.

En general, los monómeros flavonoidicos implicados en el biflavonoide suelen ser flavonas

y flavanonas, con un patrón de oxigenación muy simple: 5,7,4’ y ocasionalmente 5,7,3’,4’

(Markham, 1982).La unióndeambasunidadessueleestarconstituidapor un enlacecarbono-carbono,
aunque ocasionalmente se dan los enlaces tipo éter (Geiger & Quinn, 1975). Dentro de los tipos más

comunes para los enlaces C-C se incluyen: enlace 6,8” apigenina-apigenina (grupo de la

agatisflavona), enlace 8,8” apigenina-apigenina (grupo de la cupresoflavona), enlace 3’,8” apigenina-

apigenina(tipo amentoflavona),enlace 6,3”’ apigenina-apigenina(tipo robustaflavona)y enlaces

3,8’’ entre diversas flavonas y flavanonas. Los enlaces tipo éter incluyen básicamente los tipos

hinokiflavona (enlace interfiavonoidico en 6,4”’) y ochnaflavona (enlace en

En musgos, la gran mayoría de los biflavonoides son tipo C-C, conociéndose únicamente

biflavonoides con enlaces tipo éter entre ambos monómeros en Hypnurn cupresszformeHedw.

(Sievers, 1992; Sievers & col., 1992), lo que abre un nuevo abanico de posibilidades, si cabe, a la

química biflavonoidica de musgos.

La ocurrencia de biflavonoides glicosilados es muy rara y restringida en general a

gimnospermas (Alston, 1968; Markham, 1982; Geiger & Quinn, 1975), no habiéndose detectado por

el momento en musgos (Anexo 2).

Los primeros biflavonoides aislados en musgos se identificaron en Dicranum scoparium

(Lindberg& col., 1974),representandolaprimeracita de estetipo decompuestosfuerade lasplantas
vasculares. Dímeros de isoflavona-flavona fueron identificados respectivamente como bryoflavona y

heterobryoflavonaen Bryurn capillare (Geiger& col., 1987). Estetipo de biflavonoidesnuncaantes

habíasido puestode manifiesto,si biensi se conocíandímerosisoflavona-isoflavanoenleguminosas.
Posteriormente,y muy recientemente,se han ido identificandoun variado númerode estructuras

biflavonoidicas, siendo la de mayor relevancia la bartramiaflavona, aislada en Bartramiapoíniformis

(Seeger & col., 1991; Seeger, 1992; López-Sáez, 1992), y Bartramia halleriana (Salm, 1992; Salm

& col., 1993), por tratarse de un biflavonoide macrocíclico.

Finalmentequeremosdestacarla identificaciónde dosnuevostipos flavonoidicosenmusgos:
los triflavonoides y los ácidos fenólicos, por presentarse ambos en la familia botánica objeto de
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nuestro estudio (Seeger & col., 1992b; Seeger, 1992).

En cuantoa sulocalizacióncelulary subcelular,éstaapenashasido estudiada.Gadek& col.

(1984) demuestranla presenciade biflavonoidesen las cutículasfoliares, lo quesugiereunafunción

protectora frente a la depredación, que igualmente podrían desempeñar en musgos (Ron & col.,

1992). De acuerdo a lo expuesto por Gadek & col. (1984), Geiger & Quinn (1988), postulan

posteriormente que los biflavonoides de musgos pueden realizar, al igual que los presentes en las

superficies foliares de plantas vasculares, una importante función en los mecanismos de defensa contra

invasiones fúngicas o depredación de insectos. Las referencias de Czapek (1899) respecto a la

presencia de compuestos fenólicos en las paredes celulares de un largo número de briófitos y, las

afirmaciones de Geiger (1990) acerca de esa posible localización de los biflavonoides de musgos, van

precisamente en el camino de admitir la fisiología supuesta anteriormente. La compartimentalización

en tejidos diferenciados, caso de la epidermis, de los compuestos flavonoidicos apoyaría aún más las

suposiciones antes expuestas. El poder antibiótico de estos compuestos (Cody & col., 1986; Van

Hoof & col., 1981;Zinsmeister& col., 1987 y 1991; Zinsmeister & Miles, 1987), apoya igualmente

esta idea. Todos los comentarios anteriores vienen además refrendados por el hecho de que

especímenes de herbario de más de 100 años han sido válidos para una análisis flavonoidico

(Harborne, 1967), y así mismo, flavonoides han sido igualmente aislados de fósiles de 25 millones

de años de antigúedad (Niklas & Gianassi, 1978).

El descubrimientode la localizaciónde los flavonoidesengeneraly, de los biflavonoidesen
particular, en las células de los musgos, aportaría una información valiosisima sobre su funcionalidad,

el porqué de su acumulación y, ofrecería además, un nuevo punto de vista en el que apoyar la

filogenia de este grupo botánico que consituyen los briófitos.

En su mayoría, los biflavonoides aislados en musgos, son mucho más polares que los de otras

plantas (Geiger, 1990). Esta diferente polaridad, más notable respecto a los biflavonoides de

gimnospermas, podría ir relacionada con sus zonas de acumulación: en las zonas hidrofílicas de las

paredes celulares, caso de los biflavonoides más polares de musgos y, en la cutina, en el caso de los

biflavonoides más lipofílicos de gimnospermas.

En resumen, podríamos afirmar que la química flavonoidica es día a día más compleja, sobre

todo en musgos, como lo demuestra la identificación de biflavonoides macrociclicos (Seeger & col.,

1991; Seeger, 1992; Salm, 1992; Salm & col., 1993; López-Sáez, 1992), de triflavonoides (Seeger,

1992; Seeger& col., 1992b;Hahn, 1993),de hipnogenolesy otrosdihidroflavonoles(Sievers,1992;

Sievers& col., 1992), de dímerosflavona-aurona(Weyand, 1993; Geiger& Markham, 1992), y

aurona-aurona (Hahn, 1993; Hahn & col., 1994; Geiger & col., 1993a), y finalmente, fuera de

briófitos, de tetraflavonoides(Tih & col., 1992; Fig. 3.8.), espiroflavonoides(Baba& col., 1992;

Fig. 3.9.), e incluso de flavonoides dorados en &reptomycesspp. (Anyanwutaku & col., 1992).
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Fig. 3.8. Estructura del tetraflavonoide Lophiroflavano A.
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Fig. 3.9. Estructura del espiroflavonoide Genkwanol B.

La metodología usada en la actualidad, tanto en el proceso de extracción como analítica,

puede explicar ese gran progreso experimentadopor la química flavonoidica en general y

biflavonoidicaenparticularde musgos,sobretodo enreferenciaamuchasde las especiesquefueron

estudiadasaflos atrás,particularmenteporMeClure& Miller (1967),quehabíaofrecidoun resultado

negativoen cuantoa la presenciade flavonoidesen ellas y en la actualidadse ha demostradola

identificaciónde flavonoidesen muchasde éstas. Es por ello, que creemosnecesarioacometerla

revisión a través de nuevos estudios de tales especies,pues algunasde ellas están ofreciendo
resultadossumamenteespectaculares,casodeHypnumcupress¡forme,Campylopusspp.,Auiacomnium

spp., etc.
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A. Estado actual de conocimiento.

La recopilaciónde los diversostipos flavonoidicosidentificadosen musgos(Anexo 1), pone

de manifiesto que únicamente se conocen flavonoides como tales en la subclase Bryidae y no en

Sphagnidaeni en Andreaeidae.No obstante, debemos decir que en Sphagnidaese conoce la existencia

de unas antocianidinas un tanto especiales, conocidas como esfagnorrubinas, pero en cambio no se

ha detectado la presencia de ningún otro tipo flavonoidico. En Andreaeidae,en los últimos años se

está postulando la posible existencia de flavonoides (Becker, 1986) y cabe la duda sobre si sintetizan

biflavonoides (Seeger, 1992).Por el momentodichosdatosquedana la esperade su confirmación.

En resumen, la química flavonoidica de musgos parece ir encaminada a que la síntesis de

flavonoides es exclusiva de la subclase considerada como más evolucionada, la subclase Bryidae,

estandoausentesporel momentoen Sphagnidaey Andreaeidae.Suire& Asakawa(1979)separansin
dificultad las tres subclases de Mu.sci entreellas y respectoa las clases Hepaticaey Anthocerotae

atendiendo a la presencia del ácido lunulárico y de la D-metionina.

Los musgos de la subclaseBiyidaeexhiben una enorme variedaddetipos flavonoidicos,que
incluye flavonas(agliconas,C- y 0-glicosiladas),isoflavonase isoflavonas0-glicósidos,auronas,3-

deoxiantocianidinas, chalconas, ácidos flavonoidicos, aldehidos flavonoidicos, biflavonoides y

triflavonoides (ver Fig. 3.7 pp. 22).

Las flavonas que sintetizan los musgos son por lo general derivadas de la apigenina o de su

hidroderivado la luteolina, tales como vitexina, crisoeriol o diosmetina. Entre las flavonas

identificadas se encuentran ya no solo las propias agliconas (apigenina y luteolina), sino sus derivados

glicosilados. Los azúcares pueden unirse a la molécula de flavona mediante enlaces de tipo C-, O-

y O-C-. En musgos se conocen flavonas-O-glicósidos, flavonas-O-diglicósidos, así como derivados

tri- y tetraglicosilados.Losazúcaresmásfrecuentesqueseunenadichasflavonassonrespectivamente

la glucosa y en menor medida la ranmosa.

Los flavonoles en musgos son escasos y por lo general derivan del kaemferol (3-OH-

apigenina). Se ha identificado la aglicona correspondienteasí como derivados0-glicósidos y

diglicósidos.

Al igual que los flavonoles, las isoflavonas se han citado pocas veces en musgos, y en

concreto,exclusivamenteen la familia Bryaceae. Por lo general, las isoflavonasde musgosson
derivadasdel orobol y de la pratenseina,tanto a nivel de agliconacomo de 0-glicósidosy O-

diglicósidos.
En cuantoa los biflavonoides,sonsin dudael mejor marcadorflavonoidico, específicosde

musgos,y quepermitendiferenciarsin problemasla composiciónflavonoidicadeéstosrespectoa las

hepáticas,de las cualesestánausentes.Su identificaciónpor primera vez en Dicranum scoparium
supusounagransorpresa,aunquehoy en díadichoscompuestosseconocenen bastantesespeciesy,

día a día su naturalezaes más variada. En el apartadosiguientetrataremosmás en profundidadlos
biflavonoidesde musgosasí como los triflavonoides.

Auronas,chalconas,ácidosflavonoidicosy aldehidosflavonoidicostienenunarepresentación
minoritariaen laquímicaflavonoidicade musgos.Sólo seha identificadoporel momentounaaurona

en la especie Funaria hygrometrica(Funariaceae)aunque se conocen biflavonoides con dos dímeros
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de aureosidina. La única chalcona conocida en musgos en un derivado 0-glicosilado, cuya estructura

está aún por determinar en Plagiomnium(Mniaceae). Los ácidos flavonoidicos se identificaron por

primera vez en Bartramiapomiformis,y la estructura elucidada fue denominada ácido bartrámico,

que en realidad posee un monómero de luteolina sustituido en C-8 por un grupo ácido. El otro ácido

flavonoidico conocido es el ácido hipnico de Hypnumcupressiforme,derivado de un dihidroflavonol.

Es esta última especie se identificó así mismo el único aldehido fiavonoidico conocido, también

derivado de un dihidroflavonol.

Las antocianidinasde musgoscorrespondenbásicamentea dos tipos de estructura.Unas

derivadas de la luteolinidina, tanto 0-glicósidos como 0-diglicósidos, identificadas en Rryum spp.,

y Splachnumspp., y las otras, las esfagnorrubinas del género Sphagnum,tienen una estructura muy

peculiar que ha hecho que ciertos autores las consideren compuestos fenólicos no flavonoidicos.

La presenciade 3-deoxiantocianidinas,de biflavonoidesy triflavonoides macrocíclicos,
hipnogenoles y chalconas, así como de dihidroflavonoles,viene en resumena indicarnos,que los

musgos no son embriobiontes primitivos, sino que comparten una fuerte afinidad con las plantas

vasculares, por lo que bioquimicamente hablando, habrán tenido una evolución paralela.

Día a día se identifican nuevos flavonoides en musgos, e incluso algunos de ellos incluyen

tipos flavonoidicos hasta ahora no descritos en musgos (chalconas, biauronas, etc.), e incluso ciertas

estructuras son completamente novedosas en la química de los productos naturales, como lo

fueron en su momento los biflavonoides macrociclicos, y tras esta Tesis Doctoral lo son los

triflavonoides macrocídlicos.

Si pasamos ahora a analizar la presencia de cada uno de los tipos flavonoidicos en cada uno

de los taxones considerados, tendremos en cuenta que, en primer lugar, obviaremos las subclases

Sphagnidaey =4ndreaeidaepor carecer éstas de flavonoides en sentido estricto.

En 11 de los órdenes de la subclase Bryidae en los que se estudió la composición

flavonoidica, se identificó al menos la presencia de flavonoides. Unicamente en 3 no se detectó ningún

flavonoide (Buxbamiales,Tetraphidales,Rolytri chales).

El orden Dicranales,considerado como el menos evolucionado de la subclase Rryidaede los

que fueron investigados, se caracteriza por sintetizar básicamente dos tipos de flavonoides: de un lado

flavonas glicosiladas y de otro biflavonoides. La presencia de agliconas flavónicas se demostró

únicamente en una especie de Ditrichaceae,mientras que los derivados 0-glicosilados se conocen

únicamente en Dicranumscopariumde Dicranaceae.Los biflavonoides en el orden se identificaron

en una especie de las familias Ditrichaceae,Bryoxiphiaceae,Eustidiaceaey Rhabdoweisiaceae;en

dos especies de Dycnemonaceaey en 17 especies de Dicranaceae.En esta última familia, todas las

especies investigadas se caracterizaron por sintetizar biflavonoides, excepto Dicranella hochreutineri

y Leucolomaserrulatum, aunque dichas especies han sido únicamente estudiadas por MeClure &

Miller (1967), cuyo trabajo necesita una profunda revisión, como ya se hacomentadoanteriormente.

Unicamente en las familias Leucobryaceae,Calymperaceaey Schistostegaceaedel orden Dicranales

no se pudo identificar ningún flavonoide. En resumen, el orden Dicranales se caracterizapor
sintetizar básicamente biflavonoides,exceptoDicranumscoparium,que tambiénsintetizaflavonas

0-glicosiladas.

El segundo orden considerado, Fissidentales,ha sido poco estudiado pero se ha demostrado
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la existencia de biflavonoides en una única especie de Fissidentaceae,aunque el resto no parecen

sintetizarlos.Dichosresultadosestaríanpróximosa los del ordenanterior.
En el ordenBuxbamialesno seha demostradopor el momentola presenciade flavonoides,

por lo que debemossospecharquecarecende ellos.
El orden Pottiales sigue la tónica anterior, ya que se han identificado únicamente

biflavonoidesen una especiede Encalyptaceaey cuatrode Pottiaceae.

Enel ordenGrimmialesse conocensólamentebiflavonoidesentres especiesde Grimmiaceae

y unade Phychomitraceae,y ningúnotro tipo de flavonoide.De nuevo,nosencontraríamoscon que

estos primeros órdenes, supuestamente menosevolucionados,dela subclaseBryidae. se caracterizan

por sintetizar casi exclusivamente biflavonoides.

En el orden Funariales, la situación cambia sensiblemente respecto a los órdenes anteriores,

ya que a los biflavonoides identificados en dos especies de Funariaceaey una de Splachnaceae,hay

que sumar otros tipos flavonoidicos tales como auronas en Funariaceae y antocianidinas en

Splachnaceae.Es difícil precisar si la aparición de estos dos nuevos tipos flavonoidicos ha de

considerarse o no como un carácter más evolucionado respecto a los órdenes anteriores. De hecho,

se conocenantocianidinasen la subclaseSphagnidae,aunque de una estructura muy especial, y de

la misma manera, se conocen biflavonoides formados por dímeros con aurona (incluso biauronas) en

Dicranaceaedel orden Dicranales. De acuerdo a lo anterior, podría postularse que la síntesis de

antocianidinas, auronas, flavonas y biflavonoides ha de considerarse como un carácter poco

evolucionado o plesiotípico en musgos.

El siguiente orden considerado, el orden Bryales, permite en cierta manera tomar los

postulados anteriores como válidos, ya que puede servir de “frontera” entre los órdenes menos

evolucionados y los más evolucionados de la subclaseBryidae. En el orden B¡yales y más

concretamente en la familia tipo, Bryaceae,los tipos flavonoidicos identificados son muy numerosos,

ya que se conocen flavonas (3 especies), flavonas-O-glicósidos (6 especies), flavonas-C-glicósidos (3),

isoflavonas (2), isoflavonas-O-glicósidos(2), antocianidinas(4), flavonoles (1), flavonoles-O-
glicósidos (2) y biflavonoides (6). La síntesis de isoflavonas y flavonoles, de acuerdo a lo anterior,

podría ahora considerarse como un carácter evolucionado en musgos, frente a los órdenes anteriores

que no sintetizan dichos tipos flavonoidicos. La identificación en dicha familia Bryaceae de

biflavonoides formadas con monómeros de isoflavona (brioflavona y heterobrioflavona)podría

confirmar lo antes expuesto, y reafirmamos en que el orden Biyales y más concretamente la familia

Bryaceaeservirían de frontera, entre los órdenes menos evolucionados y los más evolucionados de

la subclase Biyidae.

Las isoflavonas y sus derivados tienen estructuras que simulan a los esteriodes (Swain, 1986),

y a otros controladores del crecimiento y desarrollo de ciertos depredadores potenciales, por lo que

pueden interferir en dichos procesos. Así mismo, ciertas estructuras poliméricas como

proantocianidinas y biflavonoides, pueden unirse a proteínas, incluido enzimas, y a otros polímeros

tales como polisacáridos y ácidos nucleicos (Swain, 1986), favoreciendo la función defensiva de las

isoflavonas contra la depredación. En Bryaceaese sintetizan tanto isoflavonas, antocianidinas como

biflavonoides, lo que sugiere que la síntesis de isoflavonas en la familia es una especialización

particular frente a la depredación por insectos, ya que en ninguna otra familia ni género de musgos
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se sintetizan.

En la familia Mniaceae del orden Rryales se cumplen perfectamente todos los postulados

anteriores, ya que al igual que en Bryaceae,se reconocen biflavonoides (4 especies), flavonas-O-C-

glicósidos (6 especies), flavonas-C-glicósidos(8), flavonas (6), flavonas-O-glicósidos(10), y el

carácter supuestamente más evolucionado, la síntesis de flavonoles-O-glicosilados en una especie. Así

mismo se identificó una chalcona (0-glicósido) en una única especie, cuya presencia debe

considerarse así mismo como un carácter de poca evolución, ya que su síntesis apenas requiere pocos

pasos metabólicos (Fig. 3,10), aunque primero se debe confirmar su estructura.

En otras seis familias del orden Bryales, o bien sólo se han identificado biflavonoides

(Rhizogoniaceae,Hypnodendraceae,Leptostoinataceae,Meesiaceae)o ni siquiera se conoce la síntesis

de flavonoides(Spiriden¡aceae).En Timmiaceaese sabe de la síntesis de flavonoides pero no se han

descrito biflavonoides.

En las dos familias restantes estudiadas en el orden Bryales se conoce la existencia de

biflavonoides tanto en Bartramiaceaecomo en Aulacomniaceae,pero a diferencia de los órdenes

anteriores e incluso del resto de familias de su propio orden, se han identificado en ambas

triflavonoides e incluso en Bartramiaceaetriflavonoides cíclicos. Así mismo, en Bartramiaceaese

conocen bifiavonoides macrocíclicos y ácidos flavonoidicos. Todos estos caracteres (ciclación

molecular, adición de un tercermonómero,existenciade ácidosflavonoidicos)hande considerarse

como bastanteevolucionadosrespectoa los anterioresórdeneso familias de Rryales que no los

poseen.Así mismo, la existenciade triflavonoidesenAulacomniaceaey en Bartramiaceaehabla en

favor de su gran parentescofilogenético.
Pasandoya a un orden supuestamentemás evolucionado,el ordenOrtotrichales, se conoce

la síntesisde biflavonoidesen cuatroespeciesde Ortotrichaceae,pero no de algún otro flavonoide
quepudieraconsiderarsecomoun carácterde mayorevolucion.

En el ordenLeucodontalesla situaciónes similar al ordenanterior, ya que se conocela

síntesis de biflavonoides en nueve familias (Racopilaceae, Neckeraceae,Leucodontaceae,

Hedwigiaceae,Meteoriaceae,Ptychomniaceae,Cryphaceae,Cyrtopodaceae,Lepyrodontaceae),de
flavonas O- y C-glicosiladas en Hedwigiaceae,y en el resto de familias, o sólo sesabequesintetizan
flavonoides (Pterobryaceae)o que no los sintetizan (Fontinalaceae,Climaciaceae,Anomodontaceae,

Thamniaceae,Phyllogoniaceae,Prionodoneaceae).En resumen, se sigue observando la supuestamente

poco evolucionada síntesis en musgos de biflavonoides y flavonas, sin añadir ningún carácter de

mayor evolución.

En el orden Hookeriales, de nuevo, o bien se desconoce la existencia de flavonoides en

Hookeriaceaeo sólo se han identificado biflavonoides en Hypopterygiaceae.
El orden I-Iypnalesva a confirmar, sin embargo, muchos de los postulados antes expuestos.

En la familia menos evolucionada del orden, Leskeaceae,no se han identificado flavonoides al igual

que en Echinodiaceae y Rhytidiaceae; mientras que en Thuidiaceae, Amblystegiaceae,

Brachyteciaceae,Entodontaceae,Plagiotheciaceae,I-Iypnaceae,Sematophyllaceae,Lembophyllaceae

e Hylocomiaceaese conoce la síntesis de biflavonoides. En Antblystegiaceaese han identificado

también antocianidinas, y en Hylocomiaceaeflavonasy flavonas-O-glicosiladas,consideradostodos

estos caracteres como de poca evolución, y que confirman lo hasta ahora hipotetizado. Es
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precisamente en la familia tipo, en Hypnaceae,donde se demuestra la existencia de ciertos caracteres

que permiten considerar al orden Hypnales como más evolucionado respecto a los anteriores. Tales

caracteres son la síntesis de flavonoles, de ácidos flavonoidicos, de aldehídos flavonoidicos y de

biflavonoides formados por dímeros de flavonol y dibidroflavonol. Todos estos caracteres han de

considerarse en conjunto como un carácter bastante evolucionado, sobre todo la identificación de

derivados de dihidroflavonol.

El orden Seligeralesno añade nada nuevo a lo ya conocido, pues únicamente se sabe de la

síntesis de biflavonoides en Seligeraceae.

Es precisamente el orden Tetraphidales,y su familia tipo Tetraphidaceae,la que viene a

confirmar mediante la síntesis (al menos dudosa) de dihidroflavonoles, que éste es un carácterque
supone cierta evolución con respecto a los órdenes que no sintetizan dihidroflavonol. La síntesisen

Tetraphidaceaede dihidroflavonoles (Vandekerkhove. 1977a), ha de considerarse como un carácter

apotípico que explica la posición del orden Tetraphidalescomo uno de los más evolucionados de la

subclase Bryidaejunto al orden Hypnales.La no síntesis de biflavonoides en Tetraphidalesexplicaría

así mismo, que este orden sea ciertamente más evolucionado que Hypnalesque silos sintetiza.

En el último orden de la subclase, en Polytrichales,no se conoce la síntesis de flavonoide

alguno, ni siquiera biflavonoides o flavonas, excepto los datos dudosos expuestos para Pogonatum

spp. En cambio sí se conoce la síntesis de otros compuestos cercanos a los flavonoides como son las

cumarinas (Jung, 1993-94), también identificadas en el orden anterior.

En resumen, las investigaciones sobre la química flavonoidica de musgos no han hecho sino

comenzar, a pesar de los numerosos y productivos avances logrados en los últimos años. Cualquier

tipo de manifestación o conclusión de índole taxonómico o sistemático que se haga a nivel global

sobre la composición flavonoidica de musgos, será al menos incompleta, ya que como los resultados

demuestran, los principales descubrimientosestánaún por llegar. A medida que se reinvestigan

aquellas especies en las que se suponía conocer la composición flavonoidica, se identifican en ellas

nuevos flavonoides antes no descritos. Por todo ello, las conclusiones que antes derivaron de tales

conocimientos deben revisarse y ponerse al día, sobre todo los trabajos de McClure & Miller (1967),

y trás un profundo análisis poder albergar al menos, algún tipo de hipótesis preliminar sobre las

relaciones filogenéticas existentes entre musgos, hepáticas y antocerotas, y entre éstos (briófitos) con

las algas o con los pteridófitos.

Podríamos finalmente hipotetizar acerca de la evolución sufrida por la composición
flavonoidicademusgos,de acuerdoa lo antesexpuesto:

1. La síntesisde antocianidinasen la subclaseSphagnidaeha de considerarsecomo un carácterpoco

evolucionado,que nos permite afirmar que esta subclasees la más primitiva de musgos.Esta
afirmación,sin embargo,debemostomarlacon precaución,puessi bien es cierto la presenciade

antocianidinasen la subclasemenos evolucionadade musgos, también lo es que la síntesis de
antocianidinasrequierenumerosospasosenla ruta biosintética(Fig. 3.10),lo quede acuerdoa Swain
(1986) no es típico de organismos poco evolucionados. No obstante, la particular estructura de las

esfagnorrubinasde Sphagnidaenos permitenmantenertales postulados.
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2. En la subclase Andreaeidaeno hay antociadinidas pero si posiblemente flavonoides, por lo que

parece ser más evolucionada que la subclase anterior.

3. En la subclaseBryidae, la más evolucionada de todas, los órdenes más primitivos se caracterizan

por sintetizar básicamente auronas, flavonas y biflavonoides, y excepcionalmentechalconas.De

hecho, y como refleja la Fig. 3.10, tanto la síntesis de flavonas como de biflavonoides requiere de

pocos pasos biosintéticos a partir de la flavanona mediante una flavona-sintasa. Esta poca elaboración

de la ruta biosintética tanto de flavonas como de biflavonas (biluteolinas) habla en favor del carácter

plesiotípico que su presencia en musgos posee. Lo mismo puede afirmarse de las chalconas, ya que

constituyen la estructura básica a partir de la cual se biosintetizan el resto de flavonoides (ver Fig.

3.10). El orden Bryalessupone la frontera entre los órdenes menos evolucionados de la subclase (con

flavonas, auronas y biflavonoides) y los más evolucionados. En dicho orden se aunan caracteres

considerados de poca evolución (flavonas, biflavonoides y los relictos bioquímicos de antocianidinas

y chalconas) con otros que suponen un paso evolutivo notable (síntesis de flavonoles, isoflavonas,

triflavonoides, ácidos flavonoidicos y ciclación molecular). A partir de dicho orden Bryales parece

existir una tendencia a reducir la síntesis de flavonoides, aunque órdenes más evolucionados siguen

presentandonuevoscaracteresquesuponenun nuevopasoevolutivo, comoocurrecon la síntesisde

dihidroflavonoles y aldehidos flavonoidicos en fzlypnales. En particular, la síntesis de

dihidroflavonoles,pareceser un paso evolutivo notable que podría culminar definitivamentela

evolución de la complejidad estructural de los flavonoides de musgos. En Tetraphidalesse mantiene

la síntesis de dihidroflavonoles pero se pierde definitivamente la de biflavonoides, y así mismo se

comienza la sustitución de los flavonoides por cumarinas, que se ve culminada en Polytri chales,el

orden más evolucionado de musgos, en el cual la tendencia es a no sintetizar flavonoides y sí

cumarínas.

No obstante, algunos autores como Suire & Asakawa (1979), inciden en el origen polifilético

de las tres subclasesde Musci, lo que permitiría explicar la presenciade antocianidinasen

Sphagnidae.
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B. Biflavonoidesy Triflavonoides en Musgos.

Los biflavonoides de musgos poseen una amplia variedad estructural,fundamentadano sólo
en la naturalezade los monómerossino también en los tipos de uniones interfiavonoidicas.La

naturaleza de ambos monómeros en los biflavonoides de musgos es variada, aunque por regla general

la mayoría derivan de la luteolina, una flavona tetrahidroxiladaderivadade la apigenina.Los

biflavonoides más comunes en musgos son pues las biflavonas, y más concretamente las biluteolinas,

siendo el tipo de enlace la única variación más sobresaliente. Así, entre las biluteolinas más frecuentes

nos encontramoscon la filonotisflavona(enlace2’,8”), la dicranolomina (2’,6”), 5’,3”’-diOH-

amentoflavona(5’,8”) y 5’,3”’-diOH-robustaflavona(5’,6”).En losúltimosañosse hanidentificado

algunas biflavonas formadas por un monómero de apigenina y otro de luteolina, tales como la 5’-OH-

robustaflavonao la 5’-OH-amentoflavona.Incluso se conoce la existenciade biapigeninasen

Jlomalotheciumlutescens(Brachytheciaceae).

Se conocen así mismo dímeros de flavona-flavanona como la 2,3-dihidro-filonotisflavona o

2,3-dihidro-dicranolomina que son las más frecuentes, formadas por un monómero de tuteolina y otro

de eriodictiol. Menos frecuentes son los dimeros apigenina-naringenina (flavona-flavanona). En 6

familias (Brachytheciaceae,Hypnaceae,Entodontaceae,Meteoriaceae,Amblystegiaceae,Thuidiaceae)

se conocen además dímeros de flavanona derivados de la naringenina (binaringeninas). Los dimeros

isoflavona-flavonasonexclusivosdel géneroBryumy son del tipo orobol-luteolinaconenlaces5’,8”

y 5’,6”.

La identificación de biflavonoides con un monómero de aurona, concretamente de aureosidina

es muy cercana en el tiempo. Se conocen dimeros aurona-flavanona en tres especies del género

Campylopusde la familia Dicranaceae,formadospor un monómerode aureosidina(aurona)y otro

de eriodictiol (flavanona) unidos mediante un enlace del tipo 5’,6”. Las biauronas son exclusivas de

la familia Aulacomniaceaey están formadas por dos monómeros de aureosidina.

Entre los biflavonoidesmás notablesidentificados,debemosdestacarla bartramiaflavonay
la anhidrobartramiaflavona, por ser ambos macrocíclicos y exclusivos de la familia Bartramiaceae,

y por suponer la ciclación molecular un notable paso evolutivo en la química flavonoidica de musgos.

Hasta el momento, todos los biflavonoides nombrados poseen unionesinterfiavonoidicasde

tipo C-C, aunque en Jclypnumcupresszforinese conocen así mismo biflavonoides con enlaces de tipo

éter. Precisamente en dicha especie se conocen los únicos biflavonoides con monómeros de

dihidroflavonol y flavonol.

Los triflavonoides,identificadospor primeravez en Bartramiapomiformispueden, de igual

manera,cumplir la funcióndemarcadoresespecíficosdemusgosfrenteahepáticas.Por elmomento,
los identificadossontodosellostriluteolinas,por lo generalconenlacesdel tipo dela filonotisflavona,

aunqueen estaMemoria Doctoralse ha identificadola primeratriluteolina macrociclicadenominada

Ciclo-Triluteolina.En la Tabla3.1., quedaresumidatodaesainmensavariedaddetipos estructurales,

monómerosy unionesinterfiavonoidicasde los biflavonoidesde musgos.Sólo se incluyen aquellas

familias en las que se identificó la estructurade algún biflavoide, y no aquellasen las que sólo se
conoce la presencia de biflavonoides de forma general.
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Tabla 3.1.: Biflavonoidesde musgos: tipos de monómerosy enlaces.

Th Na Qr AM Df ~‘ r
r

rr t 6
6”

s’r ss” s~-
o.
#“~

4’~
o.
r’

D~cranaceae + + + + + +

Dycnemonaceae + + +

Gr,ntnnaceae + + +

B,yaccae + + + +

Mniaceae + + + + +

Á~Iacomniaceae + + + + + + + 4

Bartramiaceae + + + + + +

Heilwigiaceae + +

Leacoilontaceae + + +

Meteoriaccae + +

Thuidiaceae + +

Amblystegiaceae +

Hypnaceae -4- + + + + + + +

Eniodontaceae 4- +

Brachy,heciaceae + + + +

Hylocon,iaceae + + + + + + +

Lu:Iuteolina, Ap:apigenina, Erzeriodictiol, Na:naringenina,
Df:dihidroflavonol, Kf:kaemferol.

Or:orobol, Auzaureosidina,

Harborne (1977) considerabala presenciade biflavonoidesen 12 familias de Angiospermas
como un relicto bioquímicoprimitivo, que obviamenteno podemosadmitir en briófitos donde, la
complejidadestructuralde los biflavonoidesalcanzasu gradomáximo. Con seguridad,la síntesisde
losbiflavonoideses unade las especializacionesquímicasquehanexperimentadolosmusgos,y como

sugeríaGeiger(1990), como una respuestafrente a la radiaciónultravioleta del sol en la conquista

de la superficieterrestre.Sin embargo,debemosadmitir, de acuerdoa la Fig. 3.10.,que la síntesis

de biflavonoides requiere de muypocos pasos metabólicos, lo cual es típico de organismos primitivos

(Swain, 1986).

Gornalí & col. (1979) sugierenque un determinadotipo flavonoidico (carácter)tiene tres

estados definidos: primitivo, avanzado y muy avanzado. El primitivo y el muy avanzado, a menudo,

fenotípicamente son el mismo (Richardson, 1983). Esta acepción explicaría la síntesis de biflavonoides

en organismosprimitivos como los musgosy suexistenciaen ciertas monocotiledóneas(Geiger&

Quinn, 1988).

Ahora bien, todo lo antes mencionado no es más que una generalización aceptable siempre

y cuando nos refiramos a biflavonas. Pero como ya se mencionó, en musgos se conocen biauronas,

dímeros con dihidroflavonol y flavonol, biapigeninas, biluteolinas, etc. Toda esta inmensa variedad

deestructurasbiflavonoidicasdemusgos,algunasexclusivasdeellos, así comolaciclaciónmolecular
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y la adición de un tercer monómero para constituir triflavonoides, no explican sino la alta

especialización que los musgos poseen en la síntesis de biflavonoides y triflavonoides.

En resumen, debemos aceptar que los musgos son organismos primitivos desde un punto de

vista morfológico y ontogenético, pero su evolución química ha ido muy paralela a la de las

angiospermas, ya que en cierta manera comparten numerosas afinidades, sobre todo en su

composición flavonoidica.

3.2.2. Relaciones entre la composición flavonofdica de Musci y otros taxones.

La evolución de los flavonoides en el pasado, ha sido considerada bajo distintos puntos de

vista, tanto quimiotaxonómicos como filogenéticos, basados en la acumulación final de diversos

productos del metabolismoen distintos grupos vegetales,especialmenteentre las angiospermas
(Harborne, 1988a). Recientemente,similares estudiosde índole quimiosistemática,bajo un prisma
recopilatorio, se llevaron a cabo en briófitos y pteridófitos (Markham, 1988 y 1990).

Probablemente,la funciónque los flavonoidespudieronllevar a cabodurantelos primeros

pasos de la evolución y conquista de los territorios emergidos, fue la de servir a los vegetales como

“filtros’ de la luz ultravioleta. Este atractivo concepto, considerado como válido por muchos autores

(Geiger, 1990), suponesin embargola existenciade altas concentraccionesde flavonoides,lo cual

es una dificultad añadida a la hora de argumentar las ventajas que esta función pudiera desempeñar

en los primeros estados evolutivos de las plantas terrestres. Presumiblemente, las primeras enzimas

capaces de llevar a cabo la síntesis de flavonoides no fueron tan abundantes como algunas de las

actuales ni tan eficaces, ya que esa alta concentración de flavonoides requerida no se había acumulado

inicialmente (Stafford, 1991). Al mismo tiempo, los mecanismos que permitieron dicha acumulación

en las vacuolas celulares en una concentración efectiva como filtro de la luz ultravioleta,

coevolucionaroncon otros que permitieron su transporte hacia las paredes celulares. Muy

posiblemente, los primeros compuestos fenólicos que sirvieron de filtros contra la luz ultravioleta

fueron los fenlípropanoides (Kubitzki, 1987), ya que poseen coeficientes de absorción efectivos,

aunque lógicamente menores que los flavonoides por su peso molecular más bajo. El desarrollo de

un sistema enzimatico “primordial’ supuso la síntesis de flavonoides a partir de éstos por la adición

de acetatos (ver Fig. 3.10) y su posterior acumulación.

Posteriormente, la aparición de especializaciones morfológicas entre diversas partes del

vegetal, con la diferenciaciónde frutos, raíces,hojas, tallos y órganosreproductores,introdujo

paralelamente una evolución de los sistemas enzimáticos relacionados con la síntesis de flavonoides.

Aumentó el número de funciones que éstos podían desempeñar y su complejidad.

De acuerdo a Kubitzki (1987), los primeros vegetales que conquistaron los territorios
emergidos que aún mantenían la humedad necesaria, procedían de la línea algal de las Carofíceas,

directamente emparentadas con el grupo acuático de las algas verdes o Clorofíceas. Presumiblemente,

estos incipientesvegetalesterrestresdesarrollaroncélulas con una gran vacuola central, parael
almacenamiento de agua, tal y como ocurre en Nitella y en las fanerófitas. Dicha vacuola, pudo servir

al mismo tiempo de lugar de almacenaje de grandes cantidades de compuestos fenólicos del tipo
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fenilpropanoide (C6-C3) y de los flavonoides (C15) posteriormente sintetizados. En las formas actuales

de las Charophyceae,tales comoNitella o Chara,se cree que la conquista del medio acuático fue una

adaptación secundaria respecto de las primitivas formas terrestres (Chapman, 1985). La presencia de

flavonoides en las carófitas actuales es cuestionable (Markham, 1988), aunque sí parecen ser capaces

de sintetizar ciertas flavonas C-glicosiladas, como Nitella hookeri que contiene 6,8-di-C-glicósidos

de apigeninay luteolina, tambiénidentificadostentativamenteen Chara (Markham& col., 1969;
Swain, 1975).

Los organismospluricelulares,presumiblementeadquirieronun control hormonalque les
permitió la síntesisde fenilpropanoides,seguida de la de flavonoides muy simples tales como

flavanonas,flavonasy dihidroflavonoles(Stafford, 1990). La capacidadde acumulaciónencantidades

significativasde dichos compuestosfenólicos en las vaculascentralesde sus células, les permitió

utilizarlos como una “defensa química” frente a la luz Uy-A y UV-B. Contra ambas, los flavonoides

son muchomásefectivos que los fenilpropanoides(Stafford, 1991). Dentro de dichosorganismos

pluricelulares, las primeras y pioneras plantas terrestres que conquistaron el suelo fueron la línea de

los briófitos, que sintetizan principalmente flavonas y biflavonas, flavonoides ambos que requieren

de pocas vías metabólicas y por tanto, de un sistema enzimático no demasiado complejo. Un avance

evolutivo es evidente por el grado de elaboración de una determinada ruta metabólica (Markham,

1990). De esta manera, aquellos compuestos cuya síntesis requiera muchos pasos metabólicos y por

tanto de un sistema enzimático complejo, no estarán presentes en los organismos más primitivos

(Swain, 1986). En este sentido, los briófitos cumplen a la perfección su rol de vegetales bastante

primitivos, ya que sus dos tipos flavonoidicos básicos (flavonas y biflavonas) requiere pocos pasos

biosintéticos (ver Fig. 3.10).

Sin embargo, la química flavonoidica dentro de los briófitos es sensiblemente distinta en cada

uno de los grupos. Los musgos (clase Musci) se han especializado en la síntesis de biflavonoides, de

las que carecen las otras dos clases (Hepatícae y Anthocerotae).Las hepáticas (Hepaticae)sintetizan

al igual que musgos, flavonoles, flavonas y auronas, pero no dihidroflavonoles ni biflavonoides. A

diferencia de los musgos, en hepáticas se conoce la síntesis de flavanonas (agliconas) y de un tipo

especialde flavonas, las tricetinas-di-C-glicosiladas,cuya síntesis no puedenllevar a cabo los

musgos(Zinsmeister& Miles, 1980).Estadiferentecomposiciónflavonoidicade las diversasclases

de Bryophyta,habla en pos del origen polifilético del grupo, ya que como afirma Asakawa (1986)

no existen afinidades químicas notables entre las tres clases de briófitos. Las hepáticas según este

autor tendrían un ancestro dentro del grupo de las algas pardas posiblemente, mientras que los musgos

procederían de la línea de las algas verdes. Suire & Asakawa (1979), llegan incluso más lejos, ya que

afirman que los datos químicos existentes dentro de la clase Musci, que consideran antinaturales,

podrían indicar la existencia de tres grupos o subclases bien definidos que podrían separarse como

clasesdistintas.Segúnellos,dentrodebriófitos existirían5 clases: Hepaticae,Anthocerotaey las tres

subclasesincluidasen Musci (Sphagnidae,Andreaeidaey Bryidae).

Los briófitos en general, y los musgos en particular, bioquimicamente hablando parecen estar

más cercanosa las plantasvasculares,sobretodo a los pteridófitos,que a las algasverdes(Suire &
Asakawa, 1979). Ciertos taxones alcanzan grados de complejida biosintética muy cercanos a los de

ciertas familias avanzadasde las angiospermas,mientrasque otros en cambio son mucho menos
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avanzados.Estaheterogeneidadquímicadelosbriófitos, encualquiernivel declasificación,es similar

a la de su diversidad morfológica, lo que concuerda plenamente con esa inmensa variabilidad de su

composición flavonoidica (flavonas, biflavonoides, flavonoles, isoflavonas, antocianidinas,

dihidroflavonoles, auronas, chalconas, etc.) (ver Fig.3.7. pp. 22).

Las plantasvascularesmásprimitivas (Psilopsida)contienen biflavonas y trazas de otros O-

glicósidos (Cooper-Driver, 1980), que también aparecen respectivamente en Selaginellalesy en las

másprimitivasLycopsida(Voirin & Jay, 1978). Las biflavonas, que aparecen principalmente en los

pteridófitos más primitivos (Psilotales,Selaginellales),comparten este mismo criterio en las más

primitivas gimnospermas (Cycadates,Ginkgoales)y angiospermas (Swain, 1974). Los otros dos

órdenes deLycopsida,Lycopodialese Isoetales,contienenúnicamente flavonas-O-glicósidos. La clase

Sphenopsida,relacionada mediante su registro fósil con los licopodios, muestra un único avance en

la química flavonoidica, contiene flavonoles, lo que indica su habilidad para introducir un grupo

hidroxilo en posición C-3 (3-OH) de la flavanona precursora, junto a proantocianidinas y

procianidinas. Estas nuevas características biosintéticas, que incluyen una mayor elaboración del

sistemaenzimático,son propiasde losmiembrosmásavanzadosdel ReinoVegetal,y probablemente

su síntesis ocurrió durante el Devónico (Swain, 1980). La existencia de flavonoles, antocianidinas y

dihidroflavonolesen musgos,juegael mismo papelque en pteridófitos,y su presenciaen ciertas

especies(Hynumcupress¿formepe.) es indicativa de un mayor grado de evolución respecto a otros

musgos incapeces de llevar a cabo su síntesis.

Los musgos y hepáticas, a pesar de su primitivo registro fósil y de la presunción de que son

los progenitores de todas las plantas terrestres, son tan avanzados como Sphenopsidaen su habilidad

para para producir una gran diversidad de estructuras flavonoidicas (flavonoles, flavonas
trihidroxiladasen el anillo B, etc.).Como afirma Swain (1980),pareceríaque, enbasea ello, hasta
cierto punto podríamos considerar que los briófitos procederían de la reducción morfológica de los

vástagosde las plantasvascularesen el cursode la evolución, o bien, hanexperimentadoun avanze

paralelo a una “primitiva” clase botánica de angiospermas hoy extinta.

La presencia de biflavonoides en musgos y en los más primitivos pteridófitos, es una

evidencia más de la afinidad química existente entre ambos (Asakawa, 1986; Geiger & Quinn, 1988),

sustentadapor unaposibley ya mencionadaevoluciónparalela,asociadaconseguridada la defensa

contra predadores. Así mismo, la ausencia de biflavonoides en hepáticas, de acuerdo a Smith (1986)

sugiere una similaridad química entre éstas y las algas pardas.

Los helechos“verdaderos” (Filicinae), ofrecen nuevas estructruras flavonoidicas respecto a

Sphenopsida.Producentambiénflavonolesy protantocianidinas(exceptoOphioglossales),así como

3-deoxiantocianinas,flavonoides C- y 0-metilados, acumulan chalconas y dihidrochalconas

(Wollenweber, 1981). En los Filicales, que parecían carecer de biflavonoides (Cooper-Driver, 1980),
se han identificado últimamente ciertos derivados metilados de la amentoflavona en Osmundaregalis

L. y las poco comunes hegoflavonas (uniones 6’,6”) en CyatheaspinulosaWall. La ocurrencia de

biflavonoides (serie de la amentoflavona) en los miembros más primitivos de Filicales, debe

considerarse como un carácter plesiomórfico en los helechos, que en cambio son inherentes en otras

plantas vasculares ancestrales que contienen biflavonoides (Selaginellalespe.).

En gimnospermas, tanto Cycadales(series de la amentoflavona e hinokiflavona) como Taxales

40



(derivadosdelaamentoflavona)tienenbiflavonoides.En Coniferalessólo Lepidotharnnusdela familia

Podocarpaceaeposeeuna estructuracon esqueletobiflavonoidico de podocarpusflavona(Geiger&
Quinn, 1988). El restode las especiesde Podocarpaceaetienenderivadosde la amentoflavonay en

menor medida de hinokiflavona. La misma diversidadbiflavonoidica se observa en la familia

Taxodiaceae.En Cupressaceaese han identificado cupresoflavonaen Platycladusorientalis (L.)

Franco, pero faltan los biflavonoides en otras especies.También se conocen biflavonoides en

Araucariaceae,Cephatotaxaceaey Pinaceae(sólo en AbiesMill., y Picea A.Dietr.), así como un

espiroflavonoideen Larix gmelini (Rupr.) Rupr., de las pináceas,como recojen Geiger & Quinn

(1988).

Todosestosdatos,refuerzanel punto de vistapor el cual la ausenciade biflavonoidesen la
mayoríade las especiesde Pinaceaees debidaa supérdidasecundariaa lo largo de la evolución,

dentrode las vías metabólicasqueestabanpresentesen las primitivas coníferas.

Geiger & Quinn (1988), recogenla identificación de biflavonoidesen 32 génerosde 15

familias de angiospermas,tanto de dicotiledóneascomo monocotiledóneas.La gran diversidadde

puntosdeacumulaciónde los flavonoidesenlas angiospermas(raíces,hojas,frutos, semillas,polen,
etc.), sugiereunaampliamultitud de funciones:filtros de la luz ultravioletadurantela colonización

en el Silúrico de los territorios emergidos,proteción contra depredadorese invasión fúngica,

antibióticos,etc.

Losbiflavonoidesquese hanidentificadoenlas plantasterrestres,tanto enbriófitos (musgos)

comoen la líneade lostraqucófitos(plantasvasculares),parecepocoprobablequetenganun origen

común,sino que la hipótesismásválidaes sudesarrolloindependiente(Geiger& Quinn, 1988). La

identificaciónde seriesde amentoflavonadebepuessertomadacomo un carácterprimitivo (Geiger

& Quinn, 1975), en basea surecientedescubrimientoen Fílicales.

Desdeun punto de vistaevolutivo, los datosexistentesindicanuna rápidaevoluciónde las

estructurasflavonoidicasbásicas(chalconas,flavanonas,flavonas)duranteel periodoDevónico(400

millones de años atrás), seguidade un largo periodo de relativo estancamiento,hastael mismo

momentoen que se produceel dominio territorial de las angiospermasen el Cretácicomedio (130

millonesde años).

Los cambiosoriginadosa lo largo de la evoluciónen la estructuraflavonoidicabásicao
“primordial”, que dieron lugar a esa enormediversidadde estructurasexistentestanto en musgos

como en angiospermas,sondebidosa la importanciafuncionalde protegera los vegetalescontrala

luz, herbívorosprimitivos y fitopatógenos.TraselCretácico,loscambiosocurridospresumiblemente

derivaríande procesosde coevolucióncon diversos polinizadores(aves, insectos)y herbívoros

(mamíferos,reptiles) (Stafford, 1991).

En el cursode la evolución, la diversidadflavonoidicaha dependidoestrechamentede un

incremento del número de rutas biosintéticas requeridas(Swain, 1980), para producir nuevas

estructuras(p.c. isoflavonas),y en segundolugar, de la habilidad de los vegetalespara emplear

ciertasrutasy conseguiraumentarla complejidadde los másprimitivos flavonoides(p.e. flavonas).

Ambos pasos forman parte de un procesoevolutivo constante,que ha tenido fiel reflejo en la

composiciónflavonoidicade musgos: tanto biflavonascomo isoflavonaspodríanadaptarsea tales

planteamientos,sobretodo aquellasestructurasque requierenciclación moleculary adiciónde un
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tercermonómero.

Porcomparaciónconlas angiospermas,podríamosafirmarquela estructurade losflavonoides

identificadosen musgos,es indicativade la existenciade ciertos niveles de evoluciónbiosintética,

paralelosa la diversidadmorfológicadel grupo. Estoshechosse manifiestansobretodo en la familia

Bryaceae,que es capaz de sintetizardiversosflavonoles, incluso derivadosglicosilados,que de
acuerdoa la Fig. 3.10 necesitanen su síntesisde al menos tres pasosmetabólicos (chalcona-

flavanona-dihidroflavonol-flavonol).

Resumiendofinalmente,podemosafirmar que existeuna tendenciagenerala lo largo de la
evolución, a aumentarla complejidadestructuralde los flavonoidesdesdela línea algal hastalas

angiospermas(Harborne,1967; Swain, 1975). Sin embargo,aunqueestadoctrinaes bastanteclara

en la mayoríade los casos,no siemprepuedeexplicar la existenciade los primitivos biflavonoides

enmusgosy monocotiledóneas,o la existenciadeauronasenlas angiospermasmásevolucionadasasí

como en musgos.Por todo ello, creemosqueno se puederealizarningunaafirmacióngeneralizaen

el sentidode admitir, enbasea la composiciónflavonoidica,quelos flavonoidesde musgossonmás

primitivos quelos de angiospermas.Másbien, la hipótesismásmanejableseríala de una evolución

paralelapero independiente,que en el casode los musgosiría encaminada,salvo excepciones,a

una especializaciónconcreta en la síntesis de biflavonoides, así como de otras estructuras

trimonoméricas(triflavonoides).
La evolución de un sistemaenzimáticoúnico hacia la vía metabólicaqueconducea las

ligninas, permitió una mayor evolucióny diversificaciónmorfológica y ecológicade las plantas

vasculares.Los briófitos carecende estesistemaenzimático,y por ende,son incapacesde sintetizar

lignina, lo cual les obligó a seguir dependiendodel medio y a especializarseen la síntesisde
flavonoides,consiguiendoestructurasa menudomáscomplejasen los taxonesmásevolucionados.

Muy diversoscompuestosquímicosse hanutilizadocomocriteriodedeterminaciónevolutiva,

así como del establecimientode las relacionestaxonómicasy filogenéticas existentesentre los

vegetales.Uno de ellossonlos flavonoides,quehandemostradosufiencienteeficaciay verosimilitud
en ciertos niveles taxonómicos,pero planteanciertos problemascuando se intenta analizar su

evolución desde las algashastalas angiospermas.Obviamente,unacomparacióndirectaentrelas

secuenciasde nucícótidos de ácidos nucleicos homólogos entre distintos taxones vegetales,

proporcionaríala informaciónmásfiable y concretadel procesode la evolución. Sin embargo,tal

informaciónes extremadamentelimitada y se precisaacudir a otroscriterios,comoen nuestrocaso

la composiciónen flavonoides.
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3.3. Actividad Biológica

El potencialterapeúticomodernose nutre en buena partede los principios activos de las

plantas,ya seanaisladosde ellas u obtenidaspor síntesis.

La ventaja del empleode los vegetaleses que, junto a sus principios activos, existenen

muchos casosotros constituyentesde acción sinérgicaque potenciansu acción y la hacenmás

completay duraderaque el principio o principios activos aislados(Navasquillo,1992).

El hombredependemuy extrechamentedel “Mundo Vegetal”, sin embargo,a lo largo de

muchos milenios no ha sido aún capazde alcanzarun conocimientocompletode las plantasmás

comunes.En la actualidad,entodo el mundo,seestáproduciendounafuertecorrientede interéspor
las plantas como elementosterapeúticos,en un rama de la medicina que ya desarrollaroncon

profusiónciertasculturashistóricas.En laantigiledad,algunasplantaseranconsideradassagradaspor

suspropiedadesterapeúticasreconocidas,y suefectose suponíadebidoa “cierto” podermágico, sin

necesidadde explicarsesumecanismode acción.Hoy endía, se conocenvarioscentenaresdeplantas

con acciónterapeúticaprobaday, aunquenos alejamosen cierta medidade ese ritual mágico que

venerabannuestrosantecesores,no es bien cierto queaúnse sigue desconociendoel mecanismode

acciónde muchos de los compuestosde naturalezavegetal(Harborne,1984).

Podemospuesafirmar quelautilización de los recursosterapeúticosvegetaleses aúnincierta

e inagotabley los principalesdescubrimientosestánaúnpor investigar(Navasquillo,1992).

Muchos compuestosbioactivos han sido aislados en bacterias,hongos, líquenesy otros

vegetales(Zinsmeister& col., 1991). No obstante,únicamenteciertos gruposbotánicoshan sido

utilizadosbajo este punto de vista, habiéndoseexcluido otros, entre ellos los briófitos, por no

proporcionarproductosde interés farmaceútico (Schneider,1985). Sin embargo, como afirman

Zinsmeister & col. (1987, 1991) y Zinsmeister & MOes (1987), tal parecer debe revisarse

concienzudamente,pueslosresultadosy conocimientoshoyobtenidoshablanen estesentido.Es muy

posible, que en basea nuevas investigaciones,el estatusde los briófitos dentro de la propia

farmacognosiasea bien distinto y se revelecomo muy importante(Becker& col., 1992; Hedenás,

1991). Con nuestrotrabajohemospretendidoapoyarestecaminoy dotar a la medicinay/o farmacia

de una nuevafuentede productosde origennatural: los musgos.

Aunquelos briófitos no hansido todavíaconsideradoscomoplantasdeimportanciamedicinal

o bien tóxica, mientras que silo han sido el resto del Reino Vegetal (Becker & Wurzel, 1987;

Schneider,1985), distintaspreparacionesobtenidosde ellos han sido notablementeutilizadasen la

medicinapopularde Chinay por los indiosnorteamericanos(Ando & col., 1984).

Durantela PrimeraGuerraMundial, Alemaniay sus aliadostomaronventajaen basea las

especialespropiedadesantibióticasde distintasespeciesde SphagnumL. (Zinsmeister& col., 1991).

Posteriormente,leñadoresde los bosquesdeNorteaméricay Europa,durantemuchotiempo fueron

susceptiblesa la aparicióndedistintasdermatitis,haciéndosefamosoel tratamientoconhepáticasdel

géneroFrullania L. La observaciónde que muchosbriófitos no erancomidos por animales,hizo

especularacercade la existenciade agentesendógenosconactividadprotectora.Es tambiénnotable

añadirque aún no han sido detectadosvirus en briófitos (Nienhaus,1985). Tampocose ha podido
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demostrarla degradaciónbacterianani fúngicaen vástagosvivos del musgoDrepanocladusfluitans

(Hedw.) Warnst.(Satake& col., 1990).

Por todo ello creemosque no se debedespreciara los briófitos como unanuevafuentede

productosnaturales,sino todo lo contrario. Abrir, si cabe,nuevos camposde investigacióndentro

de la biología, farmaciay medicina.
Entrelas distintasactividadesbiológicasconocidasparaloscompuestosde briófitospodemos

citar, entreotros, los efectosalergénicos,la accióncitotóxica y citostática,actividad cardiotónica,

acción carcinogenética y antiinflamatoria, actividad antibacteriana y antifúngica, actividad

antidepredación,regulación del crecimiento y desarrollo de la planta e inhibición enzimática

(Zinsmeister& col., 1987 y 1991).

Los briófitos sonmuy difíciles de degradarenbasea unaactividad fúngicao bacteriana,ya

que son capacesde producir antibióticos, tales como poligodial, norpinguisanoy cinamólido,

inhibidores de la actividad microbiana(McCleary & col., 1960; McCleary & Walkinton, 1966;

Asakawa,1981; Huneck,1983; Zehr, 1990).

La mayordificultad paralos microorganismosdebeencontrarseen la matriz orgánicade la

paredcelular,básicamenteconsistenteen los polisacáridos,que sonmuyresistentesala degradación

microbiana(Satake& col., 1990).

La producciónde sustanciasantimicrobianases característicaen las células vivas, lo cual

puedeexplicar la presenciade algunoshongosúnicamenteen células descompuestasviejas o en
vástagosmuertos.LasrelacionesentreSphagnumspp.,y el hongoLyophyltumspp.,son un ejemplo

de la combinaciónmusgo-descomponedor(Redhead,1981; Grasso& Scheirer, 1981; Scheirer&

Dolan, 1983; Simon, 1987). Una completarecopilaciónsobrelas interrelacioneshongo-briófito es

expuestapor Felix (1988). Debemosseñalara tal respectoque la invasiónde las célulasdel musgo

por hitasfúngicasno siemprees causade muertecomoconsecuenciade la protecciónqueaportala

membranacelulardelpropiomusgo(Racovitza,1959). ¿Puedejugarunpapelprimordial la existencia

de flavonoidesen dichasmembranas?.

Banerjee& Sen(1979), planteanel interroganteanterior ante la “minúscula” cantidad de

briófitos parasitadospor hongosen relaciónal númerode especiesexistentesy en baseal hechode

la posibleexistenciade barrerasa nivel anatómico,inmunológicoo químico,de probadaactividad

antimicrobiana.

Desdeun punto devista ecológicoes curiosoe interesanteobservarquelosbriófitos opongan

unaseriaresistenciaa la infecciónfungica en condicionesnaturalesy no en cambio en condiciones

axénicas(Simon, 1987).

La degradaciónbacterianade briófitos no fue conocidahasta1984, cuandose evidenciala

invasiónpor bacteriasen los vástagosvivos de la hepáticaJungermanniavulcanicola Steph.,la cual

cuentacon monoterpenosen sus cuerposoleiferos,y en Scapaniaundulata (L.) Dum., que cuenta

consesquiterpenos(Satake& Miyasaka, 1984; Satake& Shibata,1986; Yokouchi & col., 1984). Es
por ello que se puedeafirmar la existenciade notablesdiferenciasen la producciónde compuestos

bloactivos entre las hepáticasy los musgos, esperándoseque las mayores diferencias residan

precisamenteen la matriz orgánicade la paredcelular (Satake& col., 1990). Hastael momento,y

comoya se ha referidoconanterioridad,no se ha podidodemostrarla degradaciónbacterianaen las
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célulasvivas de musgos,hechoque sí ha ocurridoen hepáticas;lo queconfirmanuestrointeréspor

estudiarlos compuestosbioactivosdeposibleactividadfarmacológicade estegrupobotánico.Lo que

tampocose conocehastala actualidadsonasociacionesde virus conbriófitos de caráctermutualista

(Horvath, 1977).

Hemos querido finalmente realizar unapequeñarecopilaciónsobre los distintos trabajos

existentesacercadelas propiedadesantibióticasde los musgoscomofuentebibliográficade consulta

obligada,asícomo exponeralgunoscomentariosal respecto:

Madsen& Pates(1952) y Pates& Madsen(1955), citan los poderesinhibidoresde ciertos

musgosy hepáticas(SphagnumportoricenseHampe, S. strictumSulí., Conocephalumconicuin (L.)

Dum., y Dumortierahirsuta Dum.,sin referirseal tipo decompuestoactivoni al tipo de inhibición.

Belkin & col. (1952-53) refierenla actividadde PolytrichumjuniperinumHedw., frente al

Sarcoma37.

Cuatroañosmástarde,Wren (1956), cita de nuevoel podermedicinalde la última especie.

Ramaut (1959), muestrael efecto inhibidor de estractosde Sphagnumspp., frente al

crecimientode Sarcina¡¡¿tea, posiblementecomoconsecuenciade suacidez.
En 1960, McCleary & col., realizanel primer estudioprofundo acercade las propiedades

antibióticasde 12 especiesde musgosfrentea 9 microorganismos(bacteriasy hongos),ofreciendo

únicamenteun resultado positivo Anomodonrostratus (Hedw.) Schimp., Orthotrichum rupestre

Schleich. ex Schwaegr.,y Mnium cuspidatumHedw. Aunque no refieren el compuestoquímico

causantede tal actividad inhibidora,por el tipo de extracciónque realizany por los conocimientos
quehoy se poseen,bienpodríantratarsede flavonoides.Curiosamente,de entreesasnueveespecies

que dan resultado negativo, aquellas en las que se conoce el contenido flavonoidico

(Hygroamblystegiumirriguum (H. & W.) Loesk.,BryumargenteumHedw., Polilla wahlenbergii(W.

& M.) Andr., B¡yumpallescensSch. ex Sch., Sphagnumspp.,y Polytrichumspp.), se caracterizan

todasellas por no sintetizarbiflavonoides,cuandoen el casode Bryum argenteum,B. pallescensy

Pohlia wahlenbergiiexistenotrasespeciesde su génerorespectivoquesilo hacen. En cuantoa las

otras tres especiesque ofrecenresultadosnegativos(Grimniia wrightii (Sulí.) Aust., Ceratodon

stenocarpus(Hedw.) Brid., y Hedwigia albicans P. Beauv.), no se conoce la presenciade

biflavonoidesen los dos primeros géneros,y su identificación en Hedwigia spp., es dudosa

(Ósterdahl,1976; Osterdahí& col., 1976). De las tres especiesque resultanpositivasfrente a los

microorganismos,sí se conocelapresenciade biflavonoidesenPlagiomniumcuspidatum(Hedw.) T.

¡(op. (=Mnium cuspidatum).En el géneroOrthotrichum Hedw., no se ha hecho ningúnestudioal
respecto,y parala última especiesólo disponemosdel antiguo ensayorealizadopor McClure &

Miller (1967), quedenotabala ausenciade flavonoidesen Anomodonrostratus (Hedw.) Schimp.,

aunquemuchasde las especiesqueofrecíanresultadosnegativosparatalesautoreshansido revisadas

posteriormente,concluyéndoseenmuchoscasosla existenciade flavonoidesy biflavonoides(López-

Sáez,1992).
Años más tarde, Wolters (1964a y b), ofrece una corta revisión sobre las propiedades

antibióticasde briófitos, dondeponede manifiestola actividadantifúngicadeDiplophyllumalbicans

(L.) Dum., Pogonatuinaloides(Hedw.)P. Beauv.,y PlagiotheciumdenticulatumBr., no habiéndose

estudiadohastael momentoel contenidoflavonoidico de las especiesde musgosantescitadas(ver
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Anexo 1).
De nuevo, McCleary & Walkington (1966), emprendensu segundo estudio sobre las

propiedadesantibióticas de diferentes especiesde musgos,poniendo de manifiesto una fuerte

capacidadde inhibición frentea los microorganismosGafJkyatetragenay Staph¿ylococcusaureusde

las siguientesespecies,entrelas 50 estudiadas:Atrichumangustatum(Brid.) ¡3. & 5., y A. undulatum

(Hedw.) P. Beauv., en los cualesno se conocela presenciade flavonoidespero sí de cumarinas

(Jung, 1993-94; ver Anexo 1); DicranumfuscencensSm., y D. scopariumHedw., habiéndose

identificadoen la última especieun biflavonoidepor Osterdahí(1979a y 1983), Ron& col. (1990)
y Lindberg & col. (1974); Funaria americana Lindb. ex Sulí. (no estudiado su contenido

flavonoidico);HylocomiumproliferumHedw.,MniumglabrescensKindb., yM. insigneKindb., que

sonespeciesen las queno se conoceningúntrabajoacercade susflavonoides,aunqueotrasespecies

de los génerosrespectivossí contienenbiflavonoides;Polytrichum communeHedw.,P. juniperinum
Hedw., y P. piliferum Hedw. (contienen cumarinas según Jung, 1993-94); Pseudoisothecium

stolonzferumLindb. (no se ha estudiadosu composiciónflavonoidica);Rhytidiadelphustriquetrus

(IIedw.) Warnst., según Vandekerkhove(1977b), no poseeflavonoides, aunquetales resultados

deberíanrevisarsepuesotra especiedel género,R. squarrosus(Hedw.)Warnst.,en la queel mismo

autor citaba igualmentela ausenciade flavonoides,sintetiza5 biflavonoides(Seeger& col., 1990;

Seeger,1992); Plagiotheciumundulatum(Hedw.)B.S.G., esun casosimilaral anterior,puesSievers
(1992) realizaúnicamenteun estudiomuy concretosobrela presencia/ausenciade tresbiflavonoides

en dicha especie;SphagnumcuspidatumEhrh. ex Hoffm., 5. macrophytlumBernh. ex Brid., y 5.

palustreL., de composiciónquímicaun tanto especial,sonespeciescaracterizadaspor sintetizarun
tipo concretodeantocianidinasexclusivasdel género,las esfagnorubinas(Anexo 2). Del estudiode

McCleary& Walkington (1966), resultaparticularmenteinteresantela reflexión que realizanacerca

del ataquede musgospor distintos microorganismosy las referenciasque ofrecensobredistintos

especimenesmuscicolasde herbario,que no necesitande un tratamientoprevio de conservación,tal

y como se realizaconel resto de vegetales.

No es hasta5 años más tarde, cuandoHartwell (1971) refiere de nuevo las propiedades

antitumoralesde distintas especiesdel géneroPolytrichum Hedw., entreellas P. communeHedw.,

y otras indeterminadas.

En el mismo año, Gupta& Singh (1971), demuestranla actividad antibacterianade dos

especiesde musgosde los génerosBarbula Hedw.. y Timmiella (De Not.) Limpr., frente a 33

especiesde bacterias.

Posteriormente,Banerjee(1974) y Banerjee& Sen(1979), estudianla actividadantibiótica

de 52 especiesdebriófitos, frentea 12 microorganimos(bacteriasy hongos),poniendode manifiesto

unainhibición positivade un 56% (29 especies)de las especiesestudiadasfrente a bacteriasy una

nula actividad antifungica, citando así mismo la mayor ocurrenciade substanciasantibióticasen
hepáticasque en musgosy antocerotas.El hecho de utilizar disolventespuros en el proceso de

extracción(acetona,metanol y etanol al 100%), sin ese 10-20% necesariode agua haceque la

extracciónde biflavonoidescon dicha metodologíasea muy difícil (Geiger, 1990), lo quepodría

explicarquealgunasde lasespeciesdemusgosestudiadasportalesautores,queposeenbiflavonoides,
hayan dado un resultado de actividad antimicrobiananegativo, caso de las especiesdel género
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CampylopusBrid., y B¡yumHedw. (Anexo 1).

Entre los musgosque ofrecenresultadopositivo en el ensayoantimicrobianode Banerjee

(1974) y Banerjee& Sen (1979), destacamosCampylopuslaetus (Mitt.) Jaeg.,Philonotisfalcata

(HK.) Mitt. (especie de la familia Bartramiaceaeefectiva contra Bacillus su/Milis), Hypnum

plumaeformeWils., Rhodobryumgiganteum(Schwaegr.)Par., y Mnium Iongirostrum Brid., por

tratarsede especiescuyacomposiciónflavonoidicaes desconocidapero sí se conocela existenciade

biflavonoidesenotras especiesde losgénerosrespectivos.

Posteriormente,Van Hoof & col. (1981), realizanun estudiomás profundo de actividad

antimicrobiana,entrelas queincluyenpor primeravez la actividadantivirica. Entrelas 20 especies

de briófitos que estudian,queremosdestacar,dentrode aquellasen las que se conoce el contenido

flavonoidico,precisamenteBrachytheciumrutabulum(Hedw.)B.S.G.,y MniumhornumHedw., que

poseenunaescasao nulaactividadantibacteriana,antifúngicae inclusoantivírica, siendoademásdos

especies caracterizadaspor no contener flavonoides (Wyatt & col., 1991b; Sievers, 1992;

Vandekerkhove,1980). En el poío opuesto,encontramosDicranum scopariumHedw., e Hypnum

cupresszformeHedw.. especiesque demuestranun gran poder de inhibición de la actividad
microbiana,conociéndoseen ambasla presenciade biflavonoides(Osterdahí,1979ay 1983; Ron &

col., 1990; Lindberg& col., 1974; Sievers,1992; Sievers& col., 1992). Por el tipo de extracción

que realizanVan Hoof & col. (1981) de los compuestosbriofiticos, con etanol 80%, muchonos

tememosque la actividad antimicrobianade éstasdos últimas especiesse debaprecisamentea su

contenidoflavonoidico, ya que tal metodologíade extracciónes la que habitualmentese usa para

biflavonoides(Geiger, 1990).

Castaldo-Cobianchi& col. (1986 y 1988), llevan a cabo un estudiosobre la actividad

antibióticade lahepáticaConocephalumconicum(L.) Dum., y losmusgosMnium undulatumHedw.,

y Amblystegiumriparium (Hedw.) Br. Eur. (= Leptodictyumriparium (Hedw.) Warnst.),frentea 8

bacteriaspatógenas.Susestudiosponendemanifiestouna importanteactividadantibacterianade los

extractosacetónicosobtenidosconelmétodode McCleary & col. (1960),precisamenteen loscuales

sesuponeestácontenidalamayorpartedelos flavonoidesexistentesentalesespecies.Además,tales
autoresofreceninteresantescomentariosacercadel fenómenode antibiosisqueposeenlos briófitos

(musgosy hepáticas)en relacióna ciertos simbionteso comensales,que con ellos conviven en el

suelo, tanto bacteriascomo hongos. De las dos especiesde musgosúnicamentese conoce la

composiciónflavonoidicadePtagioinniumundulatum(=Mnium undulatum),quesintetizabásicamente

flavonasO- y C-glicosiladas(¡(oponen& Nilsson, 1977; Osterdahí,1979ay c; Bendz& col., 1966;

Harborne, 1967; Vandekerkhove,1978a).

Ya más recientemente,un equipoamericano(Spjut& col., 1986 y 1988), representantedel

Instituto Nacional contra el Cáncer (N.C.I.), emprendelos primeros estudiosprofundossobre la

posibilidadde utilizar los briófitos (musgos, hepáticasy antocerotas)como antitumorales.En el
primerodeellos, (Spjut& col., 1986),realizanensayosantitumoralescon97 génerosde musgos,16

dehepáticasy 1 de antocerotas.Setentay cincode los extractosobtenidosde especiesde los géneros

referidosresultarontóxicos,mientrasque43 fueronactivos.Dicha actividadantitumoral,semanifestó

principalmenteen las familias DicranaceaeSchimp., GrimmiaceaeArnott, MniaceaeSchwaegr.,

NeckeraceaeSchimp., ThuidiaceaeSchimp., BrachytheciaceaeG. Roth., HypnaceaeSchimp., y
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PolytrichaceaeSchwaegr.Los autoressugierenque los briófitos son unaprometedorafuentede

productosnaturales,ya queenelloscabela posibilidadde descubrire identificar nuevoscompuestos
con actividad biológica. La posibilidadde que dicha actividadbiológica en briófitos puedaser el

resultado de fenómenos alelopáticos, puede deberse a la habilidad de los briófitos para acumular

sustancias tóxicas.

Finalmente,queremosresaltar la existenciade excelentesrecopilacionesal respectode las

propiedades farmacológicas de los distintos compuestos procedentes de briófitos, entre los que se

incluyen lípidos y ácidos grasos, flavonoides, terpenoides y ácidos fenólicos (McClure, 1975;

McClure & Miller, 1967; Huneck, 1969 y 1983; Asakawa, 1981 y 1990; Asakawa & col., 1978 y

1980b; Wolters, 1964a y b).

El principal problemaconque se cuenta,es el desconocimientoacercade qué compuestoes

el responsable de tal actividad antimicrobiana, de ahí que toda la recopilación bibliográfica que

anteriormentehemospresentado,la hayamosintentadocorrelacionarcon la presencia/ausenciade

biflavonoidesen las especiesde musgosestudiadas.En nuestrotrabajo,comoya se ha expuestocon

anterioridad,noshemoscentradoenun únicotipo de compuestos:los flavonoides,y particularmente

los biflavonoides,cuyafunción enla plantadebesermuy importanteaunqueno es del todo conocida.

En el áreabiológicalos flavonoidesposeenunaactividadpolivalente,ya queentreotras, se

conocensuspropiedadesantibióticas,antifúngicase inclusovirostáticas(McClure, 1975 y 1986;

Ghisalberti,1979; Konig & Dustman,1983; Levin, 1971; Van Hoof & col., 1981; Abou-Karam&
ThomasShier, 1992; Mori & col., 1987; Gnanamanickam& Mansfield, 1981;Wood & Jellis, 1984;

Selway, 1986; Bertram, 1989; Spilková & Hubik, 1988 y 1992); antifertilidad (Mandich & col.,

1984),sucapacidadde inhibición del crecimiento larvario y del ataque por insectos y otros animales

(Elliger & col., 1980 ay b; Hedin& Waagea,1986; Kubo & col., 1983; Chan& col., 1978; Denno
& McClure, 1983); inhibición enzimática(Shu-Chen& col., 1992; Shimizu & col., 1984; Beretz

& col., 1979; Gaudette& Holub, 1990); propiedadesantitumorales y anticancerosas(Lee & col.,

1981; Bertram, 1989; Constantinou& col., 1990; Bracke& col., 1990; Dani & col., 1990; Deak&
col., 1990; Richardson,1992), antihepatotóxicas(Iwu, 1985)y puedeninterferiren el crecimiento

de semillas (Rice, 1984). Algunos de ellos son los pigmentosde las plantas, las antocianinas
(McClure, 1975 y 1986), dandocolor a flores, frutos y hojas (Harborne,1967 y 1986; Czygan,

1980), aunquesin embargo,la mayorpartede las flavonasy flavonolesson incoloros.El elemento

comúnde estoscompuestoses un núcleo básico: el 2-fenil cromano(Bruneton, 1991). Así mismo,

en los últimos añosse estádemostrandola utilidad de los flavonoidesy otros compuestosfenólicos

en la caracterizaciónde diferentesalimentosde origen vegetal, entreellos los vinos (Etievan&

Schilich, 1988; Tomás-Lorente& col., 1989),zumosde frutas (Elkins & col., 1988; Galensa,1988),

etc. Parecendesempeñarigualmenteun papelreguladorcomo inhibidoresdel trasportede auxinas

(Jacobs& Rubery, 1988).

Finalmente,los flavonoidesson los típicoscompuestosfenólicosque, graciasa su estructura
química, se comportancomo potentesantioxidantesy quelatosde metales(Pincemail& col., 1990;

McClure, 1975). Esta actividadestáextrechamente relacionada con lo antes expuesto, pues supone

unasventajasecofisiológicasenormementetrascendentales,evitandola peligrosaactividadoxidante

de ciertosmetales(Swain, 1986).
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Por el mismo motivo, los flavonoides, apoyadosen esa estructuraquímica de enlaces
conjugadosy anillos aromáticos(ver Fig.3.6 Pp. 21), debieronsuponerla primera barreraque los

briófitos presentarona la destructivaluz ultravioletaen su conquistadel medioterrestre,puestoque

Geiger(1990) ya señalaque algunosflavonoidespuedenligarse fuertementea las paredescelulares

debriófitos. El mejorejemplolo tenemosenel musgoBryumargenteumHedw., especiecosmopolita

que vive incluso en la Antártida, cuyo contenidoen flavonoides se incrementaconsiderablemente

cuandoel agujeroen la capade ozonopolar, que entreotras funcionessirve de pantallacontra las

radiaccionesultravioletas,se agranda(Hedenás,1991). Incluso, diversasmodificacionesbioquímicas

sufridaspor los compuestosde losmusgos,pudieronjugar un papelfundamentalen su evolucióny

sobretodo, en la defensacontradistintosorganismos(Swain, 1986).

La estructuramolecular, las pautasde hidroxilación,glicosilación,metilación, etc., parecen
jugar un papel fundamentalen la actividad biológica de muchos flavonoides,ya que existeuna

relaciónmuyextrechaentrela estructuramoleculary su actividad(Cody& col., 1986; Elliger& col.,

1980; Hedin& Waagea,1986; Albert, 1971; Spilkova & Hubik, 1992).

Finalmente,únicamentehemospretendidohacerunarecopilaciónlo másexhaustivaposible
de las distintasactividadesbiológicasque poseenlos flavonoides,sin extendernosdemasiadopues

seríamateriaparaotro trabajo,por sudimensióny variedad,y porqueel objetivo de nuestroestudio
se centraráprimordialmenteen la actividadbiológicade los biflavonoidesde los musgosestudiados

enestaMemoriaDoctoral. Además,existenexcelentesrecopilacionesal respecto(Cody & col., 1986

y 1988; Chopra& Bhatla, 1990; Das, 1990; Harborne, 1967, 1986, 1988ay b, 1993; Harborne&

Mabry, 1982; Harborne& col., 1975; Swain, 1977a; McClure, 1975). De todasellas debemos

destacarlas de Spilkova& Hubik (1988y 1992), quieneshacenun repasoexhaustivoalas diversas

actividadesbiológicasde los flavonoides,entrelas que recogen:antimicrobianos,espasmolíticos,

antivirales,función hepatoprotectiva,analgésicos,antialergénicos,antiulcerosos,antitumorales,etc.

Sinlugar a dudaslosbiflavonoides,objetoprincipal de nuestrotrabajo,sonuno de los grupos

de productosnaturalesmás interesantes(Foo & col., 1992), tanto desdeel puntode vista químico

comodel de sus propiedadesfarmacológicas,antiinflamatorias,antihepatotóxicasy antimicrobianas

(Beretz & col., 1986, Shimizu & col., 1984; Iwu, 1985 y 1986; Chakravarthy& col., 1981),

incluyendolas antihistamínicas.Jueganigualmenteun papeldefensivoen la predacciónde las plantas

por hongose insectos(¡(ubo & col., 1983; Lowry & col., 1983; Swain, 1975; Krolicki & Lamer-

Zarawska,1984; Geiger& Quinn, 1988; Ron & col., 1992).
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3.3.1. Síndrome de Imnunodeficiencia Adquirida.

A continuación,puestoque los ensayosde Actividad Biológica de la presenteMemoria

Doctoral se llevaron a cabo sobre cultivos celulares infectados con VIH (Virus de la

ImnunodeficienciaHumana),creemosconvenientededicaruncapítuloaresumiralgunosaspectostales

comoel descubrimientode la enfermedady el estadoactual en que se encuentra.

A. Antecedentes

En junio del año 1981, y tras uno de los múltiplesexámenesrutinarios a que se sometela

documentaciónprocedentede todoslos estadosamericanosque llegan a la institución, los Centros

parael Control de Enfermedades(CDC) de Atlanta (Georgia,EstadosUnidos), dieron a la luz un

informe sobreun extrañotipo de neumoníaquese habíadiagnosticadoa lo largo de los ochomeses

anteriores.El informe señalabaasímismo, quela afecciónse habíadiagnosticadoen tres hospitales
de Los Angeles en cinco varonesjóvenes,de razablanca, sin ningún otro tipo de patologíay que

teníanen común sucondiciónde homosexuales.La infecciónen un principio se creyó causadapor

el protozoo Pneumocystiscarinii, rarísimo en patologíahumana, dondesólo se advierte como

responsableoportunistade infeccionesen enfermosconunamerma “brutal” de susdefensas.Casial

mismo tiempo, tanto en California como en NuevaYork, se detectóun crecimientoanormal en la

declaraciónde los casosdiagnosticadoscomosarcomade Kaposi,un tumormaligno de los capilares

de desarrollo lento y propio de varones mayores de sesentaaños. Los pacienteseran también

homosexualesy con unaevolución letal muy rápida (1 ó 2 años), y muchosde ellos padecíanal

mismotiempounaneumoníaconcomitantepor P. carinhi. Todosestoshechos,queparecíanalbergar

un paralelismodesmesurado,pusieronen alerta a los epidemiólogos,acercade un proceso que

presentabannumerososelementosextraños.

En el veranode 1982,se pudo finalmentedefinir la apariciónde un síndromecaracterizado

por la existenciadeenfermedadeshabitualmenteconsideradasoportunistasenpacientesconunabaja

respuestainmunitaria.Se le dió el nombrede Síndromede InmunodeficienciaAdquirida (SiDA),

con un conjunto de cuadrosclínicos caracterizadospor una alteraciónsubyacentede la inmunidad

celular, y quese manifestabanesencialmentebajo la forma del sarcomaKaposi e infeccionesgraves

porgérmenesoportunistasenpersonasjóvenespreviamentesanas(BES., 1989). Juntoalaneumonía

por P. carinnii, se advirtió la frecuenteapariciónde diarreasproducidaspor Cryptosporidiummuris

o Isosporabe/Ii, meningitis por Cryptococusneoformansy encefalitis por Toxoplasmagondil,

procesostodos ellos infrecuentes.Lo impreciso de su denominación,evidencióen suvaguedadla

confusión inicial de los médicosante un procesodesconocido.Se abandonaronasí algunosde los
nombresque la enfermedadtuvo en un primer momentocomo gay cancero GRID (Gay-Related

ImmuneDeficiency).
Losprimeroscasosde SIDA fuerondescritosenhomosexualespor Michael Gottlieb en Los

Angeles y apartir de ese momento, el númerode casosse ha multiplicado y la enfermedad,que
inicialmenteparecíacentradaen determinadosnúcleosurbanosde los EstadosUnidos, se ha hecho

presenteen Europay el restode los continentes.La repercusiónsocial en los paisesmás afectados
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es importantey el temorante estesíndrome,enocasionespor falta de una adecuadainformación,ha

llevadoa ciertas formasde rechazosocial dedeterminadaspersonas,por característicastan diversas

como la nacionalidad(haitianos)o susprácticassexuales(homosexualidad).

La etiologíade la enfermedadha suscitadomuchasteorías,orientándoseen los primeros

momentosa la búsquedade factorescausalesentrelos rasgoscaracterísticosdel tipo de vida de los

homosexuales,en los que se describieronlos primeroscasos.Así se valoraronentreotras posibles

causas,la importanciade drogascomo el nitrito de amilo, de las infeccionesde repeticióno el

estímuloantigénicodel propio semen(BES., 1989). Pero ya desdeel inicio, la enfermedadno

aparecióasociadaa los homosexualesen general,sino a un subgrupode estacolectividadconactiva

vida sexual,demaneraqueuno de los primerosestudios“caso-control” entrehomosexualessanosy

afectosde SIDA, se evidenciabaunamayor frecuenciade ciertas infeccionesen los homosexuales

enfermosque en los controles (sífilis, enterovirus, citomegalovirusy Epstein-Barr),así como un

mayornúmeroy variabilidadde compañerossexuales.

Al ampliarseel espectrode gruposde riesgo con la apariciónde casosentre haitianos,

drogadictosy hemofílicos, y conocersealgo más de los mecanismosde transmisión, pasó a

considerarseconmásinteréslaposibilidaddeun agentetransmisible,probablementeunvirus (BES.,

1983; Carreras,1991).

Unode losprimerosgérmenesobjetode atenciónfue el citomegalovirus(CMV), queya antes

de la aparicióndel SIDA habíasido incriminadocomo posibleagentecausaldel sarcomade Kaposi

(cáncer frecuenteen el curso del SIDA, que afecta aproximadamenteal 35% de los pacientes

enfermosde SIDA y que se caracterizapor la presenciade placaso nóduloscutáneosde color azul

o pardo,que se encuentranno sólo en la piel sino tambiénenlos ganglios,pulmonesy encasi todas

lasvísceras).Estudiosseroepidemiológicosprevioshabíanpuestodemanifiestounaasociacióndeeste

virus con el sarcoma, habiéndoseencontradoanticuerposen pacienteseuropeosy americanos

estudiadosen los años setenta.En personasafectadaspor el SIDA que a su vez presentabanel

sarcomade Kaposi, se evidenció también un alto volúmen de anticuerposparaCMV. Hasta el

momento,la infecciónpor el CMV pareceserendémicaen la poblaciónhomosexualy sutransmisión

se hace a travésdel semeny de la orina, por lo cual no parecíaser el agentecausaldirectamente
implicado en el SIDA, aunqueéstono significaque la asociacióndel CMV con la enfermedadsea

causal.

Juntoa los citomegalovirus,el virus de Epsein-Barry el de la hepatitisB, fueronotros dos

de los iniciales candidatosa losque se supusoresponsablesde la afección,pero muyprontohubode

deshecharseesta atribución por las característicasabsolutamentenovedosasde la enfermedad

(Carreras,1991).

Datosposteriores,demostraronque los pacientescon SIDA estabaninfectadosademáspor

el virus de la leucemialinfocitaria T humana(HTLV) (BES., 1983). Esteretrovirusse aislóde los
linfocitosy de la sangreperiféricadepersonasquepresentabanel síndrome.Tambiénpor hibridación

se detectóla presenciade secuenciasdel ácido nucleico de HTLV en linfocitos de 2 de los 33

pacientescon SIDA que se estudiaron(C.D.C., 1983), y por inmunofluorescenciaindirectase

demostrólaexistenciadeanticuerposcontraantígenosdesuperficiede linfocitos infectadosporHTLV

en 19 de los75 enfermosconSIDA (25%). En sujetosquepresentabanunalinfoadenopatíao aumento

51



considerabledetumoresenlos ganglios linfáticos(consideradaposibleprecursorade SIDA) también

se encontraronanticuerposanálogosen 6 de 23 casos.Incluso investigadoresdel National Cancer

Institute de los EstadosUnidos(ProfesorRobertGalloy suequipo)llegarona aislarenmayode 1984

el retrovirusHTLV-III en pacientescon SIDA.

El primer retrovirusdel tipo HTLV (Human T Ceil LeukemiaVirus) quefue identificadofue

el HTLV-I, por el Dr. RoberGallo en 1980. Dicho retrovirusHTLV-I era causantede la leucemia

agudadelas célulasT (linfocitos conintensaactividadinmunitariaalproducirsustanciasquefacilitan

la accióndelos macrófagos)y estabadifundidoregularmentepor Africa, el Caribey Japón.En 1982

se hallabaotro retroviruspatógenoen el hombre, el HTVL-II, productorde la leucemiade células

pilosasy quese transmitíapor la sangre,el contactosexualy de la madreal hijo (Carreras,1991).

La conjunciónde varias circunstanciasindujo a suponerque un retrovirus debíaser el agente

productor del SIDA. Era indudableque se trataba de una enfermedadtransmisibleque podía

adquirirseporcontactosexual,transmisiónmaternay trasfusióndesangrey hemoderivados.Además,

se advertíaen los enfermosunaafectaciónmuy selectivade linfocitos T colaboradorescomo en las

infeccionespor HTLV-I y HTLV-II. El aislamientoantescomentadodel HTLV-III en 1983,vino a

confirmastales sospechas.

A pesardequela asociacióndel HTLV conel SIDA ha sidopuestapuesdemanifiesto,como

en el caso del CMV no pareció tratarsedel agente causal directo y concreto. Las diferentes
manifestacionesclínicasdela leucemiade célulasT y del SIDA, asícomola grandiferenciaexistente

entrela incidenciade ambas,por ejemplo en Japón,dondela primera tieneunaincidenciaaltísima

y el SIDA no se conocíatodavíaen 1983, seríandatosque se opondríana una etiologíacomúnde

ambasenfermedades.Con los datosquese poseíanno podíaen modo algunoconsiderarseal HTLV

como agentecausal de la enfermedaddel SIDA, aunquecabriala posibilidadde que el virus actuara

como un germenoportunistaen personasconla inmunidadcelular previamentedisminuida.

Todos los datosconocidoshastaese momento,en cierta forma resumidos,tendíana poner

de manifiestoqueel SIDA teníaun agentecausalprobablementevírico, que teníalas mismasvíasde

transmisiónque la hepatitisB, siendolas másprobablesla sexualo más raramentela parenteral,a

través de jeringuillas o sangrecontaminada.No existían evidenciasde transmisiónpor contactos

ocasionalesentrelas personas,ni a travésdel losalimentos,aire u objetos.
Sin embargo, el descubrimientodefinitivo del virus del SIDA vino amparadopor una

expectaciónparalela,debidaa la patentede su descubrimiento.El posibleretrovirus no reaccionaba
frente a los reactivosespecíficosHTLV-I y HTLV-II. La inmediataconstataciónde que tampoco

crecíaen los linfocitos T4 a los que destruíao cuyo crecimientoimpedía, así como las imágenes

obtenidasa travésdel microscopioelectrónico,diferentesa las conocidasdel HTLV-I, llevarona los

investigadoresfrancesesdel Intituto Pasteuren Francia,Luc Montagniery suequipo, a identificar

enmayode 1983, el virus como LAV (LymphadenopathyAssociatedVirus), virus ligadoal síndrome

linfadenopático,enunaproporciónmuy elevadade pacientesconSIDA, queno pertenecíaala serie

de retrovirushumanossobrelos queel Dr. Gallo y suequipoveníantrabajando(HTLV).

En mayode 1984, el Dr. Gallo y su equipopresentabanal HTLV-III en la revistaScience

comoel responsabledel SIDA, y queparecíacoincidir plenamentecon el virus LAV aisladopor el

Dr. Montagnier,así comoconel denominadoARV (AIDS Related Virus) aisladopor el Dr. Levy y
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suscolaboradoresen 1984.Todasestascoincidenciasno hicieronsino someterala investigaciónsobre

el agentecausaldel SIDA enun mundodeconfusionessobrelapatentedel descubrimiento.En 1986,

el Comité de Taxonomíade Virus propusola denominación111V (HumanInmunodeficiencyVirus)

o VIH (Virus de la InmunodeficienciaHumana),frentea las ya conocidasHTLV-III, LAV o ARV,

y queaceptadapor la OrganizaciónMundial de la Salud(O.M.S.) fue impuesta.

8. El Virus de la ImnunodeficienciaHumana

8.1. Patogenia.

El SIDA es unaenfermedadcausadapor la destruccióndel sistemainmunitariopor causade

un virus llamado VIH inicialmente denominadoLAV, ARV o HTLV-III. Se trata pues de una

enfermedadadquiridadebidaal virus y no hereditaria.Estevirus se encuentraen las secrecciones

sexuales(semen,flujo vaginal),saliva,lágrimasy enla sangre(linfocitosespecialmente,perotambién

en el suero). Se trata de un virus lábil a la temperatura(se inactiva a 560 C en 30 minutos) y a

diversosantisépticoscorrientes(hipoclorito,fenol, glutaraldehídoaguaoxigenada,etc.).Hoy en día

losdos sistemasdetransmisiónpredominantessonlas relacionessexuales,tanto heterosexualescomo

homosexuales,y el uso compartidode agujasy jeringuillascontaminadas.

El sistemainmunitario humanoactúaejerciendosu acciónpor todo el organismo,gracias

especialmentea un tipo de glóbulosblancosde la sangre,los linfocitos, producidospor los órganos

linfáticos. Existen básicamentedos tipos de linfocitos, los linfocitos T que atacandirectamenteal

agenteinvasor y, los linfocitos B que son los encargadosde procucirunassustanciasdenominadas

anticuerpospara combatir al patógeno.Estos anticuerposson específicosde cada microbio y su

presenciaen el organismoindica que ésteha estadoen contactoconel microbio en cuestión.En la

actualidadéstees uno de los métodosactualesde deteccióndel SIDA en elhombre,previadetección

de los anticuerposrespectivosmediantela pruebaserológicadel SIDA.

Un tipo especialde linfocitosT, los llamadoslinfocitos T4 sonlos encargadosde “reconocer”

al organismoo microbio invasor, y dar lugar a la señalde alertaal resto de linfocitos T y B que

actuaránen defensadel organismo.

El virus del SIDA tiene la particularidadde poder destruir progresivamenteel sistema
inmunitario humano,ya que atacadirectamenteal “centro de control o mando” de éste, es decir,

destruye directamentea los linfocitos T, incluso antes de que dichas defensashayan podido

organizarseparacombatirlo. Tras ser destruidoel sistemainmunitario, los signos y síntomasdel

SIDA aparecen,y el organismoenfermoestá desdeesemomentoexpuestoanumerosasinfecciones

por otros gérmenesoportunistas,queencondicionesnormalesno seríancapacesde venceral sistema

inmunitario. Como los demásvirus, el VIH no puede sobrevivir de forma independiente,ya que

únicamentepuedevivir en el interior de una célula. Parapoder infectar a unas célulascomo los

linfocitos T4, el virus del SIDA (VIH) debeinsertar sucódigo genéticocompuestode ARN en el

código genéticode los linfocitosT4 formado por ADN básicamente.Estosdos “programas”,ARN

y ADN no soncompatibles,y por esoel virus debetransformarpreviamentesucódigogenéticoARN
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en un código ADN, lo cual realiza gracias a unaenzimaparticular que posee,la transcriptasa

inversa. Cuandoel VIH ha implantadosu código genéticoen el de los linfocitos T4, se multiplica

a expensasde éstos y, finalmente, los destruye.De esta manera, el sistema inmunitario de va

debilitando progresivamente.El virus primeramentese adhiere y luego penetra en la célula

linfocitaria, gracias a la transcriptasa inversa, integrándose en el ADN celular donde puede

permanecerlatenteparareplicarsea medidaqueel linfocito T4 es estimulado,convirtiéndoseésteasí

en una verdadera “fábrica” de material genético que codifica proteínas víricas que, previa lisis celular,

pasanal torrentecirculatorioo directamentea otra célula(Verger, 1988). De estamanera,a medida

que la infección avanza,va destruyéndoseunaparteesenciadel sistemainmune, los linfocitos 14,
queen los estadiosfinalespuedenllegar a desaparecer.El VIH no sólo infectaa los linfocitosT4 sino
que también,de forma crónica, lo hacecon otra variedad de glóbulosblancos,los macrófagos,así
comoen células nerviosaso monocitos,peroescasamenteo nadaen los linfocitos B y enla mayoría
de células del organismo.Los macrófagostienen un papelimportanteenla inmunidad,ya que son
los responsables,en especial, de la fagocitosis. Además, son las primerascélulas del sistema

inmunitario que entranen contactocon el virus y los demáselementosinvasores.

Con la disminuciónde los linfocitos 14 disminuye tambiénla producciónde interleucina-2
y otrosmediadores,en consecuenciala actividadde las células18 y la funciónnormal de las células
NK (natural killer), la de los linfocitos B y la de los monocitosse ve alterada.Las célulasNK tienen
una función antivírica y antitumoralespecífica(Verger, 1988). La alteraciónde los linfocitos B se
manifiesta por su incapacidad de producir anticuerpos adecuadosa los estímulos antigénicos,
produciendoun excesode inmunoglobulinasde forma totalmenteanárquica,que las células 18 no

pueden frenar.

Por último, el papel que juegan los factores genéticos en la adquisición y progresión de la

infección, sólo empieza a conocerse parcialmente y no siempre son interpretados de manera similar.

B.2. Etiología y Estructura.

El primer virus del SIDA aislado, conocido como Virus de la Inmunodeficiencia Humana

(VIH-1 o tipo 1) es una partícula extremadamente pequeña (1/10000 mm). Se trata de un virus ARN

de configuración icosaédrica, constituido por una cápsula de proteínas (envoltura externa) que rodea

la molécula de ARNportadora del código genético del virus. El conjunto de este núcleo está envuelto

por una cubierta compuesta de proteínas y lípidos (Fig. 3.11).

Pertenecea la familia Retroviridae, caracterizadapor poseeruna enzimacaracterística,la
transcriptasa inversa (Verger, 1988). La escuela francesa (Montagnier & col.), defiende la tesis de

que los retrovirus pertenecen a la subfamilia Lentiviridae,que actúan en algunos animales como virus

lentos en el SistemaNerviosoCentral, contra la defendidapor los norteamericanos(Gallo & col.),

quedefiendensupertenenciaa los HTLV que actúanmásbien como oncogénicos.

Las proteínas de la cubierta son importantes, ya que permiten la adhesión del virus a los

linfocitos 14 y su penetraciónen las células. Algunaspartes de las proteínasde la cubiertainducen

una fuerte respuesta inmune, por lo que son indispensables para la elaboración de una vacuna

(Montagnier, 1993). Hay, sobre todo, un bucle (ver Fig. 3.11.) expuesto en la superficie de estas
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Fig. 3.11.: Representación esquematica de la estructura molecular del VTH.

proteínas,que induceanticuerposcapacesde neutralizarespecialmentela infecciosidaddel virus.

Se ha logrado cultivar el VIH en cultivo celular y se obtiene en suficiente cantidad para

fabricar antígenos para las pruebas de laboratorio (ELISA p.c.), pero su cultivo no está al alcanze de

los laboratorios clínicos.

Posteriormente se aisló un segundo virus en el Instituto Pasteur y en el Hospital Claude

Bernard (Paris) a partir de un foco de SIDA existente en el oeste de Africa, y que fue denominado
VIH-2 (Montagnier, 1993). El VIH-2 es un virus de la misma familia que el VIH-1 pero con algunas

diferencias, sobre todo en las proteínas de la cubierta. El VIH-2 no siempre se detecta con las pruebas

serológicasutilizadasparael VIH-1. Hoy en día sedisponede pruebasespecíficasparael VIH-2 y

se utilizan como tales en la práctica. VIH-1 y VIH-2, aunque diferentes en algunos elementos de su

estructura, producen, sin embargo, la misma enfermedad: el SIDA. El VIH-2 es, no obstante, menos
virulento que el VIH-1.

El VIH-1 es el virus más importante que se conoce en lo que concierne al SIDA. Su código

genético está demasiado alejado del de VJH-2 para sostener que éste pueda derivar de aquél por

simple mutación (Montagnier, 1993). Sin embargo, es posible que provenga de un virus existente en

el chimpancé, denominado STLV (Simian T-CelI Leukemia Virus), causante de la leucemia de las

células T. El VIH-1 según esta teoría habría existido desde hace mucho tiempo en algunas poblaciones

humanasaisladasque lo tolerabanmedianamentebien.

El VIH-2 es un pariente relativamente próximo al virus de los monos africanos (mono verde,

mono mangabey). La hipótesis más probable que se maneja respecto a su origen, sería el paso, más

o menos antigúo, de este virus entre el mono (especie receptáculo que lo toleraría relativamente bien)

y el hombre (nuevo huésped del virus no preparado para recibirlo). Sin duda, este virus, al igual que

el VIH-1, causa el SIDA en el hombre, aunque su transmisión es más difícil, y una vez transmitido,

causa la enfermedad con menor frecuencia y rapidez que el VIH-1.

Las distintas cenas del VH-1 hasta ahora descritas en diferentes ateas geográficas, no difieren

fundar.t ntaimente e:: :;u composícion genética, excepto en el gen que codifica la envoltura, lo cual
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puede suponer una dificultad para encontrar una vacuna efectiva. A parte del VIH-1 y el VIH-2 (tipo

2 o LAV-2) se ha descrito recientemente el HTLV-IV en prostitutas asintomáticas del Africa del Este.

C. Estado actual de la enfermedad.

El número de casos de SIDA declarados a la Organización Mundial de la Salud (OMS) en el

mundo, hasta diciembre de 1992 es de 625.241 (Montagnier, 1993). El ritmo actual es de

aproximadamente unos 10.000 casos nuevos declarados al mes, por lo que se estima que el número

real se acerca a a los 2.500.000 afectados.

Las personas que han sido infectadas por el VIH no desarrollan necesariamente el SIDA. La

OMSestima que en el espacio de 10 años el 60% de las personas seropositivas evolucionan hacia el

SIDA, el 20% presentan manifestaciones menores de la enfermedad, y el 20% restante permanecen

indemnes a toda sintomatología.

Aunque el número de seropositivos es diftcil de precisar, y más, cuando aún hoy, muchos

casos no se declaran, se puede afirmar que alrededor de 14 millones de personas están ya infectadas

por el virus del SIDA (seropositivos) en el mundo. Las 3/4 partes están en Africa.

En muchos paises en vías de desarrollo la epidemia, desgraciadamente, se halla sólo en sus

inicios. Si no se encuentra rápidamente un tratamiento eficaz, se producirá, inexorablemente, un

aumento de casos de SIDA y de muertes producidas por esta enfermedad.

La OMSprevé un crecimiento importante de la epidemia en los años 90, y estima el número

de casos de SIDA en 13-18 millones para finales de siglo. El número de personas seropositivas se

acercará entonces a los 30-40 millones (Montagnier, 1993). La gran mayoría de los nuevos casos se

registrarán en los paises en vías de desarrollo.

D. Posibilidades de Tratamiento.

La evolución de la enfermedad conocida como SIDA sigue siendo considerada en la actualidad

como muy grave, ya que por el momento, no se dispone de un tratamiento curativo válido al 100%.

No obstante, si es cierto que se poseen en la actualidad medios que permiten tratar algunas de las

manifestaciones relacionadas con el SIDA, y mejorar la calidad de vida de los enfermos, así como

su supervivencia. Por eso, es sumamente importante que los seropositivos reciban una asistencia

médica precoz. y ésta sólo es posible en la medida en que las personas afectadas conozcan su estado,

lo cual es el principal argumento a favor de la prueba de detección voluntaria.

El SIDA, a pesar de todo, es una enfermedad reciente, y por ello es difícil sino imposible,

precisar por el momento cuál será su evolución más allá de los diez años. Aunque sí queda claro que

un número de seropositivos en buen estado de salud después de 10 años de evolución,

desgraciadamente desarrollarán la enfermedad más adelante (sino se dispone entonces de tratamiento),

es cierto que el tiempo máximo del periodo de incubación en aún desconocido. Existen una serie de

factores, tales como la predisposición personal o las infecciones recurrentes que activan el sistema
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inmunitario, que en cierta manera pueden ayudar a retrasar la manifestación del SIDA impidiendo su

evolución.

Desde los primeros signos de flaqueza del sistema inmunitario (menos de 200 linfocitos T4,

p.e.) es posible administrar un tratamiento preventivo destinado a evitar la aparición de infecciones

como la pneumocistosis (aerosol de pentamidina, cotrimoxazol, Dapsona...), la toxoplasmosis

(pirimetamina, Dapsona...), incluso la tuberculosis. La mayor parte de las infecciones pulmonares,

cerebrales y cardiacas asociadas al SIDA pueden igualmente tratarse de forma eficaz por medio de

antibióticos, antimicósicos, antiparasitarios y antiviricos. Estos tratamientos permiten hoy controlar

muy a menudo los episodios de infecciones oportunistas. El tratamiento del sarcoma de Kaposi puede

mejorarse mediante ciertas quimioterapias solas (Daunorrubicina liposomal) o asociadas al Interferón

o al GMCSF (dos factores que actúan sobre la multiplicación celular).

Entre los productos contra el virus eficaces en el laboratorio, el AZT (Azidotimidina o

Retrovir) es el que tiene hoy un uso más extendido junto al ddl (Montagnier, 1993). Otros productos

están en curso de evaluación (ddC, TIBO, Antiproteasas). Mediante distintos mecanismos, todos estos

medicamentos bloquean la multiplicación del virus en el organismo. Sin embargo, ninguna de estas

terapias permite una erradicación completa y definitiva del virus. No obstante, la investigación va por

buen camino y las esperanzas están abiertas al futuro. Nuestra investigación, y en particular los

ensayos realizados con los flavonoides aislados e identificados en musgos van encaminados a aumentar

éstas.

Es posible que las asociaciones entre estos diferentes medicamentos (AZT + ddl, AZT +

ddC + Interferón ...) sean más eficaces que la utilización individual de cada uno de estos productos.

De hecho, así ha quedado puesto de manifiesto en el reciente Congreso sobre el virus de la

inmunodeficiencia humana celebrado en Tokio (Japón) en el presente año de 1994.

Respecto al tratamiento de la enfermedad en el estadio precoz de la infección por el virus del

SIDA, sólo el AZT ha demostrado hasta hoy cierta eficacia (Montagnier, 1993).

La profilaxis, de momento, es el único medio eficaz de lucha contra la propagación del

SIDA. Sobre todo, los esfuerzos han de ir mayoritariamente dirigidos a evitar el contagio.
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4.11. Material Biológico

De la mayor parte del material biológico utilizado en este trabajo se depositó un pliego testigo

en los herbarios de la Facultad de Biología de la Universidad Complutense de Madrid (MACB) y del

DepartamentodeBotánicade la Universidadde Saarlandes,Saarbrticken,Alemania(SAAR).

Las autoríascorrespondientesprocedende Engler (1924) salvo aquellas modificaciones

propuestas por Griffin III & Buck (1989), Corley & col. (1981) y Corley& Crundwell (1991).

La relación de las muestras poblacionales utilizadas es la que figura a continuación:

Anacolia intertexta (Schhnp.) Jaeg.

BOLIVIA: Dep. Cochamba, prov. Ayopaya, Tarucani, alt. 4440 m, Shady cliffs, Leg.: Marko Lewis

79-2436 A.

Anacolla laevisphaera (Tayl.) Hower

COLOMBIA: Dep. de Cundinamarca, ferme de Sasaima, alt. 1500 m, Leg.: M. Onraedt 5944.

FRANCIA: La Reunión, Cirque de Mafate, sol volcanique, alt. 1600 m, Leg.: M. Onraedt 9082.

Anacolialaevisphaera(Tayl.) Hower (= Bartramia rosea Herzog)

ECUADOR:near Quito, on páramo, 3000 m, Leg.: Marko Lewis.

Anatolia menziesil (mm.) Paris

ESTADOSUNIDOS: California, Mendocino Co, about 5 miles Wof Calpella, on cliff face, Leg.:

Schofield & Thomas 28970.

Anatolia subsessilis(TayI.) Broth.

COLOMBIA: Dep. de Cundinamarca, ferme de Sasaima, alt. 1500 m, Leg.: M. Onraedt.

Anacolia webbii (Mont.) Schimp.

ESPAÑA: CANARIAS: Tenerife, Aguamansa, La Caldera, 6-VIII-1989, Leg.: Siegel, Det.: R.

Miles; Tenerife, Monte de la Esperanza, IX-1971, Leg. & Det.: Acuña.

ESPAÑA: SEVILLA: Pruna, 26-V-1972, Leg. & Det.: Silvestre.

Bartramiaafro-ithyphylla Broth.

RUANDA: Pref. de Ruhengeri, Mt. Karisimbi, Hagenia-Hypericum forest (with moss balís on

branches) in the saddle between Mt. Visoke and Mt. Karisimbi, 3000-3300 m. alt., on rock,

13-IX-1991, Leg.: T. Pócs, Det.: J.P. Frahm.
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Rartramia angustifoliaMitt.

COLOMBIA: Meta, Páramo de Himapaz, Cerro Nevado, alt. 4050 m, Leg.: Antoine M. Cleef 805.

VENEZUELA: Estado Mérida, 19-11-1985, Leg. & Det.: D. Griffin III.

Bartramia halleriana Hedw.

BELGICA: Vallée du Bayelon, sur schistes humides, Leg.: M. Onraedt 11846

ESPAÑA:CANTABRIA: Sierra de la Corta, 214-1992, Leg.: JA. López-Sáez & P.Peón, Det.: J.A.

López-Sáez.
FRANCIA: Alpes, Gorges de la Diosaz (Chamonix), Leg.: M. Onraedt 11852.

SUIZA: Canton des Grissons, Le Prese, sur rochers en pessiére, alt. 1400 m, Leg.: M. Onraedt

8441.

Bartramia ithyphylla Brid.
ESPAÑA: LERIDA: Lago Ratera, en pinar de Pinus uncinata, en el P.N. de Aigiles Tortes i Lago

5. Mauricio, 2-XI-1991, Leg. eL DeL.: JA. López Sáez.

ESPAÑA: MADRID: Puerto de Canencia, en pinar de pino silvestre, 10411-1988, Leg. et Det.:

ME. Ron.

ITALIA: Val d’ Aosta, Val Veny, rochers ombragés, alt. 1500 m, Leg.: M. Onraedt 14428.

NORUEGA:Geiranger, rcher, en fóret de Bouleaux, Leg.: M. Onraedt 12110.

Bartramia longifolia Hook.

BOLIVIA: Dep. La Paz, prov. Lare-Caja, Nevado Jankho Voma, alt. 4180 m, Boulders piles, Leg.:

Marko Lewis 79-1459.

Bartramia mathewsii Mitt.

COLOMBIA: Cundinamarca,Páramode Palacio,musgoepilitico, alt. 3800 m, Leg.: Antonie M.

Cleef4033.

Bartramia mossmannianaC. Mml.
PERU: Apurimac, Pass Socchacasa, alt. 3000 m, Leg.: E. Hegewald.

Bartramiapapillata Hook. f. & Wils.

NUEVAZELANDA: South Island, Southland, Milford Sound Road near Holly Ford Valley turn off.

Bartramia patens Brid.

PERU: Huancavelica, Ichoquenus, 4150 m, Leg.: E. Hegewald.

BartramiapolytrichoidesC. MDII.
BOLIVIA: stones along cascade in wooded humid ravine, alt. 3250 m, Depto. La Paz, NNWof

Chuma, Leg.: Marko Lewis 79-1047.
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BartramiapomiformisHedw.

BELGICA: Malonne, Vallée du Landoir, psammite famennier, alt. 100 m, Leg.: M. Onraedt 11753.

ESPAÑA: AVILA: Mijares, borde de la garganta, en granito, 4-1-1992, Leg.: J.A. López Sáez &

P. Peón. Det.: JA. López Sáez; Hoyocasero, monte 43 “Pinar de Hoyocasero”, en pinar de

pino silvestre, 1280 m, 14-XII-1991, Leg. et Det.: JA. López Sáez; Guisando, Nogal del

Barranco, en encinar supramediterráneo, 23-11-1991, Leg. et Det.: JA. López Sáez; carretera

de Pedro Bernardo a 5. Esteban del Valle, valle del Tiétar, 1140 m, en granitos, 1-111-1992,

Leg.: .l.A. López Sáez & P. Sáez, Det.: JA. López Sáez; Candeleda, Garganta Lóbrega, 770

m, 8-V-1992, Leg. et Det.: JA. López Sáez.

ESPAÑA: CACERES: Parque Nacional de Montfragile, cta. de Torrejón el Rubio a Villareal de 5.

Carlos, en encinar-alcornocal, 295QE50, 21-XI-1991, Leg. et Det.: J.A. López Sáez; Cta.

de Villarreal de 5. Carlos a La Bazagona, Portilla del Tiétar, 295QE51, 2-11-1991, Leg. et

Det.: JA. López Sáez; Guadalupe, 28-VI-1992, Leg.: J.A. López Sáez & M. Tapia, Det.:

J.A. López Sáez.

ESPAÑA: HUESCA: Valle de Ordesa, en hayedo-abetal, 2-VIII-1991, Leg.: JA. López Sáez & P.

Peón, Det.: J.A. López Sáez; Valle de Ordesa en hayedo-abetal, 26-X-1991, Leg. et Det.:

J.A.LópezSáez.
ESPAÑA: MADRID: Montejo de la Sierra, en hayedo (Galio-Fagetum), 30TVL66, 27-1-1991, Leg.:

J.A. López Sáez & P.Peón, Det.: J.A. López Sáez; Montejo de la Sierra, robledal,

30TVL64, 27-1-1991, Leg.: JA. López Sáez & P.Peón, Det.: JA. López Sáez; Carretera

de Navas del Rey a Pelayos de la Presa junto al Embalse de Picadas, en encinar y pinar de

pino piñonero, 18-1-1991, Leg.: JA. López Sáez & M.J. Pérez Alonso, Det.: J.A. López

Sáez; Navas del Rey, en encinar, subida al Puerto de la carretera a Pelayos de la Presa, 8-II-

1992, Leg.: JA. López Sáez & P. Peón, Det.: J.A. López Sáez; Presa de El Villar, Embalse

del Atazar, en encinar, 30TVL63, 27-1-1991, Leg. et Det.: JA. López Sáez; Puerto de

Canencia, en pinar de pino albar, 1-V-1990, Leg. et Det.: J.A. López Sáez; Puerto de

Canencia, en pinar de pino silvestre, 10-XII-1988, Leg. et Det.: ME. Ron; El Escorial, silla

de Felipe II, en robledal, 25-11-1990, Leg. et Det.: JA. López Sáez.

ESPAÑA: NAVARRA: Orbaiceta, hayedo en la margen izquierda del río Irati, a 7 km del pueblo,

13-X-1990, Leg.: B. Estébanez, Det.: J.A. López Sáez.

ESPAÑA: SEGOVIA: El Espinar, estación de FFCC, en pinar de pino albar junto al río Moros, 15-

V-1990, Leg. et Det.: JA. López Sáez.

ESPAÑA: TOLEDO: Navahermosa, fuentes del río Estena, en robledal, 26-IX-1989, Leg.: Ron,

Velasco, Llover & Buades, Det.: JA. López Sáez.

ITALIA: Val d’ Aosta, Semporcher, alt. 1600 m, Leg.: M. Onraedt 14517.

NORUEGA:distr. Nordland, Mo i Rana, rocher en pessiére, alt. 150 m, Leg.: M. Onraedt 11515.

Bartramia potosica Mont.

BOLIVIA: Dep. Cochabamba, prov. Ayopaya, base of serranias Tarucani, alt. 4500 m, Leg.: Marko

Lewis 79-2463 A.

COLOMBIA: Cundinamarca, cta. P0 de Palacio a Rio Chuza, alt. 3675 m, Leg.: A.M. Cleef 5429.
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Bartramia pruinata Herzog
BOLIVIA: Prov. Murillo, 572m slightly NE of Millími, stable cliffs, 4980 m, Leg.. Marko Lewis

79- 1740.

Rartramia ntfescens Card.

BOLIVIA: stones along cascade in wooded humid ravine, alt. 3250 m, Depto. La Paz, NNWof

Chuma, Leg.: Marko Lewis.

BartramiaruwenzoriensisBroth.

ZAIRE: Prov. Kivu, Kahuzi-Biega Nat. Park., Mt. Kahuzi, Elfin-forest like Syzygium stand and

Erica heath along summit traid, 3140-3200 m. alt., below rock overhang, 3-IX-1991, Leg.:

T. Pócs, Det.: J.P. Frahm.

Bartramia stricta Brid.
ESPANA: CACERES: Parque Nacional de Montfragile, ribera del río Almonte, 7-111-1992, Leg.:

JA. López Sáez & M. Tapia Ariza, Det.: JA. López Sáez; Jaraicejo, río Almonte, 305TJ69,

21-XI-1991, Leg. et Det.: JA. López Sáez; Jaraicejo, cruce con el río Almonte, sobre muro

de pizarra, en encinar, 305TJ69, 2-11-1991, Leg. et Det.: J.A. López Sáez; P. N.

Montfragúe, en la cta. de Torrejón el Rubio a Villareal de 5. Carlos, en alcornocal,

295QE50, 2-11-1991, Leg.: J.A. López Sáez & P. Peón. Det.: JA. López Sáez.

ESPAÑA: MADRID: Navas del Rey, en encinar, subida al puerto de la ctra. a Pelayos de la Presa,

8-11-1992, Leg. et Det.: J.A. López Sáez; Cta. de Navas del Rey a Pelayos de la Presa, en

encinar junto al embalse de Picadas y pinar de pino piñonero, 18-1-1991, Leg.: JA. López

Sáez & M.J. Pérez Alonso, Det.: J.A. López Sáez; Villa del Prado, en el cauce del tamujar,

23-111-1992, Leg. et Det.: J.A. López Sáez.

Bartramia vulcanica Brid.

FRANCIA: La Réunion,isla (Africa), Maído blocsdebasalte,alt. 2180 m, Leg.: M. Onraedt1822.

Breuteliaafflnis (Hook.) Mitt.

NUEVAZELANDA: South Island, Southland, Milford Sound Road near Holly Ford Valley turn off,

Leg.: M. Onraedt.

Breuteliaallionii Broth.

BOLIVIA: prov. Camacho, NNWof Chuma, cliffs below summit, alt. 4630 m, Leg.: Marko Lewis.

Breuteliaarundinifolia (Dub.) Fleisch.

FILIPINAS: Luzon, Bagnio, Talus de la route, alt. 1550-2350 m en direction du Mont Sto. Tomas,

27-XII-1984, Leg.: M. Onraedt 84.L. 10943.
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Breuteliaaustro-arcuo.ta(C. MOil.) Par.
BOLIVIA: prov. Murillo, from 1 km upstream from Chaca Pampa, alt. 3650 m, humid areaof

highestshrubs,Leg.: Marko Lewis 82-466.

Breuteliaazorica (Mitt-) Card.

PORTUGAL:Azores, Sao Miguel, SN 155, 5-VI-1981, Leg. et Det.: G. Schwab.

BreuteliaboliviensisHerzog

BOLIVIA: Camacho, NNWof Chuma, cliffs below summit, alt. 4630 m, Leg.: M. Lewis 79-911.

Breutellachrysea(C. MtiII.) Jaeg.

PERU: Amazonas, Calla-Calla between Balsan and Leimabamba, 3100 malt., Leg.: E. Hegewald.

Breuteliachrysocoma(Hedwj Lindb.

ESCOCIA: Scotish Highland, Lochstach See, AmFeIs, 19-VII-1989, Leg.: Ch. Millíer, Det.: Ch.

Millíer & R. Miles.
ESPANA: ASTURIAS: Covadonga, V-1970, Leg. & Det.: R.M.Simó.

BreuteliadeflexifoliaCard.

PERU: Cuzco, Aguas Calientes by Machu Pichu, on rocks, alt. 2100 m, Leg.: E. Hegewald 8774.

Breuteliadiffracta Mitt.

RUANDA: Pref. de Ruhengeri,Mt. Karisimbi, Alcbemilla johnstonii vegetationinterrupted by
boulderson the E-slopein thealpinebelt, 4350m alt. on soil, 14-IX-1991, Leg. & Det.: J.P.

Frahm.

Breutellaelongata(Hook. f. & Wilsj Mili.

NUEVA ZELANDA: SouthIsland, Southland,Milford SoundRoadnearHolly FordValley turnoff,

Leg.: M. Onraedt.

BreuteliaeugeniaeAongstr.

ISLA MAURICIO: Le Pouce, roches volcaniques ensoleillés, alt. 550 m, Leg.: M. Onraedt.

BreutellahumbertiiP. Varde & Ther.
RUANDA: Pref. de Ruhengeri, Mt. Karisimbi, Alchemilla johnstonii vegetation interrupted by

boulders on the E-slope in the alpine belt, 4350 malt. on soil, 14-IX-1991, Leg. & Det.: ¿LP.

Frahm.

Breutelia integnfolia (Tayl.) Jaeg.

BOLIVIA: prov. Larecaja, Millipaya, boulders in sloping bog., alt. 4050 m, prov. Larecaja, Leg.:

Marko Lewis 79-1395.
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Breutelia lorentzii (C. MilL) Par.

BOLIVIA: prov. Larecaja, Canyon just NE of Sorata, alt. 3000 m, exposed bank of trail, Leg.:

Marko Lewis 79-1180.

Breutelia mniocarpa Scbiinp.

BOLIVIA: prov. Carecaja, Nevada Jankho Uma, aboye Mina St. Antonio, alt. 4280 malong glacier

fed creek, Leg.: Marko Lewis 79-1483.

BreuteliapatensHerzog

BOLIVIA: prov. Guillacollo, head of río Suturi, alt. 4450 m shady cliff, Leg.: Marko Lewis 79-

2600.

Breutelia pendula (Hook.) Mitt.

ISLANDIA: North Island, near Lake Waikaremoana, Leg.: G.F. Jarolina, janv. 1948 de 1’ herbier

of G.O.K. Sainsbury.

Breutelia polygastrica (C. MilL) Brotb.

BOLIVIA: prov. Larecaja, Chilcani, alt. 3250 m, pastures, Leg.: Marko Lewis 82-259 A.

BreuteliasquarrosaJaeg.

VENEZUELA: Estado de Mérida, environs de Aguadá (tiéf), alt. 3452 m, páramos: endroits

ombragés, Leg.: M. Onraedt.

Breutetia stuhlmannii Broth.

RUANDA:parc des Volcans, Bysoke, créte du cratére, alt. 3600 m., Leg.: De Sloover Jean-Louis

13448.

ZAIRE: Prov. Kivu, Kahuzi-Biega Nat. Park, Mt. Biega, Erica rugegensis stand covering the main

Biega ridge from 2600 m to the summit 2705 m on soil, 28-VIII-1991, Leg. et Det.: J.P.

Frahm.

Breuteliasubarcuata(C. Mill.) Schimp.

BOLIVIA: prov. Larecaja, Canyon just NE of Sorata on soil in wooded humid ravine, alt. 3150 m,

Leg.: Marko Lewis 79-1 198.

Breutelia tomentosa (Brid4 Jaeg.
NICARAGUA: Dep. Matagalpa, vicinity of Aranjuez, alt. 1200 m, among grasses on wet clay

roastbank, Leg.: Richards Donald 3740.
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Catoscopiumnigritum (Hedw.) Brid.

ESPAÑA: HUESCA: Puerto de Benasque, en el suelo del robledal, 4-111-1990, Leg. & Det.: JA.

López-Sáez.

Conostomum cleistocarpum Herzog
BOLIVIA: Dep. La Paz, prov. Murillo slightly NEof Milluni, alt. 4730 m, stony hilís, Leg.: Marko

Lewis 79-1637.

Conostomum macrotheca Herzog

BOLIVIA: Dep. Cochamba, prov. Ayopaya, Tarucani, alt. 4440 m, Shady cliffs, Leg.: Marko Lewis

79-2436 A.

Conostomumpentastichum(Brid.) Lindb.

PERU: Ayacucho, Pass Tapuna, between Tambo and Ayna, rocks, 3800-4420 m alt., Leg.: E.

Hegewald.

Conostomwnpusillum Card. & Brotb.

PERU: Ayacucho, Pass Tapuna, 2500 m, between Tambo and Ayna, Leg.: E. Hegewald.

Conostonwmtetragonum(Hedw.) Lindb.

SUECIA: Kassevage, Stugan bei Abisko, Lappland, 23-VIII-1964, Leg. et Det.: E. Sauer.

Conostomumtetragonum(Hedw.) Lindb. (= ConostomztmborealeSw.)

NORUEGA:Lac Tyin, sol humide couvert par la neige, alt. 10>78 m, Leg.: M. Onraedt 7123.

Letomelabartramioides(Hook.) Par.

PERU: Amazonas, between Ingenio and Pomacochas, rocks and trees, Leg.: E. Hegewald.

Letomeladeciduifolia Herzog

PERU: Amazonas, between Ingenio and Pomacochas, 900 m, Leg.: E. Hegewald 1986.

Lejomelalopezii Griffin

COLOMBIA: Cundinamarca,P0 dePalacio,Lag. deBuitrago,alt. 3680m., Leg.: A.M. Cleef 6733.

Lejomela piligera (Hainpe) Broth.

BRASIL: Rio de Janeiro, Serra do Mar, zwischen Parati und Cunha An Zelswánden im Regenwald,

alt. 1200 m, Leg.: J.P. Frahm.

Philonofis andina (Mitt.) Jaeg.

COLOMBIA: Cundinamarca, Páramo de Palacio, Lagunas de Buitrago, alt. 3600 m, Leg.: Antoine

M. Cleef & T. van der Hammer4973.
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Philonotisamellhi Husn.

ALEMANIA: Saarland, Felsen an der Bahn, N der Alten van Heisterberg, 6-11-1986, Leg. et Det.:

R. Miles.
ESPAÑA: AVILA: Puerto del Pico, 13-X-1984, Leg. & Det.: Ron & Soria.

Philonofis australis (Mitt.) Par.

ISLA MAURICIO: Le Pouce, roches volcaniques ensoleillés, alt. 550 m, Leg.: M. Onraedt.

Philonofis caespitosaJur.

ALEMANIA: Erlenbruuch bei Reimsbacham Wegrand, ¡(reis Merzig, 9-IV-1986, Leg.: R. Miles,

Det.: E. Sauer.

ESPAÑA: GUADALAJARA: Sierra del Bulejo, 17-111-1986.Leg.: Ayala, Herguido, Mazimpaka &

Ron, Det.: Ayala & Ron.

Philono fis calcarea (B. & S.) Scbimp-

AUSTRIA: Kalktuffquelle, Bárental, 1400 m, 26-VII-1980, Leg. et Det.: R. Miles.

BELGICA: prov. de Luxembourg, Forges de Buzenol, au bord de 1’ eau, Leg.: M. Onraedt.

ESPAÑA: TOLEDO: Castillo de Bayuela, 9-111-1982,Leg. & Det.: E. Fuertes.

NORUEGA: Nordland, env. Narvik sol au bord d’ un lac, Leg.: M. Onraedt 11687.

¡‘hilono fis capillaris Lindb.

NORUEGA: environs de Srjotli, Mocher suintant, alt. 1200 m, Leg.: M. Onraedt 7647.

Philonofisfontana (Hedw.) BiId.

ESPAÑA: SEGOVIA: subida al Puerto de la Quesera, hayedo, 19-IV-1992, Leg.: JA. López Sáez

& M. Tapia Ariza, Det.: M.E. Ron.
ESPANA: TOLEDO: Navahermosa,fuentes del río Estena, 26-IX-1989, Leg.: Ron, Velasco, Jover

& Buades, Det.: Ron & JA. López Sáez.

FRANCIA: Jura, Col de Rothenbach, rocher calcaire suintant, Leg.: M. Onraedt 11900; Jura, Lac

d’ Iley, sol humide, Leg.: M. Onraedt 10573.

Phionofis glaucescens(Hornscb.) Brotb.

COLOMBIA: Meta, bord du Rio Guayariba, rochers sous couovert forét tropicale, Leg.: M. Onraedt

026.

Philonofis hastata(Dub.) Wijk. & Marg.

ISLA MAURICIO: Le Pouce, roches volcaniques ensoleillés,alt. 550 m, Leg.: M. Onraedt 191.
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Philonotis heterophyllaMitt.

SRI LANKA: Nuwara tliya, falaise de grés, alt. 1000 m, Leg.: M. Onraedt 9445.

Philonofis lancifolia Mitt.

SRI LANKA: Nuwaratliya, Lover’s Leaf Talís, alt. 1900 m, sur granit humide,Leg.: M. Onraedt

2858.

Philono fis laxissima C. Mill.

ISLA MAURICIO: Magenta,rochersbaslatiquessuintants,alt. 500 m, Leg.: M. Onraedt461.

Philonofis marchica (Hedw.) Brid.

BELGICA: prov. de Luxembourg,Carlsbourg,alt. 440 m, riviére áeau limpide et froide, Leg.: M.

Onraedt7650 m.
ISLANDIA: W-Island, Snaefellness,Miklholtshreppur,19-VIII-1987, Leg.: M. Neitzke, Det.: R.

Miles.

Philonofis revoluta Br. jav.

FILIPINAS: Luzón, Bagniotalusde la routa, alt. 1550-2350,Leg.: M. Onraedt10975.

Fhilonofis rígida Brid.

ESPAÑA: ASTURIAS: en los alrededoresde Cangasde Tineo,4-11-1991,Leg. & Det.: LA. López-

Sáez.

Philono fis seabrifolia (Rook. 1’. & Wils.) Braithw.

PERU: Pasco,along roadfrom Cerrode PascotoLima via Canta,north of Huayllay, km. 224.4,on

soil,4160malt., Leg.: Vitt 21734.

Philono fis secunda (Toz. & Molk.) Br. jav.

FILIPINAS: Luzon, Ifugas prov. Bontoc, Talnsde la route, alt. 1100-1300m, 2-11-1987,Leg.: M.

Onraedt12148.

Philono fis seriata Mitt.

FRANCIA: Mont Aigual, 30-VII-1983, Leg.: R. Múes, Det.: E. Sauer.

SUIZA: Canton des Srisons, Col de La Bermica, pré marécagluse, alt. 2300 m, Leg.: M. Onraedt

11580.

Philonotis sphaerocarpa(Hedw.) Brid.
NICARAGUA: Dep. Matagalpa, vicinity of Aranjuez, alt. 1300 mon wet day bank along trail, Leg.:

Donald Richards 3791.
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Philonotis tenuisMitt.

COLOMBIA: Meta,bord du Rio Guayariba,rocherssouscouovertforéttropicale,Leg.:M. Onraedt.

Philonotis thwaítesiiMitt.

SRI LANKA: Nuwara tliya dist Kotmale, sur rocher ensoleillé, alt. 1200-1430 m, Leg.: M. Onraedt

8919; Nuwara tliya talus de granit, alt. 1850 m, 8-111-1976, Leg.: M. Onraedt 3182.

Philono fis !jibodensis (Fleiscb.) Brotb.

FILIPINAS: Ile Mindoro, environs du Mont Halcon, en forét humide, alt. 750 á 1400 m, 29-11-1988,

Leg.: Edw. Salgado 12116.

Philonofis tomentella Molí.

AUSTRIA: auf Mineralbodenim Schmelzwasser,GlocknerMassiv, 2200m, 30-VIII-1985, Leg.: R.

Miles, Det.: E. Sauer.

NORUEGA: dist. Finnland,a Berlevag,bord de1’ Oceanglac. arctique,Leg.: M. Onraedt11670.

Philonotis turneriana (Schwaegr.) Mitt.

EE.UU.: HAWAII: Oahu, Waianag Mount, Metrosideros-Cheirodendron moss forest, very wet

roadsideareas,alt. 4000 ft., 22-11-1975,Leg.:W.J. Hoe 3350-O.

Ph/tonofis zinc/nata (Schwaegr.)Brid.

PERU: Amazonas, Saullamur between Balsas and Leimebamba, on rocks and trees, Leg.: E.

Hegewald.

Plagiopusoederiana(Sw.) Crum.

AUSTRIA: an Felsspalten auf Kalk im Bodental, Kárnten, 16-VII-1980, Leg.: R. Múes.

FRANCIA: Haute Savoie, La Grande Chartreuse, alt. 1000 m, rochers calcaires, Leg.: M. Onraedt

12421;Les Causses,rocherscalcaires,Leg.: M. Onraedt7667.
SUIZA: Canton de Tribourg, blocs calcaires, alt. 1600 m, Schwarzsee - Col desNeuschels,Leg.:

M. Onraedt7665.

Así mismo, se dispuso de otro material vegetal no perteneciente a la familia Bartramiaceae,

parala obtenciónde “patrones” químicos de compuestosconocidos,partede los cualesconstituían

la base química de los biflavonoides de musgos:

Dicranum scoparium Hedw.

ALEMANIA: Saarland, valle de Kirheler, entre Kirhel y Lantzhirchen,enhayedo,3-XII-1992, Leg.:

López Sáez, Geiger, Jung & Miles, Det.: López Sáez.

ESPAÑA: AVILA: Lanzahita, en pinar de pino resinero, 750 malt., 15-1-1993, Leg. & Det.: JA.

López-Sáez.
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ESPAÑA: MADRID: Puerto de Canencia, en pinar de pino silvestre, 18-111-1992, Leg. & Det.: J.A.

López-Sáez.

Ron & col. (1990), Osterdahí (1979a, 1983) y Lindberg & col. (1974), denuncian la presencia

en estemusgodel biflavonoide5~ 8” -biluteolina, tambiénidentificadoenBartramiaceae(ver Anexo
2). La identificación previa en nuestro trabajo mediante ensayo de un nuevo biflavonoide en esta

especie(Geiger & col., 1993b), y la posibilidadde obtenerpatronesbiflavonoidicos con los que

trabajar igualmente en Bartramiaceaenos hicieron llevar a cabo el estudio del componente

biflavonoidicode Dicranumscopariumcomo ya quedo manifiesto en la Justificación de la Memoria

Doctoral.

Selaginelladenticulata(Li Spring.

ESPANA: CACERES:P.N. Montfrague, de Torrejón el Rubio a Viflarea] de 5. Carlos, en encinar

subhúmedo y alcornocal, 295QE50, 21-XI-1991, Leg. et Det.: J.A. López Sáez; P. N.

Montfragile, cta. deTorrejón el Rubio a Villareal de 5. Carlos,en alcornocal,295QE50,2-

11-1991, Leg.: J.A. López Sáez & P. Peón, Det.: J.A. López Sáez.

ESPAÑA: MADRID: Villa del Prado, en el cauce del tamujar, 23-XII-1992, Leg. et Det.: J.A.

López Sáez.

Voirin (1972), refiere la presenciade amentoflavonaen esta especie, y de biflavonas

únicamenteen el género.Posteriormente,López-Sáez& col. (1994ay b), identifican un total de 7

biflavonoides: amentoflavona, robustaflavona, hinokiflavona, tetrametileter de amentoflavona,

criptomerinaB, isocriptomerinay sotetsuflavona.

Selaginella selaginoides (L.) PB. ex Scbrank & C.I3XP. Mart.

ESPANA: SANTANDER: Borleña,en el sotobosquedel castañar,4-XI-1991, Leg. & Det.: JA.

López-Sáez.

López-Sáez & col. (1994a y c), refieren la presencia en esta especie de 3 biflavonoides:

amentoflavona, robustaflavona e hinokiflavona.
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4.2. Flavonoides

4.2.1. Extracción

El primer y primordial paso consiste en la limpieza exhaustiva de cada una de las muestras

para eliminar restos fúngicos y tierra, acículasde pinos, líquenesu otros restosorgánicos que
pudierancontaminarla muestray concluir en resultadoserróneos.Dicho material debepermanecer

duranteunosdías a temperaturaambienteparasecarsepor completo. Debeneliminarseincluso los
rizoidesy conseguirun perfecto secadodel material vegetal parapoder trabajar así con el peso

correctoy real, eliminandoen la medidade lo posiblela mayorcantidadde agua.
El siguientepasoconsistióen la extracciónen si propiamentedicha,siguiendobásicamente

dos tipos de metodología: una metodología auxiliar (métodos 1-8) y una metodología general (método

9).
Los métodos de extracción utilizados, en general, se han basado en la deslipidización previa

de la muestramedianteun disolventeapolar(cloroformo,hexano,etc.) y la extracciónposteriorde

los compuestos fenólicos con disolventes de mayor polaridad. El solvente utilizado en la extracción

de los flavonoides en general y de los biflavonoides en particular, depende largamente de la propia

naturaleza del compuesto y del material vegetal de partida (Geiger & Quina, 1975). Así por ejemplo,

el tricloroetileno y el cloroformo han sido utilizados para extraer la kayaflavona y otros biflavonoides

(Geiger & Quinn, 1975). En el caso de los musgos, tales disolventes se antojan excesivamente

apolaresy su uso es inútil en la extracciónde biflavonoides, por lo que es aconsejableutilizar

disolventesmáspolares,tales comometanol, etanol y/o acetonacon un 10-20% de agua(Geiger,

1990). Siegel (1988) afirma que los biflavonoides se extraen con facilidad con un 65-75% de metanol,

mientras que los flavonoides di y triglicosilados necesitanen cambio un 20-40% de metanol

únicamente.
Las metodologíasde extracciónseguidashansido las siguientes:

4.2.1.1. METODOLOGíAAUXILIAR <métodos1-8’>

.

Nos sirvió como banco de pruebasparaestudiarla capacidadde distintos disolventesen la

extracciónde flavonoides.
En este caso fue necesaria la pulverización de las muestras (gametófito + esporófito) para

facilitar de esta manera la extracción de los compuestos fenólicos. Posteriormente, cada una de las

muestras, por separado, se sometió a percolación en caliente en aparato Soxhlet (López-Sáez, 1992).

En todos los casos,se utilizó en la extracciónde las muestrasmuscícolas,tanto gametófitocomo

esporófitoconjuntamente.
Los métodosauxiliaresson los siguientes:

METODO 1- 10) cloroformo, 20) metanol 90%. Miles (1988) propone la extracción con metanol

80%, muy especialmentepara glicósidospues son los flavonoides que más frecuentementese
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presentanen briófitos. Así mismo refiere la deslipidizaciónprevia y eliminación de agliconas

lipofílicas, previa extracción con cloroformo, metanol puro o acetato de etilo.

METODO2- 10) cloroformo, 20) metanol90%, 30) acetona90%.

METODO3~ U’) cloroformo, 20) acetona 90%, 30) metanol 90%.

METODO 4- Directamente con metanol 90%.

METODO5- 10) cloroformo, 20) etanol 80% (Seeger& col., 1990 y 1991). Tiene la ventaja de la

menor toxicidaddel etanol frenteal metanol.

METODO 6- 10) cloroformo,20) etanol 100%, 30) etanol70%,40) metanol70%. Lasfracciones
obtenidasde las dos últimasextraccionesse concentrarony unieronhastaobtenerun concentradode

aproximadamente60 ¡nl. A estasoluciónde 60 ml se añadieron100 ml de aguaen ebullición. Tras

dejarse enfriar se obtuvo un precipitado que se desechó y una solución acuosa. Esta última fue lavada

enun embudode decantacióndurante3 vecesy sucesivamentecon 100 ml de cloroformo,acetatode
etilo y n-butanol, obteniéndose las subfracciones clorofórmica, acetato de etilo, n-butanol y acuosa

final que fue desechada. Fue preciso utilizar sulfato sódico anhidro para deshidratar las subfracciones

de acetatode etilo y n-butanol.

METODO 7- 10) cloroformo, 20) metanol 90% y posterior purificación de dicha fracción con

hexano. La fracción metanólica purificada se llevó a sequedad y se diluyó en una mezcla de

cloroformo-metanol-agua (10:9:1). De esta manera se obtuvo una nueva subfracción metanólica 90%,

siendo eliminadas el resto de subfracciones. La purificación con hexano permite observar con mayor

claridady viveza los coloresde las manchasobtenidasen la cromatografíaen capafina.

METODO 8- 10) cloroformo, 20) etanol 100%, 30) etanol 70%. Es una modificacióndel método
6. Las fraccionesetanol 100% y etanol70% se uneny se sigueel procesoya descritoen el método
6, hasta obtener las subfracciones clorofórmica, acetato de etilo y n-butanol. La fracción resultante

de la primera extracción con cloroformo, y a diferencia del resto de métodos en que es desechada,

es lavada sucesivamente con éter de petróleo y tolueno, obteniéndose así dos nuevas subfracciones:

éter de petróleo y la resultante de la unión de las subfracciones clorofórmica y toluénica, siguiendo

un métodosemejanteal expuestopor Chawla& col. (1974), paraisoflavonas-C-glicósidos.

En todos los casos las fracciones correspondientesa la extracción con cloroformo se

desecharon(exceptoen el método8), así comola fracciónetanol 100% del método 6 y la fracción
hexánica del método 7, ya que aplicadas alicuotas de dichas fracciones en los sistemas de

cromatografía en capa fina elegidos, se demostraba la inexistencia en ellas de flavonoides. Las

fraccionesacetónicay metanólicade los métodos2 y 3, dado que tras la cromatografíaen capafina
ofrecíanlos mismosresultados,se unieronencadacaso.
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Cada una de las fracciones resultantes, sea cual fuere el método de extracción utilizado, fue
posteriormentelavadacuatroveces,conlamezcladimetílformamida(DMF):agua:éterdietílico(4:1:8)

(Geiger& col., 1988; Geiger, 1990; Seeger& col., 1990 y 1991), mediante la llamada “Distribución

de Craigt~; que permite remover las clorofilas aún existentes,distribuyendoel extracto en dos
fracciones, una superior de éter etílico que elimina los restos de clorofilas y grasas, y una inferior

acuosa-DMF, más polar, que extrae los flavonoides (Markham, 1982). Todas las fracciones

resultantesde eter etílico fuerondesechadas.

De acuerdoa los resultadosobtenidos,dedujimosque lo más adecuadoes seguirel método

básicopropuestopor Múes(1988),previadeslipidizaciónconcloroformoy extracciónseguidadelos

flavonoidesconmetanol80%,o, ensudefectoconetanol80%,de menortoxicidad(métodos1 y 5).

Se debe evitar excesivos fraccionamientos (métodos 6 y 8) pues las subfracciones obtenidas

(clorofórmica,acetatode etilo, n-butanol),ademásde tenermenor riquezaflavonoidica(cualitativa
y cuantitativa), no separanalternativamentedistintoscompuestosen cadasubfracción,sino quecada

una de ellasseparalos mismospero en distintasconcentracciones.Sí pareceser recomendableel
lavadodelos extractosmetanólicos/etanólicoscon hexano,pueselimina grancantidadde impurezas,
dandomayornitidezaloscolorescromatográficos.Finalmenteel fraccionamientoconDMF:agua:éter

etílico es igualmenteobligado,por la mejoríanotablequeseobservaen la eliminaciónde impurezas,
y por ello puede sustituir al lavado con hexano, ya que además permite una concentracción mucho

mayor de los compuestos polifenólicos.

La extracción con metanol-agua (9:1) o etanol-agua (9:1), es recomendable para biflavonas,

las cualesno se extraencon metanolpuro, cloroformoo diclorometano(Geiger, 1990; Ron & col.,

1990). Es precisoal menosun 10-20 % de aguaen la extracción.

4.2.1.2. METODOLOGíAGENERAL (método9>

.

La extraccióndenominada“general” se lleva a cabo con grandescantidadesde material

biológico, generalmente 200 ó 300 gramos. Esta, a diferencia de los métodosauxiliares, se realiza

en frío, sumergiendoel musgo dentro de recipientesde vidrio de capacidadsuficiente, en los
disolventes respectivos y siempre sin pulverizar. Es aconsejable remover el extracto de vez en cuando

conpaletade plásticoparafacilitar el proceso.

En nuestro caso hemos seguido en todo momento las recomendaciones del Prof. Dr. Hans

Geiger (Universidad de Saarlandes, Saarbrñcken, Alemania), utilizando únicamente disolventes polares

(metanoly posteriormenteacetona).Resultaesencialqueel solventecontengaaproximadamenteun
10-20% de agua, porque aumenta no sólo la solubilidad de los biflavonoides (por ej. la 5’,3”’-

dihidroxi-robustaflavonaesescasamentesolubleen 100% de acetonapero lo puedeser fácilmenteen

un 80%), sino que tambiénse facilita su extracciónde las paredescelulares(Geiger, 1990).

A diferenciade las metodologíasauxiliares,no seutiliza primeramenteun disolventeapolar
para deslipidizar y eliminar clorofilas, aunque en ocasiones puede ser aconsejable utilizar por ejemplo

cloroformo,paraeliminarun alto contenidode clorofilas y facilitar el trabajo (Salm, 1992).
Debido a la polaridad de los biflavonoides de musgos, éstos no son generalmente extraídos
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condiclorometanoo cloroformo,disolventesquese suelenusarprimordialmenteparala eliminación
de lípidos. No obstante,si seutiliza comoprimer pasoun disolventeapolar,es aconsejablerealizar
siempreun ensayocromatográficoen TLC de dicho extractoclorofórmico (p.e. en celulosa/acético
40%)paradetectarla posiblepresenciade flavonoidesmenospolares(Geiger, 1990).

El extractocorrespondientea cadauna de las distintasextraccionessucesivases filtrado en

vacío con filtros Rundfilter de 150 mm de diámetroy, evaporadosa sequedaden rotavapor,al cual
va acopladoigualmenteuna bombade vacío. Básicamentese utilizaron dostipos de bomba: unade
Bilchi 165/S VacuumController y otra de Vaccumbrandmodelo Vakuum-ControllerCVC 24. La

temperaturaadecuadade trabajoen amboscasoses de 400 C. a unapresiónde vacíoideal en el caso

del metanol,cercanaa 320 mbares.
Los extractos así obtenidosson chequeadosen TLC, tomandouna pequeñaalicuota del

extractopreviamentea su evaporacióna sequedadtotal.
El ensayose realiza en placasde poliamida-6 en el sistemaStahl (ver apartado4.2.2.1.:

“SistemasCromatográficos”),permitiéndonosconocerencadamomentola concentracióndecadauno

de los extractossucesivosy con ello cuandodebefinalizar el procesode extracción,o bien, cuando
sedebecambiar el disolventede extraccióncuandola concentraciónen flavonoidesseabajao nula.
De cadaextractose aplicanen TLC aproximadamente10 ¡tI correspondientesa 5 microcapilares.

Unavezconocidala concentraciónde cadaextractoparcial, si sedebeseguirel procesode
extracciónse puedenir uniendo a los anteriores,así hastaque se sepaque se debe finalizar el
proceso,en cuyo casotodos los extractosparcialesresultantespuedenunirseenuno final total.

Es muy posible,que como consecuenciade la alta concentraciónen distintoscompuestosen
los extractosparcialeso en el final total, el recipientede trabajoposeaen su zonasuperiorun halo
negrosumamenteadheridoal vidrio, correspondientea clorofilas, azúcares,etc., fiel reflejo de que

la concentracióny material vegetalutilizadosparael estudioflavonoidicohansido suficientes.Este
halo u otros restosadheridospuedendisolversemedianteun agitador de ultrasonidosBandelin

SonorexTK 20. Es posibleque igualmente,en el fondodel recipientede trabajoseforme un “sirope”
básicamentecompuestode azúcaresdifíciles de solubilizar. En este caso es preferible utilizar
primeramenteacetona80% (parasolubilizarlos azúcares)o metanol60%,disolver en la medidade
lo posible tal sirope, medianteagitaciónmanual continuadadel recipiente y evaporarde nuevo a

sequedadel extractoparadisolverel siropeanteriormenteformado.

Una vez que el extractototal (procedentede la unión de todos los extractosparciales)está
evaporándosea sequedad,justo antesde la sequedadtotal cuandodicho extractoes más o menos
semiliquido,se debe filtrar previamenteen vacío paraeliminar restosde partículaso filidios que
puedanexistir en el extracto,e impedir un desarrollonormaldel trabajo.

Unavez filtrado el extractofinal selleva a sequedadtotal en rotavapor.
En casode quealgúnextractodebamosconservarlodurantevariosdías,es aconsejableantes

de introducirlo en un refrigerador,añadirleunosml de acetona(de acciónbactericida),metanolal
80% (nopuropuespuederomperciertasmoléculasflavonoidicassobretodo las glicosiladas)y añadir
igualmenteunosml deácidoacético,pueslos compuestosfenólicossonen generalbastanteinestables
en medio básico(Markham, 1982).

Los procesosde extracciónseguidoscon cadamuestra,los litros de solventeutilizadosy el
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tiempo empleadosonlos siguientes:

Bartramíaithyphylla Bríd.

Material vegetalempleado(gametófito+ esporófito): 120 gr.

Extracciones: U’ extracción: 5 1 de metanol80% (48 h.),
2~ extracción: 5 1 de metanol 80% (24 h.),
3~ extracción:4 1 demetanol80% (48 h.),

4~ extracción:4 1 de acetona80% (48 h.),

~a extracción:4 1 de acetona80% (24 h.).

Bartramíahalteriana1-?edw.

Material vegetalempleado(gametófito + esporófito): 185 gr.

Extracciones: ]a extracción:5 1 de metano] 80% (48 h.),

2~ extracción:5 1 de metanol80% (72 h.),
30 extracción: 4] de metano] 80% (24h.),

4á extracción:4 1 de acetona80% (48 h.),

5~ extracción:4 1 de acetona80% (24 h.),

6~ extracción:4 1 de acetona80% (24 h.).

BartramiapomiformisHedw.

Material vegetalempleado(gametófito + esporófito):250 gr.

Extracciones: 1’ extracción:5 1 de metanol80% (48 h.),

Y’ extracción:6 1 de metanol80% (48 h.),
3á extracción:5 1 de metanol 80% (24 h.),

40 extracción: 5 1 de metanol 80% (72 h.),

5~ extracción: 5 1 de acetona80% (48 h.),

60 extracción:5 1 de acetona80% (76 h.),

70 extracción:4 1 de acetona80% (24 h.),
8~’ extracción:4 1 de acetona80% (24 h.).

Bartramiastricta Brid.

Material vegetalempleado(gametóf¡to+ esporófito):200gr.

Extracciones: i ~ extracción:4 1 de metanol80% (24 h.),

20 extracción:4 1 de metano] 80% (48 h.),
30 extracción:3 1 de metanol80% (96 h.),

40 extracción: 3 1 de metanol 80% (24 h.),

5~ extracción:2 1 de metanol80% (24 h.),

6’ extracción:2 1 de acetona80% (24 h.),
70 extracción:2 1 de acetona80% (72 h.),

8~ extracción:2 1 de acetona80% (24 h.),
90 extracción:2 1 de acetona80% (24 h.).
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DicranumscopariumHedw.

Material vegetalempleado(gametófito + esporófito):285 gr.

Extracciones: ia extracción:111 de metanol 80% (48 h.),

2” extracción: 9 1 de metanol80% (96 h.),
3~ extracción: 8 1 de metanol80% (24 h.),
4” extracción: 7 1 de acetona80% (24 h.),

5~ extracción: 8 1 de acetona80% (24h.),

6” extracción: 7 1 de acetona80% (48h.).

Una vez secoel extractototal, se le sometea la llamadaDistribución de Craig (Geiger,
1990; Geiger & col., 1988; Seeger& col., 1990 y 1991), que permite eliminar clorofilas,

carotenoidesy otros restoslipofílicos, pudiendoaislar el contenidoflavonoidico en una fracción

separada(ver apartado4.2.1.1.).

La distribuciónensi consisteentratarel extractosecototal conlamezcladimetilformamida

(DMF):agua:éteretílico (4:1:8). Para ello se preparanpreviamente650 ml de tal disolvente

(200:50:400),separándoseen un embudode decantaciónen dos fases: unasuperiorbásicamentede

éter etílico, y otra inferior DMF-acuosa.El uso de agua nos permite precisamenteconseguiresa

separación,pues si usamosúnicamenteOME y éter sólo se formaríauna fase, puessonmiscibles.
El primer pasoconsisteen solubilizarel extractosecoutilizandoúnicamentela faseinferior (DMF-

agua) que previamentehabíamos separadodel embudo de decantación,hasta hacerlo soluble

totalmente.Se utiliza en este casounos 105 ml aproximadamentede la fase DMF-acuosa.Una vez

solubilizado, la solución resultantese pasaa un nuevoembudode decantación,y se le añadeuna

cantidadequivalentede la fasede éteretílico(aproximadamente150 mí), tras lo cual se debeagitar

muybienel embudoeliminandolos gasesdel étery esperaraproximadamente1/2-1 h. ala separación

en dos fasesde la solución.Estasdos primerasfaseslas llamaremosrespectivamenteETER 1 (posee

básicamenteclorofilas) y DMF 1.

A continuaciónla faseDMF 1 se pasaa un segundoembudode decantacióny se le añaden

otros 150ml de éter etílico, repitiéndoseel procesoanteriory obteniéndosedos nuevasfases:ETER

2, que eliminarestosdeclorofilas no eliminadosporla faseETER 1 y, la faseanteriorDMF 1 lavada

por segundavez con éter. El procesode repite una terceravez en un tercer y nuevoembudode

decantación,obteniéndoseuna nueva fase ETER 3 y la fase DMF 1 que ya se separaen un

erlenmeyer.

A continuaciónse retoma la faseETER 1 y se le añaden105 ml del solventeDMF-agua
previamentepreparado,obteniéndoseal cabode 1/2-1 h. dos fases,la mismafaseETER 1 lavadacon

DMF-aguay unanuevafasequellamaremosDMF-2, la cual, al igual quese hizo con la DMF-1, es

lavadasucesivamenteen los embudoscorrespondientesa las fasesque resultaronETER2 y ETER

3.

El procesose repiteuna terceravez, añadiendootros 105 ml. del disolventeDMF-aguaa la

faseETER 1 y lavandoposteriormentela faseDMF-3 resultantedos vecesen las fasesETER 2 y

ETER 3.

Al final de todo el procesodispondremosde seis fraccionescorrespondientesa cadauna de
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las fases,que recogemosen erlenmeyerseparados:ETER 1, ETER 2, ETER 3, DMF 1, DMF 2 y

DMF 3.

Es importanteen cada paso agitar muy bien e] embudode decantacióncorrespondiente,

eliminargasesetéreosy permitir unabuenay rápidaseparaciónde las dos fasesresultantes.

Las seis fraccionesasí obtenidasfueron posteriormentecromatografiadasen TLC, en el

sistemastahl-poliamida6 (ver apartado4.2.2.1.)paracadaunade las muestras.

Generalizandoparalas cinco especiesestudiadas,podemosafirmar que las tres fracciones

etéreas(ETER 1, ETER 2, ETER 3) únicamenteconteníanclorofilas, por lo quese desecharon.Las

fraccionesDMF 2 y DMF 3 conteníanun bajo contenidoen flavonoides(manchasde color violeta

claroen e] ensayoen TLC) y bajo igualmenteen clorofilas, por lo que no se desecharonpero fue

necesariolavarlassucesivamenteconnuevosolvente(éteretílico) hastaeliminardefinitivamentelos
restosde clorofilascontaminantes.La fracciónDMF 1 encambio, no conteníaclorofilas y siun alto

y rico contenidoen flavonoides (manchascolor violeta oscuroen el ensayoen TLC).

Tras lo anterior,las tresfraccioneslibres de clorofilas (DMF 1, DMF 2, DMF 3) se unieron

y llevaronasequedaden rotavapor.La evaporacióndel DMF es difícil, siendorecomendablepara

unascondicionesde trabajode 400 C., añadirunosml de acetonay evaporara velocidadmuy baja,

hastaconseguirllegar al punto de ebullición del DMF, que se consiguea unapresiónde 10 mbares

con la ayudade unabombadevacíoacopladaal sistemade evaporación.Generalmenteno hacefalta

evaporartodo el extractodisueltoenDMF hastasequedadtotal, lo quefacilita si cabeel procesopor

la dificultad de tal evaporación,sino quese puedeevaporarhastaque restenaproximadamenteunos

50 ml deextracto (“soluciónaceitosa”no “siruposa”) que se someterána otraspruebasanalíticasy

preparativastales como la CromatografíaenColumna.

En adelante,estos extractoso solucionesaceitosasfinales, recibirán la denominaciónde

“Extracto General”, específicoparacadauna de las especiesestudiadas,y de acuerdoaél nos

referiremosen metodologíasposteriorestales como la Cromatografíaen Columna.

4.2.2.TécnicasAnalfticas

4.2.2.1. Cromatoarafía

A.- Cromato2rafíaen CapaFina (T.L.C.

>

Dado que los compuestospolifenólicos se presentangeneralmenteen forma de mezclas
complejas, todos los métodos utilizados para su análisis incluyen una técnica de separación,

generalmentecromatográfica.La Cromatografíaen Capa Fina (1.L. C.) resulta por este motivo

enormementeválida y útil. En nuestrotrabajohemosseguidotodas las recomendacionesaportadas

por MOes (1988) y Harborne(1984), utilizandoplacasde 20 x 20 cm, conel punto de aplicacióna

los 2 cm y un frente de 15 cm. En las cromatografíamonodimensionales(1D-TLC) la aplicaciónde
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la muestrase haceen bandade aproximadamente1 cm, y en las bidimensionales(2D-TLC) en un

punto (pa) de cercade 0.5 cm de diámetroa 2 cm de cadauno de los ladosde la placa (Fig. 4.1 y

4.2.). Es necesarioadvenirque,trasdesarrollarsela primeradimensiónde las 2D-TLC sedebesecar

perfectamentela placa,eliminandocualquierresto del primer solvente,dc maneraque no interfiera

en el desarrollode la segundadimensiónen un nuevosolvente.

Las placascromatográficasutilizadasposeenlas siguientesfasesestacionarias:

- cromatofoliosPL de plástico,preextendidos con Polianiida-6 Polygram, de 0.1 mmde espesor, de

Macherey-Nagel(MN).

- cromatofolios AL de aluminio, preextendidos con Poliamida 11 F-254, con indicador de

fluorescencia, espesor de capa de 0.15 mmde Merck.

- cromatofoliosPL de plástico,preextendidosconcelulosaE conindicadorde fluorescencia,de 0.1

mmde espesor de Merck.

- cromatofoliosPL de plástico, preextendidos con celulosa sin indicador de fluorescencia, de 0.1 mm

de espesorde Merck.

- cromatoplacas extendidas preparativas y analíticas de celulosa, sin indicador de fluorescencia, de

0.25 rmn de espesor. Se preparan haciendo una suspensión con 60 gr. de celulosa para TLCde Merck

y 210 ml de agua destilada, suficiente para 10 placas (Markham, 1982). Se mezcla eliminando todos

los grumos posibles formados en la papilla. Para ello se puede utilizar un agitador de ultrasonidos

Bandelin Sonorex TK 20, tras lo cual se extiende la papilla en cromatoplacas de vidrio (previamente

deslipidizadas con acetona) de 20 x 20 cm y se dejan secar.

trente

15 cm

2 cm

Fig. 4.1.: mc MONODIMENSIONAL (1D-TLC)

frente 1
<15 cm)

20 cn

2 cm 20cm
Fig. 4.2.: mc BIDIMENSIONAIL (2D-ThC)
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Dado que los resultados obtenidos con las cromatoplacasextendidaspreviamenteen el

laboratorio eran semejantes a los obtenidos con aquellas preextendias procedentes de distintas casas

comerciales,aunquecon menor nitidez tanto en la separaciónde los compuestoscomo en su

coloración, se emplearon únicamente con fines preparativos. Así, y de acuerdo con los resultados

obtenidos, se utilizaron básicamente en el aislamiento del denominado Compuesto VI

(Bartramiaflavona),siendosu purificaciónposteriormenterealizadapor otros métodos.

La relación de solventesutilizados en T.L.C. (Markham & Wilson, 1988 y 1989; Múes,

1988; Markham, 1982)y la faseestacionariaen la quese desarrollarones la siguiente(los solventes

únicamentesonválidos duranteunasemana,tras la cual debeprepararseun sistemanuevo,siendo

aconsejableanotarla fechade preparaciónen la cubetacromatográfica):

A. 1. Cromatografía monodimensional (1D-TLC’

>

Z1: Acético 15% en celulosa (1-3 h.).

Z2: Acético 40% en celulosa (2-4 h.).

Z3: TBA = t-butanol:acético:agua (3:1:1) en celulosa (6-7 h.). Es aconsejable utilizar una fuente de

calor tal como una estufa de calefacción por aire, para conseguir una desarrollo cromatográfico más

rápido,puesestesistemaes bastantelento.

P1: STAHL = AEBFW = acetatodeetilo:metiletilcetona:fórmico:agua(5:3:1:1)en poliamida(1-2

h.) (Stahl, 1967).

P2: AWE = Acetona:agua:acético(6:2:2) en cromatoplacasde poliamida(1-2 h.).

La aplicación de las muestrasen las placas de cromatografíase realizó mediante una
microjeringa Hamilton-Bonaduz, en aplicaciones que iban desde los 7 a los 30 ¡tI dependiendo de la

concentracción de la muestra.

A.2. Cromatografía bidimensional (2D-TLC’

>

A la vista de los resultados hasta ahora obtenidos, es evidente que la gran mayoría de los

biflavonoides de musgos poseen más o menos la misma polaridad (Geiger, 1990). Es por ello que se

debebuscarun sistemacromatográficobidimensionaladecuadoque nos proporcioneunaseparación
razonablede los distintoscompuestos.

En nuestrotrabajose utilizaron dos tipos de sistemascromatográficosbidimensionales:

Z3-Z1: Se utilizó el disolventeTBA para desarrollar la placa en la primera dimensión y acético 15%

parala segunda,enplacasdecelulosa(Mabry & col., 1970; Miles, 1988). En estesistemalamayoría

de los biflavonoidespresentanun alto Rf en TBA y apenasmigran en acético 15%, excepto los

biflavonoides macrocíclicos (Seeger & col., 1991; Seeger, 1992; Salm, 1992; López Sáez, 1992)

(Fig. 4.3.).
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P1-P2: Stahl (5:3:3:1) para la primera dimensióny AWE (acetona:agua:acético)(6:2:2) para la

segunda, en placas de poliamida-6 (Stahl, 1967; Salm, 1992; Seeger, 1992). Es un buen sistema para

biflavonoides pues al contener acetato de etilo el primer solvente impide el desarrollo cromatográfico

de muchos monoflavonoides, sobre todo flavonas. Con este sistema además, la mayoría de los

biflavonoides poseen un valor de Rf medible en ambas dimensiones, a diferencia del anterior, en el

queen ladimensióndel acético 15% apenas se desarrollan y en IBA tienen un Rf generalmentemuy

alto (Fig. 4.4.).

Fig- 4.3.:Movilidad de los biflavonoides máscomunesen musgosen el sistema2D-ThC acético
15%-TBA en celulosa.

Fig. 4.4.: Movilidad de los biflavonoides m~scomunesen musgosen el sistema2D-TLC Stahl-
AWE en poiamida-6.

En todos los casosseprepararon apronniadamente 100-150ml de solventeparacadacubeta

de cromatografla, cantidad suficientepara garantizar un buen desarrollo, sin que el disolvente llegue

al punto de aplicacion.
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E.- ReveladoresCromatográficos

El color o la fluorescenciaes un indicativo válido del compuestocon el que estamos

trabajando. Si éste es un biflavonoide, su color o fluorescencia es reflejo claro de los monoflavonoides

que lo forman (Geiger, 1990).

Una vez desarrolladas las 1D-TLC (monodimensionales) o la 2D-TLC (bidimensionales)se

procedió a observar las manchas aparecidas bajo la luz ultravioleta. Para facilitar el proceso, y como

medio de distinción de los tipos flavonoidicos se usaron una serie de reveladores específicos de

flavonoides (Miles, 1988; Geiger, 1985; Vioque, 1984):

B.1.- Amoniaco (NH3, 25%): las manchas púrpuras oscurascorrespondientesaflavonaso flavonoles

con un grupo hidroxilo libre en posición4’- del anillo E cambiana una fluorescenciaamarilla o

amarillaverdosatras ser sometidasa vaporesde amoniaco.En el casode no producirsetal cambio

conlos vaporesde NH3 es probableque setrate de un flavonoideinespecíficoen cuantoal tipo, con

el oxígenoen posición4’del anillo B sustituidoo ausenteel grupohidroxilo ental posición(ver Fig.

3.6 pp. 21).

B.2. - Naturstoffreagenz A (NA). Neu (1957) propone el empleo de complejos de ácidos
diarilbóricosy deoxialquilanúnascomoreactivosdederivadosde la fenil-benzo--y-pirona.El reactivo

comercializado ha sido el difenilborato de aminoetanol (PEG400), tambiénllamadoNaturstoffreagenz

A, Natural Product ReagentA y Flavognost (Fig. 4.5),notablementerecomendadoen la Farmacopea
Europea(Brasseur& Angenot, 1986) queha resultadoser un muy interesantey válido revelador

cromatográfico de biflavonoides, aunque también es útil conotrosflavonoidesy compuestosfenólicos.

El NA es en sí un buenreactivocomo reveladorde flavonoidespueséstostienengruposhidroxilos

libres y, los electronesdel oxígenosonatraídospor el boro del NA.

WC CH2
—I
O NH

E

Fig. 4.L: Estructura química del Naturstoffreagenz A (NA).

El NA seprepara en una soluciónmetanólicaal 0.3% que se pulveriza sobrela placa de

cromatografíaformando con las manchasexistentescomplejos irreversibles,al contrario que el
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amoniaco. Igualmente, se puede pulverizar posteriormente con polietilenglicol al 2%en metanol, para

conservar mejor el color de las manchas y hacerlos más vivos.

Si manchaspúrpurasreveladascon NA cambian a colores verdes o amarillo verdosos

fluorescentes, se trata con seguridad de compuestos que poseen un grupoOH- libre en posición4’-
del anillo B, o hidroxilos adjuntossustituidosen posiciones3’- y/o 5’- (4>-OH, 4’-OH- 3’,5’-
diOCH3, 4’-OH- 3’-OCH3). En el casode que el cambio de color seahaciacolores amarillos o

naranja-amarillentosfluorescentes,se tratará de compuestosque puedenpresentar:o-diOH en

posiciones 3’,4’- del anillo B, tres grupos hidroxilos adjuntos y libres en posiciones 3’,4’,5’- del

anillo E o bien, o-diOH en 4’,5’- y -OCH3 en 3’ (ver Fig.3.6 Pp. 21)

Las manchas azules fluorescentes o azul violáceas, suelen corresponder a ácidos cinámicos,

sobre todo las azules fluorescentes, u otros ácidos fenólicos derivados del cafeico. Así mismo, tonos

más oscuros azulados pueden corresponder a flavonoides glicosilados, generalmente en 1 y/o 5 de

flavona (Geiger, com.per.; Wagner & col., 1983).

Generalmente el color de los biflavonoides bajo la luz ultravioleta (360 nm) es el de una

mancha oscura, violeta/púrpura, cuya fluorescencia tras revelar con NA se torna hacia colores

amarillos o naranjas fluorescentes (Geiger, 1990). No obstante, hay dos casos especiales dignos de

mencióny quehemoscreídoimportanteseñalaraquí:

1. Por una parte, nos encontramos con los biflavonoides macrocíclicos, bartramiaflavona y

anhidrobartramiaflavona,cuyo color no cambiatras ser reveladoscon NA o vaporesde amoniaco,
lo que los hace fácilmente distinguibles del resto de biflavonoides (Seeger, 1992; Salm, 1992, López

Sáez,1992).
2. Otro caso curioso es el de los biflavonoidesque cuentancon una mitad monoflavonoidicade

eriodictiol (flavanona de la luteolina), cuyas manchas a la luz de la lampara de ultravioleta (360 nm),

al igual queel propio eriodictiol, viran a color rojo intensocon el tiempotras serreveladascon NA
(Geiger, 1990; Wollenweber, 1981; Anhut & col., 1989b; Geiger & Bockel, 1989). Tal es el caso,

por ejemplo,de los 2,3-dihidro-biflavonoides,que virantodos ellos a color rojo con el tiempotras
ser expuestos a vapores de NA(Geiger, 1990).

Por todo lo anterior,enel apartadocorrespondienteal “Ensayoparabiflavonoides”y, en la

exposiciónde los resultados,hemosdistinguidoe identificadoconrelativa facilidad la presenciade
ambos macrociclos, bartramiaflavonay anhidrobartramiaflavona,así como de la 2,3-dihidro

filonotisflavona,fácilmenteidentificablespor su fluorescenciay típico Rf (Seeger, 1992).

B.3. - Benedict. Reveladordegruposo-dihidroxiloen compuestosfenólicos.Sepreparade acuerdo

a Reznik & Egger (1961) y Krebs & col. (1967), apartir de dos solucionesprevias(1 y II) (MOes,

1988).
A la luz visible, los flavonoidesreveladoscon dicho reactivoseobservande color amarillo

limón verdoso.A la luz ultravioleta,los compuestosconun grupohidroxilo libre en4’-OH delanillo

B muestranuna fluorescencia verde o azul clara, mientras que los que poseen agrupamientos o-diOH

en esemismo anillo muestranuna fluorescencia oscura (ver Fig. 3.6 Pp. 21).

En el casode tratarsede compuestoscuyo color previo al uso del reveladores ya púrpura
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oscuro,la utilizacióndel reactivo de Benedictno es muy útil.

C.- EnsayonaraBiflavonoides

El estudiose realizó básicamentede acuerdoa Seeger(1992)y Anhut (1992),junto con las
recomendacionesde Markham(1982) y Stahl (1969). Es un métodorápido que, conpocacantidad

de material biológico, nos permite conocerla ausencia/presenciade flavonoides en la muestray
definir el tipo flavonoidicocorrespondiente.

Cientocincuentaa doscientosmiligramosde materialvegetallimpio y seco,se sumergenen
20-25 ml. de metanol80% en un erlenmeyerde 100 ml. Así permanecedicho material durante24

h. extrayéndoseel componenteflavonoidico, tras las cuales,el extractoes filtrado y evaporadoa

sequedadenrotavapor(no más de 400 C.). En el casode que el materialbiológico departidatenga
un excesode tierra y seadifícil eliminarésta,es aconsejableutilizar al menos 300 mg. de material
vegetallimpio y seco.Los filtros utilizadossonde Schleicher& Schilll (5 & 5) Rundfilter de 90 y

110 orn, de diámetro.
El extracto filtrado y evaporadoa sequedades posteriormentedisuelto en 1 ml de

acetona:metanol:agua(5:4:2). La soluciónasíobtenidaescromatografiadaen 2D-TLC enel sistema
TBA/ácido acético 15% (Z3-Z,) en placas de celulosa (ver Pp. 77-78). Este primer ensayo
cromatográficonos sirve paraconfirmar la presencia/ausenciade flavonoidesy aproximar el tipo

flavonoidico.

Los biflavonoides,como ya se ha referidocon anterioridad,poseenun bajo o nulo Rf en
acético 15% y muy alto en TBA. La placa es así mismo reveladacon los reactivosespecíficos

anteriormentedescritos(amoniaco,NA) y observadaen lámparade luz ultravioleta(254y 366 nm).
Normalmente,la cantidaddeextractoaplicadoenla cromatografíaesde 7.5-8alicuotasdeun capilar
de 3 cm de alturapor 0.1 mm dediámetrointerno,equivalentesa 2 ¡tI por capilar(aproximadamente
16 ¡tI). Las placasde celulosautilizadassoncromatoplacasextendidaspreparativasy analíticas(ver

apartado4.2.2.1.).
La soluciónanterior, una vez cromatografiadaen el primer ensayo,es de nuevo evaporada

a sequedaden rotavapora no másde 400 C. y, posteriormente,disueltaen 10 ml deacetatode etilo,
pasándosela nuevasoluciónobtenidaa un embudode decantación.El erlenmeyerque conteníala

soluciónoriginaleslavadoa continuacióncon10 ml de aguadestiladaquetambiénsepasanal mismo
embudode decantaciónanterior. El procesose repite sucesivamentecon otros 10 ml de acetatode

etilo y 10 ml de aguadestilada.
Los 40 ml del embudode decantaciónsona continuaciónagitadosmanualmente,eliminando

los gasesquesepuedanproducir,tras lo cual sedebeesperar1/2-1 h. parapermitir la separaciónen
dos fases claras del contenido del embudo: una superior de acetatode etilo que contendrá

primordialmentelos biflavonoidesy, otra inferior acuosaquese desechao biense cromatografíaen
el sistemaacético40%/celulosa(Z2) si se sospechapor su color la presenciade flavonoides no
aisladosen la fracciónde acetatode etilo.

La fase acetatode etilo se separade la acuosay se recoge en un matraz llevándose
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posteriormentede nuevo a sequedaden rotavapor(no más de 400 C.), tras lo cual el extractoseco

obtenido es disuelto nuevamenteen 0.5 ml de acetona100%,y posteriormentecromatografiadoen
2D-TLC en placasde poliamida-6en el sistemaStahl-AWE (P1-P2) (ver Pp. 77-78),observándose
luegolas cromatoplacasen lámparade luz ultravioleta(254y 366 nm) antesy despuésdel revelado
con reactivosespecíficos(amoniaco,NA). Se aplicanen la cromatografíaaproximadamente8-10

alicuotas(20 ¡tI) del microcapilaranteriormentedescrito.
Este segundoensayo es más específico para biflavonoides y puede aproximar el tipo

biflavonoidicoaunqueno esexclusivo.
Como ya se ha comentado con anterioridad (ver apartado 4.2.2.1. - B), el ensayo

biflavonoidiconospermitediferenciarcon relativafacilidad los biflavonoidesmacrociclicosdel resto
de biflavonoides, así como los 2,3-dibidro biflavonoides y, en particular, la 2,3-dihidro-
filonotisflavona. Es por ello que en la exposiciónde los resultadosdel ensayorealizadocon las
distintasespeciesde la familiaBartramiaceae,sehagaprecisamentehincapié,enla presencia/ausencia
de bartramiaflavona, anhidrobartramiaflavona, 2 ,3-dihidrofilonotisflavona, otros 2,3-

dihidrobiflavonoidesy otros flavonoides.
En todos los casos,exceptocuandose especifiqueen los resultados,el ensayose realizó

conjuntamentede las fasesgametófitoy esporófitosin separar.De manerageneral,podemosafirmar
queúnicamenteseprocedióa separargametófitodeesporófito,enlos ensayosrealizadosconlas cinco

especiesque fueron objeto centralde la presenteTesis, mientrasque en el restono se llevó a cabo

dichaseparación.

D.- Cromatografíaen Panel(preparativa)

Se realizó según las indicacionesde Mabry & col. (1970) y Markham (1975), en papel

Whatman3MM de 57 cm de largopor 43 dc ancho.La muestrase aplicó a 6.5 cm de la base,con
un frentede 50.5 cm en sentidodescendente.

El disolventeutilizado fue Acético 15% (1\2 1), puesera el que mejor se acomodabaa los

resultadospreviamenteobtenidosen las TLCs respectivas.
Se realizaronun total de 12 cromatogramaspreparativos(6 por cada especie),aplicando

alicuotasde los extractosmetanólicosde Bartramiapom¡iformisy Bartramia hallerianade distintas

localidades,ya que en todos ellos se detectó la presenciadel CompuestoVi, que es aquel que
intentamosaislaren cantidadessuficientesmediantela cromatografíaen papelpreparativa.

El tiempo aproximadode desarrollodel cromatogramafue de unas16 horas.
Tras el desarrollo de la cromatografía preparativa se extrajo del papel la mancha

correspondienteal CompuestoVI mediantepercolaciónenSoxhletconmetanol-agua(1:1). El extracto
obtenidosellevó a sequedadenun rotavaporparaeliminarel disolventey sepurificóposteriormente.

De estamanerase obtuvieronun total de 40 mg purificadosdel CompuestoVI.
La extraccióndel compuestodel papelespreferiblerealizarlaconmetanol-agua(1:1) quecon

metanol-agua(9:1), puesunaaltaconcentracciónde metanoldescompondríael papelen susfibras de

celulosa,haciendomásdifícil lapurificaciónposterior,afectandoasímismoal espectrode ultravioleta
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quese puedaobtenerdel flavonoide extraído.

Normalmente, utilizaremos la mezcla metanol-agua (9:1) para extraer los compuestos fenólicos

del material biológico en vivo y, la mezcla metanol-agua (1:1) para extraerlos del papel o fase

estacionaria.

E.- Cromatografía en Columna(C.C.’

>

El uso de esta técnica se centra en el aislamientode flavonoides a una mayor escala

cuantitativa. Básicamentese trata de la separaciónde una mezcla en disolución de distintos

compuestos flavonoidicos, en una columna provista de un adsorbente (celulosa, silicagel, poliamida,

etc.) y la subsecuenteelución de cada compuesto,individualmenteo en una mezclade un número

muchomenor de compuestos(en este caso se utilizaríanposteriormentenuevascolumnas)con los

solventesapropiados.

En nuestrotrabajo hemosutilizado primordialmentela cromatografíaen columnacondos

fines: por un lado, el aislamiento de biflavonoides u otros flavonoides, en cantidades necesarias para

poderaplicarposteriormenteciertastécnicasanalíticastales como la ResonanciaMagnéticaNuclear

o la Espectrometríade Masasy, por otro lado, parala purificaciónde cadauno de los compuestos

previamenteaisladospor lamisma cromatografíaencolumnao técnicasafinescomola cromatografía

en papelpreparativa.

Se siguieron básicamente las recomendaciones de Mabry & col. (1970), Seeger (1992),
Hostettmann & Hostettmann (1982) y Markham (1975 y 1982).

Así mismo, queremosexpresarque la separaciónen bandasde la columnacromatográfica,

correspondientescadauna de ella a los distintos flavonoidesa aislar, puedehacersevisible por la
coloraciónamarillade éstasa la luz del día o bienpor elusode unalámparade luz ultravioleta (366

nm), en cuyo casolas bandasflavonoidicasse ven decolor violeta(claro y oscuro)y surecolección

es sumamentesencillaen recipientesseparados,ya que el procesose conviertecon estemétodoen

un procesosimple y sencillo (Markham, 1982). A la luz ultravioleta la banda de clorofilas en la

columnaposeecolor rojo intensoy la correspondientea los lípidosmáspolaresqueno se eliminaron

conel DMF se vende color marrónclaro y oscuro. Otros compuestostales comoácidos fenólicos

o tetraterpenoidespuedenvisualizarsepor su color azul fluorescenteo azul violáceo a la luz

ultravioleta en la columna. En el caso de que las bandas no sean visibles, se deben colectar fracciones

a intervalosregulares(cada25-50 mI) y, chequearcadaunade las fraccionespor separadoen TLC
(acético40%/celulosap.e.),paradeterminarquécompuestoposeen,y saberasícuálesde ellaspueden

unirsey cuálesno. Un colector de fraccionesautomático,en este caso, es ideal parafacilitar tal

trabajo.

Los compuestosaisladosy purificadospor losdistintossistemasdecromatografíaen columna

(CC) son llevados a sequedaden rotavapor,depositadosen un recipiente de vidrio adecuadoy
posteriormenteintroducidosen un Desecadorde Silicagel que nos permiteeliminar los restosque

pudieranexistir de aguaen los compuestosteóricamentepuros.Así permanecendurante2-3 díasen

el desecadorsin presiónalgunao bienpuedeutilizarseunabombade presióndurante20-30minutos.
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Fueron utilizadas los siguientes tipos de ColumnasCromatográficas:

E.1. Columnade SephadexLH-20 de Sigma.

El sephadexes un gel compuestode moléculasde dextranoque tiene la particularidadde
separar los distintos compuestos de la mezcla de acuerdo a su tamaño molecular. El sephadex del tipo

LH-20 es un gel de dextrano hidroxipropilado, diseñado para usarse con solventes orgánicos o

mezclas con agua (Markham, 1975). Se trata de un sephadex lipofílico, que consigue que la atracción

de la muestra por el gel sea la menor posible. De esta manera, el mismo gel (sephadex) es capaz de

eliminar grasas y otros compuestos afines de la mezcla, permitiendo el paso a través de él de los

compuestosfenólicos de nuestroestudio.

El tamañode separaciónde partículasoscilaentrelas 25 y 100 micras,quecorrespondenal
tamaño de la trama del gel. Compuestos menores a dichas medidas no son separados, y los mayores

no atraviesan el gel.

El sephadexestá compuestode partículasde dextranosque forman un entramado. Las
partículas de bajo tamaño serán las que se separen más tarde, siendo por ello las de mayor tamaño

tales como biflavonas y glicósidos las que antes se separan. Este tipo de adsorbenteestá

específicamentedestinadoparaeluso de solventesorgánicos(Markham, 1982),siendoespecialmente

recomendado para la purificación final de distintas agliconas flavónicas, biflavonoides y glicósidos

que han sido previamente aislados por otros métodos cromatográficos como la cromatografía en

colunma de poliamida. El tipo de solvente que se utiliza depende mucho de la polaridad del

compuestoproblema, lo que se ha de comprobarpreviamentemediante 2D-TLC en celulosa o

poliamida. Así por ejemplo, en el caso de tratarse de un flavonoide glicosilado, es conveniente

desarrollar la CC de Sephadex con un 25-30% de metanol, mientras que si se trata de un biflavonoide

o una aglicona monoflavónica se suele usar al menos un 80% de metanol como disolvente

cromatográfico.

Se utilizaron columnas a las que se incorporó un algodón en su base y en las cuales se evitó

sobremanera la formación de burbujas de aire que deformaran el frente cromatográfico. Es

aconsejable preparar la columna con gel de sephadex y el disolvente a utilizar y dejarla desarrollarse

únicamente con él durante un corto tiempo, y no con la muestra problema, de tal manera que la

columna se estabilize correctamente, y una vez así no se produzca un desarrollo excesivamente rápido

de la cromatografía.

El gel de sephadex se preparó con 6 gramos de sephadex LH-20 y 30 ml de metanol (relación

de 1:5). El metanol es generalmente un solvente conveniente para este tipo de columna aunque,

algunas veces, puede necesitarse agua al principio del proceso para disolver la mezcla flavonoidica

(Markham, 1982). Dicho gel se mantuvoa reposoduranteunanocheparapermitir el embebimiento

del sephadexen el metanol. Sobrela columnase eluyó posteriormenteunasoluciónsuficientemente

concentradade la muestraproblema.

Geiger(1990)refiereel usode acetona:metanol: agua(2:1:1)comoun buensolventeparaeste

tipo de columna, especialmente válido para la purificación de biflavonoides. Así mismo, Nilsson &

col. (1973), refieren el uso de etanol 80% en vez de la mezcla metanólica usual.
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El gel de sephadexpuedereciclarsefácilmente con sólo metanol al 100% y un posterior

lavadocon metanol80%. Cuandose preparael gel, es frecuentela formaciónde grumosque si no

soneliminadospodríandar lugar a deformacionesenla columna. Estosfueronfácilmenteeliminados
medianteun Agitadorde Ultrasonidosde BandelinSonorexTX 52-H o enocasionescon el modelo

TX 20.

E.2. Columnade poliamida-6microcristalinade Macberey-Nagel(MN-polyamidSC 6).

Este tipo de cromatografíase usó básicamentecomo método previo de aislamientode

flavonoides,para posteriomenteutilizar otros métodoscromatográficostalescomo la columna de
sephadexen su purificación.Generalmentees convenientetras la CC de poliamidarealizarunaCC
desephadex,aunquehayamosconseguidoaislarunúnico compuesto,pueslas fraccionesaisladaspor
CC depoliamidapuedenposeeroligómerosprocedentesdela rupturadel polímerode poliamida,cuya

presenciapodríadeformar los posiblesespectrosde RMN o EM que posteriormenterealizáramos.
Estospueden,en cambio,eliminarsefácilmentesi tras la CC de poliamidase emprendeuna CC de
sephadexque nos ayuda, además,a una completapurificación del compuestoo muestrainical
problema.

En cuantoa la metodologíahemosseguidobásicamentea Seeger(1992)y Salm(1992)(para

unacolumnade 11): un vasodeprecipitadosde 2 1 sellena aproximadamentehasta11 con poliamida-
6 microcristalina,añadiéndoseaguadestiladahastaconseguirunapastasemiliquida.Trasello, sedeja
reposarla poliamidadurante24 h. parapermitir el embebimientode la poliamidaenel agua,al cabo
de las cuales se debe eliminar el agua sobrante. Se añadende nuevo algunos ml de aguapara

suspenderrestosde poliamidaaúnno diluidos consiguiendofinalmenteunapasta ‘semiliquida” que
puedeya depositarseen la columnacromatográfica.Unavezdepositadaésta, se debeabrir la llave

inferior de la columnaparapermitir la salidadel aguasobrante,hastaque la columnade poliamida
quedeestabilizada,sin grietasni oquedadesy con un frentemás o menos uniforme. Es importante

no dejardicho frentede desarrollosin cubrir por el solventepuesla columnase secaríay debería
repetirseel procesoal agrietarseésta. En general,debendejarseaproximadamenteunos 5 cm de
solventepor encimadel nivel del frente.

Unavez preparadala columnade poliamida, sepuedeya depositaren el frenteel extracto
problema.Estecorrespondeal que denominamosextractoDMF-acuosoen el procesode extracción
de flavonoides,el cualhabíasidopreviamenteevaporadohastaaproximadamente50 ml en rotavapor

a no másde400 C. Esos50 ml de solución“aceitosa” semezclancon 100 ml de la pastasemilíquida
de poliamida-6paracromatografíaen columnaque previamentehabíamospreparado,removiendo
vigorosamente.Tras ello, se añadeagua destiladahasta aproximadamente1 1 total, pues los

biflavonoides no son solubles en agua y sí en DMF, y al utilizar agua son capaces de adsorber a la

poliamida y permitir su separación a lo largo de la columna cromatográfica, eliminándose el DMF.

Suspendidala poliamida-6 con el extracto flavonoidico, se deposita tal contenidoen la

columna, procurando en todo momento tener el frente de desarrollo estable. El DMFse eliminará

junto al agua y, los flavonoides irán depositándose junto a la poliamida, en forma de partículas de
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poliamida, en el frente de la columna. Es conveniente, en cualquier caso, evitar fuentes laterales de

frío que ladearían el frente de desarrollo cromatográfico, por lo que es aconsejable recubrir la

columna de vidrio con papel de aluminio que la aisle del ambiente exterior.

Unavez eliminadagranpartedel aguay DMF por la parteinferior dela columna,y cuando

el solvente ésta aproximadamente a unos 2 cm por encima del frente que ya posee las partículas de

poliamida con flavonoides, puede irse añadiendo los distintos solventes de elución en orden de

apolaridadcreciente.
De cadauno de los solventeseutiliza 1 1, pueséstees el volumende la columna. Siempre

se debe añadir el mismo volumen de solvente del que tenga la columna (Salm, 1992).

Geiger (1990) recomiendael uso de un gradientede acetona:agua,que es el que hemos
seguido en nuestra metodología.

Se utilizó basicamente un gradiente acetona:agua desde 1:9 hasta 8:2. En general, y dado que

trabajábamos primordialmente conbiflavonoides,las subfraccionescorrespondientesa lossolventes

acetona 10% hasta 40% se desechaban pues no contenían biflavonoides, excepto en el caso de

Dicranum scopariumque poseía flavonoides monoméricos en tales fracciones que, también fueron

aisladose identificados.

A partir del solvente acetona 50% se comienzan a recolectar fracciones de 100 mí, mediante

un colector automático de fracciones (10-20 mí) aunque las subfraccionescorrespondientesa

biflavonoides no aparecen en general hasta el solvente acetona 70%. Cada una de las subfracciones

que se van obteniendo es chequeada en TLC monodimensional en el sistema acético 40%/celulosa

(aplicaciónde una sola alicuota de microcapilarde dos microlitros), paracomprobaraquellasque

poseen o no flavonoides, y cuales pueden o no unirse si poseen el mismo contenido flavonoidico (ver

pp. 77-78). Las fracciones con un sólo compuesto pueden purificarse directamente con CC de

sephadex, mientras que las que posean 2 ó más pueden volver a pasarse por la CCde poliamida o

aún mejor por la CCde sephadex que además de purificarnos la muestra nos separa incluso en nuestro

caso los distintos compuestos de cada muestra problema.

Es aconsejable utilizar junto a cada litro de disolvente respectivo un 2% de ácido acético, o

bien un 5% de acético únicamente a partir del solvente acetona 80% (p.e. 800 ml de acetona, 150 ml

de agua destilada y 50 ml de ácido acético), en compensación de los grupos “amina” de la poliamida.

En general, y aunque hemos afirmado que se utiliza únicamente 1 1 de cada solvente,

equivalente al mismo volumen de la columna, debemos decir que del último solvente, acetona 80%,

no debemos especificar una cantidad determinada a utilizar pues es el solvente con el que mayormente

se extraen los biflavonoides. Por ello, se van utilizando distintos litros de acetona 80% hasta que el

test en TLC de las subfracciones respectivas nos diga que se puede finalizar el proceso de aislamiento

en la columnacuandola concentracciónen flavonoidesseamuy bajao nula.

La purificacióny lavado de la poliamida (Fig. 4.6.) parasu recicladoy posterioruso, se
puede llevar a cabo con metanol puro o metanol:acetona (1:1). En el caso de ser una poliamida ya

muy usada,es convenientereciclarlaademásusandotambiénmetóxidosódicoen el lavado.
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Fig. 4.6.: Esquema detallado de la composiciónquímica de la Poliamida-6en su usoparael
aislamientode compuestosfenélicos.

E.3. FaseReversa(RiP).

La cromatografía en fase reversa (Reverse Phase) es un sistema de cromatografía en columna

bastante lipofílico, más aún dependiendo de la cadena de carbonos que se utilize: RP-18 (18 carbonos)

o bien RP-8 (8 carbonos). En realidad la RP es una modificación de una típica columna de silicagel

generalmente bastante polar, a la que se le añaden cadenas carbonadas de 8 ó 18 carbonos que hacen

variar sustancialmente la polaridad de la fase estacionaria, que en el caso de la RP es relativamente

apolar. En sí, la RP es es realidad una MPLC (middle precision liquid chromatography).

Generalmente este sistema de cromatografía va asociado a una bomba de vacío que facilita

enormemente el proceso~

El uso de la Rl> en la presente Memoria Doctoral se llevó a cabo en dos momentos: a’> para

eliminar clorofilas del extracto primitivo obtenido en la extracción general con eloroflonno, acetona

y metanol y, b) para separar los flavonoides ya purificados del disolvente utilizado en la RMN

(DMSO-d6).

Para el primer caso lo normal es utilizar metanol 70% para separar los flavonoides de las

clorofilas que se quedan en la superficie de la columna y, posterionnente, usar metanol 100% para

desarrollarlas clorofilas y limpiar así la columna.

En e] segundo caso, el DMSOse puede eliminar fácilmente desarrollando la columna

únicamente con agua 3-4 veces, y aislando posteriormente el biflavonoide inicialmente disuelto en

DM50con acetona:agua:rnetanol (2:1:1).

La columna de Rl> utilizada fue de RP-l8 de 20-45 micras (Fig. 4.7). Inicialmente se mezcló

la RP-18 con metanol 100% para hacer la pasta previa, la cual se lavó seguidamente tres veces más

con metanol 100% usandouna bomba de yacío, de tal manera que se eliminaran posibles
contaminantesdela Rl> talescomopanículasdepolvo, lípidosy otrasclorofilas quepudieranexistir.

Nuevoslavadosse realizaran3-5 vecescanaguaúnicamente.A continuaciónse depositóla muestra

problemaenel frentecromatográficoy posteriormenteseutilizaronlosdisolventeseantescomentados.
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Cuando se usa asiduamentela columna de RP, es aconsejablesu lavado para evitar
contaminaciones.Paraello seusaunamezclacloroformo:metanol(1:1) con un 5% deácidofosfórico,
y posteriormentese realizaun nuevo lavadocon metanol 100%.

12a

a—

vacto

Fig. 4.7.: Diagrama esquemáticode una columna de RiP-lS usada para recuperar flavonoides
del DMSO-4 despuésdel anilisis por RMN.

En resumen, el esquema básico de aislamiento y purificación de los flavonoides
identificadosen estaMemoriaDoctoralpor Cromatografíaen columna,constébásicamentede 2

pasos:

10. Aislamientode los compuestosde la mezclaflavonoidicamedianteunacolumnade poliaxnida-6.
Las columnasrespectivasse fuerondenominandocomo Pl, P2, P3 ...(columnasde poliamida-6de

Machery-Nagelde 11 de capacidad,90 cm de longitud y 6 cm de diámetro, con gradientede
acetona:aguadesdeporcentajesde 1:9 hasta8:2, siempreañadiendoun 2% de acético.De cadauno
de los porcentajesrespectivos(1:9, 2:8, 3:7, ... 8:2) se utilizó 1 1 exceptoen el casodel gradiente
8:2 en quefueronnecesarios6 1 de acetona80%).

20. Purificaciónde cadauno de los compuestosaisladosen la columnade poliandda-6mediante
columnasde sephadexLH-20, que se denominaronrespectivamentecomo 51, S2, 53 ... (columnas

de SephadexLH-20de 0.5 1 de capacidad,40cmde longitudy 3.5 cm de diámetro,utilizandocomo
solventeacetona:metanol:agua(2:1:1) hastaagotamientodel contenidoflavonoidico).

En ciertoscasos,tras la columnade poliamida-6,se obtuvieronfraccionesno totalmente
puras, es decir, que contenían uno o más compuestos. En dichas ocasiones, la columna de sephadex

correspondientecumplió unadoblefunción: aislamientode la mezclano resueltapor la columnade
poliamida-6y purificaciónde cadauno de los compuestosqueseaislaban.

En la especieBariramia striera, fue necesarioutilizar una columnade SephadexLH-20 (de
0.5 Ide capacidad,40cmdc longitudy 3.5cmdediámetro),consolventemetanol80 % paraseparar
los compuestostriflÑ”onoídi¿os ccc aparecíanen unamisma tracción tras la inicial columna de

poiia~úiday una ~gL:i:d? cIumnu Ct~ suphadexconel disolvente~ubirual..
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E.- CromatografíaLíquida de Alta Resolución(HPLC’

>

Durante los últimos añosse ha advertido un rápido incrementode la popularidadde este

técnicaanalítica(Markham, 1982). Unaadecuaday críticarevisiónsobrelosconocimientosrecogidos

en la literaturaes expuestapor Pryde& Gilbert (1979).

Básicamente,la HPLC es un tipo de Cromatografíaen Columna,que utiliza un material de

relleno formado a base de partículas de pequeño tamaño y forma regular. La resolución del HPLC

es bastantesuperior a la de la TLC, aunquelos tiemposde retenciónse mueven en un rango

relativamente estrecho cuando se analizan compuestos flavonoidicos.

Dado que el cromatógrafo de HPLCiba acoplado a un detector de diodos, pudimos por su

espectrode ultravioleta(UV), distinguir fácilmente diferentestipos flavonoidicos: 6-OH-flavonas

(350 y 285 mn), otrosmonómerosde flavonas(350y 270 nm), isoflavonas(261 287shy 334 sh) y
biflavonoides (261 350 nm) (Siegel, 1988; Siegel & col., 1989). Esta técnicaofrece ademásun
método de análisis cuantitativo de los componentes flavonoidicos de una disolución problema,

poseyendo un alto nivel de resolución y sensibilidad, incluso con cantidades menores a los 50 ng.

La cromatografía líquida de alta resolución, ha utilizado un variado rango de combinaciones

entre el material de empaquetamiento o relleno de la columna y el disolvente. Una excelente revisión

de éstas es aportadapor Kingston (1979). En el mayor número de los casos,se han utilizado

columnascromatográficasdel tipo C-18,queparecenserlas másconvenientesenestetipo de análisis,

con un material de empaquetamiento de sílice, al que se suele enlazar un hidrocarburo (Markham,

1982).

Los solventesen cambio son muchomás variados: agua/metanol,agua/metanol/acéticoy

agua/acetonitrilo, han sido utilizados sucesivamente para cromatografiar flavonas, flavonoles,

dihidroflavonoles, catequinas, antocianidinas y flavonoides glicosilados. Gradientes agua/metanol

conteniendo un 3% de ácido fórmico (Markham & col., 1988) o un 5% de ácido acético (Siegel &

col., 1989; Siegel, 1988), han sido usados tanto en trabajos analíticos como semipreparativos, en la
identificacióny aislamientode biflavonoides(Geiger, 1990; Briangon-Scheid& col., 1982; Stein,

1988b; Siegel, 1988; Siegel & col., 1989).

La habilidadde la cromatografíalíquidade alta resoluciónpararesolvermezclasnaturalesde
compuestos flavonoidicos ha sido establecida por Galensa & Hermann(1980),Galensa(1988),Hardin

& Stutte (1980). Niemann & Koerselman-Kooy (1977), Niemann (1980), Strack & col. (1979),

Briangon-Scheid & col. (1982), Siegel & col. (1989), Becker & col. (1977), Strack & Krause (1978),

Wollenweber (1981 y 1982) y Sendra & col. (1988).

En nuestro caso, la metodología empleada es la expuesta por Siegel & col. (1989) y Siegel
(1988), junto a las recomendacionesaportadaspor Briangon-Scheid& col. (1982), Stein (1988b),

Seeger (1992) y Wilschke & Rudolph (1988).

El cromatógrafode HPLC utilizado es un Hewlett Packard,con un sistemade inyectorde

bombasserie 1050, con detector de diodos 1040 Mserie II (Meier & Sticher, 1986), y columna de

nucleosil 120-5 C 18, de 250 mmde longitud y 4 mmde diámetro interno. El solvente utilizado fue

un gradientelinear agua-metanoldesdeun 30 a un 70% de metanoldurante40 minutos(Figura4.8.),

con una concentracción constante de ácido acético al 5% y un flujo de 1 mí/mm. El agua fue
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desionizaday filtrada con un filtro Millipore de 0.45 ~m. No es aconsejableutilizar acetonacomo

solventeparaHPLC, pueséstaabsorbeen el ultravioletaen un rangoquellega hastalos 330 nm, por

lo que su espectropodríaconfundirsecon el de un flavonoide <Engelhardt, 1977). Los alcoholesen
general, absorbenpor debajode 200 nni, con lo que no interferiránni se confundirán,con los

espectroscorrespondientesa flavonoides.Por ello es preferibleutilizar metanol(absorbesobre210
un» o etanol en vezde acetona,comosolventesparaHPLC.

Así mismo, se incorporéun paqueteinformático, en el que se instaló una biblioteca con

patronesconocidosde distintoscompuestosflavonoidicos,y seestablecióun rangode semejanzade

960, como el punto de validezcomparativaentreel compuestoproblemay el patrónde la biblioteca.

Dicho rangode semejanzafue establecidopor la casacomercial HewlettPackard.

esarrDl lo
crornatográfico

de HPLC dE una
mezcla flavonoidica

HA
TIEMPO

30

~ ‘o 20 40

Fig. 4.8.: Metodologíade trabajoen HiPLC.

4.2.2.2.Esuectrofotometríade Ultravioleta

La espectrofotometríade absorciónultravioleta(UV) es tal vez la técnicamás asequibley

mayormenteutilizadaen el análisisde la estructuramolecularde flavonoides(Markha.m, 1982).Nos

permite, no sólo conocerel tipo estructuralflavonoidico, sino también,sus pautasde oxigenación,
la localizaciónde azúcareso gruposmetilo unidos a los anillos fenólicos.

Los trabajosde Markham& Mabry (1975), Mabry & col. (1970), Jurd (1962), Harborne

(1967 y 1984> y Jay& col. (1975) aportanvaliosascompilacionessobreespectrosde absorción

ultravioletareferentesa flavonoides.
Es unatécnicaasociadaa lastransicionesde niveleselectrónicosde energía.Correspondea

transicionesenergéticasen el intervalo comprendidoentre1200 y 400 mg. Dichas transicionesse
producenentreun orbital enlazantey otro antienlazante,o bien,entreorbitalesatómicosy moléculas

antíenlazantes.

La longitud de ondade la luz absorbidaes unamedidade la separaciónde energíaentrelos
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orbitalesafectados.Las mayoresdiferenciasde energíase observancuandose excitanelectronesir

(120-200nm), pero estazonaes de pocautilidad práctica.Por encimade los 200 nm la excitación

correspondea electronesde orbitalesp, d, ir y 5, en especialsistemasconjugados8, dondese puede

predecirmediantelas reglas de Woodward,la longitud de onda a que absorberáuna determinada

conjugación.
El espectroultravioleta se realiza normalmentesobre unadisoluciónmuy diluida de la

sustanciaa medir. Paraconocerla absorciónse recurrea la ecuación:

siendoI~ e 12 las intensidadesde la luz emitida y absorbida,1 la longituden cm queha de recorrer

el rayo incidenteen la soluciónabsorbentey ( el coeficientede extinciónmolar en moles por cm3.

Las medidashansido realizadasen dos espectrofotómetrosde ultravioleta-visible: enprimer

lugar en un Perkin Elmer modelo Hitachi 200 y en segundolugar en un UV-160 A Recording

Spectrophotometerde Sbimadzu,provistos de una lámpara de Deuterio para las medidasen el

ultravioleta,quese realizaronbásicamenteentrelos rangosde 185 a 380 nm y 210 a 440nm en otras

ocasiones.El espectroobtenidose obtuvo en un registradorHitachi 200. La velocidadde barridofue

de 60 nm/minuto, idénticaa la cartadel registrador,de forma que el espectroregistradocada cm

equivalea 10 nm.

Se realizaronbásicamentedos tipos de medida: por un lado medimosla longitud de onda

máximay por otro, la intensidad(1), quenos mostraronel comportamientofl.V.-VIS del compuesto
problemafrente a los reactivosusualesen este tipo de análisis (Harborne,1984; Markham, 1982;

Markham& Mabry, 1968; Mabry& col., 1970; Wolfbeis & col., 1984): metóxidosádico,tricloruro

de aluminio, ácido bórico, ácido clorhídrico y acetatosádico. La adición de cadauno de estos

reactivosse verá reflejadaen el espectromediantedos posiblestipos de efectos:

a) efectobatocrómico:aumentode la longitud de ondamáxima.

b) efectoipsocrómico:disminuciónde la longitudde ondamáxima.

El espectrotípico consisteen dos absorcionesmáximasenlos rangos240-285mn (bandaII)

y 300-550(banda1) (Tabla4. 1.), queen la mayoríade tipos flavonoidicosequivalea un patrónde
oxigenación5,7,4’ (Markham, 1982).

Las distintasvariacionesen la absorciónen el espectroparalos dos rangosantesdefinidos,
vendrándadaspor los patronesde hidroxilacióny el grado de subtituciónde dichoshidroxilos. Se

pueden,en estesentido,estableceralgunasgeneralidades(Baker& col., 1963; Markham, 1982):

- Cambiosen la sustitucióndel anillo A quedanreflejadosen la absorciónde la bandafi, mientras

quealteracionesen la sustituciónen los anillos B y C tiendena sermásaparentesenla absorciónen

la banda1 (ver Fig. 3.6. Pp. 21).

- Metilacioneso glicosilaciones(especialmentede los hidroxilos 3,5,7 y 4’) son causade cambios

cortos en las oscilacionesdel espectro,sin, al parecer,ser importantela naturalezadel azúcardel

glicósido.
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- Oxigenacionesadicionales,especialmentehidroxilaciones,generancambiosen la absorcióndel
espectroquesuponenunalargaoscilacióndeéste,por ejemplo, en labanda1 las 3,5,7-triOHflavonas

absorbena 359 nm, las 3,5,7,4’-OHflavonasa 367 nm, las 3,5,7,3’,4’-OHflavonasa 370 nm y, las

3,5,7,3’,4’,5’-OH flavonasa 374 nm.

BII(nm) ]31 (nm) Flavonoidestipo

250-280 310-350 Pavonas
250-270 330-350 Biflavonoides
250-280 330-360 Flavonoles(3-OH sustituido)
250-280 350-385 Flavonoles(3-OH libre)
245-275 310-330 Isoflavonas

320 Isoflavonas(5-deoxy-6,7-dioxy)
275-295 300-330 Flavanonasy dihidroflavonoles
230-270 340-390 Chalconas
230-270 380-430 Auronas
270-280 465-560 Antocianinasy antocianidinas

Tabla4.1.: Rangosdeabsorciónultravioletaparalos principalestipos defiavonoides(Markham,
1982; Harbome, 1984).

La preparaciónde los reactivosse realizó de acuerdoa Mabry & col. (1970) y Markham
(1982). Se usócomo “blanco metanol.

Despuésde la medidadelespectroen metanol,se añadieron3 gotasde metóxidosódicoy se

registróel nuevo espectro,así como el espectroproducidoa los 5 minutos, trasla descomposición

del metóxidosódico.

Registradoslos 3 espectros,se procedióal lavado exhaustivode la cubetadondese deposita
la soluciónproblema(1 x 1 cm de basey 2 cm de altura, 2 ml devolumen) y se realizó el mismo

proceso,registrandootra vez el espectroenmetanol, añadiendo6 gotasde tricloruro de aluminio y

registrandoel espectro,y posteriormentesin eliminar el AId3, se añadieron3 gotas de ácido

clorhídricoy se registróel nuevoespectro.

Finalmente,tras un nuevolavado y espectrobaseen metanol, se añadió a la cubetauna

soluciónde acetatosódicoquealcanzó2 mm de altura, resgistrándoseel espectroproducidoy, enesa

misma solución, posteriormente,se añadió hasta1 mm más, una soluciónde ácido bórico y se

registróel espectrofinal.

Debemosreseñar,quela espectrofotometríade ultravioletano es unabuenatécnicaanalítica

deidentificacióndebiflavonoidesy/o triflavonoides,sobretodo cuandoestosestándoblementeunidos

(biflavonoideso triflavonoidesmacrocíclicos),ya que en este tipo de compuestosmacrocíclicosse

pierdelapolaridadde la moléculay, por tanto,varíanotablementela respuestadel cromóforofrente

a los reactivosusualesde la espectrofotometríade ultravioleta.

Si un biflavonoideestáformadopordosunidadesmonoflavonoidicasiguales,porejemplodos

luteolinasenunabiluteolina,estatécnicaen cambiosi es realmenteválida,puesla respuestadeambos

monómeroses la mismay se puedendeduciralgunosresultadosacercade su posibleestructura.

En el casode los biflavonoidesformadospor dos monómerosflavonoidicosdistintos, por
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ejemplounaflavonay unaflavanona,los resultadosobtenidospor la espectrofotometríadeultravioleta

provendránde ambos monómeros,y en realidad se tratará de una mezcla de las respuestas

procedentesde cadauno de ellos, por lo que no se puedenotorgarcon rotundidada ningunode los

dos monómerosen concreto. Por ello, el uso de la espectrofotometríade ultravioleta en la

identificación y elucidación de estructuras flavonoidicas correspondientesa biflavonoides y

triflavonoides,debeser tratadaconmuchocuidado.

4.2.2.3.ResonanciaMaRnéticaNuclear(RMN

)

El uso de la RMN en la identificación de flavonoides es notable en la actualidad,no

revistiendomayorproblemaen el casode los biflavonoides(Geiger, 1990).

No queremos,sin embargo,extendernosdemasiadoenlaexplicacióndeestatécnicaanalítica,

por existir publicacionesal respectosuficientementecontrastadas,algunasde ellas específicasde

biflavonoides(Mabry & col., 1970; Agrawal, 1989; Markham& col., 1982 y 1987; Agrawal &

Rastogi, 1981; Chan & col., 1977; Kalinowski & col., 1984; Markham& Mabry, 1975; Schilling,

1985; Gtinther, 1983; Clark, 1987; Markham& Geiger, 1993; Geiger& col., 1993a).

No obstante,hemoscreídoadecuadoel presentaralgunospuntosconcernientesa los dos tipos

de resonanciamagnéticanuclearutilizados: H RMN y ‘3C RMN.

En general, la metodologíaseguidaes la quese relacionaenel Anexo 2, desdeun puntode

vista comparativo,para cada uno de los compuestosidentificados en este trabajo, junto a la

bibliografíaantesreseñada.

A. ‘II RMN. ResonanciaMagnéticaNuclearde Protón.

Entre las aplicacionestípicasde estatécnicaen la elucidaciónde flavonoidesse encuentran:

la definicióndel patrónde oxigenaciónde los tresanillos del flavonoide;ladeterminacióndel número

y posiciónde los gruposmetoxilo; la distinciónentreisoflavonas,tiavanonasy dihidroflavonoles;la

determinacióndel númerode azúcarespresentesy si estána o fi unidosy, finalmente, la detección
de cadenaslateraleshidrocarbonadastalescomometilos o prenilosC- u O- unidos(Markham, 1982).

El espectrode ‘U RMN aparecepredoniinantementeen el rangode 0-10 p.p.m., tomando

como señal de referenciala del tetrametilsilano(TMS), arbritariamentedefinida como O p.p.m.

Sólamentelos protonesproducenseñales(resonancia)en este rango y, protonesquímicamente

idénticos son representadospor la misma señal. El tamañode ésta (integral) es proporcionalal

númerode protonesque representa.Así por ejemplo, una señal que representaun grupo -OCH
3

(metoxilo) integrarátresvecesel valor de la señalquerepresentaun solo protón(Markham, 1982).

La posicióndela señalen la escala0-10p.p.m.,denominada“desplazamientoquinilco” definehasta

cierto punto el tipo de protón que representa.Los protonescorrespondientesa los anillos A y B

aromáticosdel flavonoide aparecenrepresentadosen los valores6.0-8.0 de la escalaantesdefinida

(ver Fig. 3.6. Pp. 21).

En general,la cantidadde muestrarequeridaparaestatécnicaes mínima(5-25mg), aunque
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dependemuchodel espectrómetrodetrabajo. Una relaciónde los solventesmáscomunesutilizados

es aportadapor Markham (1982). Entre ellos, destacamosbásicamentedos: el DMSO-d~

(hexadeuterodimetilsulfóxido) utilizado en nuestrainvestigación,que es un buen solvente para

agliconasy glicósidosflavonoidicos;y tienela ventajade queen condicionesanormales,permite la

detecciónde las señalescorrespondientesa los protonesde los grupos-OH (Clark, 1987) y, por otra

parte,el CCI4-TMS éter que, básicamente,consisteen convertir los flavonoidesen sus trimetilsilil

(TMS) éter derivados,solubles en CCI4 (tetraclorurode carbono), realizándoseel espectrosin

problemas.Así mismo, este segundosolventecuentacon la ventaja añadidade existir un largo

númerode espectroscomparativosde flavonoidesTMS-éteres(Mabry & col., 1970). Un estudio

contrastadoy comparativoentre el uso de ambos solventeses expuesto por Clark (1987) y

parcialmentepor Mabry & col. (1970).

De manerageneralpodemosafirmar queel espectrode RMN deprotónde losbiflavonoides,

se caracterizapor la existenciade dos picos sobre13 ppm, y de uno sobre12 ppm y otro sobre 13

ppm en el casode los 2,3-dihidrobiflavonoides(Seeger,1992). En el casode los triflavonoides,

generalmenteaparecen3 picossobre13 ppm (Seeger,1992; Voigt, 1993). Estospicosque aparecen

generalmentesobre12-13ppm correspondena la señaldel protónen posición5 del grupohidroxilo

de una luteolina, ya que se estableceun puentede hidrógenoentreestehidroxilo del anillo A y el

correspondienteoxígenoen posición 4 del anillo C. La presenciade un sólo pico sobre 12 ppm

indicaría que se trata de un flavonoide monoméricoderivado de la luteolina. En el caso de los

biflavonoidesaparecendos picos o señalessobre12-13 ppm lo que nos indica la existenciade dos

gruposhidroxilos libres en posición 5 en cada uno de los monómerosdel biflavonoide. El pico

existenteen 5.4 ppm es típico del eriodictiol y, por lo tanto apareceen los biflavonoidesconuna

unidadmonoméricade flavanona.Las señalescorrespondientesa los protonesde los anillos A y C

generalmentese sitúanentre6.1 y 6.7ppm, mientrasquelos del anillo B lleganinclusoa 9 ppm. Los

protonesdel anillo heterocíclico,es decirdel C, aparecengeneralmentepor debajode 5.5 ppm. Así

por ejemplo, y refiriéndonosa los protonesdel anillo B, se da el caso de que cuando éstosse

encuentransobrecarbonossimétricosy no sonhidroxílicos, casode los protonesen 3’ y 5’ ó de 2’

y 6’, las señalesque aparecenson las mismas,por lo quelos protonesen 3’-5’ ó 2’-6’ aparecenen

el espectrocomo sendosdobletes,generalmentesobre7.0ppm (J= 8 Herzios)(ver Fig. 3.6. Pp. 21).

Los protonesen C-6 y C-8 de flavonas, flavonolese isoflavonasque cuentancon el típico

patrónde sustitución5,7-dihidroxi-quedanreflejadosen el espectrode RMN por dos dobletes(J=

2.5 Hz) en el rango 6.0-6.5 ppm. El dobleteparaH-6 aparecea valoresde ppm más bajosque la

señalparaH-8, debidoal fuerte apantallamientodel oxígenopróximo al C-8.

En flavanonas(algunosbiflavonoidesidentificadosen la presenteMemoria Doctoral están

constituidosporun monómerodeflavanona)y dihidroflavanonascon5,7-dihidroxi-sustitucióncomo

patrón,las señalesparalos protonesdel anillo A estánsituadosa mayor rango(valoresdeppmmás

bajos)que los correspondientesparaflavonasy flavonoles(ver Fig. 3.7. Pp. 22).

El único protón en el núcleo flavonoidico que ofrece una señal en la misma región del

espectroque los protonesen C-6 y C-8 de 5,7-dihidroxi- flavonasy flavanonases el protón enC-3

de flavonas, que aparececomo un singletecerca de 6.3 ppm. Ocasionalmentesin embargo,los

protonesen C-3’ y C-5’ danseñalesquetambiénaparecenen estaregióndel espectro.
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En flavonasconpatrón5,7-dihidroxilaciónlos protonesenC-6y C-8aparecencomodobletes

(1= 2.5 Hz) y se distinguenbiendel singletedel protónen C-3. Sinembargo,muchasflavonastienen

por ejemploun único protónen el anillo A (pe. 5,6,7,-ó 5,7,8-conpatrónde sustitución)y enestos

compuestosel único protóndel anillo A produceun singleteque estáa menudoen la mismaregión

del espectroque la señalparael protónde C-3 (ver Fig. 3.6. Pp. 21).

En losflavonoides3’,4’-oxigenados,talescomola luteolinay susderivados(biluteolinas)con

3’,4’-diOH, el espectroresultantede los protonesdel anillo B es algo más complejo que en los

flavonoidesúnicamente4’-oxigenados.El protón en C-5’de flavonasy flavonoles3’,4’-oxigenados
aparececomoun dobleteentre6.7-7.1 ppm (J= 8.5 Hz), y las señalesparalos protonesen C-2’ y

C-6’ sobre7.2-7.9 ppm. Las posicionesrelativas de las señalespara los protonesen C-2’y C-6’

puedenusarseparadistinguir los 3’-metoxi-4’-hidroxi- de los 4’-metoxi-3’-hidroxi sustituidosen el

anillo B deflavonoles,debidoa losdiferentesefectosde apantallamientoexistentesdelosgruposOH-

o metoxi- (ver Fig. 3.6. Pp. 21).

Diferentes patrones espectrales son observados para isoflavonas, flavanonas y
dihidroflavanonas3’,4’-oxigenadas.Estoscompuestosmuestranun complejomultiplete(usualmente

2 picos), para los protonesen C-2’, C-5’ y C-6’ en la región6.7-7.1 ppm. Los cambiosquímicos

paralos protonesdel anillo B enestosflavonoidesdependenclaramentede si el protónestásituado

enposiciónorto- o para-respectode unafunción oxígeno.En flavanonas3’,4’-dioxigenadas,alguno

decuyosejemplosse presentanen los biflavonoidesidentificadosen la presenteMemoria Doctoral,

los protonesen C-2’, C-5’ y C-6’ estánen orto- o para-respectodel oxígenosustituidoy tienenpor

ello un desplazamientoquímico similar (ver Fig. 3.7. Pp. 22).

En losprotonesdel anilloC existeunaconsiderablevariaciónenlosdesplazamientosquímicos
quese producenparalosprotonessegúnel tipo de flavonoidequese trate. En todo caso,el espectro

resultantedependerádel nivel de oxidacióndel anillo C. El protónen C-3 de flavonasmuestraun

singletecercade 6.3 ppmqueusualmentese solapaconla señalproducidaporlos protonesdel anillo

A.
La señalparael protónen C-2 de flavanonasaparececomoun dobledoblete(dd) o a veces

como un cuadruplete(q) con J~,=5 Hz y J,~= 11 Hz, cerca de 5.2. ppm como resultadodel

acoplamientodel protónen C-2 con los2 protonesde C-3. LosprotonesdeC-3 se acoplancadauno

conlos demás(J= 17 Hz) en adicióna la interacciónspin-spinqueocurreconel protónen C-2. Los

protonesen C-3 apareceráncomo doblesdobletes(dd) cercade 2.8 ppm

La señalcorrespondienteal solvente,el DMSO-d6, aparecenormalmentesobre2.6 ppm,por

lo que no interfiere en la interpretacióndel restodel espectro.

Las medidasdel espectrode ‘H RMN se realizaronen un aparatoBruker AM 400 con una
frecuenciade 400 MHz, a25 0 C. (temperaturaambiente)tomandocomo solventede referenciael

DMSO-d6, siguiendo en todo momentolas indicacionesde Salm (1992), Seeger(1992) y Voigt

(1993).

Así mismo, se realizaronespectrosCOSY (CorrelatedSpectroscopy)de ‘H-’H y ‘H-’
3C de

los CompuestosBP-1, BS-5A y BS-3 a 200 MHz de frecuenciay temperaturaambiente, en una

aparatoBruker AM 400, con DMSO-d
6 como solventede referencia(Geiger & col., 1993a). Los

espectrosCOSY nos permiten establecerel acoplamientoexistente entre los protonesde una
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determinadamolécula (‘H-’H COSY), así como poder asignarciertos protonesa sus respectivos

carbonos(‘H-’3C COSY). La estructurade los biflavonoidespuedededucirseen la mayoríade los

casospor sus espectrosde ‘H RMN y ‘3C RMN, si existen asignamientoscompletos en la

bibliografía,referentesa los monómerosquecomponenel biflavonoide.Sinembargo,estaposibilidad

no siemprese produce,y en en el casode los biflavonoidesde musgoses frecuente.Es entonces,

cuandose hacenecesarioestablecerunacorrelaciónentrelos espectrosde ‘H RMN y ‘3C RMN, que

nos permita asignar todas las señalesregistradas.Estacorrelaciónse puede lograr mediantelas

técnicasde correlaciónC-H y H-H (COSY). Con el descubrimientorecientedelos triflavonoidesen

musgos,estetipo de técnicasanalíticassuponeunaayudaadicionaleimprescindibleenla elucidación

estructuralde tales compuestos(Geiger& col., 1993a).

B. 3C RMN. ResonanciaMagnéticaNuclearde Carbono-13.

La ResonanciaMagnéticaNuclearde ‘3C en el caso de los flavonoides,se aplica parael

establecimientodel número total de átomos de carbono de la molécula, tanto de los carbonos

oxigenadosen el núcleo flavonoidicocomo del númerode carbonosen el azúcarsi éstelo hubiere;

parala identificaciónde las unionesC- y O- por azúcares;en ladeterminaciónde lospuntosde unión

interglicosídicos;parala identificacióndelos acil sustituyentesy el lugarde acilación,y finalmente,

en ladeterminacióndel lugardondese presentanC-uniones(pe. enC-glicósidos,biflavonoides,etc.)

(Agrawal, 1989; Markham, 1982).
La abundancianatural del isótopo ‘3C es sólo del 1.1 %. La resonanciade ‘3C ocurre

predominantementeen el rango 0-200 p.p.m. respectodel tetrametilsilano(TMS), pudiendocada

carbonorepresentaruna señaldiferente.En contrastecon la resonanciade protón, la intensidadde

la resonanciade ‘3C no necesariamenterefleja el númerode carbonosque representay, por ello, la

integracióndel espectrode ‘3C es raramentede valor.

En general,ambostipos de RMN debenusarseconjuntamenteparaobtenerresultadosmás

acordesy conmayor facilidad (Geiger, 1990; Geiger& col., 1993a). Agrawal (1989), Chan & col.

(1977) y Markham & col. (1982 y 1987) ofrecenun gran númerode espectrosde ‘3C RMN de

referencia,comopuntode comparaciónparanumerososestudios.

La cantidadde muestranecesariaes igualmentepequeña,aunquealgo mayor que parala

resonanciade protón, puesbastacon20-50mg (Geiger, 1990). Los solventesutilizadosen general

son los mismosque en la RMN de protón(Clark, 1987).

Centrándonosen los biflavonoides, debemosdecir que la mayoría de ellos cuentancon
unionescarbono-carbonoentresusdos monómerosflavonoidicos,con el anillo A de uno de ellosal

menosimplicado generalmenteen el enlaceinterfiavonoidico(Geiger& Quinn, 1975; Chan & col.,

1977).
La ResonanciaMagnéticaNuclear de ‘3C permite establecerla estructuraquímicade los

biflavonoides,asícomode losátomosde carbonoimplicadosenelenlaceintenflavonoidico(Agrawal,

1989). En el biflavonoide, los cambiosquímicosque se producenen las señalesde los carbonos

implicados en el enlace interfiavonoidico, respectoa sus unidadesmonoméricas,suponenseñales
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situadasen un campomásbajo, es decir, valoresde ppm másaltos, aunqueen generaly en el resto

de carbonosno se producencambiosquímicosconsiderables.

Así por ejemplo, algunas biflavanonas derivadas de la naringenina, tales como la

binaringenina,poseenuniones C-C entre dos unidadesde naringeninaque puedenestara o 13

orientadas.Debido a la unión interflavonoidica,la resonanciade C-3 se muestraentre46.8 y 51.2

ppm, es decir,entre3-7 ppmmásaltasrespectoala unidadmonoméricade naringenina.Loscambios

químicosen C-2 y C-3 dependenen sí de la orientacióndel grupofenilo respectode C-2 y del tipo

de enlaceinterfiavanónicode que se trate.

Excepto la sikokianinaA, el resto de biflavanonasmuestran13 señalesen su espectrode

resonanciade 3C debido a la superimposiciónde las señalescorrespondientesa las unidades

monoméricas.Lasseñalescorrespondientesa C-2 y C-3 de ambosmonómerostienenuna absorción

diferentee independientesa 81.3-83.1y 49.4-50.8ppmen biflavanonascongeometríacis-transpara

C-2/C-3 y C-2”/C-3 (Agrawal, 1989).

En el caso de las flavanoflavanonas,es decir, biflavonoides formadospor una unidad

monoméricadeflavonay otrade flavanona,los espectrosde ‘3C resuftantessonsumamentevariados

dependiendode la naturalezaquímica de ambosmonómeros.Agrawal (1989) sumarizanumerosos

ejemplos al respecto de los cambios químicos que se producen en los diversos subtipos de

flavanoflavanonasasí comode otros biflavonoides(ver Fig. 3.7. Pp. 22).

Respectoalasbiflavonas,biflavonoidescuyasdosunidadesmonoméricassonflavonas,ocurre

lo mismoqueenel casoanterior,yaquelasposibilidadesdeunióninterflavonoidicasonvariadísimas.

Así por ejemplo, la señal correspondientea los átomos de carbono implicados en el enlace

interfiavonoidicoen la agatisflavona(8,6”-biapigenina)y en la cupresoflavona(8,8”-biapigenina),

aparecesobre103.6y 99.4ppmen la agatisflavonay 98.7 ppm en la cupresoflavona.La resonancia

paraC-8 de ambasunidadesmonoméricasde flavona en los casosdescritos,se muestraa 100.0y

102.0en el caso de la 4,4” ‘-diO-metil-cupresoflavona.

Otra subcategoríade biflavonasposeenunionesC-C entrelos carbonosC-5’ ó C-6’ de una

flavonay C-6 ó C-8 de la otra unidad de flavona. En este grupo de biflavonasse encuentranla

robustaflavona(identificadaen Selaginellaspp. por López-Sáez& col., 1994 a, b y c) y la 5’,3”’-

diOH-robustaflavona(identificada en musgos, ver Anexo 2) que pertenecenal tipo de unión

interfiavonoidica5’-6”. La señalcorrespondienteal carbonoC-5’ en amboscompuestosabsorbea

120.8y 120.2ppm respectivamente(Agrawal, 1989). La señal paraC-6 aparecesobre103.5ppm

en la robustaflavonay sobre108.9en la 5’,3”’-diOH-robustaflavona(Agrawal, 1989).
Por su parte, la amentoflavonay la 5’ ,3”’-diOH-amentoflavona(5’,8’ ‘-biluteolina) son

biflavonasquepresentanunaunión interfiavonoidicadel tipo 5’-8”. Las señalesde resonanciapara

C-5’ y C-8” aparecena 123.1, 105.2y 123.7 y 105.3 respectivamente(Geiger& col., 1987). La

señal para C-5’ en la 5’,8’ ‘-biluteolina, aisladae identificadaen musgos,absorbea 120.6 ppm

(Osterdahí,1983; Geiger& col., 1987). Una comparaciónentrelos cambiosquímicosocurridosen

las señalescorrespondientesa los carbonosdel anillo B de dichasbiflavonas,con respectoa sus

unidadesmonoméricasde referencia,revelaun aumentoen los valoresde ppmdel ordende 3-5 ppm

paraC-5’ debidoal efectodel enlaceinterfiavonoidico(Agrawal, 1989) (ver Fig. 3.7. Pp. 22).

Unicamentehemos pretendido mostrar algunas de las característicasfundamentalesque

97



muestrala RMN de ‘3C de los biflavonoides,de ahí que hayamoselegido el centrarnosen los

derivadosdeamentoflavonay robustaflavona,por seréstoslos quebásicamentese presentany sehan

identificadoen musgos.

Parafinalizar, diremosquelas medidasdel espectrode ‘3C RMN se realizaronenun aparato

Bruker AM 400 con una frecuenciade 100 MHz, a 250 C (temperaturaambiente)usandocomo

solventeel DMSO-d
6, siguiendoen todo momentolas indicacionesde Salm(1992), Seeger(1992)y

Voigt (1993).

Del CompuestoBS-SA se realizóademásun espectroDEPT (DistortionlessEnhancementby

PolarizationTransfer)en un aparatoBruker Gerát a 200 MHz de frecuenciausandoel solvente

DMSO-d6, a temperaturaambiente. Este tipo de espectropermite distinguir el tipo de carbono

(cuaternario,terciario, secundarioo primario) que estamosestudiando,desdoblandolas señales
respectivasa cadatipo de carbonorespectodel espectrogeneral.

4.2.2.4. Espectrometríade Masas(E.M.

)

El empleode laEM comotécnicaanalíticaes de recienteintroducción,ya que es apartir de

1960 cuandose establecensuspautasde utilización, habiendorevolucionadolas investigacionesen

el campo de los productosnaturalesa partir de ese momento(Harborne,1984). El valor de esta

técnica es que únicamenterequiere microgramosde la muestraproblema para llevarse a cabo

(Harborne,1984; Markham, 1982).

En esencia,nos permite determinarel peso molecular, establecerla distribución de los

sustituyentesen ambosanillos A y B del flavonoidey determinarla naturalezay lugar de unión de

los azúcaresenlos flavonoidesC- y O- glicosilados(Markham, 1982).

Un espectrode masasde un flavonoide consisteen una seriede señales,cada unade las

cualesrepresentaun fragmentocargadoprocedentedel flavonoide “inicial” o “problema”, siendoel

espectroel resultadode un impacto de electronesoriginado conel espectrómetro.

Lasseñalessonexpuestasenunaseriede líneassobreun papelcuadriculadoo biendeforma

numérica, y ordenadasacordea los valores de m/z (pesomolecularpor unidadde carga)de los

fragmentosque representan.

En el espectrode masas,la intensidadde la señal es proporcionala los niveles de carga

individual de los fragmentosproducidospor el impacto electrónico.

La señalde mayor intensidades el pico base,asignándoseleel 100%de intensidad,estando

el restode señalesreferidasporcentualmenterespectode ésta.

Markham(1982), Mabry & Markham(1975), Harborne(1984), Audier (1966), Domon &

Hostettmann(1985),Howe & Jarman(1985),Schréder(1991),Wollenweber& Dietz(1979)y Geiger

& Schwinger(1980), aportansuficientebibliografíasobrela metodologíaa seguircon esta técnica

en el caso de los flavonoides,así como la interpretaciónde sus espectros.

En nuestrotrabajonos hemosbasadometodológicamenteen las referenciasanterioresy en

la expuestasen el Anexo 2 paracadacompuestoen particular desdeun puntode vistacomparativo.

De acuerdoa Geiger(com. per.) el EM de impacto de electronesno es tan exactoparalos
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biflavonoidescomo el FAB modus (Fast Atom Bombardmentcon átomosde xenon) de ahí que

optáramospor el segundométodo(Fenselau,1984). La técnicaFAB-EM permite,a diferenciade la

EM por impactode electrones,poderanalizarmedianteespectrometríade masasisótoposestablesy.

cuantificary cualificar la mezclade ellos.

En esencia,la técnicaFAB consisteen que lamuestraes presentadaenuna matriz líquida de

bajavolatilidad,quees “bombardeada”medianteun flujo relativamentealtode partículasneutrastales

comoátomosde argono xenon(Fig. 4.9. y 4.10.).
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Fig. 4.9.: Esquemade la técnicaFAB-EM.

o

Fig. 4.10.: Representaciónesquemáticade la matriz líquida.

Los espectrosde masasse realizaronen un aparatoMAl 90 de Fa. Finnigan, en Modo

Negativo(“NegativeModus”) exceptoparaBP-1 que tambiénseutilizó el Modo Positivo,siguiendo
las indicacionesde Domon & Hostettman(1985), Fenselau(1984), Seeger(1992) y Salm (1992>,

medianteel métododeionizaciónFAB realizadosobreunamatriz de glicerinao de glicerina-metanoi
con xenon (1-5 >d, FAB-Target, 4-8 KeV) (Schróder, 1991). En el modo positivo, cada señal

representa[M + 111¼mientrasqueen el modo negativoes [M - Hf (Fenselau,1984).
En el caso del CompuestoBS-3 (CompuestoX), las medidas se realizaronsobre un

Analizador de Masasde Lasa Micropore (LAMMA) sobre una matriz de ácido nicotinamídico
(Voigt, 1993). La pobresolubilidaddel CompuestoX en los solventesmás comunes,incluso en el

/7
glicetol
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DMSO-d6, nos impidió obtenerel espectrode masas(FAB-MS) correspondienteen las matricesde

trabajousuales(glicerinao glicerina-metanol).Porello, y deacuerdoa lo expuestopor Seeger& col.
(1993b)utilizamos parael CompuestoX una matriz sólida de ácido nicotinamidico, obteniendoel

espectrode masascorrespondienteen un analizadorde masasbajo un modo diferente,mediante
ionizacióninducidapor laser (LAMMA-espectro).

4.2.2.5. Hidrólisis Acida

La hidrólisis ácida permite romper los flavonoides-O-glicósidospor el enlaceglicosídico

establecidoentreel flavonoide y la moléculade azúcar.El tiempo que tardaen ocurrir la hidrólisis

en cadaglicósido dependeestrechamentede la naturalezadel/los azucar/esque lleva unido. Así se
estableceun ordende más a menos tiempo de ocurrenciade la hidrólisis, segúnel azúcar seael
glucurónido»glucósido = galactósido» rhamnósido.Los flavonoidesC-glicosiladosno sehidrolizan
con estatécnica.La metodologíaseguidaesbásicamentela aportadapor Markham(1982) y McClure

& Miller (1967).
Se realizó sobrela muestradel CompuestoVI, previamenteaisladoy purificado(10mg). Los

10 mg del compuestoproblema(CompuestoVI) se disolvieron en 30 ml de ácido clorhídrico 2 N
(preparadocon 5,8 mí de ClH 10.5 N y 24,2 ml de I~I2O), y seañadieronunasgotasdemetanolpara

facilitar la disolución. A continuacióndicha soluciónse sometióprimeramentea una hidrólisis en
caliente de 2 horas, a reflujo, y trascurridaséstas, se extrajeron pequeñasalicuotas para

cromatografiarlasen TLC. Estas, fueronpreviamentedisueltasen un mismovolumende éter etílico
pararemoverel agua. La faseacuosafue eliminada,mientrasque la etérea(una vezeliminado todo
el agua restantecon SO4Na2) se llevó a sequedady disolvió en unas gotas de metanol 80% y se
cromatografió.La mismasolucióninicial, sin retirarlade la fuentede calor,permanecióotras2 horas

a reflujo, hastaun total de4 horasde duraciónde la hidrólisis,tras lo cual se extrajeronigualmente
nuevas alicuotas, con las que se siguió el procedimientoantes descrito, siendo posteriormente
cromatografiadala faseetéreacorrespondientea la hidrólisisa las 4 horas.

Las dos submuestrasasí obtenidas:H-2 (procedentede la hidrólisis a las 2 horas)y H-4
(hidrólisis a las 4 horas) fueron posteriormentecromatografiadasen TLC en los sistemas
cromatográficosacético15%-celulosay TBA-celulosaen monoy bidimensional(ver Pp. 136-137).

De acuerdoa Markham (1982):
- Si la hidrólisis ha ocurrido, se deberáobservarunareduccióndel Rf, si se trata de un flavonoide

0-glicósido, o menos comúmnente,si estábisulfatadoo se tratade un O-glicosilado-C-glicósido.
- En casode no producirsehidrólisis,el glicósidoes un C-glicósidoo posiblementeel azúcarseaun
glucurónido.Bien puededarseel casode que el flavonoideno estéglicosilado,con lo que tampoco

deberíaproducirsehidrólisis.
- Si la hidrólisises parcial, es muy posibleque el azúcarseaun glucurónido,ya que comoantesse

ha indicado,son los flavonoidesque se glicosilancon dicho azúcarlos que necesitanmayortiempo
de hidrólisis. Por ello, habríamoléculastotalmentehidrolizadasy otras no, de ahí que la hidrólisis
seríaparcial.
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4.3. Actividad Biológica

Se realizaronensayosde actividadbiológica, concretamenteanti-VIH, de los compuestos

previamenteidentificadosen estaMemoria Doctoral,de ¡os que se dispusode cantidadsuficiente
(Tabla 4.2.). Seguimos el método descritopor Lee & col. (1981), así como las referenciasy
recomendacionesaportadasporBanerjee& Sen(1979),VanHoof & col. (1980y 1981),Zehr (1990)
y leven & col. (1979) respectoa actividadantifúngicay antibacteriana;y Vanden Berghe& col.

(1978y 1986),máslas indicacionespropuestaspor Van Hoof& col. (1980y 1981).parala actividad
antivírica. Debido a que el métodopropuestopor los anterioresautoresse referíaprincipalmentea

ensayoscontralos virus de lapolio y herpes,creímosconveniente,dado quetratábamosconel virus

del SIDA, introducir ciertasmodificacionesmetodológicasde acuerdoa los postuladosde Biotech

ResearchLaboratories(Dr. Lee,com.per.). Así mismo,seutilizaronenlos ensayosotrosflavonoides
monoméricosy biflavonoides, que tomamoscomo patronesde referencia,por lo generaltambién

aisladosde musgos,perode familias botánicasdistintasa la que es objetode estudioen esta Tesis

Doctoral. De estamanera,talescompuestosnossirvieroncomopuntodecomparaciónparadelimitar

la importanciade la estructuraquímicaen la actividadbiológicacorrespondiente(Selway, 1986)y,
a su vez, por existir en ciertoscasosreferenciasbibliográficasconcernientesa ellos, contribuyeron

a completarprofundamenteel estudiodeactividadbiológicaemprendido,dadaademásla granescasez
de investigacionesen estesentidoexistentes.

Tabla4.2.: Relaciónde Compuestosen los que se ensayoactividadanti-VIH.

MUSIXtÁ PÉOCflSNCIÁ

Filonotisflavo Bartram¡apomifo

2 5’,3”’-diOH-robustaflavona Baríramiaha//enana

3 Dicranolomina Bartramia stricta

4 2,3-dihidro-filonotistiavona Bartranna ¡thyphylla

5 Hartramiafiavona Bartramiapomiformis

6 5’,3”’-diOH-amentoflavona Bartramia siricta

7 Ciclo-Triluteolina Bartramia stricto

8 Amentofiavona Setaginella denticulata

9 Saponarina Ptagiomniumcuspidatum

lO Quercetina PatrónComercial

11 Luteolina-7-O-neohesperidosido Dicranumscoparlum

12 Lucenina-2 Hedwigia culata

13 Apigenina-7-O-triglieósido Dicranum scaparzum

14 Isoorientina-3’-O-soforósido Plagiomniumcuspidatum

15 Friodictiol Patrón Comercial
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En todoslos casos,se necesitaronsiempre10 mg de partidade cadauna de las muestras

puras, aisladasde musgoso de procedenciacomercial (Fa. Roth., Alemania), en los ensayosami-

VIH. que posteriormentefueronensayadasa diversasconcentracciones.
Numerososflavonoidesde origen naturalposeenactividadantiviral (Beladi & col., 1965 y

1977; Borel & col., 1976; ~utting & col., 1949 y 1953; Guttner& cok ¡982; Selway, 1986). y su

existenciay funcionalidadse conocedesdehacemás de 40 años.En estosúltimos años,el desarrollo

de una quimioterapiaviral evolucionada,caminaen pos de la síntesisen laboratoriode estructuras
flavonoidicas, con una actividad antiviral superior a la de los flavonoides de origen natural.

Chalconas,flavanos y flavonas son por el momento los flavonoidesbásicos en los que se están
intentandoconseguirderivadossintéticosactivoscontravirus (Van Hoof & col., 1984ay b; Selway,

1986).Porel momentono seconoceactividadanti-VIH dechalconasni flavonas,pero si se sabede

ciertosflavanosactivoscontra algunosserotiposrinovirales in vitro (Bauer& col., 1981) así como

de la actividadantivíricade otros tipos flavonoidicos(VandenBerghe& col., 1986; Veckenstedt&
Pusztai,1981; Vrijsen& cal., 1984).

Parapoderestablecerun puntode comparaciónentrenuestrasmuestrasy otros tratamientos

ya iniciadoscontrael SIDA, se utilizó como patrónde referenciael DDC o ddC, ya que éstees el

queusanlos BiotechR. Laboratories,quienesrealizaronlos ensayosanti-VIH a partirde las muestras

aisladasen la presenteMemoria Doctoral. Las iniciales UDC correspondena la abreviaturade la
dideoxicitidina, que es un Inhibidor de la TranscriptasaInversa (enzima vírica que permite la

transcripcióndel ARN víricoa AUN). Esta esunade las tresdrogasqueen la actualidadse usacon

más frecuenciaen el tratamientode infeccionespor SIDA en el hombre,junto a otros inhibidoresde
la transcriptasainversatales como el AZT y el flUí o ddl (dideoxiinosina), a las que ya nos

referimoscon anterioridaden el apanadode Antecedentesy cuyasestructurasquedanreflejadasen
laFig. 4.11.
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Fig. 4.11.: Estructuramoleculardealgunasdrogasutilizadasen el tratamientodel SIDA.
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La Tabla 4.3. presentaun relaciónde las principalesdrogasque causaninhibición de la
replicacióndel VIH-1 (Sarín, 1988).

Tabla4.3.: Drogasinhibidorasde la replicacióndel VIH-1.

~‘O51BLSMODO ~ ACCiON

Ava,oUAvsrona Agliatana al VIH 1 e Impide su líberlad

Foacanaet Inhibidor de la 1 ranacríptasa Inversa

Suramina Inhibidor de La Tranacriptasa Inveraa

AZT Inhibidor de la Tranacriplasa Inversa, fmaíiza la cadena de ADN

Ribavarina Bloques al ARNrn

Dídeoxyeitíduaa (dde) Inhibidor de la Tranacriptasa Inversa, finaliza la cadena de ADN

Análogos de la Amfoteríc,na Unen el coleaterol a la Cnwaella del Vll-l-l

Por el momento, y gracias a la inestimableayudade los Dr. K.H. Lee y Dr. Yoshiki
Kashiwada(Universidadde Carolinadel Norte, ChapelHill, U.S.A.),pudimosensayarlas muestras
flavonoidicas procedentesde musgos frente a la droga control DDC en los Biotecb Research
Laboratories(A Boston BiomedicaCompany,Rockville, Maryland, U.S.A.).

Se utilizaron en su caso,diversasconcentraccionesde la drogapatrón(ddC)hastaencontrar
el momentoen que se producíaunasupresióncompleta,lo que era indicativo de que el sistemade
ensayoque se iba a utilizar era el correcto. Unavez establecidoel sistemade ensayomedianteel

patrónddC, se procedióa ensayarcadaunade las 15 muestrasflavonoidicasreflejadasenla Tabla
4.2. El métodode ensayoelegidofue un métodode tipo ELISA paradetectarun antígenovirico en

el sueroo en un cultivo de célulaslibres en suspensión,concretamenteel antígenop24.

A. Medio de Cultivo.

Los cultivoscelularesse llevarona caboen un mediomuy similar al propuestopor Geran&
col. (1972)y VandenBerghe& col. (1978y 1986).Básicamente,sellevaronacabocultivos enplaca
de Petri, en forma de monocapasde células en crecimiento,en las cualesse inoculabandiluciones
diversasde una suspensiónviral (VIH-1). Despuésde la absorciónde las partículasinfecciosasde

virus por las célulashuéspedes,las monocapaserancubiertascon un medio queconteníaagarosa,de
tal forma que las nuevaspartículasvíricasformadaspudieranser localizadasen la sobrecubiertade
agar sólido. Las partículasde nuevasformación procedíanlógicamentede las células en cultivo
inicialmenteinfectadasque infectarona sus adyacentes,y que al cabo de cierto tiempo sufríanun

proceso de degeneraciónfruto de la actividad vírica. Estas áreasde células muertas, que se

denominaron“placas”, eranvisualizadasmediantetinción de la monocapacelular con un colorante
“vital” como el rojo neutro (VandenBerghe & col., 1986). Las placasque no absorbíandicho

coloranteaparecíancomo zonas no teñidas.Por regla general,una placa procedede una única
partículainfecciosa,de tal forma queéstees un buenmétodoparacalcularla tasade reproducción
de las partículasvíricasoriginales.Dichas placaspudieronasímismo detectarsemicroscópicamente,

mediantedeterminaciónde célulasmultinucleadaso por inmunofluorescencia.
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No pudimos, sin embargo,disponerde más informaciónal respectode dichosmétodosde

cultivo y detecciónde las partículasvíricas, por ser propiedadintelectualde los laboratoriosantes
mencionados.De hecho,seha logradocultivar el VIII en cultivo celulary seobtienepor lo general.

suficientecantidadcomoparafabricarantígenosparalas pruebasde laboratorio,pero su cultivo no
estáal alcancede la mayoríade los laboratoriosclínicos, y aquellosquehandesarrolladoun método

de cultivo lo tienenlógicamentepatentado.Debidoaque senosbrindó la oportunidadde ensayarlos
flavonoidesaisladosenestaMemoriaDoctoral,frenteal virus del SIDA, preferimosencualquiercaso
acometertal investigación.

8. El antígenopU.

El virión del HTLV-III (VIH) esunaesferaque transversalmentemide unos1000angstrom
(ver Fig. 4.12). La panículaestárecubiertapor unamembrana,formadapor doscapasde material

lipídico, queprocedede la membranaexternade la célulahospedadora.De la membranasobresalen
ciertasglicoproteinasa mododeprotuberancia,formadaspordoscomponentes:unaprimeraproteína
(GP-120) quesobresalede la membrana,que apareceancladaen unasegundaproteína(GP-41)que

la atraviesade un lado a otro.

Cadaprotuberanciaconstade 3 seriesdemoléculasproteínicas.Laenvueltalipídico-proteinica
antesnombrada,englobaal “núcleo” del virión, formadopor dosnuevascubiertasproteínicas,una
exterior(pis) y otra interior (p24). En su interior seencuentran,además,el ARN virico y la enzima

retrotranscriptasa.

Biotech ResearchLaboratoriesy muchasotras compañíasbiomédicas,handesarrolladoy
establecidoun MétodoELISA parala deteccióndelantígenop24 enel sueroo cultivos celulares,que
es el que nosotrosseguimos.

Fig. 4.12.: Virién del VIH-1.
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C. El métodoo testELISA.

Este tipo de prueba,por reglageneral,ponede manifiesto la presenciade los anticuerpos
producidospor el organismocomo reacciónfrente a la existenciade diversosantígenosde origen
virico como puedeser la proteínap2’t. La metodologíaque se sigue en estecaso se denomina
“indirecta’, yaque no sedetectadirectamenteel virus sino los anticuerposproducidos,medianteuna

reacción química coloreada al formarse el complejo antígeno-anticuerpo.Para ello, lo que
normalmenteserealizaes poneren contactoel suerode un pacienteposiblementeportadordel VIH

consusanticuerposrespectivos,conunasoluciónprovistademicrocúpulasquecontienenel antígeno

vírico correspondiente.De estamanera,si el suerocontieneanticuerposcontrael virus del SIDA,

éstosse uniránal antígenoformandoun complejoantígeno-anticuerpo,quepormediodeunareacción

química se coloreay nos permite deducirque se trata de una personaportadora. Si el medio

permaneceincoloro la pruebalógicamentees negativay setrata de unapersonasana.La intensidad
de color, generalmente,esproporcionala la tasade anticuerpospresente.

El métodoELISA queseguimos,propuestopor BiotechResearchLaboratories,consisteen

utilizar poblacionescelularesde una línea concretade linfocitos T, conocidacomo células 119
(Mitsuya & Broder, 1986;Perno& col., 1988; Baba& col., 1987; Balzarini & col., 1991).La línea
H9 es una línea clónica de linfocitos T que, permite la replicacióndel VIH, pero es parcialmente
resistenteal efectocitopático,por lo queel cálculode la concentracióndel antígenop24 en ellas,es

uníndicequepermitemedir la infectividadviral y la replicación(Popovic& col., 1984).Se utilizaron

dospoblacionesde célulasH9 distintas:unasque fuerontratadascon diversasdrogas(flavonoidesy
ddC patrón)y otras no, pero ambasinfectadascon VIH. Ambaspoblacionesse llevarona cultivo,

y en el casodelas tratadas,con distintasconcentracionesde droga<100, 20, 4 y 0.8 gg/ml) asícomo

con el propio medio (control).Despuésde 4 días de cultivo, se recogióel sobrenadantequecontenía
las partículasvíricas libres en suspensión.A éstese le añadióun detergente,quepermitíaromperla

cubiertadel virus, dejandolibre la cápsulaproteínicadel núcleodelvirión. De estamanerala proteína
p24podríaser liberadapor las partículasvíricastras las lisis celular,y serdetectadamedianteel test

ELISA por inmunofluorescencia(Mitsuya & col., 1984 y 1987; Perno& col., 1988).La detección

del antígenop24 se llevó a cabomedianteun método indirectocomo cuantificaciónde la cantidad

existentedel virus, que sin embargoes del todo fiable y aceptable.Por cadaensayose utilizaron 5
cultivos paracadaconcentracciónde drogay 5 control.

D. Medidasde actividad.

DA. Porcentajemedio de p24 (% p24): estaprimera medidaviene referidaa la concentracióndel

antígenop24 en los cultivos celularesinfectadostratadosen relacióna los no tratados.Los Biotech

ResearchLaboratoriesnos facilitaronúnicamentesusignificadobiológico,perono la maneradellevar
a cabosucálculomatemático.De acuerdoaello, se establecieron3 nivelesde efectividaddeladroga:

1) * valor de % p24 entre50-69%

2) ** valor de % p24 entre25-49%.
3) *** valor de % p24 menos del 25%.
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La drogapatrónddC pertenecíaal nivel de efectividad***, por lo queha de serunadroga

sumamenteeficaz. Lógicamente,el valor de estamedida,si la drogaesefectivaal menosinhibiendo
la replicacióndel virus, será siempremenoren aquelloscultivos celularestratadoscon agentesde

ensayo (muestrasflavonoidicas)que en los no tratados,pudiendollegar a sernegativo segúnlos
resultadosquenosfueronfacilitados.Podríamospuesafirmar que,mientrsmásbajosseanlos valores
del % p24, incluso negativos,más efectivaes la droga.
D.2. Valor de CC50 (concentracióncitotóxica): estevalor se refiere a la concentracióndel agente

de ensayoo drogaque inhibe el 50% del crecimientode las célulasqueno habíansido previamente
infectadascon VIH. En realidad,es una medidade la toxicidad de la droga. Podríaser un error
considerableconsiderarque la muerte celular es debidaa la replicación vírica, cuando se debe

realmentea la drogaensayada,de ahílaimportanciadeestevalor (Bauer& col., 1981).Tambiénse

conoceestevalor como1C50. Desdeun puntode vista terapeútico,interesaqueestevalor sealo más
alto posible,es decir, que la drogapuedasertóxica a concentraccionesmuy elevadas.
D.3. Valor de EC~: valor que se refiere a la concentracciónde la drogaque inhibe la replicación

del virus en un 50%. Su cálculoselleva a cabomedianteunadeterminacióngráfica, a través de Ja
reducciónen la produccióndel antígenop

24 (Balzarini & col., 1991). Se trata en realidad de una
medidade la actividadde la droga.Desdeun puntode vista terapéutico,lo que interesaes queeste

valor sea lo más bajo posible,es decir, que se inhiba la replicaciónde virus con la concentracción
de drogamás bajaposible.
DA. IndiceTerapéutico:esteíndice se establecepor reglageneral,de acuerdoa unadrogapatrón

así como respecto a una línea celular concreta. Por ello, cada laboratorio lo establece
independientementede acuerdoa ambos factores.Así por ejemplo, el indice terapéuticodel AZT
consideradoen el Instituto de Química Médica (CSIC, Madrid) es de 2.000 (Dra. Ana San Félix,

com.per.),mientrasquenosotrosutilizamosel establecidopor los BiotechResearchLaboratoriescon
el valor de 25.000en referenciaa la drogapatrónddC. En cambio, Baba& col. (1987) consideran

un índice terapeúticoparael ddC de 616, pero utilizan cultivos celularesde célulasMT4 y no H9
comonosotros.Encualquiercaso,sepuedeafirmar, queun compuestopuedeconsiderarseque tiene
actividadantiviral, siempreque su índice terapeúticoseamayor de 10 (Dra. Ana San Félix, com.
per.).Es decir,unadrogatendráun indiceterapeúticonotablesiemprequelogre inhibir la replicación
del virus con una concentracciónmuy baja(EC

50) queseatóxica solamentea concentraccionesmuy

altas(CC50). Se calculapues,a travésdel cocienteentrela toxicidaddel producto(CC50) respectoa
su actividad(EC50). Tambiénse conocecon las siglas1.5. (Indicede selectividad)y lo queviene en
resumena ofreceresunamedidade la “seguridad” de la droga.
D.5. Porcentajemedio de supervivenciacelular: es el cocienteentreel número de células que

sobrevivenen los cultivos infectadosy tratadoscon droga frente al número de células totales de
cultivos no infectados(calculadoen 1.59 millones).

D.6. Toxicidad de la droga: mide el limite de supervivenciacelular frente a una determinada
concentracciónde droga. Se consideraque unadrogano es tóxica cuandosobrevivenmás del 70%
de las células en cultivos controlesque no estabaninfectados. Si se produceuna muerte celular
superioral 70% del total de célulasse consideraquedichaconcentraciónde drogaes tóxica.
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5.1. FLAVONOIDES

En primer lugar se presentan los resultados correspondientesa las cromatografias
bidimensionalesrealizadasen un total de 79 especiesde la familia Bartramiaceae,excluidaslas 4
especiesobjeto central de esta Memoria Doctoral. En dichos ensayos,se refleja mediantela

simbologiaanexala identificacióntentativadealgunosde los biflavonoidesmás representativos.
En segundolugar, se relacionanlos resultadoscromatográficosde las 5 especiesestudiadas

en profundidaden la presenteMemoria doctoral (4 Bartramiaceaey 1 Dicranaceae)indicándose

tambiénla posiciónen las cromatografíasrespectivasde cadauno de los compuestosidentificados
tanto en TLC comoen HPLC.

Posteriormente,se presentaránlos resultadoscorrespondientesacadauno de los compuestos

aisladosy/o identificadosen este trabajo:TLCs, UV, EM y RMN.

Dado que gran partede los compuestosidentificadoslo fueron a su vez en todas o la gran
mayoríadelas cincoespeciesestudiadas,hemospreferidopresentarúnicamentelos resultadosde cada
uno de los compuestos,generalizandoéstosparatodas las especies,con el único fin de evitar un
excesode reiteraciónen los resultados.Así por ejemplo,el Compuesto1 correspondientea la 5’,3’’’-
dihidroxi-amentoflavona,fue identificadoentodaslas especiesestudiadas(Bartramiapomiformis,B.

hatieriana,B. stricta, B. ithyphyllay Dicranumscoparium).Conel fin deevitarla presentacióncinco

vecesde los espectrosdeEM, UV, 3C RiMN y 1H RMN, correspondientesal compuestoensí aislado
de cadauna de las especiesnombradas,lo cual creemosinnecesario,hemospreferidopresentarlos

unitariamente, pero eso si, estableciendola relación existente entre el Compuesto1 y el
correspondienteen cadaunadelas especies.Los mismoscomentariospuedenaceptarseparael resto

de compuestosidentificadosy/o aisladosenestetrabajo.
En los espectrosde ultravioletade cada uno de los compuestos,se indican: de un lado la

longitud de onda que viene reflejadaen nm sobreel eje de abscisasy, de otro la intensidaden
amstrongssobrela vertical o ejede ordenadas.

En las tablascorrespondientesa los espectrosde H-RMN y 3C-RMN las constantesde
acoplamientovienenreflejadasentreparéntesis.Junto a cada valor de ppm quedan,en ocasiones,
indicadosmediantela siguientesimbologia,los desdoblamientosde los picos correspondientesa cada

señal: s, singlete;d, doblete;t, triplete; dd, dobledoblete;q, cuadrupletey m, multiplete.
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5±1.Análisis medianteTLC de la familiaRartramiaceaeSchwaegr.

Como ya se ha comentadoanteriormenteseestudiómediantecromatografíaen capafina, la
composiciónflavonoidicade 79 especiespertenecientesa la familiaBartranuiaceae,correspondientes
a un total de8 géneros:Anacolia(5 especies).Bartramia(14 especiessin incluir las 4 quesonobjeto
centralde la Memoria Doctoral),Breutelia (23), Catoscopium(1), Conostomum(6), Lelomela(4),

Philonotis (25) y Plagiopus(1).

Los sistemas2D-TLC elegidosfueron respectivamenteZ1-Z3 en celulosa (C) y P1-P2 en
poliamida-6(P6) (ver Pp. 77-78). f1 y f2 representanlos frentesde desarrollocromatográficoen cada
una de las dimensiones.A continuaciónsepresentanlas cromatografíasbidimensionales,respectivas

a las 79 especiesreferidas,enambossistemascromatográficos.La tablaqueseanexaa continuación,
representatoda la simbología utilizada en los resultadosobtenidos en las 158 cromatografías

bidimensionales.

Tabla5.1.: Simbologíautilizadaen las ThC5 respectivas.

t COLOkBS t CÓMMJES!OS

A, amaríllo ciar a, Anhídrobartramiaflavona

Af, amaríllo fluorescente b, Bartramíaflavona

Am, amarillo oscuro c, Dicranolomina

AN, amarillo anaranjado d. 2,3-dihidro-filonotisflavona

f, Filonotisílavona

Azf, azul fluorescente It, Filonotisflavona y/o Dicranolomina

r, 5’,3”’-diOH-robustat’lavona

O, gris 1,5,3” ‘-diOH-amentoflavona

Mc, marrón claro tr, 5’,3”’-d¡OH-amentoflavonay/o 5’,3”’-diOH-
robustaflavona

NC, naranjaclaro .:3~;T~ ddIM

NO, naranjaoscuro Línea continua,observableUV

R, rojo (con el tiempo) Líneadiscontínna,observablesólo con NA

VC, violeta (púrpura> claro 4. Sutomas0ronmtográ&ostvw ~

Ve, verde C, celulosa,fi frenteTBA, V frenteAcOlzt 15%

VeA, verdeamarillento P6, poliamida-6:fi frenteAWE, 12 frenteSTAHL
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Sele2. Resultadoscromatograficos de las especiescentralesde la Memoria Doctoral.

5.1.2.1. Rartramiahalleriana Hedw.

En las Figuras 51 y 5.2 vienen representadaslas 2D-TLC realizadascon B. halteriana

(gamet¿f¡to+ esporófito)tantoencelulosacomoenpoliamida-6.Salvoparalos compuestos,el resto

de la simbologíaesla que reflejala Tabla5.1. La numeraciónde los compuestoses la mismaenTLC
y HPLC, y quedaexpuestatras los resultadosde HPLC.

Fig- 5.1.: Cromatografía bidimensional de E. haiJerianaen celulosa.

Fig. 5L: Cromatografía bidimensionál de B.hallerianaen poliamida-6.

La Figura5.3 ofreceel cromtograniade HPLC procedentede B. halleriana (gainetófito +

esporófito),en el que se indican los tiempos de retencióny posición relativade cadauno de los
compuestosidentificados,cuyasimbologíacoincidecon la utilizadaen las 2D-TLC anteriores.
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Fig. 5.3.: HPLC de B. halleriana.

Numeración de los comunestos

Bartrandaflavona

Anhidrobartramiaflavona
5’,3” ‘-dihidroxi-amentoflavona

‘-dihidroxi-robustaflavona

Filonotisflavona
2,3-dihidro-filonotisflavona(a y b correspondena ambosdiastereómeros)

51.2.2.Bartranúa ithyphylla Brid.

En las Figuras5.4 y Si vienen representadaslas 2D-TLC realizadascon B. ithyphylla
(gainet¿f¡to+ esporófito)tanto encelulosacomoenpoliamida-6.Salvoparalos compuestos,el resto

de la simbologíaesla quereflejala Tabla5.1. La numeracióndelos compuestosesla mismaen TLC
y HPLC, y quedaexpuestatras los resultadosde HPLC.
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Fig. 5.4.: Cromatografía bidimensional de B. ithyphylla en celulosa.

Fig. 5.5.: Cromatografía bidimensional de 8. ithyphylla en poliamida-6.

La Figura5.6 ofreceel cromatograniade HPLC procedentede B. ithyphylla (game5fito+
-e

esporofito),en el que se indican los tiemposde retencióny posiciónrelativa de cadauno de los

compuestosidentificados,cuyasimbologiacoincidecon la utilizadaen las 2D-TLC anteriores.
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Fig. 5.6.: BPLC de B. ithyphylla.
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Numeración de los compuestos

.

81-1 Filonotisflavona

81-2 Dicranolomina
BI-3 5’,3”’-dihidroxi-amentoflavona
81-4 2,3-dihidro-filonotisflavona(a y b correspondena ambosdiastereómeros)
BI-5 2,3-dihidro-biflavonoide

81-6 5 ‘-OH-amentoflavona

81-7 p-OH-benzoico(4-OH-benzoico)

81-5seidentificó mediantecromatografíaencapafina comoun 2,3-dihidro-biflavonoide,ya
queal pocotiempode revelarcon NA la placa cromatográfica,el color de la manchaobservadaa la

luz ultravioletavirabaa color rojo, lo cualesindicativo dela existenciadeun monómeroflavanónico
de eriodictiol. No obstante,no se detectócon claridad su presenciaen el espectrode HPLC ni se
pudoaislaren cantidadsuficiente,por lo quesu identificacióndefinitivano fue posible De acuerdo
a los datosbibliográficosdequedisponemosy tomandocomoreferenciasumovilidadcromatográfica,

puedetratarsede la 2,3-dihidro-5’,3”’-amentoflavonao bien de la 2,3-dihidro-dicranolomina.El
primero de ellos ha sido identificado en otra especiede la familia, concretramenteen Philonotis

fontana(Geiger& Bokel, 1989);mientrasqueel segundo2,3-dihidro-biflavonoide,ya fue identificado
tentativamenteen B. ithyphylla por López-Sáez(1992).

El Compuesto81-7 fue identificadomediantecocromatrografiapor HPLC como el ácidop-

OH-benzoico.Los derivadosdel ácidobenzoicopueden,de acuerdoa Wilson& col (1989),sugerir
la existenciade taninoso polímerosdehidroxibenzofurano,responsablesdela rigidezde los musgos.

Su existenciaen briáfitos, tanto musgoscomo hepáticas,ha sido puestade manifiestoen varias
ocasionespor Asakawa(1986), MUes & Zinsmeister(1988),Wilson & col. (1989) y Zinsmeister&

col. (1991). En la presenteMemoria Doctoral,hemosqueridoúnicamentereflejar su presenciaen
Bartramia irhyphylla, sin entraren más detallessobresu aislamientoe identificación,pueséstosse

salende los objetivosprevistos.

5.1.2.3. Bartramia pomjformis Hedw.

En las Figuras 5.7 y 5.8 vienenrepresentadaslas 2D-TLC realizadascon B. pomiformis

(gamet¿fito+ espordfito)tanto encelulosacomoenpoliamida-6.Salvoparalos compuestos,el resto
dela simbologíaes la querefleja la Tabla5.1. La numeraciónde los compuestosesla mismaen TLC

y HPLC, y quedaexpuestatras los resultadosde HPLC.
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Fig. 5.7.: Cromatografía bidimens¡onal de B. pomiformisen celulosa.
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Fig. 5.8: Cromatografía bidimensional de B. pomifornzisen poliamida-6.

Figura5.9 ofreceel cromatograrnade HPLC procedentede E. pom~formis(gametófito+

en el que se indican los tiempos de retencióny posiciónrelativa de cada uno de los

identificados,cuyasimbologíacoincidecon la utilizadaen las 2D-TLC anteriores.

Fig. 5.9.: IIPLC de E. pomiformis.
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coi~su~rros SN 5P2 5P3 BP4 BPS BPÓ BP7 BP8 Acido Clorogénico

Guisando + + + + + + + +

Caneada + - + + + * + +-

Ordesa + + + + + +

Mazar - + + + + + + +

ElEscorial + + + + + + + -¡- +
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Numeración de los comDuestos

.

RP-1 Bartramiaflavona

RP-2 Anhidrobartramiaflavona
BP-3 5’ 3” ‘-dihidroxi-amentoflavona
BP-4 Filonotisflavona

BP-5 2,3-dihidro-filonotisflavona(ay b correspondena ambosdiastereámeros)

BP-6 Dicranolomina
BP-7 Bartramia-Triluteolina
BP-8 Acido Bartrámico
AcCí Acido Clorogénico

Enel aislamientoy purificacióndelextractometanólicoprocedentedeB. pomiformismediante
cromatografíaen columnaseaisléun compuestodenaturalezadesconocidaquedenominamosBP-X.

Dicho compuestono pudoseridentificadopor TLC y serequirieronde otrastécnicasanalíticastales
comoRMN y EM parasu identificación.Los resultadosderivadosdemostraronqueenrealidadBP-X

es una mezclade 3 triflavonoides(Seeger,1992): de un lado la Bartramia-Triluteolina(BP-7) y de
otro, otros 2 triflavonoidesque, no pudieronser identificadospor no serposible la separaciónentre

ellos ni disponerde cantidadsuficienteparaun análisismás fino.
HemoscreídoconvenientehaceraquíestaaclaracióndadoqueBP-X apareceen el esquema

metodológicode CC pero no fue identificadoen las TLC, respectivas,lo quepodríaconducira una

confusión.Los resultadosprocedentesdela analíticarealizadasobreel CompuestoBP-X sepresentan
por ello junto a los de la Bartramia-Triluteolina.

La Tabla 5.2 ofrece los resultadosacercadel estudiode la composiciónflavonoidicade
diversasmuestrasde B. ponuformisprocedentesde distintas localidades,cuyaprocedenciaconcreta
apareceen la relaciónde pliegosexpuestaen el apartadode “Material y Métodos”:

Tabla5.2: Composiciónflavonoidicade B. pomiformis en distintas localidades.

(+, presencia,- ausencia)



Sel.2e4.Rartramia strictaBrid.

En las Figuras 510 a 5.13 vienen representadaslas 2D-TLC realizadascon B. siricla,

procedentestanto del gametófitocomo del espordfito,en celulosay en poliamida-6.Salvo paralos

compuestos,el restode la sinibologíaesla quereflejala Tabla5.1. La numeraciónde los compuestos
es la mismaen TLC y HPLC, y quedaexpuestatras los resultadosde HPLC.

Fig. 5.10.: Cromatografía 2D del gametófito de B. stricta en celulosa.

F¡g. 5.11.: Cromatografía 2D del esporófito de B. stricta en celulosa.
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Fig. 5.12.: Cromatografía 2D del gametófito de B. stri cta en poliamida-6.
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Fig. 5.13.: Cromatografía 2D del esporófito de 8. stricta en poliamida-6.

Figura 5.14 ofrece el cromatogramade HPLC procedentede 8. stricta (gainetdfito +
en el que se indican los tiempos de retencióny posiciónrelativa de cadauno de los

identificados,cuyasimbologíacoincidecon la utilizadaen las 2D-TLC anteriores.
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Numeración de los comnuestos

.

No identificado (posibleisómerode la Ciclo-Triluteolina)

Filonotisflavona

Ciclo-Triluteolina
Dicranolomina

Mezclade Triflavonoides(separadospor CC)
Bartramia-Triluteolina

Epi-Bartramia-Triluteolina
5’,3”’-dihidroxi-amentoflavona

5’,3”’-dihidroxi-robustaflavona
posiblemente2,3-dihidro-filonotisflavona(a y b correspondena ambosdiastereómeros)
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Fig. 5.14.: HPLC de 8. stricta.

BS-1
BS-2

BS-3
BS-4
asces
RS-SA

RS-SCA
BS-6
85-7

85-8
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El Compuesto85-1fue aisladomedianteCC y sedetectóigualmentesupresenciaenlas TLC,

respectivas,aunqueno dispusimosde cantidadsuficienteparapoderemprenderun estudioanalítico
profundoe identificarlo completamente.No obstante,podemosdecir que se tratade un compuesto
relacionadocon la Ciclo-Triluteolina(BS-3) de la mismamaneraque lo estánla Bartramiaflavonay
la Anhidrobartramiaflavona.Por todo ello, hemos creído convenientepresentarlos resultados

derivadosde su estudiojunto a los de la Ciclo-Triluteolina.

El Compuesto85-5que fue aisladomedianteCC y detectadoen TLC, hubode sersometido
a nuevosprocesosde aislamientomedianteCC con metanol al 80 %, ya que los resultadosde la
analítica realizadasobre él (RMN principalmente),denotabanla existenciade diversostipos de
unionesinterfiavonoidicasy un númerode señalesexcesivo,lo quesugeríaqueBS-5 deberíatratarse

realmentedeunamezclade variosflavonoides.En realidad,BS-5 estácompuesto:porun lado deRS-
SA (Epi-Bartramia-Triluteolina)y por otro de BS-X que tambiénfue aisladomedianteCC pero no
identificado en TLC. BS-X se correspondecon BP-X, ya quees una mezclade tres triflavonoides:
Bartramia-Triluteolina(BS-5.1) y otrosdostriflavonoidesdesconocidosqueno pudieronseraislados

ni identificados.

El CompuestoBS-8 no pudoseraisladomedianteCC perosedemostrósupresenciamediante
TLC y HPLC. Porsuscaracterísticascromatográficas(fluorescencia,Rf, tiempode retención)y por
tratarsede un 2,3-dihidro-biflavonoide(Geiger, 1990), suponemosque se trata de la 2,3-dihidro-
filonotisflavona,ya que es precisamenteel biflavonoide más abundantede este tipo (2,3-dihidro)

descritoen la familia Bartranñaceae.
La Tabla 5.3 ofrece los resultadosacercadel estudiode la composiciónflavonoidica de

diversasmuestrasdeB. sitjctaprocedentesdedistintaslocalidades,cuyaprocedenciaconcretaaparece

en la relaciónde pliegosexpuestaen el apartadode “Material y Métodos”:

Tabla Si: Composiciónflavonoidica de .8. stricta en distintas localidades.

(+, presencia,- ausencia)

WCAL*D4».

1 B52 B53 11S4 555 BS6 B87 BSS

EPicadas + + + 1. + . +

Villadeiprado + + + -4- + + +

¡araicejo - + 1- + + + + +

Montfragúe + + + -v + +
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5e1e2.Se Dicranum scoparium Hedw.

Dicranuin scopariumfue la primeraespeciedentro de los musgosdondese identificó una

biflavona (Lindberg& col., 1974), denominada5’,3”’-dihidroxi-amentoflavona.CuandoOsterdahí
(1983) estudiéel contenido flavonoidico de estaespecie,únicamentedetectó la presenciade un
biflavonoide,ya que en su trabajosólo analizabaaquellasfraccionessolublesen agua,con lo que

pasabapor alto muchasotras quetambiénconteníanbiflavonoides.
Dadala similitud de compuestosbiflavonoidicosidentificadosen estaespecierespectoa los

de la familia Bartramiaceae,llevamos a cabo en ella un ensayopreliminar sobresu composición

flavonoidica,en el quepusimosde manifiestola existenciadeun nuevocompuestobiflavonoidicono

detectadoanteriormenteen los trabajosrealizadosen Dicranum scoparium,por lo que decidimos
estudiar en profundidad su composiciónflavonoidica. A pesar de no pertenecera la familia

Bartramiaceae,objeto centralde estudio de la presenteMemoria Doctoral, decidimosno obstante
incluirla en ella por parecernoslos resultadoslo suficientementeinteresantescomo complemento
adicional, y porservimoslos compuestosaisladosde Dicranumscopariumcomopatronesquímicos-

En las Figuras5.15 a 5.17 vienenrepresentadaslas 2D-TLC realizadascon D. scoparium,

procedentestantodel gametéfitocomo del esporófito,en celulosay en poliamida-6.Salvoparalos
compuestos,el restode la simbologíaesla querefleja la Tabla5.1. La numeraciónde los compuestos

es la mismaen TLC y HPLC, y quedaexpuestatras los resultadosde HPLC.

Fig. 515.: Cromatografía 2D del gmneídtiío de D. scoparium en celulosa.

Fig.5.16.:Cromatografía2D del gametáfitode D.scoparium en poliamida-6.
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La Figura 5.18 ofreceel cromatograniade HPLC procedentede D. scoparium (gametóflto

+ esporófito),en el que se indican los tiempos de retencióny posiciónrelativa de cadauno de los
compuestosidentificados,cuyasimbologíacoincidecon la utilizadaen las 2D-TLC anteriores.

20

Numeración de comnuestos

.

5’,3”’-dihidroxi-amentoflavona
55,3~5‘-dihidroxi-robustaflavona

flavonoide/biflavonoideglicosilado
No identificado

Apigenina-7-O-triglicósido
Luteolina-7-O-neohesperidósido

Diosmetina-7-O-triglicósido
2,3-dihidro-biflavonoide

Fig.5.17.: Cromatografía 2D del esporófito de D.scopariun¡ en poliamida-6.
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Fig. 5.18.: HPLC de D. scoparium.
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El CompuestoDS-3 no pudoseraisladomedianteCC encantidadsuficienteparaunaanalítica
profunda,aunquesí se detectósu presenciamedianteTLC. Por sus característicascromatográficas

puedetratarsede un monoflavonoideglicosiladoo deun biflavonoideglicosilado(Geiger,com.per.,
Voigt, 1993). No queremosextraer más comentariosal respectoy dejar por el momento su
identificacióncomo provisional hastaestudiosposteriores,ya que los biflavonoidesglicosiladosson
bastanteraros,y por el momentosólo se conocenen ginmosperinas(Geiger& Quinn, 1975>.

El CompuestoDS-4 aisladoporCC. parecíaposeerunanaturalezano fenólicade acuerdoa
los resultadosobtenidospor TLC, por lo que en un principio obviamossu estudio dentrode la

presenteMemoria Doctoral.Porsus característicasde movilidad cromatográficay fluorescenciaal
ultravioletaparecíatratarsede un tetraterpenoideu otro derivadoisoprénicode cadenalargay abierta,
nuncade naturalezaflavonoidica. Sin embargo,los resultadosde la RMN parecíanen cambio que

podíaadmitirseuna naturalezafenólica. No podemospor el momentoestablecersu estructuracon
claridad,por lo que estásiendoobjeto de estudioanalíticoen la actualidad.

El CompuestoDS-7 no seaislé medianteCC pero sí fue identificado por cromatografía
comparativacon patrónen TLC como la Diosmetina-7-O-triglicósido.

El CompuestoDSeno pudo seraisladomedianteCC pero sí sedetectósu presenciaen la 2D-

TLC enpoliamida-6del espor¿fitodeD. scoparium aunqueno enel gamet¿fito.Estecompuesto,por

suscaracterísticascromatográficas(colorrojo con el tiempo tras revelarcon NA>, secorrespondecon
un 2,3-dihidro-biflavonoide(Geiger,1990; Wollenweber,1981),enel queunodelos dosmonómeros
esla fiavanonaeriodictiol. El hechodepresentarseúnicamenteen el espor¿fitoy no en el gamet¿fito

nos hizo sospechardel porquéno pudimos aislarlomedianteCC, ya queno se dispusode material
esporofítico suficiente de partida para su aisiamientoen cantidadesnecesariaspara una buena
analítica. Dada su naturaleza de 2,3-dihidro-biflavonoide,puede en realidad tratarse de la ya
nombrada2,3-dihidro-filonotisflavona,con la que coincideen sus característicascromatográficas,

aunquepor el momentose desconocedicho biflavonoideen la familia Dicranaceae(Anexo 2). No
obstante,se conocepor otrapartela existenciade 2,3-dihidro-biflavonoidesen otras especiesde la

familiaflicranaceae,concretamentela2” .3’ ‘-dihidro-5“3,, ‘-dihidroxi-robustaflavonaenDicrano/oma
robustumy Dicranolomabit/ardíeh (Markham& col., 1988) y de la 2,3-dihidro-dicranolominaen
D. robustum(Markham& col., 1988).Comparandolos resultadoscromatográficosdel Compuesto
DSeobservamosqueestoscoindicenconlos dela 2,3-dihidro-dicranolomina,aunqueporel momento
preferimosmantenertaleshechoscomoprovisionaleshastaqueobtengamosmaterial suficientepara

su análisis.
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Sele3.Resultados Analíticos de los Compuestos Identificados.

5d.3.1. COMPUESTO 1 (EH-3, BI-3, BP-3, BS-6, DS-1)
(5’,3” ‘-dihidroxi-amentoflavona o 5’, 8’ ‘-bU uteotina)

En la Tabla 5.4 se exponen los resultados procedentes de los distintos sistemas
cromatográficosrealizados,en los que sepusode manifiesto la identificacióndel Compuesto1, que

sonasí mismo comparadoscon la bibliografía respectiva.Las abreviaturassonlas que aparecenen

la Tabla5.1. (Pp. 108).

Tabla 5.4.: Datoscromatográficosdel Compuesto1.

Compuesto1 5’ 3”’-diOH- 5’3”’-diOIzl-

amentoflavona’ amentoflavona2

Fluorescencia UV(350nm) yo yo yo

+NH, yo yo yo

Am Am Am

+ Benedict yo yo

Rf~ 26 5 4

41 40

4 83 90

24 53

31

5~ 3•~c
-diOH-amnenioflavona segdu Lindberg & col. (1974)

3” -diOH-awnernoflavona segs5n Seeger & col. (1990)

(ver Pp. 77-78 para los sistemas cromatográficos)

En la Tabla 5.5 se presentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioleta realizada

sobreel Compuesto1, cony sin la ayudade reactivosespecíficos.

Tabla 5.5.: flatos de espectroscopia de uy del Compuesto 1 (sb=’ hombro).

MeO!) 256 288sf, 353 237sf, 281sf, 349

NaOMe 236sh 270 394 269 398 4fiX)

AId, 271 367sh417 273 285sf, 382sh 419

AId, + lIC! 257sf, 272sf,295sf, 357 381sh 270sh 293sf,358 371sf,

NaOAc 268 404 263 276sf, 364

NaOAe + }IJBO, 269 405 263 276sf, 376

datns pnccdntcs de, Salve, (!~2}
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La Fig. 5.19 muestralos respectivosespectrosde ultravioletadel Compuesto1 frente a los
reactivosespecíficosen cadacaso.La Fig. 5.20 presentael Espectrode Masasdel Compuesto1.

.62dA

o -20<’

440.8941 OelSCOI

¿“e

O. 296

+0.OOA

‘e 218.9

¡5 31 2’17 ‘92

e-”

56.9(HII’DIUe >

1 448.8NM 6.552~I

Fig. 5.19.: Espectrosde Ultravioleta del Compuesto1.
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Fig. 5.20.: Espectro de Masas (FAB-EM) del Compuesto1.
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En la Tabla 5.6 semuestranlos resultadosde la ‘3C-RMN del Compuesto1 comparadoscon
la bibliografíaanejacorrespondiente(5’,3”’-dihidroxi-amentoflavonay luteolina).

En la Fig. 5.21 quedarepresentadoel espectrode ‘3C correspondienteal Compuesto1.

En la Tabla 5.7 quedan reflejados los resultadosde la ‘H-RMN del Compuesto1,

estableciendoal igual que para la ‘3C-RMN, la correspondientecomparaciónentre los datos
proporcionadospor el compuestoproblemay los aportadospor la bibliografía.

Las Fig. 5.22 y 5.23 representanlos espectrosde ‘H-RMN correspondientesal Compuesto

1, comprendidosrespectivamenteentreel intervalo 1.0-13.0ppm (Fig. 5.22) y el intervalo5.7-7.5
ppm (Fig. 5.23).

Los átomos de carbono e hidrógeno del compuestoproblema se asignaronmediante
comparacióncon la bibliografíaque se anejaen cadatabla, así como de acuerdoa Seeger(1992),

Salm(1992)y Voigt (1993).

HO

OH

OH
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Estructura Molecular del Compuesto1
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Tabla 5.6.: Datos de ‘3C-RMN del Compuesto1.

~stet

2 164,0 163.9 164,5

2” 164,0 164,0

3 102,9 102.9 103,3

3 102.5 102,5

4 182,0 181,9 182,2

4” 181.5 181,5

5 161.4 161,4 162,1

5” 160,4 160,4

6 98.6 98,7 99,2

6” 98.6 98,6

7 164,0 164,0 164,7

7” 162,0 161.7

8 93,8 93.8 94,2

8” 104,1 104.0

9 157.3 157,3 157.9

9” 154,5 154,5

lO 103,7 103.6 104,2

10” 103,7 103,6

1’ 120.4 120,6 122,1

1”’ 121,8 121,8

2 112,0 112,1 113,8

2”’ 113,7 113,7

145,5 145,5 146,2

3” 145,8 145.8

4 148.5 148.2 150,1

4”’ 149,4 149,4

5’ 120,1 120.0 116,4

5’’’ 115,5 115,5

6’ 122,2 122,2 119.3

6”’ 118,6 118,6

5,3-DhA: 5’,3”’-diOH-an,eníoflavona según Geiger & col. (1988).
Luteolina según Markf,am & col. (1082).
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Fig. 5.21.: Espectro de ‘3C-RMN del Compuesto1.

Tabla 5.7.: Datos de ‘H-RMN del Compuesto1.

s~1

3 6,64 s 6,65 o 6,69

3” 6,óSs 672 o

6 6,18 d (2) 6.21 d (2) 6.22 d

6 6.37 o 6.41

8 6,42 d (2) 6<45 d (2) 6,47 d (2)

2’ 7,48 d (2) 7.51 d (2) 7,43 *1(2)

5e -— 6,92 *1 (8)

6’ 7.49 *1 (2) 7.52 *1 (2) 7,77*1*1 (2:9)

2”’ 7,06*1(2) 709*1(2)

5”’ 6,67 *1 (8) 6.70 *1 (8)

6’” 7.04 ¿Id (2:8) 7.07*1*1 (2:8)

011-5 I3SUs

on-s’ 13,13

‘S’,3”’-UHA: 5¾3”’-diOH-amentothvonasegún
‘Luteolina según Geiger & ccl. (1987).

Geiger & col. (1988).

Eig. 5.22.: Espectro de ‘H-RMN del Compuesto 1 (leOd3eO ppm).
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Fig. 513.: Espectrode ‘H-RMN del Compuesto1(5.7-7.5ppni).

L1.3.2. COMPUESTO II (BH-4, BS-7, DS-2)

(5; 3” ‘-dihidroxi-robustaflavona o 5’, 6’ ‘-biluteolina)

En la Tabla 5.8 se exponen los

cromatográficosrealizados,en los quesepuso
sonasímismo comparadoscon la bibliografia

la Tabla5.1. (pp. 108).

resultados procedentesde los distintos sistemas

demanifiestola identificacióndel CompuestoII, que
respectiva.Las abreviaturasson las que aparecenen

Tabla 5.8.: Datos cromatográficos del CompuestoII.

Compuesto II 5.3’ “-dí0H-robustaflavona’ 5’ 3’ “-*11011-

robustaflavona
2

Fluorescencia UV(35Onon) ‘¿O ‘¿O ‘¿O

+NH, yo ‘¿o

+NA Am Am Am

+ Ber.edict yo ‘¿o

Rf, 2, II 3

22 34 22

2, 16

25 54 34

31 22

5’.3”’-diON-robustaflavonasegúnSeqer (1992).
2 5.3~~~diOHe-robussat1avona según Stein (1988b).
(ver pp. 77-78 para sistemas croinatográfocos)

En la Tabla SS se presentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioletarealizada

sobreel CompuestoII, con y sin la ayudade reactivosespecíficos.
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Tabla 5.9.: Datos de espectroscopiade UV del CompuestoII (sh= hombro).

<~=p»~JI

MeOH 223sh 266sh 360 255 264 280sf, 357

NaOMe 272sf, 406 270 331 407

MCI
3 272 299sh 425 272 301sf, 367 426

AICI, + ¡Idi 274sh 294sh 362 385sh 263sf, 273sf, 298sh 361

NaOAe 269 400 271 327 408

NaOAc + H,BO, 268 302sf, 407 265 380

La Fig. 5.24 muestralos respectivosespectrosde ultravioletadel CompuestoII frentea los

reactivosespecíficosen cadacaso.
La Fig. 5.25 presentael Espectrode Masas

6.04 1

del CompuestoII.
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Fig. 5.24.: Espectrosde Ultravioleta del CompuestoII.
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Fig. 5.25.: Espectro de Masas (FAB-EM) del CompuestoII.

En la Tabla5.10semuestranlos resultadosdela 13C-RMN de] CompuestoII comparadoscon

la bibliografíaanejacorrespondiente(5’,3”’-dihidroxi-robustaflavonay luteolina).
En la Fig. 5.26 quedarepresentadoel espectrode 13C correspondienteal Compuesto11.
En la Tabla 5.11 quedanreflejados los resultadosde la ‘H-RMN del CompuestoII,

estableciendoal igual que para la ‘3C-RMN, la correspondientecomparaciónentre los datos

proporcionadospor el compuestoproblemay los aportadosporla bibliografía.
Las Fig. 5.27 y 5.28 representanlos espectrosde ‘H-RMN correspondientesal Compuesto

II, comprendidosrespectivamenteentreel intervalo 1.0-13.0ppm (Fig. 5.27) y el intervalo 6.1-7.9

ppm (Fig- 5.28).
Los átomos de carbono e hidrógenodel compuestoproblema se asignaron mediante

comparacióncon la bibliografíaque se anejaen cadatabla, así como de acuerdoa Seeger(1992),
Salm(1992)y Voigt (1993).
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Estructura Molecular del CompuestoII.
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Tabla 5.10.: Datos de “C-RMN del CompuestoII.

CÉbwmu estoIt

2 163.7 163,6 164.5

2” 164,1 ¡64,0

3 103,2 102,8 ¡03,3

3” 102,1 102,7

4 281,2 181,6 182,2

4’’ 181,1 181.5

5 162,5 162,3 162,1

5’’ 159,11 159,1

6 98,5 98,7 99,2

6” 108,9 108,9

7 165,5 164.0 164,7

7” 162.5 162.3

8 93,6 93,4 94.2

8” 93.6 93,8

9 157,2 157,2 157,9

9” 156,3 156.2

10 103.5 103,6 104,2

20” 103,5 103,4

1’ 121.9 121,5 ¡22,1

1”’ 120,8 121,9

2 112,1 III? 113,8

2’’ 113,1 ¡13,3

3’ 145,9 145,8 146.2

3”’ 145,6 145,7

4’ 148,5 148,6 150.1

4”’ 150,3 149.6

5’ 120,3 120.2 116,4

5,’ ¡15,9 116,0

6’ 122,3 121,9 119,3

6”’ 120,3 119,9

5.3-DHA: 5’,3”’-diOH-robusuf¡avona según Becker& col. (¡986).
2 Lutcolina según Markban, & col. (1982).
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Fig. 5.26e: Espectro de ‘3C-RMN del CompuestoII.

Tabla 5.11.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoII.

t.

3 6,55s 6,58s 6,69s

3’ 6.50s 6,53

6 6,14*1(2) 6,16 *1(2) 6.22*1

8 642 d (2) 6,44 d (2> 647 *1 (2)

8” 6,24 6,265

2’ 7,18 *1 (2) 7,20 d (2) 7,43 *1 (2)

6’ 783 d (2) 7,82 d (2) 7,77 ¿Id (2;9>

2”’ 7.39m 7,39m

5’” 6,89 *1 (8) 6,89 d (8)

6”’ 7.39 m 739 m

011-5 ¡3,02s

OReS” 13,285

‘5’.3”’-DHA: 5’,3”’-diOH-robussaflavona según Markl,arn & co¡. (1988).
‘Luteolina según Geiger & col. (1987).

¡ III

Fig. 5.27.: Espectro de ‘H-RMN del Compuesto II (leOA3eO ppm).
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kLx ~JQ
Fig. 518.: Espectro de ‘H-RMN del Compuesto11(6.1-7.9ppm>.

5.1.3.3. COMPUESTO LII (BH-5, BI-1, BP-4, BS-2)
(Filonotisflavona o 2’, 8’ ‘-biluteolina)

En la Tabla 5.12 se exponen los resultadosprocedentes de los distintos sistemas
cromatográficosrealizados,en los quesepusode manifiestola identificacióndel CompuestoIII, que

son asímismo comparadoscon la bibliografíarespectiva.Las abreviaturassonlas queaparecenen
la Tabla 5.1. (PP. 108).

Tabla 5.12: Datos cromatográficos del Compuestom.

Compuesto III FI¡onotisflavona’ Filonotksfiavona
2

F¡uoresceneia IJV(3SOnmn) ‘¿O ‘¿O ‘¿O

+NH, ‘¿O

+NA Am Am Aros

+ Benedict ‘¿O

Rf, z, 58 46 30

2, 65 74 75

2, 83 77

23 33 54

1’, 42 42 45

FI¡onosisflavona según Salt,, (1992).
2 Filonotisflavona según Seeger (1992).

(ver PP. 77-78 para sistemas cronsatográfleos)

En la Tabla 5e13 se presentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioletarealizada

sobreel CompuestoIII, cony sin la ayudade reactivosespecíficos.
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Tabla £13.: Datos de espectroscopiade UY del CompuestoIII (sh= hombro).

COWPUC$ulrn tlhuothtlnoa

MeOH 255sf, 345 242sh 346

NaOMe 269 330sh 400 262 400

271 303sh4¡9 271 283sf, 393sf, 419

A¡CI, + HC¡ 260sh 299sf, 357 390sh 257 281sh 358

NaOAc 269 299sf, 408 266 397

NaOAe + 1I,BO, 270409 268 402

‘datos procedentes de Salnve (1992).

La Fig. 5.29 muestralos respectivosespectrosdeultravioleta
reactivosespecíficosen cadacaso. La Fig. 5.30 presentael Espectro
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Fig. 5.29.: Espectrosde Ultravioleta del CompuestoIII.
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Fig. 5.30-: Espectro de Masas (FAB-EM) del CompuestoIII.

En Ja Tabla 5.14 semuestranlos resultadosde la ‘3C-RMN del CompuestoIII comparados

con la bibliografíaanejacorrespondiente(filonotisflavonay luteolina>.

En la Fig. 5.31 quedarepresentadoel espectrode ‘3C correspondienteal CompuestoIII.
En la Tabla 5.15 quedanreflejados los resultadosde la ‘H-RMN del CompuestoIII,

estableciendoal igual que para la ‘3C-RMN, la correspondientecomparaciónentre los datos
proporcionadospor el compuestoproblemay los aportadospor la bibliografía.

Las Fig. 5.32 y 5.33 representan los espectros de ‘H-RMN correspondientesal Compuesto
III, comprendidosrespectivamenteentreel intervalo 1.0-13.0ppm(Fig. 5e32)y el intervalo5.7-7.3

ppm (Fig. 5.33).
Los átomos de carbono e hidrógeno del compuestoproblema se asignaronmediante

comparacióncon la bibliografíaque se anejaen cadatabla, así como de acuerdoa Seeger(1992),
Salm(1992) y Voigt (1993).

OH

OH

HO

e

Estructur-eMoleculardel CompuestoIII

saer

5’?.? 553eV

- 1] _____________

OH o
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Tabla 5.14: Datos de 13C-RMN del Compuesto III.

Csrb~rn~s Cern flwwttiflaveit

2 166,7 166,5 164,5

2’ 163,8 163,8

3 106,5 106,4 103,3

3” 102,5 102,4

4 181,9 181,7 182,2

4” 181,3 181,1

5 161,2 161,1 162,1

5’ 160,5 160,3

6 98,6 98,6 99,2

6” 98,3 98,3

7 163,8 ¡63,7 164,7

‘7” 161,3 161,4

8 93.1 93,0 94,2

8” 103,5 105,5

9 157,3 ¡57,2 157,9

9” 154,4 154,3

10 103,1 102,9 104,2

10” 103,3 103,2

1’ 124.0 124,0 122,1

1’,, 121,8 121,7

2 118,6 ¡18,7 113,8

2”’ ¡13,6 113,5

3’ 144,4 144,3 146,2

3”’ 145,6 145,7

4’ 148,5 148,3 150,1

4” 149,6 149,4

5’ 114,6 114,6 116,4

5”’ 115,6 115,5

6’ 120,7 120,5 119,3

6’’ 118.8 118.9

Filonotisflavona segúnGeiger& Bokel (1989).
2 Luteolina segúnMarkham& col. (1982).
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Fig. 531.: Espectro de ‘3C-RMN del Compuesto111.

Tabla 5e15e:Datos de ‘H-RN1N del CompuestoIII.

-c’m” pj,~’’

3 6e068 6,06s 6,69s

6 5.75 d (2) 555 *1 (2) 6,22 d (2)

8 6,07 *1 (2) 6,07 *1 (2) 6,47 d (2)

5 7,01 os 7,01 *1 (8:5) 6.92 *1 (9)

6’ 7,24 *1 (8:5) 7.24 *1 (8:5) 7.77 dd (2;9)

3” 6.62 s 6.62

6” 6,27 a 6,27

2” 7.01 os 7.02 *1 (2>

5”’ 6,74 *1 (8) 6,74 d (9)

6” 7,01 os 7.00 ¿Id (2;9)

011-5 12,73

011-5” 13.01
Filonoúsflavona según Geiger & Boke¡ (1989>.

‘Lweo¡’ma según Geiger & col. (1987).

¶ fl

JJ

Fig. 532.: Espectro de ‘H-RMN del Compuesto111(1.0-13.0ppm).
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Fig. 5.33.: Espectrode ‘H-RIVIN del Compuesto III (5.7-7.3 ppm).

5.1.3.4.COMPUESTO IV (BH-6, BI-4, BP-5, BS-8)
(2,3-dihidro-filonotisflavona o 2, 3-dihidro-2 ~8’ ‘-bU uteolina)

En la Tabla 5.16 se exponen los resultados procedentesde los distintos sistemas

cromatográficosrealizados,en los quesepusodemanifiestola identificacióndel CompuestoIV, que
son asímismo comparadoscon la bibliografíarespectiva.Las abreviaturassonlas que aparecenen

la Tabla5.1. (Pp. 108).

Tabla 5.16.:Datos cromatogrífleos del CompuestoIV.

Compuesto EV 2,3-dihidro-fiIoa,oasfla~ona’ 2,3-*1ihidro-fa¡onotisflavoa,a
2

Fluorescencia UV(3SOaun) ‘¿O ‘¿O ‘¿O

+NH, ‘¿O Am

+ NA AN-rojo conel tiempo Am-rojo con el tiempo AN-rojo conel tiempo

+ Benedict ‘¿O

Rl, 35 35 33

2, 76 76 68

2, 85 76

70 70 61

PI 54 ‘ 54

‘23-dihidro-nImclistv.un ‘egú. Seeger (59921.
‘23dro-fiIomnisflavms aegun Salin (5992).
(nf 5153. 71.18 ‘Is t =mso~r~)

En la Tabla5.17 sepresentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioleta realizada

sobre el Compuesto 1V, con y sin la ayuda de reactivos específicos.
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Tabla 5.17.: Datos de espectroscopia de UY del CompuestoTV (sh= hombro).

•___________________

MeOH

Có¡npná~iú IV 2dro.fi~en#isflátouÉL

254sh273 288 274 285sh346

SaOMe 281 322 406 288sh321 409

AICI
3 273sh 3Olsh 362 279 285sh 352sh 426

AlO, -4- HCI 276sh 3Olsh 359 278 286sh 361 376sh

NaOAc 277 298sh 328sh 421 271 305sh 402

NaOAc + H,BO, 280 300sh 421 274 392

dass pnccdc’ns dc Saje,, <¿9921.

La Fig. 5.34 muestralos respectivosespectrosde ultravioletadel CompuestoIV frentea los

reactivosespecíficosen cadacaso.La Fig. 5.35 presentael Espectrode Masasdel CompuestoIV.

50.0(MII’DIU. >

456.6<414 8.6174

~P1
SOt’(MM’DTU .;‘ 45(5.9

20(5.9

tt407 2-~’n ‘93

5OeOUlN/DS”e 5

45k .‘‘‘W’s’?’.V4et

Fíg. t .34: &:patros d~ Ultravioleta del CompuestoIV.
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F¡g. £35.: Espectro de Masas (FAB-EM) del CompuestoIV.

En la Tabla 5.18 se muestranlos resultadosde la ‘
3C-RMN del CompuestoIV comparados

con la bibliografíaanejacorrespondiente(2,3-dihidro-f¡lonotisflavonay luteolina).
En la Fig. 5.36 quedarepresentadoel espectrode ‘3C correspondienteal CompuestoIV.

En la Tabla 5.19 quedan reflejados los resultadosde la ‘1-iT-RMN del CompuestoIV,

estableciendoal igual que para la 13C-RMN, la correspondientecomparaciónentre los datos
proporcionadospor el compuestoproblemay los aportadospor la bibliografía.

Las Fig. 5 ~37y 5.38 representanlos espectrosde ‘H-RMN correspondientesal Compuesto

IV, comprendidosrespectivamenteentreel intervalo1.0-13.0ppm (Fig. 5.37)y el intervalo4.9-7.2
ppm (Fig. 5.38).

Los átomos de carbono e hidrógeno del compuestoproblema se asignaronmediante

comparacióncon la bibliografíaque se aneja en cada tabla, así comode acuerdoa Seeger(1992),
Salm(1992)y Voigt (1993).
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Tabla 5e18.: Datos de “C-RMN del CompuestoIVe

Éri~dk*I’ t3.dJM*o4om4iÑhavn~

78,3 77,1 -76,8

- 163,6 - 163,6

42,2 44,5 - 42,2

- 102,5 - 102,7

196,2 196,0 - ¡96,0

- 182,0 - 182,0

163,4 163,6-164,1

5” 160,4- 160,4 162,1 - 160,5 -160,5

6 95,6 - 95,6 - 95,7 95,6 - 95,6

6” 98,4 -98,4 99,2 - 98,5 -98,5

7 166,7 - 166,5 - 166,6 166,5 - 166,4

7” 162,1 - 162,1 164,7 - 161,7- 161,7

8 94,7 - 94,5 - 94,8 94,7 - 94,6

8” 103,7 -103,7 94,2 - 103,8 - 103,8

9 163,0- 163,0 - 162,8 163,1 - 163,1

154,8 - 154,7 157,9 - 154,9 - 154,8

10 101,4- 101,4 - 101,7 101,5 - 101,5

10” 102,4 - 102,4 104,2 - 102,1 - 102,1

1’ ¡29,0 - 128,6 - 129,4 129,4 - 129,0

1”’ 121,8 - 121,6 122,1 - 122,0- 121,7

2 118,7 - 118,7 -

2”’ 113,5-113,8 119,3

3’ 143,6 - 143,5 -

3”’ 145,5- 145,5 116,4

4’ 145,2- 145,4 -

4”’ 149,5 - 149,5 150,1 - 149,6 - 149,5

5’ 114,7- 114,7 - 145,1 114,8-114,8

5”’ 115,4-115,4 146,2 - 115,6 - 115,5

6’ 117,0- ¡17,0 - 114,2 117,1 - 117,1

6”’ 118.7 - 119.3 113.8 - 118.6 - 1193

‘Luteolina y Eriodictiol segúnHarborne& Mabiy (1982).
>2,3-dihidro-ñlonotistlavonasegúnGeiger & Bokel (1989).
* Componente principal
** Componentesecundario
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flg. 5.36e: Espectro de ‘3C-RMN del CompuestoTV.

Tabla 5.19.: Datos de 1H-RMN del CompuestoIV.

Cnp~e#t#iv .

5 01*1*1 (¡2 2) 5.09 dd (¡2.2) 5,08 ¿Id (13:3) 5,00 dd (13.3)

327*1*1(17 14) 3.05*1*1(17.14) 2.96 ¿Id (17:¡3) 3.18 ¿Id (17;13)

2 59 ¿Id (18 ) 4 2.19*1*1 (16,-) 4 2.22 *1*1 (17:3) 2,60 dd (17,3)

5 78 *1 (2) 582 d (2) 5,80 d (2) 5,76 d (2)

8 543 *1 (2) 5,76 d (2> 5,73 *1 (2) 5,42 d (2)

5 6,91-7,10 m 4 6.9¡-7.¡0 ni 4 6,94-7,08 ni 4 6,94-7.08 ni 4

6 6,9¡-7,¡0 mA 6,9¡-7,1O ni 4 6.94-7.08 ni 4 6,94.7,08 rosS

3 6.62s 6.66s 6.54s 6.51

6 6,35 s 6.34 s 6.33 s 6.33

2”’ 6,91-7,10 ni 4 6,91-7,10 ni 4 6.94-7.08 m 4 6,94-7.08 m 4

5”’ 6,75 d (8) 674 d (8) 6,72 *1 (8.5) 6,73 *1 (8.5)

6”’ 6,91-7.10 ¡u 4 6.92*1*1(9.-) 4 6,89*1*1 (8,5;!) 6,94-7,08 ni 4

011-5 12,05s 1194s

011-5”

‘2,3-dihidro-filonotisflavona según Geiger & hkel (1989).
te — Componenio principal ()y Componente secundario (**) La rehc¡óoa este ambos diasrercómeros esde ¡:¡,2.
(¡989).
tS~ Seña¡es correspondientes a ¡os 2 hidrógenos situados en posición 3 de la mitad flavanónica de¡ biflavo~.
4 Señales no resueltas.
4 Multiptete no analizable.

al contrario que en Geiger & Rokel
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Fige> 5.37.: Espectro de ‘H-RMN del CompuestaIV (1e043.Oppm).
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Fig. 5.38.: Espectro de ‘H-RMN del Compuesto IV (4.9-7.1ppm).

5.1.3.5. COMPUESTO V (BI-2, BP-6, BS-4)

(Dicranolomina o 2’, 6’ ‘-bU uteolina)

En la Tabla 510 se exponen los resultados procedentes de los distintos sistemas

cromatográficosrealizados,en los que sepusode manifiestola identificacióndel CompuestoV, que
sonasímismo comparadoscon la bibliografíarespectiva.Las abreviaturasson las queaparecenen

la Tabla 5.1 (PP. 108).

Tabla 5.20.: Datos cromatográficos del CompuestoV.

Compueslo’¿ Dicrano¡omina’ Dicrano¡omina’

Fluorescencia ¡3V (350 nios) ‘¿O ‘¿O ‘¿O

+NH, YO ‘¿O ‘¿O

+NA Am Am Am

+ Benedicí ‘¿O

Rf~ 2, 45 17 ¡7

2, 59 69 69

2, 83 81

1’, 20 54 54

pl 37 43 43
Dicranolomina según Seeger (1992) éui Banramia ponnformis.

2 Dicranolomina según Secger (¡992) en Anacoha ovebhii.

(ver pp, 77-78 para sistemas cromasográficos)
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En la Tabla 5.21 se presentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioletarealizada

sobreel CompuestoV. con y sin la ayudade reactivosespecíficos.

Tabla5.21.: Datosde espectroscopiade Uy del Compuestoy (sh= hombro).

CtwrnzestoV

MeOR 254 288sh 344

NaOMe 267sh 327 399

AId, 274 299sh 422

AICI, + ¡<CI 270 294sh 366

NsOAc 266 328sh 395 272 303sh 406

NaOAc + ¡<31103 2693% 264 274sh 3Olsh 360 390sh

‘dstee pac’dc,tn ele Mrkhan, & col. <19881.

La Fig. 5.39 muestralos respectivosespectrosdeultravioletadel CompuestoV frentea los
reactivosespecíficosen cadacaso.La Fig. 5.40 presentael Espectrode Masasdel CompuestoV.

Zte t<NK’OOU. 400.0

4 C 2’52 13 420.09’ 9.4300

SS- 440 e e,

.0 e 0 04

210.0

10.07 2’02 -93
5úe0~tfl’SIVe

*40.BUM U

Fig. 5e39: Espectros de Ultravioleta del Compuesto V.
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Fig. Se4Oe: Espectro de Masas (FAB-EM) del Compuesto Va

En la Tabla 5.22 semuestranlos resultadosde la 13C-RMN del CompuestoV comparadoscon
la bibliografíaanejacorrespondiente(filonotisflavonay luteolina).

En la Fig. 5,41 quedarepresentadoel espectrode ‘3C correspondienteal CompuestoV.
En la Tabla 5.23 quedanreflejados los resultadosde la ~H-RMNdel CompuestoV,

estableciendoal igual que para la ‘3C-R.MN, la correspondientecomparaciónentre los datos

proporcionadospor el compuestoproblemay los aportadospor la bibliografía.
Las Fig. 5.42 y 5,43 representanlos espectrosde tH-RMN correspondientesal Compuesto

y, comprendidosrespectivamenteentreel intervalo 1,0-13.0ppm (Fig. 5.42)y el intervalo5,9-7.5

ppm (Fig. 5.43).
Los átomos de carbono e hidrógeno del compuestoproblema se asignaronmediante

comparacióncon la bibliografíaque se anejaen cadatabla, asícomo de acuerdoa Seeger(1992),
Salm(1992)y Voigt (1993).

HO

Estructura Molecular del Compuesto V.

Cc’e,,e,:
he,de
Cr,r
U je, F

Mor,:
P,ak:

80—

66—

4,4—

2?4.’1

292-9

3,4Sá

338.9

iI~ 3¿.’ 41<-? 459.0 ¡

¡dLW. ¡Lb., 1 ¡~il~ eX. aiiJL¡’I

563.5

69. $

590.6 <Jfl:

LIS tiLle,.405.3 .~.[.
2* 500 500 68.8

1

E

OH o
o

OH

u

‘—a

5—

OH
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Tabla 5.22.: Datos de 13C-RMN del CompuestoV.

2 166,3 166,5 164

2” 163,9 163,8

3 106,2 106,4 103,3

3 103,3 102,4

4 181,6 181,7 182,2

4” 181,2 181,1

5 161,2 161,1 162,1

5” 158,7 160,3

6 98,6 98,6 99,2

6” 107,9 98,3

7 163,6 163,7 164,7

7’’ 161,8 161,4

8 93,1 93,0 94.2

8 93,3 103.5

9 ¡57,3 157,2 157,9

9” 156,2 154,3

10 102,8 102,9 104,2

10” 103,3 103,2

1’ 123,7 124,0 122,1

1”’ 120,2 121,7

2 119,7 118,7 113.8

2”’ 113,3 113,5

3’ 144,2 144,3 146,2

3” 145,7 145,7

4’ ¡48,2 148,3 150,1

4”’ 149.6 149,4

5’ 114,3 114,6 116,4

5”’ 116,0 115,5

6’ 121,5 120,5 119,3

6”, 118.9 118.9

¡ FilonotisflavonasegúnGeiger& Bolcel (1989).
2 Luteolina segúnMarkham& col. (1982).
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Fige> 5.41.: Espectro de ‘3C-RMN del CompuestoV.

Tabla 5.23.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoV

3 6,04s 6,03 s 6,69

6 5,96d(2) 5,%d(2) 6,22d(2)

8 6.08 *1 (2> 6,08 *1 (2) • 6,47 d (2)

5 6,94 *1 (8,5) 6e93 *1(8.5) 6.92 d (9)

6’ 7,¡8 *1 (8,5) 7,18 *1 (8,5> 7,77 dd (2:9>

3” 6.6Ss 6.69s

8” 654 s 6.52

2”~ 7,42 d (2) 7,41 d (2)

5,” 6,89 *1 (8) 6.89 *1 (8)

6”’ 7.43 ¿Id (9:2) 743 dd (8:2.5) -

011-5 1278

011-5” 13,¡3

Dscrsno¡omjma según Geíger & Bokel (¡989).
‘Luseo¡ina según Geiger & co¡. (1987).

-ú

r

flg. 5.42.: Espectro de ‘H-RMN del CompuestoV (1.0-13.0pprn).
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Fig. 5.43.:Espectro de ‘H-RMN del CompuestoV (5.9-7.5 ppm).

5.1.3.6.COMPUESTO VI (BP-1, BH-1)
(Bartramiaflavona o 2-hidroxi-2, 3-dihidro-2 ; 8’ ‘4,2” ‘-biluteolina,>

En la Tabla 5.24 se exponen los resultados procedentesde los distintos sistemas

cromatográficosrealizados,enlos que sepusodemanifiestola identificacióndel CompuestoVI, que
sonasí mismo comparadoscon la bibliografíarespectiva.Las abreviaturasson las que aparecenen

la Tabla5.1. (pp. 108).

Tabla 5.24.: flatos cromatográficos del Compuesto VI.

Compuesto ‘¿1 Banramiaflavona
1 Earnamiaflavona’

P¡uoreseencia U’¿(350nm) ‘¿O ‘¿O ‘¿O

+NH, yo

+NA ‘¿O ‘¿O ‘¿O

+ Renedict ‘¿O

Rl. 2, 70 69 71

2, 76 77 75

2, 6? 63 67

50 51 46

1’, 55 51 54
fl*lvnme.flsVO(eU .C8e.sn S.egrr <l8.’i2>.
Ba,vamiaUlavsUa orgún 5.Im <0992>.

<‘cf p~ 7148 para lasrm.s erUxnatoslátecss>

En la Tabla 5e25 sepresentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioleta realizada

sobreel CompuestoVI, cony sin la ayudade reactivosespecíficos.
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Tabla 5.25.: Datosde espectroscopiade UY del CompuestoVI <sh= hombro).

Rset*o& cattpento VI

MeOH 263 276sh 328sf, 263 291 3¡Ssh

NsOMe 276 392sh 269 344

AIC¡
3 268 3¡6sh 364sh 275 3¡¡ 3SOsh

MCI, + HC¡ 263 312 364 27¡ 321 368

¡‘laOAc 273 388sh 266 322

NaOAc + ¡<,110, 258sh 304sh 340 262 293 326sh

dates pTsccdeflrs de Seeger <29921.

La Fig. 5.44 muestra los respectivosespectrosde ultravioleta del CompuestoVI frente a los reactivosespecíficos
en cada caso. La Hg. 5.45 presenta el Espectrode Masasdel CompuestoVi.

REF S4

9eSMtiU>’CSH
e 5Q~

O - U Qe
(A’DIO.>

288.8

15. ID I’29 93

5,4”?’

•0 .88,4

O e ‘88
< 0e>’D¡U .1

•Q.00,4

208.0

15 2G 2/29 93

$4,5?

•‘ .50,4 1

0.206
< <~D1U e>

228

25 3? 1/39 ‘93

35(5 OMM ú .065,4

‘0.50,4

‘O”
28.O<HVI’DIO> 350.0

350.Ot4M

REF’ 228.8<4K 2.275..

<411

20.0<MM/DJO. > 35(5.0

35*- .0<411 C’ .49C¡,4

8. 200
< ,4’DIV .3

.0.88,4

228 eS

25 SI l-’29 93

a-Q .58,4

o. lee
,4/D¡tJ.

•8 .80,4

22(5.0

2558 1729 ‘93

2,4.0<MPI’DJO. 3
>:1’1

‘4 00 . E’

4808<4” e.076E

McI

48(5.0

40(50>1,5 sIe> 4,4

Fig. 544e: Espectros de Ultravioleta del Compuesto VI.

174

‘4 PI
2Q0(MII,DJ’J. .50.0

?0.(5<t4M”DIO.> III’>
228.0 350.0

15 42 ‘29 93 .,e.O*IK e3v’rI=e

>

REF
SA”? REF’ 22(5.8<4,5 1.112,4

¾

AXES

e’

Y



e,vI SU?
Igl’ It,’ 51910

019?

00’ 500’

215 2?!
6e,— 1 ‘0

VS
400 .--eI 40

25?

r
20’ 241 :5

-eCl 359 . Sf0

30? 4$> 20? 202 ~ •~
- ¡

‘1

2e,t 4$Ó eSO 0500 tt 41? 6000 0?’?

Fig. 5.45.: Espectro de Masas (FAB-EM) del CompuestoVI.

En la Tabla 5.26 se muestranlos resultadosde la ‘3C-RMN del CompuestoVI comparados

con la bibliografíaanejacorrespondiente(filonotisflavonay luteolina).
En la Fig. 5.46 quedarepresentadoel espectrode ‘3C correspondienteal CompuestoVI.
En la Tabla 5.27 quedan reflejados los resultadosde la ‘H-RMN del CompuestoVI,

estableciendoal igual que para la ‘3C-RMN, la correspondientecomparaciónentre los datos
proporcionadospor el compuestoproblemay los aportadospor la bibliografía.

Las Fig. 5.47 y 5.48 representanlos espectrosde íH~RMN correspondientesal Compuesto

VI, comprendidos respectivamente entre el intervalo 1.0-13.0 ppm (Fig. 5.47) y el intervalo 17-7.4

ppm (Fig. 5.48).

Así mismo se presentanlos resultadosprocedentesdel EspectroCOSY (‘H-’H) realizado en
el CompuestoVI (Fig. 5.49).

Los átomos de carbono e hidrógeno del compuesto problema se asignaron mediante

comparacióncon la bibliografíaque se anejaen cadatabla, asícomo de acuerdoa Seeger(1992),

Seeger & col. (1991) y Salm (1992).

O OH ~ OH

HO 0H HO OH

Estructura Niolecular del Cornrnwsto VI.

.0

5

H

OHO H
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Tabla 5.26.:Datos de 13C-RMN del CompuestoVI.

cwbon~ C cs» V~ ~Zom

102,6 200,0 166,5

168,0 168,4 163,8

48,7 sec 55,3 sec 106,4

108,6 t 109,0t 102,4

194,3 195,2 181,7 182,2

182,0 182,3 181,1

160,8 162,2 161,1 162,1

5” 158,2 160,0 160,3

6 94,5 u 95,0 t. 98,6 99,2

6” 98,5 t. 98,5 te 98,3

7 164,3 165,3 163,7 164,7

7” 162,4 162,6 161,4

8 104,1 105,1 93,0 94,2

8’ 103,8 104,1 103,5

9 ¡56,7 149,3 157,2 157,9

9’ 154,8 155,1 154,3

10 100,2 100,5 102,9 104,2

10” 103,1 103,7 103,2

1 129,4 132,1 124,0 122,1

1”’ 126,4 127,1 121,7

2’ ¡19,6 120,9 118,7 113,8

2”’ 118,3 118,3 113,5

3’ 144,7 144,7 144,3 146,2

3”’ 144,4 144,4 145,7

4’ 145.3 145,8 148,3 150,1

4”’ 146,7 147,0 149,4

5’ 113,7 t. 114,5 t. 114,6 116,4

5’’ 113,1 t. 113,6 t. 115,5

6’ 119,9t. 122,5 t. 120,5 119,3

6”’ 117.4t. 117>4 t. 118.9
FilonotisflavonasegúnGeiger& Bokel (1989).

Luteolina según Markf,ani & col. (1982).

Los carbonos secundarios (sec.) y terciarios (u) fueron determinadospor la técnica DEPT.
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Fig. 5.46.: Espectro de ~C-RMN del CompuestoVI.

Tabla 5.27-: Datos de 111-RMN del CompuestoVI.

Caflva&W CtwifltVt” , fl*Mtistbv,át

• ‘~l1s*~]

7.37s

2,36 *1 (17) 3,40 *1 (15)

2,92 d (17)?’?’ 5.38 *1 (15)

6 5,82s 5,90s 5.75 d (2) 6.22 d (2)

8 — 6,07 *1(2) 6.47*1(2)

2’ — - 7,43*1(2)

5e 6,78 d (8) 6,84 *1 (8) 7,01 d (8,5) 6,92 d (9)

7e14 *1 (8) 7.40*1 (8) 7,24 d (8.5> 7.77 dd (2;9)

3” 6.28 s 6,32s 6.62

6” 5,78s 5.785 6.27s

2”’ — 7,02d(2) -

5”’ . 674 *1 (8) 6.65 *1 (8) 6,89 d (9> -

6”’ 6.78 *1 (8) 6,80 d (8) 7.00 ¿Id (2:9) -

011-5 12,08s 1286s -

011-5” 12.79s ¡2,995 -

‘Fi¡onoúsflavona según Geiger & Bokel (¡989).
2Luteo¡ina según Geiger & ccl. (¡987)
* Señales correspondientes a ¡os 2 hidrógenos situados en posición 3 de la mitad
** E¡ espectro CO5Y revela un *1&bi¡ acoplamiento entre estos dos pnroan.

flavanónica del biflavonoide.
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PO el-.

Fig. 5.48.: Espectro (5.7-7.4 ppm).

A
Fig. 5.49.: EsnecíroCOSI’ (111-’W

Fig. £47.: Espectro de ‘H-RMN del CompuestoVI (1.0-13.0ppm).
I1

11

—3-e’

de ‘H-RMN del CompuestoVI

del Compuesto VI.
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El CompuestoVI es unamezclade dos ciclo-oxo tautómeros,de ahí que tanto en la Tabla

5.26 comoenlaTabla5.27, se reflejenporseparadolos resultadosdelos espectrosde 3Cy >HRMN

paracadauno de los tautómeros.

Losresultadosprocedentesdel Tratamientodel CompuestoVI conclorhídrico2N, tanto alas

2 horas([1-2) comoa las 4 horas([1-4), fueron los siguientes:

Z -SistemaAcético 15%/celulosa:

a) en [1-2 se observala presenciade dos manchasde Rf 66 y 52, frente al Rf de 70 del
CompuestoVI patrón sin tratar. Estos resultadosapuntana una posible hidrólisis parcial del

CompuestoVI a las 2 horasde tratamientocon ácido.

b) en [1-4: igual resultadoque en [1-2.

Z
3 -SistemaTBA/celulosa:

a) en [1-2 se observandos manchasde Rf 82 y 70.

b) en [1-4 se observaunaúnicamanchade Rf 70.

5.1.3.7. COMPUESTO VII (BH-2, RP-2)

(Anhidro-RartramiaJlavona o 2’, 8’ ‘-8,2” ‘-biluteotina)

En la Tabla 5.28 se exponen los resultadosprocedentesde los distintos sistemas

croniatográficosrealizados,en losquesepusodemanifiestola identificacióndelCompuestoVII, que

sonasí mismo comparadoscon la bibliografíarespectiva.Las abreviaturasson las que aparecenen

la Tabla 5.1 (Pp. 108).

Tabla 5.28.: Datos eromatográficos del Compuesto VII.

Compuestovii Anhidro-Bartramiaflavona’ Ba,tran,¡aflavona

2

Fluorescencia UV(3SOnn» yo yo yo

+NH~ yo

+NA VO VO VG

+ Benediel VG

Rt 53 74 ‘71

84 79 75

81 74 67

It 65 54 46

54 65 54

Anhideu,-BnrÚan,iafav,x,a según Salns (199W
RarÚa,daflavona según Sale, (1992).

(ver flp. 77-78 para sisterras crcenatsgrút’irsns)
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En ¡a Tabla5.29 se presentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioleta realizada

sobreel CompuestoVII, cony sin la ayudade reactivosespecíficos.

Tabla 5.29.: Datos de espectroscopiade UY del CompuestoVII (sh= hombro).

R*S4fr* Aúlflm-flrtnSah-

MeO>! 258 281sh 329s1, 257 269sh 302sh

NaOMe 274 321sb 273 288sh

MCI, 272 314s1a 357sh 271 284s1a 365

MCI, + HCI 263 3O4sh 363s1, 264 275sh 368

NaOAc 267 298sh 266 2SOsh 309sh

NaOAc + H,BO, 266 300sh 266 280sh 309sh
dale, pre,oOCtWfl OC aoje, IJW¿2

La Fig. 5.50muestralosrespectivosespectrosdeultravioJetadelCompuestoVII frentealos reactivosespecíficos
encadacaso. La Fig. 5.51 presentael Espectrode Masasdel CompuestoVII.

—

‘t;lli.

•a.seo
210.0 20. 000M~Olu

0 25 =~Ia 93 40o.0.~o galga
‘0.01 =fl2 •‘2

20.0’”,, OIl.> 400.0

400.•000 0.069*

•0.50A
0—00*

230.0 20.0<..M,Dly.> II

400.0

0056 2.’12 93 400. 060 005’0
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0%t,
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=10-~ o

lt~t0 =L SS

Fig. 550.: Espectrosde Ultravioletadel CompuestoVII.
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Fig. 5.51.: Espectro de Masas (FAB-EM) del CompuestoVII.

En la Tabla5.30 semuestranlos resultadosde la ‘3C-RMN del CompuestoVII comparados

con la bibliografíanejacorrespondiente(filonotisflavonay luteolina).
En la Hg. 5.52 quedarepresentadoel espectrode ‘3C correspondienteal CompuestoVII, así

como el realizadobajo la técnicaDEPT (Seeger,1992; Seeger& col., 1981).
En la Tabla 5.31 quedan reflejados los resultadosde la ‘H-RMN del CompuestoVII,

estableciendoal igual que para la 13C-RMN, la correspondientecomparaciónentre los datos
proporcionadospor el compuestoproblemay los aportadospor la bibliografía.

Las Fig. 5.53 y 5.54 representanlos espectrosde ‘H-RMN correspondientesal Compuesto

VII, comprendidosrespectivamenteentreel intervalo 1.0-13.0ppm(Fig. 5.53)y el intervalo5.7-7.4

ppm (Hg. 5.54).
Los átomos de carbono e hidrógeno del compuestoproblema se asignaronmediante

comparacióncon la bibliografíaque se anejaen cadatabla, así como de acuerdoa Seeger(1992),
Seeger& col. (1991),Geiger& col. (1993)y Salm(1992).

HO

O OH

OH

Estructura Molecular del CompuestoVII

OH O
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Tabla 5.30.: Datos de ‘3C-RMN del CompuestoVII.

Cadron~ C~~nijteStoVII Fitonó#~f1vmn Liteofln~

2 167,1 166,5 ¡64,5

2” 167,1 163,8

3 108,9 t. 106,4 103,8

3 108,9 t. 102,4

4 181,8 181,7 182,2

4” 181,8 151,1

5 160,4 161,1 162,1

5” 160,4 ¡60,3

6 98,6 t. 98,6 99,2

6” 98,6 f. 98,3

7 163,0 163,7 164,7

7” 163,0 161,4

8 103,1 93,0 94,2

8’ 103,1 103,5

9 154,6 157,2 157,9

9” 154,6 154,3

10 102,7 102,9 104,2

10” 102,7 103,2

1’ 125,5 124,0 122,1

1”’ 125,5 121,7

2 119,1 118,7 113,8

2”’ 119,1 113,5

3’ 144,4 144,3 146,2

3’ 144,4 145,7

4’ 147,0 148,3 150,1

4”’ 147,0 149,4

5, 113,9 u 114,6 116,4

5”’ 113,9t, 115,5

6’ 118,7 t. 120,5 119,3

6”’ 118.7 u 118.9 -.

¡ Filonotistlavona según Geiger & Bokel (1989).

Luteolina según Markham & col. (1982).

Los carbonos terciarios (1.) fueron determinados por la técnica DEPT.
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Fig. 5.52.:Espectro de ‘3C-RMN (y DEPU del CompuestoVII.

Tabla 5.31.:Datos de ‘H-RMN del CompuestoVII.

CowSsbVS~ ‘ Fiha&hvet

3 6.26. 6,06. 6,69.

6 574, 5.75 d (2> 6,22 d (2>

8 6.07 d (2> 6.47 d (2>

2 7,43 d (2)

5’ 6.73 d (8) 7,01 d (8.5) 6.92 d (9)

6 6.80 d (8> 7,24 a (8.5) 7.77 oId (2;9)

3” 6,26. 6.62.

6” 5,74, 6,27,

2”’ 7,02 d (2>

6.73d(8) 6,89d(9>

6”’ 6.80 d (8) 7.~> dd (2;9)

OH-5 12.64.

011-5 .2.64

1’l~il<>[IS II iVOiia seguro Utlgt E £ :. ‘~‘K ¿.

‘Luteolirco segur,Geiger & col. 1 o.
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Fig. 5.53.: Espectro de ‘HRMN del CompuestoVII (1.0-13.0ppm).

‘11

~ 41j ~
Fig. 5.54.: Espectro de ‘H-RMN del CompuestaVII (5.7-7.4ppm).

5.1.3.8.COMPUESTO vm (BP-7, BS-5.1)

(Bartramia-Triluteolina o 2; 8,;2” 8”’ ‘-triluteolina)

En la Tabla 5.32 se exponen los resultados procedentesde los distintos sistemas

cromatográficosrealizados,en los que sepusode manifiestola identificacióndel CompuestoVIII,
quesonasímismo comparadoscon la bibliografíarespectiva.Las abreviaturassonlas queaparecen
en la Tabla 5.1 (Pp. 108).

Tabla 5.32.: Datoscromatogréficosdel Compuesto VIII.

Com~estoVIII Bnans.Tnhjoeoijna Bamnm,atlava,W

fluorescencia UV(350,mn) VO VO yO

+NH, YO

+NA Am Am VO

+ BenedicÉ YO

Rf. 32 25 7!

25 60 75

63 69 67

26 32 46

1’ Sl 2! 54

0.ro,nsjafl.,oo,.. ..soo,s S.l’,o ¡0920
¡e,, PP. ~‘~5 Ot5O5~ cnnloMa

0,ál’otono
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En la Tabla 5.33 se presentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioletarealizada

sobreel CompuestoVIII, cony sin la ayudade reactivosespecíficos.

Tabla5.33.: DatosdeEspecfroseoptade ¡IV del CompuestoVIII <sh= hombro).

Itnadfr. úw*pu*sto lUX

MeOH 220sh 256 346 225sh 256 346

NuOMe 270 332sh 395 225sh 270 329s1, 398

AId, 272 296sh 418 273 3OIsh 410

AId, + HCI 262sh 299sh 355 263 307sh 350 397sh

NaOAc 265 387 2SSsh 348

NaOAc + H,BO, 265 390 260 368

‘don pr~edemc. de Seejo. (1992).

La Fig. 5.55 muestralos respectivosespectrosde ultravioletadel CompuestoVIII frente a

los reactivosespecíficosen cada caso.La Fig. 5.56 presentael Espectrode Masasdel Compuesto

VIII.
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50. 0<00,OTu’ .

.75*

.9 .9•4

2•5.• 50.9100. ~lO. o 440.9
•i.t0 VOZ ‘93 L~- .•N 0.5370
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•0.999

=95.0

jI 32 =‘l2 •93
50. Ot0jOU•Llhd..

10105

Fig. 5.55.: Espectrosde Ultravioletadel CompuestoVIII.
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Fig. 5.56.: Espectro de Masas (FAB-EM) del CompuestoVIII.

En la Fig. 5.57 quedarepresentadoel espectrode ‘t correspondienteal CompuestoVIII

realizadobajo la técnicaDEPT (Seeger, 1992; Seeger&‘ col., 1981). En la Tabla 5.34 quedan

reflejados los resultadosde la ‘H-RMN del CompuestoVIII. Las Fig. 5.58 y 5.59 representanlos
espectrosde ‘H-RMN correspondientesal CompuestoVIII, comprendidosrespectivamenteentre el
intervalo 1.0-13.0ppm (Fig. 5.58)y el intervalo5.3-7.2ppm (Fig. 5.59).

Los átomos de carbono e hidrógeno del compuestoproblema se asignaron mediante
comparacióncon la bibliografíaque se nejaen cadatabla, así comode acuerdoa Seeger(1992),
Seeger& col. (1991),Geiger& col. (1993)y Salm(1992).

Fig. 5.57.: EspectroDEPT de ~C-RMNdel CompuestoVIII.
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Tabla 5.34.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoVIII.

Putees - CSmpostoVB! FfrnotMlsvout Lugeofinat

¡ ~ II Ile ¡lid II lid

fi 3/3”] 3”” 6,05s 6,14s 6,18s 6.Oós 6,62s 6,69s

fi 6/6” /6”” 5,34 «2) 5,67s 5,70s 5,75 0(2) 6,27s 6.22 «2)

E 8 / 8” / 8”” 6.01 0(2) — — 6.07 0(2) - 6,47 0(2)

— — 6,64d(2) - 7020(2) 7.430(2)

E 5’I5”’! 5””’ 691 0(8) 6.81 d(8) 6,12 0(8) 7.01 0(8,5) 6,74 0(9> 698 0(8)

E 6’ 6”’ 1 6 7.10 0(8) 7,06

0(8)

6,43 dd(8;2> 7,24 0(8,5) 7.~ dd(9;2) 744 00(8:2)

OH 5/5/5,”’ 1288s l2,89s 13.02s 13.Ols 1288s l3.ms

F¡Ionot¡stlavonasegúnGetger & Bokel (1989) y Seeger (¡992).
‘Luteolina según Geiger & col. (¡987) y Seeger(1992).

1. II, III representan cada uno de los monómeros del triflavonoide (1 i, monómero izquierdo; II c, monomero medio y iii d, monómero derecho) o en
SU caso del biflavonoide

III

EstructuraMoleculardel Compuesto8.

k~hh — ¡

[. . .yei...

.

Fig. 5.58.: Espectrode ‘H-RMN del CompuestoVIII (1.0-13.0ppm).

Fig. 5.59.: Espectrode ‘H-RMN del CompuestoVIII (5.3-7.2ppm).
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Junto a los resultadosde la Bartramia-Triluteolina,hemoscreídoconvenientepresentarlos

correspondientesal CompuestoBP-X o BS-X, cuyanaturalezayasecomentéconanterioridad.Dicho
compuestoes en realidaduna mezclade otros tres triflavonoides y fue inicialmente citado en
Bartramiapomifonnis(Seeger,1992) aunqueno se identificó totalmentela naturalezaquímicade los

compuestosquecomponíanla mezcladenominada“BP-X’. Estecompuesto,quecoincidetotalmente
con BS-X tiene al menos un 50% de Hartraniia-Triluteolinay el resto correspondea otros dos

triflavonoides,yaque el espectrodemasas(Sg.5.60) al igual queenlos datosaportadospor Seeger
(1992), no ofrece señal alguna correspondientea biflavonoides y sí un pico de triflavonoide

coincidenteparalos tres compuestosque forman la mezclaBP-X o BS-X. El RMN de protón(Fig.
5.61)indica la existenciade tresunionesdiferentesentrelos monómerosflavonoidicos,lo quesupone

la existenciaal menos de tres triflavonoidesdistintos. Dada su complejidadse hicieron diversas
pmebas en TLC, con el fin de aislarlos. En el sistema de TLC en celulosa, se utilizaron

concentracionesde ácido acéticodesdeel 15% al 40% no consiguiendoen ningúncasosepararlos,
permaneciendoel CompuestoBP-X/BS-X comounaúnicamanchaen la TLC entodoslos casos.El
principalproblemacon quenosencontramosfue que en la mezcla,cuandointentábamossepararsus

tres compuestosbajo unascondicionesde temperaturade 5~ C., rápidamentelos tres triflavonoides

quela componíanse volvían a unir comouno solo a temperaturaambiente.Por ello, decidimosque
la mejor manerade conocerla verdaderanaturalezade los otros2 triflavonoidescomponentes,era
mediante ciertas y especialestécnicasde RMN, de las que no pudimos disponer durante la

investigaciónrealizadacon motivo de esta Tesis Doctoral. Por ello preferimospostergardichas
investigacionespara futuros trabajoscientíficos, en los cuales sí pudieramosdisponer de la
metodologíaadecuadaparaellos.El hechode quela Bartrainia-Triluteolinaseaprecisamenteuno de
los triflavonoidesquecomponenel CompuestoBP-X/BS-X, noshizo incluir los resultadosderivados

de su analíticajuntoa ésta.

Fig. 5.60.: Espectrode Masas del CompuestoBP-X.

<ti ¡ 1

Fig. 5.61. Espectro de 1H-RMN del CompuestoBP-X.
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5.1.3.9.COMPUESTO lix (RS-SA)

(Epi-Bartramia-Triluteollnao 2 ‘,8’ ‘,2”’, 8”’ ‘-triluteolina)

El CompuestoIX resultóser un diastereoisómerodel CompuestoVIII, y de hecho,tanto en

las TLC y CC respectivasaparecíancomo una sola manchade desarrollocromatográficoidéntico,

que por reglageneralimpedíasu separacióny purificación.Sólo medianteciertastécnicascomplejas
de RMN (COSY) se pudoelucidarsu estructura.Por todo lo anterior,se comprendefácilmenteque
tanto la movilidadcromatográfica(RO del CompuestoIX, su colorbajo la luz ultravioletatrasel uso
de reactivosespecíficos,así como sus espectrosrespectivosde ultravioletay masas,seanidénticos

a los del CompuestoVIII, y por ello no los reflejamosaquí, ya queson los mismosque figuran en
las respectivasTablas5.32, 5.33 y Hg. 5.56.

En la Tabla5.35 se muestranlos resultadosde la 13C-RMN del CompuestoIX comparados
con la bibliografíaanejacorrespondiente(filonotisflavona).En la Hg. 5.62 quedarepresentadoel

espectrode >3C correspondienteal CompuestoIX realizadoa 20.0 MHz, asícomoel espectro-DEPT
(Fig. 5.63).

En la Tabla 5.36 quedan reflejados los resultadosde la 1H-RMN del CompuestoIX,
estableciendoal igual que para la 13C-RMN, la correspondientecomparaciónentre los datos
proporcionadospor el compuestoproblemay los aportadospor la bibliografía.Las Hg. 5.64 y 5.65

representanlos espectrosde 1H-RMN correspondientesal CompuestoIX, a 400 y 200 MHz

respectivamente,comprendidosentreel intervalo5.6-7.2ppm (Fig. 5.64)y el intervalo6.7-7.2ppm
(Fig. 5.65). Así mismo quedanrecogidoslos espectrosCOSY (‘H-’H) (Hg. 5.66) y (‘H-’3C) (Fig.
5.67) de correlaciónC-H realizados.Los átomosde carbonoe hidrógenosdel compuestoproblema

se asignaronmediantecomparacióncon la bibliografíaSeeger(1992) y Voigt (1993).

HO

OH
nI

OH

Estructura Molecular del CompuestoIX.
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Tabla 5.35.:Datos de ‘3C-RMN del CompuestoIX.

2 166,7

2” 164,6

2”” 165,6

3 106,1<. 106.4t~

3” 106,lt. 102,4<.

3”” 102,4i.

4 181,5 181.7

4’ 181,4 181,1

4”” 181,9

5 161,1 161,1

5” 160,4 160,3

5”” 160,6

6 98,7 1. 98,6 1.

6” 98,3 1. 98,3 L

6’” 99,11. —-

7 163.9 163,7

7” 161,3 161,4

7”” 161,3

8 93.51. 93.01~

8” 103,5 103,5

8”” 103,7

9 157,3 157.2

9” 154,6 154,3

9”” 155,2

10 102,9 102,9

10” 103,4 103,2

10”” 102,7

1’ 123,8 124,0

121,9 121,7

1””’ 123,8

2’ 118,7 118,7
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C~now1X

2 118,7 113,5 t.

2’”’ 113,7 t.

3’ 144,2 145,7

3”’ 145.6 145,7

3””’ 144,1

4’ 148.4 148.3

4”’ 149,6 140,4

4””’ 148.6

114,5t. 114,6L

5”’ 115,7t. 115,5t.

5””’ 114.3t

6’ 120,7 t. 120.5 1

6”’ 118,lt. 118,9i

6””’ 120.7 L

¡ PilonotisflavonasegúnGeiger & Bokel (1989>.
Los carbonosterciarios (o.) fuerondeteminadosporJa ¡ÉtnicaDFPT.

¡ ‘ ¡

70 ‘0 0 tt~ ‘‘0 30 20 <0 ,

Fig. 5,62.: Espectro de 0C-RMN del CompuestoIX (200MHz).
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Fig. 5.63.: Espectro de “C-RMN (DEPT) del Compuesto IX.

Tabla 5.36.: Datos de ‘H-RMN del Compuesto IX.

II II e III <1 1. Ud

H 3 /3’’ ¡ 3’’’’ 5,91s 5,60= 6,6k 6,06= 6,62= 6,69=

E 6/6’’ /6’’” 6,11 d(2) 6,14 6,6k 5,75 «2) 6,27= 622 d(2)

lJ8jS”i8”” 5,750(2> — — 6,070<2> - 6470<2)

112’ /2”’ /2””’ — — 7,03d(2) 7,020(21 743d(2)

U 5’ 7 5’’’ /5”’’’ 6,76 «8) 6,73 d(8) 6,97 d(8) 7,01 «ss> 6,74 0(9) 698 d(8)

U 6’ /6”’ 1 6”’’’ 7,17 d(8) 7,12
d(8)

6,98 dd(8;2) 7,24 «8,5> 7,~ dd(9;2) 7 4404(82)

OH 5 1 5’’ /5’’’’ 12,88= 12,89s ¡3,02= 13,01= 12,88= 13 00=
R~ioliiLioia ~jMI GeigffUBokéV(N89)YS~j~2jjjflj~ segt’ Geiger & col. (1987) y Seeger (1992>.

1, II, III repreZCtnn cadauno de los ¡n>&neroa del uiflavco,ide (Ii, monómero izquierdo; Ile,
Fulo,,ooisfiavona.

mondn,ero medio y ¡lid, nntmero derecho) o en su caso del bíflavonoide

ji. y

Fig. 5.64.:Espectro de ‘H-RMN del Compuesto IX a 400 MHz.
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72 ‘1 70 60 68 Sl

Fig. 5.65.: Espectro de ‘H-RMN del CompuestoIX a 200 MHz.

flg. 5.66.: EspectroCOSY (‘H-’H RMN) del CompuestoIX.

ijkjji

Fig. 5.67.: Espectro COSI’ QH-~C RMN) del CompuestoIX.
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5.1.3.10.COMPUESTO X (BS-3)

(Ciclo-Triluteolina)

En la Tabla 5.37 vienen reflejados los valores de Rf del CompuestoX en los distintos
sistemascromatográficosrealizados,así como el color de absorciónal Uy y tras la aplicaciónde

reveladoresespecíficos.Las abreviaturassonlas queaparecenen la Tabla5.1. (pp. 108).

Tabla 5.37.: Datoscromatográficos del Compuesto X.

Compuesto3< Bartramia-Triluteolina’ Bartramiaflavona’

Fluorescencia IJY(3SOnm) yO VG

+NH, YO

+NA Am Am VO

+ Bcuedict YO

Rl, 2, 44 25 71

71, 74 60 75

23 67 69 67

25 32 46

33 28 54

B’artramis’Tn¡uteoIina segúnSeeges ¡992).
Banramiaflav”na segúnSa¡m (¡992).

eserPP. n-~5 p=rasis¡emascrom’atísgráfluos)

En la Tabla 5.38 sepresentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioleta realizada
sobre el CompuestoX, con y sin la ayuda de reactivos específicos. La Fig. 5.68 representa

gráficamenteestos espectros. Los resultadosde la Espectroscopiade Masas realizada sobre el
CompuestoX mediante un Analizador de Masas LAMMA de Laser Microprobe en ácido

nicotinamídico,reflejaron la existenciade un pico al que sele otorgóun 100% de intensidada 852
m/z.

Tabla 5,38.: Datos de Espectroscopiade 13V del Compuesto X (sh= hombro>.

MeOll 267 339sh 253 265sh289 348

NuOMe 270 396sh 266 327sJi 401

AId, 269 272 300sh324sh422

AId, + HCI 268 349sh 260268sh 294sh 354 380sh

NaOAe 267376s1, 267 322sh384

NaOAc + H,BO, 267 382sh 260 371

datos procedentes de Geiger & col. (1988)
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HM
5O.O<NS’31V. 440.o

¡ 440.ONfI 0.oe~,.

’

TM.0I’e

/ \

00.,B00

210.8
¡2Zj 2,15 .93

44M
=0.0<00’8’OIU. 9 440.0

‘40.0.4” 0.065*

Fig. 5.68.: Espectro de Ultravioleta del CompuestoX.

La Tabla 5.39 ofrecelos resultadosdel espectrode 13C-RMN realizadosobreel Compuesto

X. En la Fig. 5.69 quedarepresentadoel espectrode 13C correspondienteal CompuestoX. En la
Tabla 5.40 quedanreflejadoslos resultadosde la 1H-RMN del CompuestoX. Las Hg. 5.70 y 5.71
representanlos espectros de 1H-RMN correspondientesal Compuesto X. comprendidos
respectivamenteentreel intervalo 1.0-13.0ppm a400 MHz (Fig. 5.70) y el intervalo5.8-6.8ppm

a 200MHz (Fig. 5.71).
Los átomos de carbono e hidrógeno del compuestoproblema se asignaron mediante

comparacióncon la bibliografíaque se anejaen cadatabla, así como de acuerdoa Seeger(1992),
Seeger& col. (1991),Geiger& col. (1993)y SaIm <1992).

Así mismo se realizó un espectroCQSY (‘H-13C) de correlación C-H (Hg. 5.72)(Geiger&

col., 1993a)del CompuestoX.

.eú..

~ fleo

0*’,

210.0

•0. 004,
MM

210.0 50.0<Nfl’0l0.> 440.0
¡=12 2/15 ‘9= 44V..0MM 0.015*

•1 .00—

0.?0o

•0.01,—

>15 ‘02
50,e<I4¡,’oj<J. ‘ 440.0

440.ONM 0.03rA

“A

Zj 0.0 50.0< Ni1’OIu. 9 440.0

12 It ¿‘¡5 ‘93 44U.000A 0.039*

tI .56’.
3O~%

210.0 ~ HM

440.0

IX’ 0 215’ ‘93 440.OHH 0.04=0
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Tabla5.39.: Datosde 13C-RMN del CompuestoX.

Carbonos ~nj.jps,g~~t~ X A~’”’’> C~rbouns

0-2 164,8

0-2” 164,8

0-2”” 164,8

0-3 106,7 108,9 0-10””

0-3” 106,7 108,9 0-1’

0-3”” 106,7 — 0-1”’

0-4 181,1 181,8 0-1””’

0-4” 181,1 181,8 0-2’

04”” 181,1 --- 0-2”’

0-5 160,4 160,4 0-2””’

0-5” 160,4 160,4 0-3’

05”” 160,4 —-

0-6 98,0 98,6 0-3””’

0-6” 98,0 98,6 04’

0-6”” 98,0 — 04”’

0-7 162,4 163,0 04””’ 147,6 —

0-7” 162,4 163,0 0-5’ ¡¡4,6 ¡13,9

0-7”” 162,4 — 0-5”’ 114,6 113,9

04 103,3 103,1 0-5””’ 114,6 —

04” 103,3 103,1 0-6’ 118,6 118,7

04”” 103,3 — 0-6”’ 118,6 118,7

0-9 154,6 154,6 0-6””’ 118,6 —

0-9 154,6 154,6
datos de la A,jhidrobamant¡allavona según Seeger(1992)

EstructuraMoleculardel CompuestoX.
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flg. 5.69.: Espectrode “C-RMN del CompuestoX.

Tabla 5.40.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoX.

frotoas Com#nasw1’ “ a~bai’~»~ Pllotstsftavmm

H-3 5.935 5,74s 6,06s

5,93s 5,74s 6,62s

5,93s —- —-

H-6 6,32s 6,26s 6,07d (2)

14-6” 6,32s 6,26s 6,27s

14-6”” 6,32s -—

11-8 --- —- 5,75d (2)

14-2”’ -— —- 7 ,02d (2)

14-5’ 6,lOd (8) 6,80d (8) 70k! (8)

6,70d (8) 6,SOd(8) 6,74d (9)

6,70d (8) —-

11-6’ 6,34d (8) 6,73d (8) 7,24d (8)

14-6”’ 6,34d (8) 6,/3d (8) 7.OOdd (2;9)

11-6””’ 6,34d(8) —-

011-5 l2,66s 12,64s

014-5” 12,66s 12,64s

014-5”” l2,66s -—

datos procedentes de Seeger (1992>.
2 datos procedentes <le Geiger & Bokel (¡989),
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Fig. 5.70.: Espectro de ‘H-RMN del Compuesto X a 400 MHz.

St 54 E ‘ —

Fig. 5.71.: Espectro de ‘H-RMN del CompuestoX a 200 MHz.

Fig. 5.71: EspectroCOSI’ (‘H-’3C RMN) dei CompuestoX.
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Finalmente,hemosqueridopresentarjunto a los resultadosde la Ciclo-Triluteolina Tq~ del

CompuestoBS-1, quecomoya serefirió conanterioridadestáíntimamenterelacionadocon la Ciclo-
Triluteolina, dc a mismamaneraque lo estánla Bartrarniaflavonay la Anhidrobartramiaflavuna.El

CompuestoRS-1 se intentóaislarmedianteCC en polianiida peroapenasse obtuvierontrazaspoco

definidas. De acuerdoa Geiger (com.per.),BS.-1 podríatratarse del compuestoresultantc ~ela

deshidrataciónde la Ciclo-Triluteolina y cambiar hacia ésta (BS-3) en el interior de la columna

cromatográfica.Mediantedeshidrataciónenmedio ácidode BS-3podríaobtenerseel otro ccmpuesío
quesecorresponderíacon BS-I, aunqueel problemaqueseplanteéfue la imposibilidaddeeÑtablecer

la correspondientecomparaciónentreBS-1 y el compuestoobtenidopor deshidrataciónde BS-3, por

no poseerCompuesto135-1 conel quecompararyaque, rápidamente,inclusoa50C,,setransiurmaba

en el interior de Jacolumna.
Unicamentehemospodidorealizarlos espectrosde Ultravioletadel Compuesto135-1,quese

presentanen la Fig. 5.73, ya que no pudimosdisponerde cantidadsuficienteparaacometorotras
técnicasana!íticas.

•0~ 0”
XI’

<‘:00’

tI’’’.

0~j ojo.

tic’

3-

‘e’

5’>.

• 50.
93 ¿4>

.

LIC:.

¡ ‘3,005

II _________________________________________________________

Fig. 5.73.: Espectrosde ultravioleta del CompuestoBS-1.
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5.1.3.11.COMPUESTO XI (BI-6)
(5‘-OH-Amentoflavonao Iuteolina-5’,8’ ‘-apigenina)

En la Tabla 5.41 se exponen los resultadosprocedentes de los distintos sistemas

cromatográficosrealizados,en los quesepusode manifiestola identificacióndel CompuestoXI, que
sonasímismo comparadoscon la bibliografíarespectiva.Las abreviaturasson las queaparecenen

la Tabla5.1. (Pp. 108).

Tabla 5.41.: Datos cromatográficos del CompuestoXI.

compuestoXI 5’-OH-amentoflavona

Fluorescencia

______________

IJV(350nm> yo yo

+NH3 YO YO

+NA Am Am

+ Benedict YO YO

Rf~ 3 6

59 58

89 91

71 40

37
5 -O¡l’aInenInflavn’í’a segI~ Geiger & t1. I~00) en rIaeIontIIIIim flofliIn.

(ver pp. 77-70 paTa sis¡emas XrIImatográfICIJs)

En la Tabla5.42 se presentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioleta realizada

sobreel CompuestoXI, con y sin la ayudade reactivosespecíficos.

Tabla 5.42.: Datosde Espectroscopiade 11V del CompuestoXI (sh hombro).

R~4t~És CCPtM# Xl

MeOH 265 291sh 343 253 265sh 289 348

NaDMe 272 325sh 388 266 327sh 401

AICt 272 3Oósh 352 410 272 3msh 342sh 422

AICI, -s- IlCí 255 269,1=304 345 260 268sh 294sh 354 380=1=

NaOAc 269 313sh 371 267 322sh 384

NaOAe + 1131103 263 360 260 371

I1aII}=prílIXTuellíes Ge t,eíger & CIII. (1900>.
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La Fig. 5.74muestralos respectivosespectrosde ultravioletadel CompuestoXI frentea los

reactivosespecíficosen cadacaso.
La Fig. 5.75 presentael Espectrode Masasdel CompuestoXI.

450 0.8’

0,6’

O’’

0.2’

450

Fig. 5.74.: Espectrosde T.Jltravioleta del CompuestoXI.

5!

le

30

1.

08.

1
u

5t lál <u u. ~. ,a. fl ‘fl •88 SU 55* 604
Oh

Fig. 5.75.: Espectro de Masas (FAB-EM) del CompuestoXL
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En la Tabla 5.43 semuestranlos resultadosde la ‘3C-RMN del CompuestoXl comparados
con la bibliografíaanejacorrespondiente(amentoflavonay 5’,3”’-dihidroxi-anientoflavona).

En la Fig. 5.76 quedarepresentadoel espectrode ‘3C correspondienteal CompuestoXI.
En la Tabla 5.44 quedan reflejados los resultadosde la ‘H-RMN del CompuestoXI,

estableciendoal igual que para la ‘3C-RMN, la correspondientecomparaciónentre los datos
proporcionadospor el compuestoproblemay los aportadospor la bibliografía.

Las Fig. 5.77-A y 5.77-B representanlos espectrosde ‘H-RMN correspondientesal

CompuestoXI, comprendidosrespectivamenteentreel intervalo1.0-13.Oppma400MHz (Hg. 5.77-
A) y el intervalo6.0-7.7ppm a 200 MHz (Fig. 5.77-B).

Los átomos de carbono e hidrógeno del compuestoproblema se asignaronmediante

comparacióncon la bibliografíaque seanejaen cadatabla, así como de acuerdoa Seeger(1992),

Geiger& col. (1988y 1993a).

HO

O

Estructura Molecular del CompuestoXI
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Tabla 5.43.: Datos de 13C-RMN del CompuestoXI.

C~rbono~ Auwntflvos~ Sa S~-4QWamwto?

2 163,8 164,1 163,9

2” 164,2 164,3 164,0

3 103,0 103,2 102,9

3” 102,6 102,8 102,5

4 182,2 181,9 181,9

4’’ 181,7 182,2 181,5

5 161,1 161,6 161,4

5” 160,7 160,8 160,4

6 99,0 98,8 98,7

6” 98,9 99,1 98,6

7 164,2 163,9 164,0

7” 162,6 161,9 161,7

8 93,9 94,2 93,8

8’’ 104,4 104,1 104,0

9 157,5 157,6 157,3

9” 154,7 154,7 154,5

10 103,8 104,0 103,6

10” 103,8 104,0 103,6

1’ 120,5 120,3 120,6

1”’ 121.6 121,4 121,8

2 112,0 131,6 112,1

2’” 128,3 128,3 118,6

3’ 146,2 116,4 145,5

3”’ 115,8 116,0 145,8

4’ 149,0 159,6 148,2

4”’ 161,7 161,1 149,4

5’ 120,4 121,7 120,0

5’” 115,8 116,0 115,5

6’ 122,5 127,9 122,2

6’’’ 128.3 128.3 118.6

¡ AmentoflavonasegúnMarkham& col. (1987).
2 5,3’ “-diOH-amentoflavonasegúnGeiger& col. (1988).
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Fig. S.7&: Espectro de ~C-RMN del CompuestoXL

Tabla 5.44.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoXI.
“y

‘4
3 6,77s 6,74 s 6.68

6 6,25 d (2) 6,22 d (2) 6,21 d (2)

8 6.49 d (2) 6,50 d (2> 6.45 0 (2>

8,07 0 (2) 751 d (9)

7,19 d (9)

7,9900 (2$) 7.52 d (2~

6.81 o 6.72

6,45 o 6.41 $

7.510(9> 7,09d(2)

6,77 tI <9)

6,77 d (9> 6,700 (8)

7570 (9) 7.07 dd (2;8)

13,09 o 13,01

12,97s 13.14 o

Amento3i~VWna sej/iffMark¡¡am & ce. (1SIL<~).

5’,3”’-diOFI’amentoflavorc¡ según Geiger & col. (1988).
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Fig. 5.77 - A: Espectro de ‘H-RMN del
1 9~1 1

Fig, 5.77 - B: Espectro de ‘H-RMN del CompuestoXI a 200 MHz.

51.3.12.COMPUESTO XII (BP-8)
(Ácido Bartrámicoo luteolina-8, 2’ ‘-ácido protocaté quico)

En la Tabla 5.45 se exponen los resultadosprocedentesde los distintos sistemas
cromatográficosrealizados,enlos quesepusodemanifiestola identificacióndel CompuestoXII, que

sonasímismo comparadoscon la bibliografíarespectiva.Las abreviaturassonlas queaparecenen
la Tabla5.1. (pp. 108).

En la Tabla 5.46 se presentanlos resultadosde la Espectroscopiade Ultravioletarealizada
sobreel CompuestoXII, con y sin la ayudade reactivosespecíficos.

La Fig. 5.79 muestralos respectivosespectrosdeultravioletadel CompuestoXII frentea los
reactivosespecíficosen cadacaso.

La Fig. 5.78 presentael Espectrode Masasdel CompuestoXII,

CompuestoXI a 400 MHz.
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Tabla 5,45.: Datoscromatográficos del CompuestoXII.

CompuestoXII Filonotisflavona’ Filonotistlavona2

Fluorescencia UV(350nm) YO VO

YO

Am Am

+ Benedicí YO

YO

Am

Rf, 4 20 46

4 52 74

4 63 77

32 33

36 42

30

75

54

45

Pílonotisflavona segun Salm (1992).
Filonotisflavona según seeger (1992).

(ver PP. 77-78 para sistemas cromatográfleos>

Tabla 5.46.:Datos de espectroscopiade UV del CompuestoXII (sh= hombro).

E*»pfleS~1T L#itsfrt

MeOH 255 274sh294 34 253 265s1s 289

NaOMe 271 404 266 327sh401

AICI, 276 308s1, 335s1, 429 272 3msh 324s1, 422

AICI, + HCI 261sh 279sh 297s1, 357 393sh 260 268sh 294sh 354 380s1,

NaOAc 268 341 267 322sh 384

NaOAc ‘4- 1131103 232 262 3OIsh 372 260 371

‘datos procedentes de Geiger & col. (1988).
E nEO, E4,EE 55,2 21

“*0.: II ‘05 ‘1,0* jICOIE Crí It LS
00.1.1 C,’J
000.1 2’¡.E loEjo 1 3415
*0’0’ ]fl.á liC 1

PjM~ <‘810 Sola9
114 2

‘e-

jo,..

204.’ ¡

II

.‘,4I.U*&SJ&S.S*MS LU*

215.t

III’ fl

!i~ III

•j.l0.S 14*3*0<
• PEIEE ‘42

“s.j

‘3’.,

4,’.,

.1
SSE MW 1*’ ‘4*

Fig. 5.78.Espectro de Masas(FAB-EM) de~ CompuestoXII.
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Fig. &79: Espectros de Ultravioleta del CompuestoXII.

En la Tabla 5,47 semuestranlos resultadosde la ‘3C-RMN del CompuestoXII comparados

con la bibliografía aneja correspondiente(filonotisflavona y luteolina). En la Fig. 5.80 queda
representadoel espectrode ‘3C correspondienteal CompuestoXII. Enla Tabla5.48quedanreflejados

los resultadosde la ‘H-RMN del CompuestoXII, estableciendoal igual que para la ‘3C-RMN, la
correspondientecomparaciónentre los datos proporcionadospor el compuestoproblema y los

aportadospor la bibliografía. Las Fig. 5.81 y 5.82 representanlos espectros de ‘H-RMN
correspondientesal CompuestoXII, comprendidosrespectivamenteentreel intervalo 1.0-13.0ppm
(Fig. 5.81)y el intervalo6.4-7.5ppm (Fig. 5.82).

Los átomos de carbono e hidrógeno del compuestoproblema se asignaron mediante

comparacióncon la bibliografíaque se anejaen cadatabla, así comode acuerdoa Seeger(1992)y
Seeger& col. (1992b).
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HO
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OH O

Estructura Molecular del CompuestoXII

Tabla 5.47.: Datos de “C-RMN del CompuestoXII.

CÓgutqXU I1h~wt.
1 ~‘ Ysó~jót.’ ~ :~t’~: :i:;!L>”’t~’ 11< ! ~‘St—~

2/2” ¡63,6 ¡66,5 163,8 ¡63,9 -

313” 102,1 106,41. 102,4 E 102,8 -

4/4” 182.0 1817 181,1 181.6 -

5/5” ¡59,7 161,1 160.3 ¡61,4

6/6” 98.4 98,6 t. 98.3 u 98.8 -

7/7” 161,7 163,7 ¡61.4 164,1 -

818” 104,8 93,0t. 103,5 93,8 -

9/9” 154,3 157,2 154,3 157.2

10110” 103.4 102,9 ¡03,2 103,7 -

I’11”’ ¡21,9 124,0 121,7 121,5 -

113,5 118.7 113,5s. 113,3 -

3’13”’ ¡45,4 ¡44.3 145.7 145.7 -

¡49,3 148.3 ¡49.4 ¡49.6 -

515”’ 115,5 ¡¡4,61. 115,5 t. 116,0 -

6’/6”’ 118,4 120,5 t, ¡18,9 u 118,9

1/1” • 123,3 - - 121,7

212” • 120,6 - ‘ - 115,1

3/3” • ¡43,8 - - . ¡44.8

414” * 148,7 - - - ¡49,9

5/5<’ • 113.6 - - - 116,5

6/6” • 122,1 - - 121.8

COOH 167,7 ‘ , ¡67.2

Filonot,sflavona según beiger & Sotel <¡9~9), <u): monómero dereeho,
2 Luieolina según Markbam & ccl. <1982).

0 Resonancias correspondientes a los aubonos del ácido protocatéquico.
1’ Los carbonos tercIarios Sucron determn¡nados por cl método DE?!.

tu: inooornero izquierdo.
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Fig. 5.80.: Espectro de 13C-RMN del CompuestoXII.

Tabla 5.48.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoXII.

tóntss 1~1t flhnú 0 Wte0tA «» LtaéQ” A4?tettnUgs,

3/3” 6,56s 6,06s 6,62s 6,69s -

6/6” 6,25s 5,75 d<2) 6,27s 6,22d<2) -

8/8” — 6,07 d(2) — 6,47d(2) -

6,98 d(2) - 7,02d(2) 7,43 d(2) -

5’15”’ 6,69 d(8,5) 7,01
d<8,5)

6<74 d(9) 6,92 d(8> -

6,93 dd(9;2) 7,24 .1(8,5) 7,00 dd(9;2) 7,44 dd(8;2)

OH-5/5” 12,98s 12,73s 13,Ols 13,OOs -

2 - - - 7,32 .1(2)

5/5” 6,88 .1(8,5) - - - 6.77 .1(8)

6/6” 7,39 d(8.5) - - - 7,27 dd<8;2)

Filonodsfla4ona según Geiger & Bokel (1989), (0): monémero dereeho, (5’): monÓmero ‘izquierdo.

‘Luteolina según Geiger & col. (1987).
* Resonancias correspondientes a ¡os protones del ácido protocatAqu¡co.

fi ~ u
~Sa~j%HJ 11un i ,.ia

la 5<

Fig. 5.81.: Espectro de ‘H-RMN del CompuestoXII (llaO-13.0 ppm).
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Fig. 5.82.: Espectro de ‘H-RMN del CompuestoXII (6.47.5ppm).

Dadoque el CompuestoXII, que fue identificado como el Acido Bartrámico, poseíauna
estructuramoleculartípica de un flavonoidemonomérico,pero en posiciónC-8 portabaun grupo

ácido,concretamenteel ácidoprotocatéquico,decidimosincluir junto a los resultadosdel Compuesto
XII los relativosa dicho ácido,quehansido debidamentecomparadosen las Tablas5.47 y 5.48. La
Fig. 5.83 muestrael espectrode ultravioletadel ácido protocatéquico,mientrasqueen la Pig. 5.84

seofrecesu espectrode masas.

Fig. 5.83.: Espectro de Ultravioleta del Acido Protocatéqulcoen MeO)!.
‘SS’,

Fig. 5.84.: Espectrode Masasdel Acido Protocatéquico.

En la Fig. 5.85 se muestrael espectrode 13C-RMN del Acido protocatéquicomientras que
la Fig. 5.86 ofreceel espectrode H-RMN del mismocompuesto.
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Fig. 5.85.: Espectro<le ‘3C-RMN del Ácido Protocatéquico.

5.1.3.13.COMPUESTO XIII (1)5-7)

(Diosmefina-7-O-triglicósidoo 4 ‘-metiléter-7-O-triglicósido-apigenina)

El CompuestoXIII se identificó enDicranumscoparium(DS-7) peroúnicamenteen la TLC,
no pudiendoseraisladoy purificado medianteCC. No obstante,y dadoquese identicó fácilmente
por cromatografíacomparativa con patrón, hemos creído conveniente,al igual que para los

CompuestosXIV y XV, presentarlos resultadosdisponibles,a pesar de tratarsede flavonoides

glicosilados,y no de biflavonoideso triflavonoidesque son el objeto “central” de esta Memoria

Doctoral.

La Tabla 5.49 recogelos resultadosde los diversossistemasde TLC realizados,en los que

se pusode manifiestola presenciadel CompuestoXIII. Lasabreviaturassonlas queaparecenen la

Tabla 5.1. (Pp. 108).

La Tabla 5.50 contienelos resultadosde la espectroscopiade ultravioleta realizadasobreel

CompuestoXIII.

Fig. 5.86.: Espectro de 1H-RMN del Acido
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Tabla 5~49~:Datos cromatográticosdel CompuestoXIII.

Compuesto XIII I)iosmetina27-O-

triglicésidó’

Fluorescencia IJV(350nm) VG ‘JO

+ N1~I
3 VeA VeA

+ NA

4’ Benedict ‘VG

Rl,

z2

z3
¡2•

pl

1 Diosmaina-7-O-trig¡icós’sdo según Ósterdahl (19’78h).
(ver pp. 77-78 para sistemas croratográf’ícos)

Tabla 5.50.: Datos de espectroscopiade ultravioleta del CompuestoXIII.

haedv*M
‘1

‘Compneto $W
~,~““$‘~‘i

MeOH 256 270 342 252 267 343

NaGMe 269 330 391 266 325 383

AId, 266sh274 296sh370sh386 265sh 272 294sh 365sh 384

AId!2 + CIII 268sh 275 296sh 364 382sh 264sh 274 294sh 357 381sh

NaOAc 2SSsh 268 340 258sh 266 339

NaOAc + H3B0, 2SSsh268 347 254sh 266 345

CH2OHcc>0
HO O o

CH
3 HO O

HO OH CH3

HO OH

Estructura Molecular del CompuestoXIII

212

Diosmetina-7-O-Irigl¡c&¡do según Osterdahl (¡978h).
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5.12.14, COMPUESTO XIV (1)5-5)

(Apigenina-7-O-triglicósido o 5,3 ‘-diOH-7-triglicósido-flavona)

La Tabla5.51 recogelos resultadosde los diversossistemasde TLC realizados,en los que

se pusode manifiesto la presenciadel CompuestoXIV, Las abreviaturassonlas que figuran en la

Tabla 5.1. (Pp. 108). La Tabla 5.52 contiene los resultadosde la espectroscopiade ultravioleta
realizadasobreel CompuestoXIV. La Fig. 5.87 ofrecelos respectivosespectrosde ultravioletadel

CompuestoXIV frentea reactivosespecíficos.

Tabla 5.51.: Datos cromatográficos del CompuestoXIV.

CompuestoXIV Apigenina4-O.
triglicósido1

Fluorescencia UY(3SOnm) YO ‘JO

+ NH, VeA VeA

+NA Am Am

+ Benedict YO

39 40

4 -

46 45

Pl -

P
2 -

Apigenina-7-O-Ir¡g¡ic~sido según Nilsson & col. (¡973).

(ver Pp. 77-78 para sistemas cromatográficos)

CH2OH

HO O o
CH3 HO O

HO OH CH3

HO OH

Estructura Molecular del CompuestoXIV
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Tabla 5.52.: Datos de espectroscopiade ultravioleta del CompuestoXIV.

RncttvM Cúwpu~$tu Apfruino7O4nuflv4stdet

MeOH 268 334 270 335

NaOMe 237sh269 291sh345sh385 254 269 307sh390

AICI
3 274 295sh 342 371s1’¡ 277 301 351 383

AId3 + HCI 275 295sh 340 372sh 278 301 345 383

NaOAc 266 337 260 270 295sh 390

NaOAc + H3B03 268 334 270 341

Apigenina7-O-¡rigl’icúsido según Nilsson & ccl. (1973)

NOM

~6U

la’. 2’ZD ‘“

14”

50.oíw,.ot’j.
44’> ‘1314> ‘la

‘6.4<4

e’í,’.
a,”Dij. ‘1

0’4 ¡
25* ‘E

=‘Z3 ‘5¿

‘.1.24,

‘0.000

210.0
6 2’Z ‘fi~

55.0<14>305V 1 •44.0

50.0’nnIoit>,

¡ ‘‘‘,‘u”.
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la’-

-E’----
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______________ 1>>’ 32) ‘3

Fig. 5.87.: Espectrosde ultravioletadel CompuestoXIV.
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5.1.3.15.COMPUESTO XV (1)5-6)

(Luteotina-7-O-neohesperidósidoo 4‘-OH-7-O-neohesperidósido-apigenina)

La Tabla5.53 recogelos resultadosde los diversossistemasde TLC realizados,en los que

sepusode manifiestola presenciadel CompuestoXV. Las abreviaturasson las que aparecenen la

Tabla Sil. (pp. 108). La Tabla 5.54 contienelos resultadosde la espectroscopiade ultravioleta
realizadasobreel CompuestoXV, La Fig. 5.88 ofrece los respectivosespectrosde ultravioletadel
CompuestoXV frentea los reactivosespecíficosutilizados.La Fig. 5.89muestrael espectrodemasas

del CompuestoXV.

Tabla5.53.: Datoscromatográficosdel CompuestoXV.

CompuestoXV . Luteolina-tÓ-neohespi

Fluorescencia UV(350nm) yo yo

+ NH, VeA veA

+NA Am Am

+ Benedice yo

Rl> 20 18

63 63

4 40 33

23

1% -

LuteolIna’7’0-nelnesperidósido según Ste’m & Zin=me¡ster(l%’8J>.
(ver pp. 77-78 para s’istemas cromatográficos)

Tabla5.54>: Datosde espectroscopiade ultravioletadel CompuestoXV.

Cwt4 ~W

MeOH 2lSsh255 264sh 254 267sh348

NaOMe 265 286sh 389 263 295sh 388

MCI
3 233sh273 291sh325sh419 235 272 297sh 320 367gb 424

AlO3 + HC¡ 266sh272 289sh354sh384 260 273sh 294sh 359 380sh

NaOAc 262 397 259 362 400sh

NaOAc + 113B0, 263 381 259 372

‘Luteoilna-7-0-neohesperidósido según SIejo (¡9881=).
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Fig. 5.88.:Espectrosde ultravioleta del CompuestoXV.
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Estructura Molecular del CompuestoXV.
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5.2. ACTIVIDAD BIOLOGICA: ANTI-VIH.

La Tabla 5.55 recogelos valoresrespectivosde CC50 (gg¡ml) y de EC50 (p.gIml), asícomo
los valoresdel Indice Terapeútico,establecidoparala droga controlen 25.000

La Tabla 5.56 ofrece los resultadosdel estudiode actividad anti-VIH de las 15 muestras

flavonoidicasfrente al patrón ddC. En dicha tabla se recogenlos valoresdel porcentajemediode

supervivenciacelularencultivos infectadosy tratadoscondrogas(% superv.cel.), la evaluaciónde
la efectividaddela drogaensayada(Eval.), la toxicidadreferidaa la concentracciónde ladrogaque

permiteunasupervivenciadel 70% de las células en cultivosno infectados(drogano tóxica) o una

muertecelular superioral 70% (drogatóxica) y el porcentajemedio del antígenovírico p24.

Para cada droga (muestra flavonoidica), se presentanlos resultadoscorrespondientesa

diversasconcentracciones(gg¡ml) ensayadas.Las concentraccionessuperioreso inferiores de cada

drogaqueno aparecenen la tabla,no ofrecieronresultadossignificativosqueimpliquensuubicación

en ella.

El númerode célulastotales H9 de loscultivos no infectadosfue de 1.59 millones. El valor
de p24 de los cultivos no tratados(control) osciló entre 6624 pg/ml y 5255 pg/ml en los cinco

cultivosrealizados,y sucálculo fue la mediaentreelloscinco.

Tabla5.55.: Valoresde algunosíndicesdel ensayoanti-VIH.

q/ml~ E% &zglm» ¡MiceTcr*pel$Uco_____________

3 pura ‘>20 a «100 50 ‘>0.4 a «2

‘>0.8 a «4

lalalaS

4.3

10

‘>5

‘>2.4

‘>1.9

‘>1 7

ji5

4 pura ‘>20 a «100 25

7 pura »
20a«100 20

9 pura ‘>100 80

10 pura 20 2

11 pura ‘>100 20

12 pura ‘>100 42

13 pura 0100 52

14 pura ‘>100 60

15 pura 4 0.8

Valor de CC
50: este valor se refiere a la concentraccién del agente de ensayo o droga que inhibe el 50% del crecimiento

de las células que no habían sido previamente infectadas con VIII.
Valor de EC50: valor que se refiere a la concentraccién de la droga que inhibe la replicacién del virus en un 50%.
Indice Terapéutico: Se calcula a través del cociente entre la toxicidad del producto (CC,~) respecto a su actividad (PC50).
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Tabla 5.56.: Resultadosde los ensayosant¡-VIH de 15 muestrasflavonoidicas.

I~zEaga. Cl1~1Rmttafi1ti6~ % mts~tt.1*. e~I :.:‘.:::~:s :.:X:s:X :~~: ~fi~4~d:k ..:X.~>~:<.>>’X.>viX.%.:~jfl I~jal.

1 20 0 98 no tóxica ¡99

4 1 06 no tóxica 133

08 101 notóxica 150

2 20 085 notóxica 257

4 ¡ 02 no tóxica 244

08 100 notóxica 186

016 líO no tóxica 137

3 20 090 notóxica 69

4 0.91 no tóxica 109

0.8 0.97 no tóxica 114

4 20 0.98 no tóxica 59 *

4 0.99 no tóxica 123

0.8 1.00 no tóxica 119

5 100 0.68 tóxica -10

20 0.92 no tóxica 108

4 0.92 no tóxica 115

0.8 0.96 no tóxica 84

6 20 0.87 no tóxica 129

4 0.88 no tóxica 120

0.8 0.98 no tóxica 70

7 20 0.91 no tóxica 56 *

4 0.94 no tóxica 99

0.8 0.94 no tóxica 88

8 20 0.95 no tóxica 77

4 0.95 no tóxica ¡59

0.8 0.95 no tóxica 141

9 100 0.82 no tóxica 39 **

20 0.93 no tóxica ¡23

4 0.94 no tóxica 104

0.8 0.97 no tóxica 109

10 20 0.53 tóxica -8

4 0.80 no tóxica 27 **

0.8 0.88 no tóxica 78
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11 100 0.74 no tóxica -7

20 0.92 no tóxica 47 **

4 0.95 no tóxica 105

0.8 0.97 no tóxica ¡06

12 100 0.76 no tóxica ‘9

20 0.85 no tóxica 92

4 0.86 no tóxica 100

0.8 0.92 no tóxica 159

13 100 0.87 no tóxica 4

20 0.92 no tóxica ¡49

4 0.94 no tóxica 150

0.8 0.94 no tóxica 117

14 100 0.73 no tóxica 16

20 0.88 no tóxica ¡38

4 0.91 no tóxica 164

0.8 0.97 no tóxica ¡25

15 20 0.41 tóxica -37

4 0.49 tóxica -28

0.8 0.86 no tóxica 42

ddc 10.5 0.92 no tóxica -21

2.1 0.94 no tóxica -28

0.42 0.96 no tóxica -33

0.084 0.99 no tóxica -42

p24 (% p24): Su cálculose realizaa partir dela relaciónentreel incrementode p24
respectoa los no tratados(control)~ Segúnsu valor se considerarontresniveles de

Porcentaje medio de
de los cultivos tratados
efectividadde la droga:
1) * valor de % p24 entre50-69%

2) ** valor de % p24 entre2549%.
3) *** valor de % p24 menor del 25%.

Porcentaje medio de supervivenciacelular (% superv.cel.): es el cocienteentre el número dc célulasque
sobreviven en los cultivos infectados y tratados con droga frente al número de células totales de cultivos no
infectados(calculadoen 1.59 millones).

Toxicidad de la droga: mide el límite de supervivenciacelular frente a una determinadaconcentraciónde
droga. Se considera que unadroga no es tóxica cuandosobrevivenmás del 70% de las célulasen cultivos
controlesqueno estabaninfectados,Si se produceunamuertecelular superioral 70% del total de célulasse
consideraquedichaconcentraciónde drogaes tóxica.

Concentración de la droga: en ~M.
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En la presenteMemoria Doctoral se aislarone identificaronun total de 15 compuestoscon

estructuraflavonoidica.De ellos, 8 fueronbiflavonoides,3 triflavonoides, 1 ácido flavonoidicoy 3

flavonoidesglicosilados.

Enprimerainstanciapresentaremoslas discusionesrespectivasalaelucidacióndelaestructura

de cadauno dedichoscompuestos,cuyaidentificaciónfue demostradabásicamentepor TLC, HPLC,

UV, EM y RMN.

A continuación,se discutiránalgunosaspectostales como la distribuciónde los flavonoides

en las familias Bartramiaceaey Dicranaceae, su validez taxonómicay la variaciónexistenteen la

composiciónflavonoidicarespectoala fenologíay localizacióngeográfica.

Finalmente,se discutiranlos resultadosde los ensayosanti-VIH realizadosa partir de los

compuestosflavonoidicosaisladosen la presenteMemoriaDoctoraljunto a otros patronesquímicos.

En la siguientetabla, resumimostoda la simbologíautilizadaen el apanadode resultados,
relativaa los compuestosquefueron identificadosen la discusión.

NOM3RE. SIMDOL

enTLC enespedss

COMPUESTO1 5’,3”’-díOH-arnentotlavona t 8H3, 813, BP3, 856, DSl

COMPUESTOII 5’,3”’-diOH-robustaflavona r 8H4,887, DS2

COMPUESTOIII Ñlonotísflavona f 8H5, 811, 8P4, 852

COMPUESTOIV 2,3-dihidro-ti!onotisflavona d BH6, 814, BPS. 858

COMPUESTOV Dicranolomina c 812, BP6, 854

COMPUESTOVI Bartramiaflavona 1, BEl, BPI

COMPUESTOVII Anhidrobaetramiaflavona a 8H2,BP2

COMPUESTOVIII Bartramia-Triluteolina - 8P7, 885.1

COMPUESTOIX Epi-Bartramia-Triluteolina - 8S5.A

COMPUESTOX Ciclo-Triluteolina - 8S3

COMPUESTOXI 5’-OH-amentoflavona - 816

COMPUESTOXII Acido Bartrámico - 8P8

COMPUESTOxm Diosmetina-7-O-triglicósido - 1357

COMPUESTOXIV Apigenina-7-O-triglicésido - 1355

COMPUESTOXV Luteolina-7-O-neohesperidósido - 1356
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6.1. FLAVONOIDES

6.1.1. Identificación de Compuestos

6.1.1.1. 5’, 3”’- DIHLDROXI-AMENTOFLAVONA
(Compuesto1) (5’,8’ ‘-biluteolina)

La granpartedelos biflavonoidesde origennatural poseenunionesinterfiavonoidicasdetipo
carbono-carbono(C-C). Sus estructurassonpor ello difíciles de determinar,especialmentecuando
los carbonosC-6 ó C-8 están implicados en el enlace C-C entre ambas mitades flavonoidicas

(Osterdahí,1983; Geiger& col., 1993a).
El Compuesto1 que identificamoscomo5’,3” ‘-diOH-amentoflavona,essin lugaradudasuno

de los biflavonoidesde musgosmejorconocido,ya que fue el primerbiflavonoideque sedescribió,
concretamenteen Dicranwn scoparium(Lindberg& col., 1974),y, comodemuestralo expuestoen
el Anexo 2, es el biflavonoideque se ha identificado mayoritariamenteen musgos.De hecho,se

conoceen un total de 21 especiespertenecientesa familias muy diversas. Dentro de la familia
Bartramiaceaese ha identificado en las cuatroespeciesobjeto central de nuestroestudio doctoral

(Bariramia hatieriana-BH3, Bartramia ithyphylla-BI 3, Bartramia pomiformis-BP3 y Bartraniia
stricta-ES6) y seconocetambiénenAnacoliawebbi¡ (Seeger& col., 1993a;Seeger,1992),Breutelia

chiysoconza (Salm, 1994) y Philonotis fontana (Geiger & Bokel, 1989); así como en Dicranum
scoparium(DS 1) de Dicranaceae.

El Rf del Compuesto1 esmuy semejanteal de cualquieragliconamonoflavónica(flavonoide
no glicosilado)o biflavónica (Miles, 1988; Seeger,1992) ya que apenasse desarrollaen el sistema
acético-LS% y en cambio prácticamentesemuevecon el frenteen TEA. Esteprimerresultadoy su

parecida movilidad cromatográficacon la 5’,3”’-diOH-amentoflavona en el sistema P1-P2 en
poliamida-6,nos hicieronpensarya desdeel principio que el Compuesto1 se correspondíacon tal
biflavona. El Compuesto1 exhibeademás,unas característicascromatográficasen capa fina muy

semejantesa las de la luteolina (5,7,3’,4’-tetraOH-flavona)(Markham& col., 1988), ya que al ser
observadoa la luz ultravioletamuestraunaabsorciónde color púrpurao violetaoscuroque cambia
a la típica fluorescenciaamarillo-anaranjadatras revelarcon NA. Estecambioobservadoestípico de

flavonoideso-diOH en 3’,4’ o bien en4’,5’ (en el anillo E).
De acuerdoa Geiger(1990), el color de los biflavonoidesa la luz ultravioleta (360 nm) es

el de una manchaoscura,violeta o púrpura, que con NA vira a tonalidadesamarillo-anaranjadas.
Estosdatosconcordabancon los queobtuvimosparael Compuesto1, por lo quededujimosquedebía
tratarsede un biflavonoide, y muy posiblementederivado de la luteolina, concretamenteuna
biluteolina. El color que seobservabatras revelar con amoniacoy reactivoBenedict,apoyaban,de
acuerdoa Miles (1988)y Krebs & col. (1967), queel Compuesto1 eraun flavonoide queposeíaal

menos un agrupamientoo-diOH que incluía 4’-OH, por lo que fácilmente podía tratarsede una
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biluteolina.

El espectro de absorción ultravioleta de la 5’,3’’’-dihidroxi-amentoflavona es
aproximadamenteel de la luteolina (Tabla 5.5.)(Markham& col., 1988), ya que estebiflavonoide
es una biluteolina, y por lo tanto el espectroobtenido es en sí la suma de los dos espectros

correspondientesa ambos monómerosde luteolina que se solaparíancomo uno solo. Comparando
el espectrode ultravioletadel Compuesto1 conel de la 5’,3”’-diOH-amentoflavona(Tabla 5.5.) se

observaun paralelismomuy acusadode acuerdoa los datos expuestospor Salm(1992), lo que de
nuevovino a confirmarqueel Compuesto1 podíaserdichabiflavona. Analizandodetenidamentelos
resultadosdelespectrodeultravioletadel Compuesto1 vemosque,demanerageneral,secorresponde

con el típico espectrode un biflavonoide (Markham, 1982; Harborne, 1984; Salm, 1992) pues
absorbeaproximadamenteentre250-280nm en la bandaII y, entre3 10-350nm en banda1.

Siguiendoa Markham(1982),en el espectroen NaOMe respectodel de MeOH se observa
un efecto claramenteipsocrómicoen la banda II, lo que es indicativo de flavonasque poseen

agrupamientoso-diOH enel anillo E. El espectroen NaOAc suponeun efecto batocrómicomarcado
de +8 ¡un (268-256)en la bandaII, indicativo de que se tratade una flavona conun grupo OH en
posición7 (7-OH). Al añadirH3B03 no se observaningun cambio ya que tanto la banda1 como la
II permaneceninalterables.Estoshechosvienenaconfirmarque setratade una flavona con o-diOH

en el anillo B. El espectroen AICI3 respectodel de MeOH, suponeun efecto batocrómicode + 15
¡un (271 por 256) en la bandaII y de +41 nr (394-353)en la banda1, lo que indica la existencia

de un grupohidroxilo libre en posición5 del anillo A (5-OH) queseconfirma trasestudiarel nuevo
espectroresultantede añadir CIH. En resumen, y de acuerdoa su espectrode ultravioleta, el
Compuesto1 debía¡ratarsede una flavona (o dímero de ella) con un agrupamientoo-diOH en
posición3’ ,4’ del anillo E, y con dos hidroxilos libres en 5-OH y 7-OH. La flavonaque seajustaa

estos datos es claramente la luteolina, y dado que hemos deducido con anterioridadque era
posiblementeun biflavonoide,debíatratarsedeunabiluteolina.Quedaporanalizarcúalesla posición
del enlacede unión interfiavonoidicoentreambosmonómerosde luteolina.

El EspectrodeMasas(FAB-EM) del Compuesto1 muestraun ión [M - H]~ de 569 um, que
confirma su estructurade biluteolina (C30H18O1j, ya sospechadapor los resultadosprevios de la
espectroscopiade ultravioletay queconcuerdacon resultadosya publicadosrespectode la 5’,3’ ~1

diOH-amentoflavona(Osterdahí,1983; Eecker& col., 1986; Seeger,1992).Dichoespectrodemasas
se corresponde claramente con el de una octahidroxibitiavona (biluteolina) con unión
interfiavonoidicade tipo C-C entre los anillos El y Ah de ambosmonómeros(Seeger,1988).

En el espectrode
13C-RMN la asignaciónde las señalescorrespondientesa cadacarbonose

realizó mediantecomparacióndirectacon la bibliografía(Osterdahí,1983) (ver Tabla 6. la al final
de la discusióndel compuesto).En caso de tratarsede un biflavonoidesimétrico, al compararlas

señalescorrespondientesa cadaátomo decarbonocon las del correspondientemonómero,cadaseñal
de éstedebeteneral menosdos equivalentesenel biflavonoide.

La presenciade ,dos señalesa 182,0 y 181.5 ppm son debidasa 2 átomosde carbono
carbonílicoscorrespondientesa dos flavonas,concretamentea C-4 y C-4”. La similitud de señales

entreellos, y con respectoa la señalcorrespondientede la luteolina (C-4), pareceindicar que el
Compuesto1 debeserun dímerode luteolina(biluteolina). En los espectrosde ‘3C-RMN de los 5,7-
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dihidroxiflavonoides(como la luteolina), las señalesparaC-6 y C-8 se encuentransiempreentre90

y 100 ppm, con la señal paraC-6 manifiestamentea campo menor (es decir a valores de ppm
mayores)respectode C-8 (Osterdahí,1983). En la luteolina, la señalparaC-6 aparecea 99.2 ppm

y la deC-8 a94.2 ppm. Si el Compuesto1 esunabiluteolina,endichorangode 90-100ppm deberían
aparecer4 señales:doscorrespondientesa los carbonosdel anillo Al y otras dos del AH. Como se
refleja en la Tabla 6. la, sólo aparecentres señalesdentrode dicho rango: una a 93.8 ppm y dos a
98.6 ppm. La de menorvalor de ppm seasignópor lo dicho antesa C-8 y las otrasdos de valores
de ppm más elevadosa C-6 y C-6”. La ausenciade una cuartaseñalen el rango90 a 100 ppm
indica queC-8” debeestarsustituido,y quedebetratarsede un carbonocuaternario,yaque no se
encuentraseñalequivalenteenel otro monómero(C-8) ni en la luteolina. Estosresultadospuedenser
indicativosde que precisamenteC-8’’ (del anillo AII) es el carbonoque interviene en el enlace
interfiavonoidicoen una de las dos unidadesmonoméricas.La intensaseñala 104.1 ppm, que no

aparecedividida, y que debecorrespondera un carbonocuaternario,es asignadaa C-8’’. Las dos

señalesa 102.9 y 102.5 ppm son asignadasa C-3 y C-3”. Entre las tres señalesmás intensas
restantes,las dosmenos intensasa 120.4y 121.8sonasignadasa C-1’y C-1’’’.

Las señalescorrespondientesa los carbonosde los anillos El y BII, no cuaternarios,

encuentranfácil correspondenciacon los del anillo fi de la luteolina, salvo C-5’ y C-5”’. Sólo una
de ellas (C-5’ o C-5”’) encuentrasu señalcorrespondienteen las señalesde la luteolina. Dado que

con anterioridad habíamosdeducido que uno de los carbonos que interveníanen el enlace

interfiavonoidicoeraC-8’’ del anillo AII, el otro carbonoimplicadodeberíaperteneceral anillo fil,
es decir C-5’, mientras que C-5”’ sería el carbonocuya señal coincidiría con la de C-S de la
luteolina. La señala 120.1 ppm correspondeal carbonoC-5’, cuyaseñalse encuentrainfluenciada
por el efectode sustituciónenel enlaceinterfiavonoidico(apantallamientoporel hidroxilo existente
en C-6”), ya que varíasensiblementerespectode la señalcorrespondientede la luteolina que se

detectaa 116.4ppm. Las señalesinferioresentre145.8y 160.4 sonasignadaspor comparacióncon
el espectrode la luteolina y, se debena carbonosoxigenados(C-7, C-7”, C-3’, y C-3”’).

Analizando finalmente el espectrogeneral de 13C-RMN del Compuesto1, se observacon
claridadque todas las señalespuedenasignarsesin problemaa las correspondientesde la luteolina,

teniendoencuentapor supuestoqueserepitende 2 en 2 al serunabiluteolina,Las dosúnicasseñales
en que no puede llevarse a cabo tal asignacióndirecta son respectivamente5’ y 8”, ya que
correspondena los carbonosentrelos que se lleva a caboun enlaceinterfiavonoidicoentreambos

monómerosde luteolina. De acuerdoa los resultadosdel espectrode 13C-RMN podríamosdeducir
que el Compuesto1 es la S’,8”-biluteolina, cuya denominaciónactual es 5’,3”’-dibidroxi-

amentoflavona.
Si pasamosa analizarahorael espectrode 1H-RMN (ver Tabla6. lb al final de la discusión

de los resultados),observamosque se detectan3 señalescorrespondientesa singletesentre6,37 y
6,68 ppm, 6 dobletesentre6,18 y 7,49 ppmy un dobledobletea 7,04 ppm. Respectoa las 2 señales
que aparecenen el espectrode 1H-RMN sobre13 ppm, correspondenambasa cadauno de los

protonesdel grupohidroxilo libresituadoen posición5 en cadauno de los monómerosde luteolina,
concretamenteOH-5 parala señala 13.00ppm y OH-5” para13.13ppm.Estosprotonesenposición

OH-5 y OH-5”delos anillos Al y AII respectivamente,establecensendospuentesde hidrógenocon
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el oxígenocorrespondienteen posición4 y 4” de los anillos CI y CII respectivos.

Las señalesde los protonesdel resto de gruposhidroxílicos de la molécula, aparecenbajas

y anchasy no comoverdaderospicos.

Entre6.1 y 6.7 ppm aparecenlas señalescorrespondientesa los protonesde los anillos A y

C (Seeger,1992),que fueronasignadasde acuerdoa la bibliografíacon 6.64sy 6.68sppm parael
protón en C-3 y C-3” respectivamente,6.18dy 6.37sppmparaH-6 y H-6” y 6,42d ppmparaH-8,
y cuya asignaciónes sencilla simplementecomparandocon los señalespropias de la luteolina. Las

señalesde los protonescorrespondientesdel anillo E aparecenen cambiohastael intervalo 9 ppm,

y por lo generalpor encimade los valoresde ppmde los protonesrespectivosde los anillos A y C.
La señalpara los protonesH-2’ y H-6’ del anillo B de la luteolina, aparecepor reglageneralsobre

7.2-7.9 ppm como un doblete (Seeger, 1992), de ahí que de acuerdo a ello se asignaron

respectivamenteH-2’ y H-2”’ paralas señalesa 7.48dy 7.06dppmrespectivamente,y H-6’ y H-6”’
paralas señalesa 7.49dy ‘7.04d ppm.

El protóndel carbonoC-5’ deflavonas3’,4’-dioxigenadas(luteolina)aparececomoun doblete
entre 6.7 y 7.1 ppm (Seeger, 1992; Salm, 1992). No obstantesólo se deteetauna señal

correspondienteal protónsituadoen C-5”’ a 6.67 ppm y ningunaseñalparaH-5’ ni H-8”, lo que

indica la inexistenciade pro¿onestantoenC-5’ como enC-8”. Estoshechossejustifican fácilmente
si atendemos a que dichos carbonos son precisamentelos que intervienen en el enlace

interfiavonoidico,y por lo tantocarecendeprotones,de ahí que no se detecteningunaseñalparaH-

5’ ni H-8”.
En resumen,podemosdeducirfinalmentequeel Compuesto1 secorresponderíaconla5’,3”’-

diOH-amentofiavona(5’,S”-biluteolina), cuyafórmulaquímicaquedareflejadaen la Fig. 6.1.
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OH
L4•~

‘It

2

1

4
A’

se
3—

OH

HO OH

4.,

OH o

224



Tabla 6.la: Datos de ‘3C-RMN del Compuesto 1.

Carbonos CQmpusÉú II. ‘ S’,3’”-DlfA~ teÓ1in~

2 164,0 163,9 164,5

2” 164,0 164,0

3 102,9 102,9 103,3

3” 102,5 102.5

4 182,0 181,9 182,2

4” 181,5 181,5

5 161,4 161,4 162,1

5” 160,4 160,4

6 98,6 98,7 99,2.

6” 98,6 98,6

7 164,0 164,0 164,7

7’ 162,0 161,7

8 93,8 93,8 94,2

8” 104,1 104,0

9 157,3 157,3 157,9

9” 154,5 154,5

10 103,7 103,6 104,2

lO” 103,7 103,6

1’ 120,4 120,6 122,1

1’’’ 121,8 121,8

2 112,0 112,1 113,8

2”’ 113,7 113,7

3’ 145,5 145,5 146,2

3’’’ 145,8 145,8

4’ 148,5 148,2 150,1

4”’ 149,4 149,4

5’ 120,1 120,0 116,4

5”’ 115,5 115,5

6’ 122,2 122,2 119,3

6”’ 118.6 118.6

¡ 5’ 3’
2 “-DHA: 5’ ,3”’-diOH-anientoflavonaLuteolina según Markham & col. (1982).

según Geiger & col. (1988).
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Tabla 6.lb.: Datosde ‘ll-RMN del Compuesto1.
CU~$#X ‘ £J~”>-NtA” ‘.

3 6,64 s 6,68 s 6.69

3” 6,68s ó,72s

6 6.18 d (2) 6.21 d (2) 6,22 d

6 6,37 s 6.41

8 6,42 d (2) 6,45 d (2) 6.47 d (2)

2’ 7,48 d (2) 7.51 d (2) ‘7.43 d (2)

5 ‘-‘ 6,92 d (8)

6’ ‘7.49 1(2) 7,52 >1(2) 7.77>1>1 (2:9)

2”’ 7,06>1(2) 7.09d(2)

5”’ 6,67 d (8) 6,70 d (8)

6”’ 7,04 dd (2:8) 7,07>1>1 (2;8)

OH-5 ¡3,00s

OH-5” 13,13s

‘5.3-DHA: 5’,3’’-diOH’sn’,entoflavonasegúnGeiger& col. (1988).
2LVLeolina según Geiger & ol. (1987).

6.1.1.2.5’,3”’- DTRIDROXI- ROBUSTAFLAVONA
(CompuestoII) (5’,6’ ‘-biluteolina)

El CompuestoII que identificamoscomo 5,3” ‘-diOH-robustaflavona,es junto a] anterior
(Compuesto1), uno de los biflavonoidesmayormentecitados en musgos.Concretamente,se ha
identificado en 18 especies(Anexo 2) pertenecientesa familias muy diversas.Su identificaciónen
musgosse llevó a cabopor primeravez en la especieHylocomiumsplendens(Becker& col., 1986),

y dentro de la familia objeto de estudio de la presenteTesis, se ha identificado en Bartramia
halleriana-EH4 y Bartramiastricta-BS7, y seconocetambiénen Anacolia webbii (Seeger& col.,

1993a;Seeger,1992), Breutelia chtysocoma(Salm, 1994) y Philonotisfontana (Geiger& Bokel,

1989); así como enDicranumscoparium(DS 2) de Dicranaceae.
Exhibe unascaracterísticascromatográficasen TLC (Rf, absorciónal ultravioleta) muy

semejantesa las de la luteolinay a las del Compuesto1 (5’,3”’-diOH-amentoflavona),ya queal ser
observadoa la luz ultravioleta ofreceun color púrpura(violeta oscuro)quevira haciafluorescencia
amarillo-anaranjadatrasrevelarla placacromatográficaconNA (Markham& col., 1988). Su Rf es

muy semejanteal de cualquier agliconamonoflavónica(tiavonoideno glicosilado) o biflavónica
(MUes, 1988; Seeger, 1992) ya que apenasse desarrollaen el sistemaacético-15%y en cambio
prácticamentesemuevecon el frenteen TRA. Todoello nosllevó de nuevo a pensar,como ocurrió

con el Compuesto1, queel CompuestoII podríatratarsede unabiflavona(López-Sáez,1992). Los
resultadosobtenidosmediantela aplicaciónde reactivosespecíficostalescomo amoniaco,Benedict
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o NA, y al igual que enel casodel Compuesto1, nosllevaron a concluir queel CompuestoII debía
poseergruposo-diOH en 3’,4’ o bien en 4’,5’ (del anillo B) y queposeíaal menosun agrupamiento
o-diOH que incluía 4’-OH, por lo que fácilmente debía tratarse de una biluteolina. Todas las

conclusiones derivadas son las mismasqueseejercieron con el Compuesto1.
El espectro de absorción ultravioleta de la 5’,3’’’-dihidroxi-robustaflavona es

aproximadamenteel de la luteolina(Tabla 5.9.) (Markham & col., 1988), ya que este biflavonoide
es una biluteolina, y por lo tanto el espectroobtenido es en sí la suma de los dos espectros

correspondientesa ambosmonómerosde luteolina, que lógicamentese solaparíancomo uno solo,

Comparandoel espectrode ultravioleta del CompuestoII con el de la 5’ ,3”’-diOH-robustaflavona

(Tabla 5.9.) se observaun paralelismomuy acusadode acuerdoa los datos expuestospor Stein
(1988b), lo que de nuevo vino a confirmar que el CompuestoII podríaser dicha biflavona, y más
concretamenteuna biluteolina. Analizandodetenidamentelos resultadosdel espectrode ultravioleta

del CompuestoII vemosque,de manerageneral,como en el casodel Compuesto1, se corresponde
con el típico espectrode un biflavonoide (Markham, 1982; Harborne, 1984; Salm, 1992) pues

absorbeaproximadamenteentre250-280mn en JabandaII y, entre3 10-350tun enbanda1. Siguiendo
a Markham(1982),en el espectroen NaOMerespectodel deMeOH seobservaun efectoclaramente
batocrómicoenla banda1 de +46(406 por 360 nm), lo que es indicativode flavonasqueposeenun
hidroxilo libre en posición4’ del anillo B (4’-OH). El espectroen NaOAc respectoal de metanol

suponede nuevoun efectobatocrómicotanto en la banda1 como enla II, indicativo de la existencia

de hidroxilo libre enposición7 (7-OH). La adiciónde H3B03 al NaOAc no suponeninguncambio

significativo en ningunade las dos bandasdel espectro,puesambaspermaneceninalterables.Estos

hechosvienena confirmarquesetratade unaflavonacon o-diOH enel anillo E. El espectroenAlCI3

respectodel de MeOH, suponeun efectobatocrómicode +49nm (272por 223) enla bandaII y de
+65 (425-360)en la banda1, lo que indica la existenciade un grupohidroxilo libre en posición5

del anillo A (5-OH) que se confirma tras estudiarel nuevoespectroresultantede añadirCIH. En

resumen,y de acuerdoa su espectrode ultravioleta,el CompuestoII debía tratarsede una flavona
(o dímerodeella) conun agrupamientoo-diOH enposición3’,4’ del anillo E, y con hidroxilos libres

en 5-OH y 7-OH, asícomoen 4’-OH. La flavona quese ajustaa estosdatoses la luteolina, y dado

que hemos deducido con anterioridad que se trata de un biflavonoide, debía tratarse de una

biluteolina.Quedaporanalizarcual es la posicióndel enlacedeunión interfiavonoidicoentreambos

monómerosde luteolina.

El Espectrode Masas(FAB-EM) del CompuestoII muestraun ión [M -H] + de569 um, que
confirma su estructura de biluteolina (C30H18012), ya sospechadapor los resultadosprevios de la

espectroscopiade ultravioleta,y queconcuerdacon resultadosya publicadosrespectode la 5’,3’’’-

diOH-robustaflavona(Eecker& col., 1986; Seeger,1992). Dicho espectrodemasasse corresponde

con él de unaoctabidroxibiflavona(biluteolina) con unión interflavonoidicade tipo C-C entrelos

anillos El y Ah de ambosmonómeros(Seeger,1988).
En el espectrode.

3C-RMNla asignaciónde las señalescorrespondientesa cadacarbonose

realizó mediantecomparacióndirectacon la bibliografía(Becker& col, 1986; Seeger,1992; Voigt,
1993; Salm, 1992)(ver Tabla6.2bal final de ladiscusióndel compuesto).En casodetratarsede un

biflavonoidesimétrico,al compararlas señalescorrespondientesa cadaátomode carbonoconlas del
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correspondientemonómero, cada señal de éste debe tener al menos dos equivalentesen el
biflavonoide. La presenciade dos señalesa 181.2y 18 1.1 ppm sondebidasa 2 átomosde carbono

carbonílicoscorrespondientesa dos flavonas,concretamentea C-4 y C-4”. La similitud de señales
entreellos, y respectoa la señalcorrespondientede la luteolina (04) indica que el CompuestoII

debía ser un dímero de luteolina (biluteolina). En los espectrosde tsC~RMN de los 5,7-
dihidroxiflavonoides(como la luteolina), las señalesparaC-6 y C-8 seencuentransiempreentre90
y 100 ppm,con la señalparaC-6 manifiestaenun nivel inferior (esdecira valoresde ppm mayores)
respectode C-8 (Osterdahí,1983). En la luteolina, la señalparaC-6 aparecea 99.2 ppm y la de 0-8

a 94.2 ppm. Si el CompuestoII es unabiluteolina,en dichorango de 90-100ppm deberíanaparecer
4 señales:doscorrespondientesa los carbonosdel anillo Al y otrasdos del AII. Como se refleja en
la Tabla 6.2b, sólo aparecentres señalesdentrode dicho rango:una a 98.5 ppm y dos a 93.6 ppm.
Las de menorppm se asignaronpor lo dicho antesa 0-8 y 0-8” y la otra de valor de ppm más

elevadoa0-6. La ausenciade una cuarta señalen el rango 90 a 100 ppm indica que C-6” debe
estar sustituido, y que debe tratarse de un carbono cuaternario, ya que no se encuentraseñal
equivalenteen el otro monómero(0-6) ni en la luteolina. Estosresultadospuedenserindicativosde
queprecisamente0-6” (del anillo AII) esel carbonoque intervieneenel enlaceinterfiavonoidicoen
unade las dosunidadesmonoméricas.La intensaseñala 108.9ppm, queno aparecedividida, y que

debecorrespondera un carbonocuaternario,es asignadaa 0-6”. A diferenciadel Compuesto1, sí
sedetectódentrode dichointervalola señalcorrespondientea C-8”, lo que indica queen el casodel
CompuestoII, dicho carbonoC-8” no estáimplicado en el enlaceinterfiavonoidico.Sin embargo,
la ausenciade una señal en el rango 90 a 96 ppm indica por contra que C-6” estásustituido,

ya que es el carbono que interviene en el enlace interfiavonoidico en una de las dos unidades
monoméricas(AII). Las dos señalesa 103.2y 102.1 ppm sonasignadasa C-3 y C-3”. Entrelas tres
señalesmás intensasrestantes,las dosmenos intensasa 121.9y 120.8sonasignadasaC-1’y 0-1’’’.
Las señalescorrespondientesa los carbonosde los anillos El y BII, no cuaternarios,encuentranfácil
correspondenciacon los del anillo E de la luteolina, salvo 0-5’ y 0-5”’. Sólo unade ellas (C-5’ o

0-5”’) encuentrasu señalcorrespondienteen las señalesde la luteolina. Dadoquecon anterioridad
habíamosdeducidoque uno de los carbonosque interveníanen el enlaceinterfiavonoidicoeraC-6”
del anillo AII, el otro carbonoimplicadodeberíaperteneceral anillo BI, es decir0-5’, mientrasque

0-5”’ seríael carbonocuya señal coincidiríacon la de C-5 de la luteolina. La señala 120.3 ppm
correspondeal carbono0-5’, cuyaseñalseencuentrainfluenciadapor el efectode sustituciónen el

enlaceinterfiavonoidico (concretamentepor el efectode apantallamientodehidroxilo en0-6queestá
muy cercanodebidoa la existenciadel enlaceinterfiavonoidico)ya quevaríasensiblementerespecto
de la señalcorrespondientede la luteolinaque sedetectaa 116.4ppm. Las señalesinferioresentre

165.58y 120.3sonasignadaspor comparaciónconel espectrode la luteolina y, sedebena carbonos
oxigenados(0-7, 0-7”, 0-3’, y 0-3”’).

Analizandofinalmente el espectrogeneralde 130-RMN del CompuestoII, se observacon
claridadque todas las señalespuedenasignarsesin problemaa las correspondientesde la luteolina,

teniendoencuentapor supuestoqueserepitende 2 en2 al serunabiluteolina. Las dosúnicasseñales
en que no puede llevarse a cabo tal asignacióndirecta son respectivamente5’ y 6”, ya que

correspondena los carbonosque intervienenenel enlaceinterfiavonoidicoentreambosmonómeros
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de luteolina. Las señalescorrespondientesa los carbonos0-2’, 0-3’ y 0-6’ seencuentranligeramente

desplazadasrespectoa las de la luteolina, comoconsecuenciadel solapamientoque se producepor
la cercaníadel enlaceinterfiavonoidicoen0-5’. Algo similar seproduceenla otramitad monomérica
en 0-5” y 0-7” por la cercaníaal enlaceque existeen 0-6”.

De acuerdoa los resultadosdel espectrode 130-RMN podemosdeducirque el CompuestoII
debíaserla 5’,6”-biluteol¡na, cuya denominaciónactual es S’,3”’-dihidroxi-robustafiavona.

Si pasamosa analizarahorael espectrode H-RMN (ver Tabla6.2aal final de la discusión
del compuesto),observamosquese detectan3 señalescorrespondientesa singletesentre6.24 y 6.55
ppm. 5 dobletesentre6.14 y 7.83 ppm y dosmultipletesa 7.39 ppm. Respectoa las 2 señalesque
aparecenen el espectrode ‘H-RMN sobre13 ppm, correspondenambasa cadauno de los protones

del grupo hidroxilo libre situado en posición 5 en cadauno de los monómerosde luteolina,
concretamenteOH-5 parala señal a 13.02 ppm y OH-5” para 13.28 ppm. Como ocurría en el
Compuesto1, y por reglageneralen los biflavonoidesde musgos(Agrawal, 1989; Geiger& col.,

1993a),estosprotonesenposiciónOH-5 y OH-5”delos anillosAL y AII respectivamente,establecen
sendospuentesde hidrógenoconel oxígenocorrespondienteenposición4 y 4” de los anillos CI y
CII respectivos.Las señalesde protonesdel resto de gruposhidroxílicos de la molécula,aparecen

bajas y anchas y no corno verdaderos picos. Entre 6. 1 y 6.7 ppm aparecenlas señales
correspondientesa los protonesde los anillosA y O (Seeger.1992)que fueronasignadasdeacuerdo
a la bibliografíacon 6.55 y 6.50 ppm parael protónen 0-3 y 0-3” respectivamenteque aparecen

comosingletesal igual que en la luteolina, 6.14 ppm paraH-6 y 6.42 y 6.24 ppm paraH-8 y H-8”

cuya asignaciónes sencilla’ simplementecomparandocon los señalespropiasde la luteolina. Las
señalesde los protonescorrespondientesdel anillo E aparecenen cambio hastael intervalo9 ppm,
y por lo generalpor encimade los valoresde ppm de los protonesrespectivosde los anillos A y 0.

La señalparalos protonesH-2’ y H-6’ aparecepor reglageneralsobre7.2-7.9ppm comoun doblete
(Seeger,1992). de ahí que de acuerdoa ello se asignaronrespectivamenteH-2’ y H-2”’ para las
señalesa 7.18d y 7.39m ppm respectivamente,y H-6’ y H-6”’ para las señalesa 7.83d y 7.39m

ppm. El protóndel carbono0-5’ deflavonas3’,4’-dioxigenadas(luteolina)aparececomoun doblete
entre6.7 y 7.1 ppm (Seeger,1992; Salm, 1992).No obstantesólo sedetectala señalcorrespondiente
al protón situado en 0-5”’ a 6.89d ppm y ningunaseñal para H-5’ ni H-6”, lo que indica la
inexistenciade protones tanto en 0-5’ como en 0-6’’. Estoshechos se justifican fácilmente si

atendemosaque dichoscarbonossonprecisamentelos que llevan a caboel enlaceinterfiavonoidico,
y por lo tantocarecende protones,de ahí que no sedetecteningunaseñalparaH-5’ ni H-6”.

En resumen,podemosdeducir finalmenteque el CompuestoII se corresponderíacon la
S’,3”’-diOH-robustaflavona(5’,6”-biluteolina), cuya fórmula químicaquedareflejadaen la Fig.
6.2.
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Fig. 6.2.: 5’,3”’-diOH-robustaflavona (C~HI3O~)
(5’ ,6”-biluteolina)

Tabla 6.2a.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoII.

pían rx’tal¡W

3 6.55. 6.58. 6.69.

3’ 6.50. 6,53

6 6.14d(2) 6.16>1(2) 6,22d

8 6.42d (2) 6,44>1(2) 6.47 d (2)

8” 6.24. 6.26.

2 7.18>1 (2) 7,20>1 (2) 7,43 >1 (2)

6’ 7,83 d (2) 7.82>1(2) 7,77 >1d (2:9)

2” 7,39 ni 7.39 ni

5’’ 6,89d(8) 6.89>1(8)

6”’ 7.39 ni 7,39 tu

011-5 13.Ols

011-5’ 13.28.

5.3”-DHA: 5’,3’<-diOH-robustaflavonascgúaMathwn&eol. (¡988).
‘Luteolnia según Geiger & col. (1987).
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Tabla 6.lb.: Datos de ‘3C-RMN del CompuestoII.

Cárbúnus Vommt~tú II ‘: túSlht*~

2 163,7 163,6 164,5

2” 164,1 164,0

3 103,2 102,8 103,3

3” 102,1 102,7

4 181,2 181,6 182,2

4” 181,1 181,5

5 162,5 162,3 162,1

5’’ 159,0 159,1

6 98,5 98,7 99,2

6” 108,9 108,9

7 165,5 164,0 164,7

7” ¡62.5 162,3

8 93,6 93,4 94,2

8’ 93,6 93,8

9 157,2 157.2 157,9

9” 156,3 156,2

10 103,5 103,6 104,2

10” 103,5 103,4

1’ 121,9 121,5 122,1

1”’ 120,8 121,9

2 112,1 111,7 113,8

2”’ 113,1 113,3

3’ 145,9 145,8 146,2

3”’ 145,6 145,7

4’ 148,5 148,6 150,1

4”’ 150,3 149,6

5’ 120,3 120,2 116,4

5”’ 115,9 116,0

6’ 122,3 121,9 119,3

6”’ 120.3 119.9

5’,3”’-DHA: 5’ ,3”’-diOH-robustaflavona según Becker & col. (1986).
2 Luteolina segúnMarkham & col. (1982).
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6.1.1.3. FILONOTISFLAVONA

(Compuesto III) (2’ ,8”-biluteolina)

El CompuestoIII que identificamoscomo la Filonotisflavona,fue descritopor primeravez
en Philonotisfontana(Geiger& Eokel, 1989),y a partirdeesemomentoha sido tambiénidentificado

en otras especiesde la familia Bartram¡aceae,como es el caso de las cuatroespeciesibéricas del
géneroBartramia quehansido estudiadasenestaTesisDoctoral: B. hafler¡ana-BH 5, B. ithyphylla-

BI 1, 8. pomiformis-EP4 y 8. stricta-BS2.
Exhibe unas característicascromatográficasen TLC (Rf, absorciónal ultravioleta) muy

semejantesa las de la luteolina y a las de los dos compuestoshastaahorareferidos(5’,3”’-diOH-

amentoflavonay 5’,3”’-diOH-robustaflavona),ya que al ser observadoal ultravioletamuestraun
color púrpura(violetaoscuro)que vira haciala típica fluorescenciaamarillo-anaranjadatras revelar
la placacromatográficacon NA (Markham& col., 1988). Su Rf es muy semejanteal de cualquier

agliconamonoflavónica(flavonoideno glicosilado)o biflavónica(MOes, 1988;Seeger,1992)ya que
apenassedesarrollaen el sistemaacético-15%y en cambioprácticamentese muevecon el frenteen
TBA, aunquepor lo generalesalgo superioral de los doscompuestosreferidos.Todoello nosllevó

de nuevo a pensar,como ocurrió con el Compuesto1 y el II que debía tratarsede una biflavona
(López-Sáez,1992). Los resultadosobtenidosmediantela aplicaciónde reactivosespecíficostales

como amoniaco,Benedicto NA, nos llevaron a concluir queel CompuestoIII debíaposeergrupos
o-diOH en 3’,4’ o bien en 4’,5’ (en el anillo E) y queposeíaal menosun agrupamientoo-diOH que

incluía 4’-OH, por lo que fácilmente debíatratarse de una biluteolina. Todas las conclusiones
derivadassonlas mismasquese ejercieroncon los Compuestos1 y II.

El espectrode absorciónultravioleta de la filonotisflavonaes aproximadamenteel de la
luteolina (Tabla 5.13.) (Markham& col., 1988),ya que estebiflavonoidees unabiluteolina, y por
lo tanto el espectroobtenido es en sí la suma de los dos espectroscorrespondientesa ambos

monómerosde luteolina,que lógicamentese solaparíancomouno solo. Comparandoel espectrode
ultravioletadel CompuestoIII con el de la filonotisflavonaseobservaunagranconcordanciaque nos
hacepensarque ambos seanel mismo. Analizando detenidamentelos resultadosdel espectrode

ultravioletadel CompuestoIII vemosque de manerageneral,como en el casode los compuestos
anteriores,se correspondecon el típico espectrode un biflavonoide(Markham, 1982; Harborne,

1984; Salm, 1992)puesabsorbeaproximadamenteentre250-280nm enla bandaII y, entre310-350
nm enbanda1.

Siguiendoa Markham(1982), en el espectroen NaOMe respectodel de MeOH se observa
un efecto claramentebatocrómicoen la banda1 de +55 (400 por 345 nm), lo que es indicativo de

flavonas que poseenun hidroxilo libre en posición4’ del anillo E (4’-OH). El espectroen NaOAc
respectoal de metanol suponede nuevo un efecto batocrómicotanto en la banda1 como en la II,
indicativo de la existenciade hidroxilo libre en posición7 (7-OH). La adiciónde H3B03 al NaOAc
no suponeningun cambio significativo en ningunade las dos bandasdel espectro,pues ambas
permaneceninalterables.Estoshechosvienena confirmarquesetratade unaflavonacon o-diOH en
el anillo B, asícomola inexistenciadeun grupo3-OH, esdecir, quesetratade unaflavonay no de
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un flavonol (Salm, 1992).El espectroenA1013 respectodel de MeOH, suponeun efectobatocrómico
de + 16 nm (271/255)en la bandaII y de +74 nm (419-345)en la banda1, lo que indica la existencia

de un grupohidroxilo libre enposición5 del anillo A (5-OH) que seconfirma tras estudiarel nuevo

espectroresultantede añadir CIH, como ya ocurría en los compuestos1 y II. En resumen,y de
acuerdoa su espectrode ultravioleta,el CompuestoIII debíatratarsede un compuestomuy semejante
a los compuestos1 y II, es decir, deuna flavona(o dímerode ella) con un agrupamientoo-diOH en
posición3’,4’ del anillo B, y con hidroxilos libres en 5-OH y 7-OH, asícomo en4’-OH. La flavona

quese ajustaa estosdatoses nuevamentela luteolina, y dadoque hemosdeducidocon anterioridad
quese trata de un biflavonoide,debíatratarsede unabiluteolina.

El Espectrode Masas(FAE-EM) del CompuestoIII muestraun ión [M -- Hl + de 569 um,
queconfirma su estructurade biluteolina(030H1801j, ya sospechadapor los resultadospreviosde la
espectroscopiade ultravioleta, y que concuerdacon resultadosya publicados respecto de la
filonotisflavona(Geiger& Bokel, 1989).Dicho espectrode masasse correspondeclaramentecon el
de unaoctahidroxibiflavona(biluteolina) con unión interfiavonoidicade tipo 0-0 entrelos anillos

AII y BI de ambos monómeros(Seeger. 1988). Lógicamente,el CompuestoIII que sería una
biluteolina al igual que los compuestos1 y II, deberíatenerun enlaceinterfiavonoidicoen el que
intervinieseal menosun carbonodistintorespectode los que lo hacenen el Compuesto1 (5’,8”) y

el CompuestoII (5’,6’’).
En el espectrode ~

3C-RMNla asignaciónde las señalescorrespondientesa cadacarbonose
realizómediantecomparacióndirectaconla bibliografía(Geiger& Bokel, 1989; Seeger,1992; Voigt,

1993; Salm, 1992) (ver Tabla 6.3b al final de la discusióndel compuesto).La presenciade dos

señalesa 181.9 y 181.3 ppm son debidasa 2 átomosde carbonocorrespondientesa dos flavonas,

concretamentea 0-4 y 04’’, cuya similitud de señalesentre ellos, y respecto a la señal
correspondientede la luteolina (0-4) indica que el CompuestoIII debeser un dímerode luteolina
(biluteolina). En los espectrosde 130-RMN de los 5,7-dihidroxiflavonoides(como la luteolina), las

señalespara0-6 y 0-8se encuentransiempreentre90 y 100 ppm, con la señalpara0-6 a campo
menor (es decir a valoresde ppm mayores)respectode 0-8 (Ósterdahl,1983). Segúnlo anterior,

dentrode dicho intervalo pudimosasignarlas señalescorrespondientesa los carbonos0-6 y 0-6”

en 98.6y 98.3 ppm respectivamente,y a nivelesdeppm másbajosla correspondientea 0-8en93.1
ppm. A diferencia del CompuestoII, sí se detectó dentro del intervalo mencionado,la señal
correspondientea 0-6”, lo que indicaqueen el casodel CompuestoIII, dicho carbono0-6” no está
implicadoenel enlaceinterfiavonoidico.Sin embargo,la ausenciade ima cuarta señal en el rango
90 a 100 ppm indica por contra que C-8” estásustituido, ya que es el carbono que interviene en

el enlaceinterfiavonoidicoenuna de las dos unidadesmonoméricas,y suseñaldifiere notablemente

respectodela correspondienteen la luteolina. La intensaseñala 103.5ppm, queno aparecedividida,
esasignadaa 0-8”. Lasdos señalesa 106.5y 102.5ppm son asignadasa0-3 y 0-3”. Entrelas tres

señalesmásintensasrestantes,las dosmenosintensasa 124.0y 121.8sonasignadasa C-1’y 0-1”’.

La señala 118.6ppmcorrespondealcarbonoC-2’, cuyaseñalse encuentrainfluenciadaporel efecto
de sustitución en el enlaceinterfiavonoidico. ya que varía sensiblementerespectode la señal

correspondientede la luteolina que se detectaa 113.8 ppm (Geiger & Bokel, 1989). El resto de
señalesdel espectro(0-2, 0-2”, 0-5, 0-5”, 0-7,0-7”, 0-9, 0-9”, 0-10,0-10”, 0-2”’, 0-3’, 0-
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3’’’, 0-4’, 0-4’’’, 0-5’ y 0-5’”) se identificaron y asignaronde acuerdoa la literatura (Geiger&
Bokel, 1989; Salm, 1992), por lo que por la misma multiplicidad y casi igualesdesplazamientos

químicos(isocronía)que las referenciasbibliográficas,la asignacióndelos carbonoscorrespondientes
a cada señal fue sencilla. La señal correspondienteal carbono 0-5’ es igual a la que ofrece la
luteolina, lo que indica que este carbonono intervieneen el enlaceinterfiavonoidico. Analizando
finalmenteel espectrogeneralde 30-RMN del CompuestoIII, seobservacon claridadque todas las

señales pueden asignarse sin problema a las correspondientes de la luteolina, teniendo en cuenta por

supuestoque se repitende 2 en 2 al ser una biluteolina. Las dos únicas señalesen que no puede
llevarse a cabo tal asignacióndirecta son respectivamente2’ y 8’’, ya que correspondena los

carbonosentre los que se lleva a cabo un enlace interfiavonoidico entre ambos monómerosde
luteolina. De acuerdoa los resultadosdel espectrode 30-RMN podemosdeducirque el Compuesto

III seríala 2’,8”-biluteolina, cuyadenominaciónactualconocidaesFilonotisfiavona,enhonora la
especie en que se identificó por primera vez (Philonotisfontana).

Si pasamosa analizarahorael espectrode H-RMN (ver Tabla 6.3aal final de la discusión

del compuesto), observamosquesedetectan3 señalescorrespondientesa singletesentre6.06y 6.62

ppm, 4 dobletesentre5.75 y 7.24ppm y 3 multipletesa 7.01 ppm. Respectoa las 2 señalesque

aparecenen el espectrode H-RMN sobre 13 ppm, correspondenambasa cadauno de los protones

del grupo hidroxilo libre situado en posición 5 en cadauno de los monómerosde luteolina,
concretamenteOH-5 parala señal a 12.73 ppm y OH-5” para 13.01 ppm. Como ocurríaen los

compuestos1 y II, y por reglageneralenlos biflavonoidesde musgos(Agrawal, 1989; Geiger& col.,

1993a),estosprotonesenposiciónOH-5 y OH-5’ ‘de los anillos Al y AII respectivamente,establecen
sendospuentesde hidrógenocon el oxígenocorrespondienteen posición4 y 4” de los anillos CI y
CII respectivos. Entre 6.1 y 6.7 ppm aparecen las señalescorrespondientes a los protones de los

anillos A y O (Seeger,1992)que fueronasignadasde acuerdoa la bibliografíacon 6.06 y 6.62 ppm

para el protón en 0-3 y 0-3” respectivamenteque aparecencomo singletesal igual que en la
luteolina, 5.75 y 6.27 ppm para H-6 y H-6”, y 6.07 ppm para H-8, cuya asignaciónes sencilla
simplementecomparandocon las señalespropias de la luteolina. Las señales de los protones
correspondientesdel anillo B aparecenen cambio hastael intervalo 9 ppm, y por lo generalpor

encimade los valoresde ppm de los protonesrespectivosde los anillos A y 0. La señalparael
protónH-6’ apareceporreglageneralsobre7.2-7.9ppm comoun doblete(Seeger.1992),de ahí que
de acuerdoa ello seasignaronrespectivamenteH-6’ y H-6”’ paralas señalesa 7.24dy 7.Olm ppm.
El protón del carbono0-5’ de flavonas3’,4’-dioxigenadas(luteolina)aparececomoun dobleteentre
6.7 y 7.1 ppm (Seeger,1992; Salm,1992)por lo queH-5’ y H-5”’ fueronasignadosparalas señales
a 7.Olm y 6.74dppm respectivamente.No sedetectaronlas señalescorrespondientesa los protones

de 0-2’ y 0-8”, lo que indica la inexistenciade protonestanto en0-2’ comoen 0-8”. Estoshechos
sejustifican fácilmentesi atendemosa que dichoscarbonossonprecisamentelos que intervienenen

el enlaceinterfiavonoidico,y por lo tantocarecendeprotones,de ahí queno sedetecteningunaseñal
paraH-2’ ni H-8”. Queel CompuestoIII no poseeningúnmonómerode flavanona(como sí ocurre

en el CompuestoIV), sededucepor la posiciónde la señalcon los menoresdesplazamientosquímicos
del espectrode H-RMN, observadaa 5.75 ppm. El modelo de acoplamientodeducidodel espectro

estaríaen cualquiercaso,en consonanciacon la conclusióndefinitivade que el CompuestoIII
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seade hechola Pilonotisflavona.
En resumen,podríamosdeducir finalmenteque el CompuestoIII se corresponderíacon la

Filonotisflavona (2’,8”-biluteolina), cuya fórmula química queda reflejada en la Fig. 6.3.

HO

a

Fig. 6.3.: Filonotisflavona (C30H18O~>
(2’,8’ ‘-biluteolina)

Tabla 6.3a.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoIII.

.~.......... !~.... Lut*oht

3 6.06. 6,06. 6.69.

6 5.75 >1 (2) 5.75 >1 (2) 6.22 d (2)

8 6.07>1 (2) 6,07>1 (2) 6,47>1 (2)

5 7,01 ni 7.01 >1 (8:5) 6.92 >1 (9)

6’ ‘7.24>1(8:5> 7.24>1 (8:5) 777 >1>1 (2:9>

3” 6,62. 6,62.

6” 6.27. 6.27

2” 7.01 ni ‘7,02>1 (2)

5”’ 6.74>1(8) 6,74>1(9>

6”’ 7.01 ni 7.00>1>1 (2:9>

011-5 12.735

011-5” 13.01

FúonoostIavona segun Ucager & Bokel2LuteoIioa según Geiger & ccl. (¡987).
(¡989).

ComoseñalanGeiger& col. <1993a),en el espectrode 13C-RMN de la 5’.3”’-diOH-amentoflavona(Compuesto
1) y de la 5’,3”’-diOH-robustaflatona<CompuestoIt), las señalespara C-3 y C-3” aparecengeneralmentesobre 103 ppm.

mientrasqueen el espectrode la filonotisllavona <CompuestoIII) así comode la Dicranolomina (Compuesto y). sólo la

resonanciadebida a C-3” aparecereflejada sobre 103 ppm. La resonanciade C-3 en cambio aparececerca de 106 ppm,

debido a la existenciade un enlaceintertlavonoidico muy cercanoen el carbono C-2’ (ver Fig. 6.3 y 6.5), que impide la

coplanaridadentre los anillos CI y DI que sí existe en los Compuesto 1 y II. Este enlaceen 2< interfiere además en la

resonanciade los carbonosde ambosanillos Cl y DI.
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Tabla 6.3b.: Datos de ‘3C-RMN del CompuestoIII.

Comm¡estoUf VUww#Wlawot Lutcoihat
2 166,7 166,5 164,5

2” 163,8 163,8

3 ¡06.5 106,4 103,3

3” 102,5 102,4

4 181,9 181,7 182,2

4’’ 181,3 181,1

5 161,2 161,1 162.1

5” 160,5 160,3

6 98,6 98,6 99,2

6” 98,3 98,3

7 163,8 163,7 164,7

7” 161,3 161,4

8 93,1 93,0 94,2

8’’ 103,5 105,5

9 157,3 ¡57,2 ¡57,9

9” 154,4 154,3

10 103.1 102,9 104,2

10’’ 103,3 103,2

1 124,0 124,0 122,1

1’” 121,8 121,7

2 118,6 118,7 113,8

2’” 113,6 113,5

3’ 144,4 144,3 146,2

3”’ 145,6 145,7

4’ ¡48,5 148,3 150,1

4”’ 149,6 149,4

5’ 114,6 114,6 116,4

5”’ 115,6 115,5

6’ 120,7 120,5 119,3

6”’ 118.8 118.9

¡ FilonotisflavonasegúnGeiger & Bokel (1989).
Luteolina segúnMarkham& col. (1982>.
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6.1.1.4.2,3-DIHIDRO-FILONOTISFLAVONA
(CompuestoIV) (eriodictiol-(2’,8”)-luteol¡na)

El CompuestoIV que fue identificadocomola 2,3-dihidro-filonotisflavona,esun biflavonoide
derivadode la filonotisflavona,y fue descritopor primeravez junto con éstaen Philonotisfontana

(Geiger& Eokel, 1989). Básicamente,la 2,3-dihidro-filonotisflavona,esuno de los flavonoidesmás
afines a la familia Bartramiaceae,ya que con la excepciónde Autacomniumandrogynum(Hahn,

1993), no se conoceningunaotra especiefuera de dicha familia que seacapaz de sintetizardicho
biflavonoide.Se ha identificadotambiéna partede en Phitonotisfontana,enAnacoliawebbii (Seeger
& col., 1993a, Seeger,1992) asícomoen las cuatroespeciesdel géneroBartramiaestudiadasen esta

Tesis Doctoral (B. halleriana-BH6, B. ithyphylla-BI 4, B. pomiformis-BP5 y B. stricta-ES 8. En
los ensayosporTLC querealizamosdelas numerosasespeciesdeBartramiaceae,pudimosasímismo

identificarlo en multitud de ocasiones,lo que esfiel reflejo de su presenciamás o menoscontinuada
en la mayoríade las especiespertenecientesa estafamilia.

Las característicascrpmatográficasen TLC del CompuestoIV, son semejantesa las de la
luteolina encuantoal color quesevisualizaenla absorciónal ultravioleta:púrpuraoscuroquecambia

a amarillo-anaranjadotrasrevelarcon NA. Tras revelarprecisamentecon NA y tras un cierto tiempo
el CompuestoIV muestrauna fluorescenciaroja clara. Una reacciónsimilar ha sido observada
anteriormenteparala 5,7,3’ ,4’-tetrahidroxiflavanona(eriodictiol) y su7-metiléter(Wollenweber,1981
y 1982; Geiger, 1990).Estosresultadosnos indicanqueefectivamenteel CompuestoIV debeposeer
al menosunamitad flavonoidicacorrespondientea eriodictiol (flavanonade la luteolina)causantede

tal respuestaal NA.
Su espectrode absorciónal ultravioletaes el resultadode la superposiciónde los espectros

de la luteolina y la dihidroluteolina(eriodictiol) (Tabla 5.17), ya que el mismo comportamientose

observaen otros 2,3-dihidro-biflavonoides,talescomo la 2,3-dihidro-dicranolominay la 2’,3”’-
dihidro-5’,3 ‘ ‘-robustaflavonaaisladase identificadasen Dicranotomarobustum(Markham& col.,
1988). La naturalezade la dihidroflavonao flavanonaen los dihidro-biflavoidescomoesel casodel
CompuestoIV queestamostratando,esevidentea partir de sus datosde absorciónal ultravioleta,y

en particularla absorcióna 288 nm queexperimentaun característicoefectobatocrómicohacia 322

nm enNaOMe (Mabry & col., 1970).Estecambiodescritojunto al queocurreen la bandaII de 254
a 277 ¡un con NaOAc indica que tanto el grupohidroxilo enposición7- comoél de la posición7”-

estáninsustituidos.
En general, la información que aportael espectrode ultravioletaes muy reducidapero

concreta,ya quenos vienea decirqueel biflavonoideposeeun monómeroflavanónico,peroel resto

delos datosaportadoshande tomarsecon sumaprecauciónpuessonel resultadode la sumade dos
espectros:de un lado la flavanona nombraday de otro, un flavonoide que posiblementees la
luteolina.

Los dos picos que se observanen la cromatografía obtenida por HPLC (Fig. 6.4)
correspondencadaunode ellosa los respectivosdiastereoisómeros,lo que indica que tenemosambos

(Salm, 1992; Seeger, 1992; Geiger, 1990). En el caso de que en el cromatogramade HPLC
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aparecieraun único pico, seríaindicativo de la existenciade uno sólo de los isómeros,en aquellos

biflavonoidesque en teoríapuedantenerisomería.

t

Fig. 6.4. Cromatograma de HPLC del Compuesto4 puro.

El FAB-EM del CompuestoIV muestraun pico a 571 um [M - H]~ quesugierela estructura
de una dihidro-biluteolina(Markham& col., 1988), es decir, de una biluteolina(569 mu) queha
ganadodos átomos de hidrógeno(569 um + 2 um = 571 um), y por lo tanto se trataríade un

productode dihidrataciónde la filonotisflavona(Geiger& Bokel, 1989).

En el espectrode ‘30-RMN la asignaciónde las señalescorrespondientesa cadacarbonose
realizómediantecomparacióndirectaconla bibliografía(Geiger& Bokel, 1989; Seeger,1992;Voigt,

1993; Salm, 1992) (ver Tabla 6.4a al final de la discusióndel compuesto).En dicho espectrose
detectaronun total de 60 señales,lo cualpodíadarlugar a quepensáramosqueel CompuestoIV era

un tetraflavonoide(de momentono descritosenmusgosy excepcionalmenteen angiospermas,por lo
quedescartamostal posibilidad)o bienun biflavonoidequemostrabalas señalescorrespondientesa
susdos isómeros.Estaúltima, parecíaserla posibilidadmáscierta, yaquedichosdatosconcordaban

con lo obtenidoen el cromatogramade HPLC y con las afirmacionesantesrealizadas.La presencia
de una únicaseñala 181.8 ppm es típica del carbonosituado en 0-4” de flavonas,cuya similitud
respectoa la señalrespectivadela luteolina (0-4) indicaqueel CompuestoIV debíaposeeral menos
un monómerodel biflavonoidequesecorrespondieraconunaluteolina.A diferenciade lo queocurría

en los compuestosanteriores(1-111), no se detectala señal correspondientea C-4 con la misma
resonanciaque0-4”, de ahíquepodamosinterpretarqueuno delos dosmonómerossies una flavona

(el queda la señalpara0-4”) peroel otro no (señalpara0-4a 196.3ppm). Comoya habíamosvisto
con anterioridaden la discusiónde la TLC, este segundomonómerodebíaser una flavanona y
concretamenteel eriodictiol. En resumen,podemosllegar a la conclusiónde que el CompuestoIV

sería un biflavonoide del tipo flavona-flavanona,y más concretamenteun dímero de luteolina-

eriodictiol.
En los espectrosde 3C RMN de los 5,7-dihidroxiflavonoides,las señalespara 0-6 y C-8 se

encuentransiempreentre90 y 100 ppm, con la señalpara0-6 a campomenor(esdecira valoresde

ppm mayores) respectode C-8 (Ósterdahl, 1983). Según lo anterior, dentro de dicho intervalo
pudimos asignar las señalescorrespondientesa los carbonos0-6 y 0-6” en 95.6 y 98.4 ppm

respectivamente, y a niveles de ppm más bajos la correspondientea 0-8 en 94.7 ppm. A diferencia
del CompuestoII y al igual que ocurríaen los Compuestos1 y III, sí se detectódentrodel intervalo

nMnoionado,la señalcorrespondientea 0-6”, lo que indica queen el casodel CompuestoIV. dicho
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carbono0-6” no estáimplicado en el enlace interfiavonoidico. Sin embargo, la ausenciade una

señal en el rango 90 a 96 ppm indica por contra que 0-8” estásustituido, ya que es el carbono
que intervieneenel enlaceinterfiavonoidicoen unade las dos unidadesmonoméricasy por lo tanto

su señal se detectó a 103.7 ppm y no dentrodel intervalo mencionado.La señala 102.5 ppm fue

asignada a 0-3’’ por comparación directa con el espectro de la luteolina y del CompuestoIII. Esta
señal a 0-3” correspondeal monómeroflavónico (luteolina). En las biflavanonas, que únicamente

poseen13 señalesen su espectroporsuperimposiciónde las señalesde ambosmonómeros,las señales

para 0-2/2” y 0-3/3” absorbena 81.3-83.1y 49.4-50.8ppm respectivamenteen biflavanonascon
geometríacis-trans(Agrawal, 1989).En nuestrocaso,sisedetectala señalpara0-3 correspondiente
al monómerode eriodictiol a 42.4ppm,y la señalpara0-2a77.1 ppm, algo desplazadadel intervalo

81.3-83.1ppm referidopuesno setratadeunabiflavanonasinode una flavona-flavanona.De hecho,
la señalpara0-2’’ fue asignadaa 163.2ppm mediantecomparacióncon la señalde la luteolina, lo

queconfirmade nuevo queel CompuestoIV poseeun monómeroflavónico. El restode las señales,
que no se ven tan influenciadascomo las anteriorespor la naturalezaflavónico/flavanónicadel

compuesto,fueron asignadassin problemasrespectode los compuestosanterioresasí como de la
luteolina,y no varíanapenassu resonanciaenambosmonómeros.La señala 118.7ppm corresponde
al carbono0-2’, cuya señal se encuentrainfluenciadapor el efecto de sustituciónen el enlace
interfiavonoidico,ya quevaríasensiblementerespectode la señalcorrespondientede la luteolinaque

se detectaa 113.8 ppm (Geiger& Bokel, 1989). De acuerdoa los resultadosdel espectrode ‘SC-
RMN podríamosdeducirque el CompuestoIV seríaun dímero flavanona-flavona con un enlace

interfiavonoidoentreel carbono0-2’ de la flavanonay 0-8” de la flavona,aunqueestasituaciónes

justamentela contrariaen el casodel otro diastereoisómero.Estos datosse ajustanperfectamentea
un biflavonoide conocido como 2,3-dibidro-filonostisflavona, descritoprimeramente en Philonotis

fontana,y queha resultadoserunderivadodela filonotisflavonamediantela adquisióndedosátomos
de hidrógeno,como muestraclaramentesu espectrode masas.

Si pasamosa analizarahorael espectrode ~H-RMN(ver Tabla6.4b al final de la discusión

del compuesto),podemosdeducirque la señalque aparecesobre 13 ppm,correspondea uno de los

protonesdel grupohidroxilo libre situadoen posición5, concretamenteOH-5 parala señala 12.05
ppm en uno de los isómerosy 11.94ppm en el otro, que realmenteequivaldríaa la señal OH-5”.
Comoocurríaen los compuestos1 y II, y por reglageneralenlos billavonoidesde musgos(Agrawal,
1989; Geiger& col., 1993a), estosprotonesen posiciónOH-5 y OH-5”de los anillos Al y Ah
respectivamente,establecensendospuentesdehidrógenocon el oxígenocorrespondienteenposición

4 y 4” de los anillos CI y CII respectivos.

Entre6.1 y 6.7 ppm aparecenlas señalescorrespondientesa los protonesde los anillos A y
O (Seeger,1992)que fueronasignadasde acuerdoa la bibliografíacon6.62/6.66ppmparael protón
en 0-3” que aparececomoun singlete,6.35/6.34ppm para0-6” tambiéncomosinglete,5.78/5.82
ppm para0-6queaparececomoun doblete(h= 2Hz) y 5.43/5.76ppm para H-8. Tanto la señalpara

1-1-6 comoH-8 seencuentranalgo desplazadaspor el efectodeacoplamientoquesuponenlosprotones

en 0-3 del monómerode eriodictiol. Las señalesde los protones correspondientesdel anillo E
aparecenen cambiohastael intervalo9 ppm,y por lo generalpor encimade los valoresde ppm de
los protonesrespectivosde los anillos A y 0.
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Las flavanonas3’,4’-oxigenadascomoel eriodictiol, muestranun patrónespectralcomplejo,

generalmenteen forma de un multiplete para H-2’, H-5’ y 8-6’ entre6.7 y 7.1 ppm (Markham,
1982). Dichosprotones,estánsituadosen posicionesorto- o para- respectodel oxígenosustituido,
lo cual influye notablemente,puesda lugara quedichosprotonestenganun desplazamientoquímico

muy similar o idéntico, no así el protón que se sitúa en posiciónmeta- (Markham, 1982; Seeger,

1992). De acuerdoa lo anterior, la señalparalos protonesen 8-6’ y 8-6’’’ aparecíaa 6.91-7.01
ppm, y al igual que la señal para8-5’ se mostrabacomo un multiplete no analizable,de ahí dicha
asignación.Respectoa 8-6”’, en el componenteminoritario sedetectabaasímismo unaseñala 6.92

ppm como un doble doblete, propia del monómerode luteolina del biflavonoide. El protón del
carbono0-5’ de flavonas3’,4’-dioxigenadas(luteolina)aparececomoun dobleteentre6.7 y 7.1 ppm
(Seeger,1992; Salm,1992)porlo que la señalparalos protonesH-5”’ fue asignadaa 6.75/6.74ppm
(J = 8 Hz). No se detectaronlas señalescorrespondientesa los protonesde 0-2’ y 0-8”, lo que

indica la inexistenciade protonestantoen0-2’ comoen 0-8’’. Estoshechossejustifican fácilmente
si atendemos a que dichos carbonos son precisamente los que intervienen en el enlace

incerfiavonoidico,y porlo tanto carecende protones,de ahíqueno se detecteningunaseñalpara8-
2’ ni 8-8”. El espectrode ‘H-RMN nos confirmaademásque el CompuestoIV estáconstituidopor

unamezclade2 diastereoisómeros(2,3-y 2”,3”- dihidro-filonotisflavona)existiendoatropoisomería,
ya queexisteun centrode quiralidadenel carbono0-2,cuyo protón8-2 sedetectaa 5.01/5.09ppm

comoun dobledoblete(ya queseacoplaa los dosprotonesH-3ay H-3b). Por reglageneral, la señal
paraH-2 de flavanonasaparececomoun dobledobletecercade 5.2 ppm. siendola señala 5.4 ppm
típicadel eriodictiol (Markham, 1982),debidoal acoplamientodel protónen 0-2con los dosprotones

de 0-3 de la flavanona,cadauno de los cualesse acoplacon los demásen adiccióna la interación
spin-spinqueocurrecon8-2. DichosprotonesH-3ay H-3b se detectanrespectivamentea 3.27/3.05

y 2.59/2.19ppm comosendosdobles dobletes(ya que tienenun dobleacoplamiento:entreellos y
con 8-2). Esto nos viene a demostrarde nuevo la naturalezaflavanónica de uno de los dos
monómerosdel CompuestoIV. En resumen,podemosdeducir finalmenteque el CompuestoIV se

corresponderíacon la 2,3-dibidro-filonotisflavona (2,3-dihidro-2’,8”-biluteolina o eriodictiol-
(2’,8”)-luteolina), cuya fórmulaquímicaquedareflejadaen la Fig. 6.5.
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Tabla 6.4a.: Datos de ‘3C-RMN del CompuestoIV.

.tnh,’ ComDuestoIV Lut~olina1 Erlodlctlal’ 2.3-dlbldrolllnnotisflavona2

2 77,1* - 76,8* - 78,3 77,1* ~76,8**

2” 163,2 - 163.2 164,5 - 163,6 - 163,6

3 42.4 -42,0 - 42,2 44,5 -42,2

3’’ 102,5 - 102,5 103,3 - 102,5 - 102,7

4 196,3 - 196,3 - 196,2 196,0 - 196,0

4” 181,8 - 181,8 182,2 - 182,0- 182,0

5 163,2 - 163,9 - 163,4 163,6 - 164,1

5” 160,4 - 160,4 162,1 - 160,5 -160,5

6 95,6-95,6 - 95,7 95,6-95,6

6” 98,4 -98,4 99,2 - 98,5 -98,5

7 166,7 - 166,5 - 166,6 166,5 - 166,4

7” 162,1 - 162,1 164,7 - 161,7- 161,7

8 94,7 - 94,5 94,8 94,7 - 94,6

8’’ 103,7 -103,7 94,2 - 103,8 - 103,8

9 163,0- 163,0 - 162,8 163,1 - 163,1

9” 154,8 - 154,7 157,9 - 154,9 - 154,8

10 101,4 - 101,4 - 101,7 101,5 - 101,5

10” 102,4 - 102,4 104,2 - 102,1 - 102,1

1’ 129,0 - 128,6 - 129,4 129,4- 129,0

1’’ 121,8 - 121,6 122,1 - 122,0 - 121,7

2 118,7- 118,7 - 117,8 118,4 - 118,8

2”’ 113,5 -113,8 119,3 - 113,6- 113,9

3’ 143,6 - 143.5 - 115,3 143,6- 143,5

3’” 145,5- 145,5 116,4 - 145,6- 145,5

4’ 145,2 - 145,4 - 145,6 145,2 - 145,4

4”’ 149,5- 149,5 150,1 - 149,6- 149,5

5’ 114,7- 114,7 - 145,1 114,8- 114,8

5”’ 115,4 -115,4 146,2 - 115,6- 115,5

6’ 117,0- 117,0 - 114,2 117,1 - 117,1

6”’ 1187-1193 ~ - 1186-1193

‘Luteolina y Eriodictiol segúnHarborne& Mabry (1982).
22,3-dihidro-f¡lonotisflavonasegúnGeiger& Bokel (1989).
* Componenteprincipal
** Componentesecundario
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Tabla 6.4b.: Datos de 1H-RMN del CompuestoIV.

Frntoftes COmp~ettcIV ‘ ‘ z3elhldn3-ftnatwhvona1 ‘

t ‘ ‘ ‘*

2 5.01 >1>1 (¡2,2) 5.09>1>1 (12:2) 5.08 >1>1 (13.3) 5.t1~ >1>1 (13,3)

3a *‘~ 3,27>1>1(17,14) 3,05>1>1 (17;14) 2.96>1>1 (17:13) 3.18>1>1(17:13)

3b ~ 2,59>1>1 (¡8.-) 4 2,19>1>1(16:-) 4 2.22>1>1(17:3) 2.60 dd (17.3)

6 5,78>1(2) 5,82>1(2) 5.80>1(2) 5.76>1(2)

8 5.43 >1 (2) 5,76>1 (2) 5.73 >1 (2) 5,42 >1 (2)

5’ 6.91-7.10 ni 4 6,91-7,10 m 4 6,94-7,08 m 4 6.94-7,08 m 4

6’ 6.91-7,10 m 4 6,91-7.10 mA 6,94-7.08 m * 6.94-7,08 m 4

3” 6.62 s 6,66s 6.54s 6.51

6” 6.35 s 6,34 s 6,33 s 6,33

2”’ 6.91-7,10 nl A 6,9t-7,10 mA 6,94-7.08 mA 6,94-7,08 ni 4

5”’ 6,75 >1 (8) 6.74>1 (8) 6.72 >1 (8,5) 6,73 >1 <8,5)

6”’ 6,91-7.10 mA 6.92>1>1(9.-) 4 6.89>1>1<8.5:2) 6,94-7.08 niA

011-5 12.05s 11,94s

011-5”

2.3->1ihidro-fllonoíisflavona según Geiger & BokeL (1989).
~ Componente principal (0) y Componente secundario (fl. La relación entre ambos >1iastereómeros es de 11,2. al contrario que en Geiger & Bokel

(1989).
~ Señales correspon>1ienles a los 2 hidrógenos situados en posición 3 de la mitad flavanónica del biflavonoide.

4 Señales no resueltas.
A Multipletc no analizable.

6.1.1.5.DICRANOLOMINA
(CompuestoV) (2’ ,6”-biluteolina)

El CompuestoV que identificamoscomo la Dicranolominafue descritopor primeravez en
Dicranolomarobustum(Markham & col., 1988)y nombradoen honora dicha especie.A partir de
esemomentoha sido tambiénidentificado enalgunasespeciesde la familia Bartramiaceae,comoes

el caso de tres de las especiesibéricasdel géneroBartramiaque han sido estudiadasen estaTesis
Doctoral: B. ithyp/zylla-BI 2. B. pomifonnis-BP6 y B. stricta-BS 2. Exceptuandolas 4 especies

anteriores,tambiénrecogidasen la bibliografía (López-Sáez,1992; Seeger,1992; Seeger& col.,
1992b),se conoceasímismoenAnacoliawebbii <Seeger,1992; Seeger& col., 1993a)y Philonotis

fontana(Geiger& Bokel, 1989)deBartramiaceae,asícomoenAulacomniumpalustre(Hahn,1993).
Al igual queel CompuestoIV (2,3-dihidro-filonotisflavona),la dicranolominapareceser uno de los

biflavonoidesmás afines a las familias Bartramiaceae,Dicranaceaey Aulacomniaceae.

Exhibeunas característicascromatográficasen TLC muy semejantesa las de la luteolina y
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a las de los tres primeros compuestosreferidos (5’,3’’’-diOH-amentoflavona, 5’,3’’’-diOH-
robustaflavonay filonotisflavona),ya que al ser observadoa la luz ultravioletamuestraun color

púrpuraquevira haciala típicafluorescenciaamarillo-anaranjadatras revelarla placacromatográfica
con NA (Markham& col., 1988). Su Rf es muy semejanteal de cualquieragliconamonoflavónica
(flavonoide no glicosilado)o biflavónica(MUes, 1988; Seeger,1992) yaque apenassedesarrollaen

el sistemaacético-15%y en cambio prácticamentese muevecon el frenteen TEA, aunquepor lo
generales algo superioral de los Compuestos1 y U. Por reglageneral,el CompuestoV aparecíaa
menudosolapadocomounaúnicamanchajunto al CompuestoIII enlas TLCs desarrolladasenplacas
de poliamida-6,mientrasque si se utilizabanplacasde celulosasu movilidaderamuy similar a la de
los compuestos1 y II. Todo ello nos llevó de nuevo a pensarquedebíatratarsede unabiflavona

(López-Sáez,1992). Los resultadosobtenidosmediantela aplicaciónde reactivosespecíficostales

como amoniaco,Benedicto NA, nos llevaron a concluir que el Compuestoy debíaposeergrupos
0-diOR en 3’ ,4’ o bienen 4’ ,5’ (en el anillo B) y queposeíaal menosun agrupamientoo-diOH que
incluía4’-OH, por lo que fácilmentedebíatratarsede unabiluteolina.

El espectrode absorciónultravioleta de la dicranolominaes aproximadamenteel de la
luteolina (Tabla 5.21.) (Markham& col., 1988),ya que estebiflavonoidees uná biluteolina, y por

lo tanto el espectroobtenido es en sí la suma de los dos espectroscorrespondientesa ambos
monómerosde luteolina, que lógicamentesesolaparíancomouno solo. Comparandoel espectrode
ultravioletadel CompuestoV con el de la dicranolominase observaunagranconcordanciaque nos

hacesospecharque ambosseanel mismo. Analizandodetenidamentelos resultadosdel espectrode
ultravioleta del CompuestoV vemosque de manerageneral,como en el caso de los compuestos
anteriores,se correspondecon el típico espectrode un biflavonoide(Markham, 1982; Harborne,

1984; Salm, 1992)puesabsorbeaproximadamenteentre250-280nm en la bandaII y, entre3 10-350
nm en banda1. Siguiendoa Markham(1982), en el espectroen NaOMe respectodel de MeOH se

observaun efecto claramentebatocrómicoen la banda 1 de +55 (399 por 344 nm), lo que es
indicativo de flavonasqueposeenun hidroxilo libreen posición4’ del anillo B (4’-OH). El espectro
en NaOAc respectoal de metanolsuponede nuevoun efecto batocrómicotanto en la banda1 (+ 51
nm) comoen lan (+22 nm), indicativo de la existenciade hidroxilo libre enposición7 (7-OH). La
adiciónde H3B03 al NaOAcno suponeninguncambio significativoen ningunadelas dos bandasdel

espectro,puesambaspermaneceninalterables.Estoshechosvienena confirmarque se tratade una
flavonacon o-diOH en el anillo B, asícomo la inexistenciadeun grupo3-OH, esdecir, que setrata

de una flavona y no de un flavonol (Markham& col., 1988).El espectroen AICI3 respectodel de
MeOH, suponeun efecto batocrómicode +20 nm (274/254)en la bandaII y de +78 nm (422-345)
en la banda1, lo que indica la existenciade un grupohidroxilo libre en posición5 del anillo A (5-
OH) que se confirmatras estudianel nuevo espectroresultantede añadirClH, como ya ocurríaen
los compuestos1, II y III. En resumen,y de acuerdoa su espectrode ultravioleta,el CompuestoV

debíasermuy semejantea los compuestos1, II y III, esdecir,una flavona(o dímerode ella) conun
agrupamientoo-diOH en posición3’,4’ del anillo B, y con hidroxilos libres en 5-OH y 7-OH, así

comoen 4<-OH. La flavonaquese ajustaa estosdatosesnuevamentela luteolina,y dadoquehemos
deducidocon anterioridadquese tratade un biflavonoide,debíatratarsede unabiluteolina.

El Espectrode Masas(FAB-EM) del CompuestoV muestraun ión [M -Hl + de569 um, que
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confirma su estructurade biluteolina (030H1801), ya sospechadapor los resultadosprevios de la

espectroscopiade ultravioleta, y que concuerda con resultadosya publicados respecto de la
dicranolomina(Geiger & Bokel, 1989). Dicho espectrode masas se correspondecon el de una
octahidroxibiflavona(biluteolina)conunión interfiavonoidicade tipo 0-0entrelos anillos BI y AII
de ambos monómeros(Seeger,1988). Lógicamente,el Compuestoy que debíaser una biluteolina

al igual que los compuestos1, II y III, deberíatenerun enlaceinterfiavonoidicoenel que interviniese
al menos un carbonodistinto respectode los que lo hacenen el Compuesto1 (5’,8’”l, el Compuesto

II (5’,6”) o el CompuestoIII (2’,8”).

En el espectrode ‘
3C-RMN la asignaciónde las señalescorrespondientesa cadacarbonose

realizó mediantecomparacióndirectacon la bibliografía(Geiger& Bokel, 1989; Markham & col.,

1988; Seeger,1992; Voigt, 1993) (ver Tabla6.Saal final de la discusióndel compuesto).
La presenciade dos señalesa 181.6 y 181.2 ppm son debidasa 2 átomosde carbono

correspondientesados flavonas,concretamentea 0-4 y 0-4’’, cuyasimilitud de señalesentreellos,
y respectoa la señalcorrespondientede la luteolina (0-4) indica que el CompuestoV debíaser un

dímerode luteolina(biluteolina). En los espectrosde 130-RMN de los 5,7-dihidroxiflavonoides(como

la luteolina), las señalespara0-6 y 0-8 seencuentransiempreentre90 y 100 ppm,con la señalpara

0-6 a campomenor (es decir a valoresde ppm mayores)respectode 0-8 (Osterdahí,1983). Según
lo anterior, dentrode dicho intervalo pudimosasignarlas señalescorrespondientesal carbono0-6

en 98.6 ppm, y a nivelesde ppm másbajos las correspondientesa 0-8 y 0-8” en 93.1 y 93.3 ppm
respectivamente.A diferenciadel CompuestoIII, sí sedetectódentrodel intervalo mencionado,la
señalcorrespondientea 0-8” y 0-5<, lo que indicaqueen el casodel CompuestoV, dichoscarbonos

no estánimplicadosen el enlaceinterfiavonoidico.Sin embargo,la ausenciade una cuarta señal
en el rango 90 a 100 ppm indica por contra que 0-6” estásustituido, ya que es el carbonoque
intervieneen el enlaceinterfiavonoidicoenunade las dos unidadesmonoméricas,y su señaldifiere
notablementede la respectivade la luteolina. La intensaseñala 107.9ppm,queno aparecedividida,

esasignadaa 0-6”. Las dos señalesa 106.2y 103.3 ppm sonasignadasa 0-3 y 0-3”. Entrelas tres
señalesmás intensasrestantes,las dos menosintensasa 123.7y 120.2 sonasignadasa C-1’y 0-1”’.

La señala 119.7 ppm correspondeal carbonoC-2’, y se encuentrainfluenciadapor el efecto de
sustitución en el enlace interfiavonoidico, ya que varía sensiblementerespecto de la señal
correspondientede la luteolina que se detectaa 113.8 ppm (Geiger & Bokel, 1989). El resto de
señalesdel espectro(0-2, 0-2”, 0-5, 0-5<’, 0-7, 0-7”, 0-9, 0-9”, 0-10,0-10”, 0-2”’, 0-3’, 0-

3’’’, 0-4’, 0-4’’’, 0-5’, 0-5’”, 0-6 y 0-6”’) se identificarony asignaronde acuerdoa la literatura

(Geiger& Bokel, 1989; Seeger,1992; Markbam& col., 1988>,respectoa la dicranolominay su 2,3-
dihidro-derivado,la 2,3-dihidro-dicranolomina.

Analizandofinalmente el espectrogeneralde 30-RMN del CompuestoV, se observacon
claridadque todas las señalespuedenasignarsesin problemaa las correspondientesde la luteolina,
teniendoen cuentaporsupuestoqueserepitende2 en2 al serunabiluteolina. Lasdosúnicasseñales
en que no puedellevarse a cabo tal asignacióndirecta son respectivamente2’ y 6”, ya que
correspondena los carbonosentrelos que se lleva a caboel enlaceinterfiavonoidicoentreambos
monómerosde luteolina. Deacuerdoa los resultadosdel espectrode ‘30-RMN podemosdeducirque

el CompuestoV seríaLa 2’,6”-biluteolina, cuyadenominaciónactual es Dicranolomina,en honor
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a la especieen que se identificó por primeravez (Dicranolomarobustum).

Si pasamosa analizarahorael espectrode H-RMN (ver Tabla6.5b al final de la discusión
del compuesto),observamosquese detectan3 señalescorrespondientesa singletesentre6.04 y 6.68

ppm, 6 dobletesentre5.96 y 7.42 ppm y un dobledobletea 7.43 ppm. Respectoa las 2 señalesque

aparecenen el espectrode 1H-RMN sobre13 ppm, correspondenambasa cadauno de los protones
del grupo hidroxilo libre situado en posición 5 en cada uno de los monómerosde luteolina,

concretamenteOH-5 parala señala 12.78ppm y OH-5” para13.13ppm. Estosprotonesen posición
01-1-5 y OH-5’’de los anillos Al y AII respectivamente,establecensendospuentesde hidrógenocon

el oxígenocorrespondienteen posición4 y 4« de los anillos Cl y CII respectivos.Entre6.1 y 6.7
ppm aparecenlas señalescorrespondientesa los protonesde los anillos A y O (Seeger,1992) que

fueron asignadasde acuerdoa la bibliografíacon 6.04 y 6.68 ppm para el protónen 0-3 y 0-3”
respectivamentequeaparecencomosingletesal igual queen la luteolina,5.96dppmparaH-6 y 6.08

y 6.54dppmparaH-8 y H-8”, cuyaasignaciónes sencillasimplementecomparandocon los señales
propiasde la luteolina. Las señalesdelos protonescorrespondientesdel anillo B aparecenen cambio
hastael intervalo 9 ppm, y por lo generalpor encima de los valores de ppm de los protones
respectivosde los anillos A y 0. La señalparalos en protonesH-6< aparecepor reglageneralsobre

7.2-7.9 ppm como un doblete (Seeger, 1992), de ahí que de acuerdo a ello se asignaron

respectivamenteH-6’ y H-6”’ para las señalesa 7. lSd y ‘7.43dd ppm. El protón del carbono0-5<

de flavonas3’,4’-dioxigenadas(luteolina) aparececomo un dobleteentre 6.7 y 7.1 ppm (Seeger.
1992; Salm, 1992)por lo queH-5’ y H-5”’ fueron asignadosparalas señalesa 6.94dy 6.89d ppm
respectivamente.No se detectaronlas señalescorrespondientesa los protonesde 0-2’ y 0-6” de la

luteolina, lo que indica la inexistenciade protonestantoen 0-2’ como en 0-6”. Estoshechosse
justifican fácilmentesi atendemosa que dichoscarbonossonprecisamentelos que llevan a caboel

enlaceinterfiavonoidico,y por lo tantocarecende protones,de ahí que no sedetecteningunaseñal
paraH-2’ ni H-6”.

En resumen,podemosdeducir finalmente que el CompuestoV se corresponderíacon la

Dicranolomina (2’,6”-biluteolina), cuyafórmulaquímicaquedareflejadaen la Hg. 6.6.

HO
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Fig. 6.6.: Dicranolomina (CJ~H
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Tabla 6.Sa: Datos de “C-RMN del Compuestoy.

...CarborKs pue ‘..Eilwwtis fiavona tuteoliná
t’

2 166,3 166.5 164,5

2” 163,9 163,8

3 ¡06,2 106,4 103,3

3’’ 103,3 102,4

4 181,6 ¡81,7 182,2

4” 181,2 181,1

5 161,2 161,1 162,1

5” 158,7 160,3

6 98,6 98,6 99,2

6” 107,9 98,3

7 163,6 163,7 164,7

7” 161.8 161,4

8 93,1 93,0 94,2

8” 93,3 103,5

9 157.3 157,2 157,9

9” 156,2 154,3

10 102,8 102,9 104,2

10’’ 103,3 103,2

1’ 123,7 124,0 122,1

1”’ 120,2 121,7

2 119,7 118,7 113,8

2<’’ 113,3 113,5

3’ 144,2 144,3 146,2

3”’ 145,7 145,7

4’ 148,2 148,3 150,1

4”’ 149,6 149,4

5’ 114,3 114,6 116,4

5’’’ 116,0 115,5

6’ 121,5 120,5 119,3

6”’ 118.9 118.9

Filonotisflavona segúnGeiger& Bokel (1989).
2 Luteolina segúnMarkham& col. (1982).
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Tabla 6.Sb.: Datos de ‘H-RMN del Compuestoy.

‘

3 6,04s 6,03 s 669

6 5.96>1(2) 5,96>1(2) 6.22>1(2)

6.08>1 <2) 6,08>1 (2) 6,47 >1 (2)

5 6.94 >1 (8,5) 6,93 >1 (8,5) 6.92 >1 (9)

6 718d(8.5) 7.18>1(8,5) 7.77>1>1(2:9)

3” 6.68s 6,69 a

8” 6.54 a 6,52

2”’ 7.42>1(2) 7,41>1(2)

5”’ 6.89>1<8) 6.89>1(8)

6” 7.43 d>1 (9:2) 7.43 >1>1<8:25)

011-5 12.78

01-1-5” 13,135

Dicranoloni,na según Geiger & Bokel (1989).2Luteolina según Geiger & col. (1987).

El enlaceinterfiavonoidicoenposición2’ <6”- enlas biluteolinascomola Dicranolomina,crea

unadoble orto-sustituciónrespectoa dicho enlaceen ambasmitades bifenílicas(ver Fig. 6.6.), que
implica tantoal anillo B de unaflavonacomo al anillo A de la otra. Cabela posibilidadpor ello de

que el enlaceinterfiavonoidicotengarotación libre, pudíendosedar en dicho casoque en ciertas
circunstanciaspodamosdistinguir en el espectrode 130-RMN, las señalescorrespondientesa ambos
rotámeros.Aunquetaleshechossondifíciles de apreciar,sonmuchomás comunescuandotratamos

con 2,3-dihidro-2’,6”-biluteolinas(Markham& col., 1988).

6.1.1.6.BARTRAMIAFLAVONA
(CompuestoVI) (2-bidroxi-2,3-dihidro-2’,8”-8,2”’-biluteolina)

El CompuestoVI que identificamoscomo la Bartramiaflavona(BP-1,HH-1), fue descritopor
primeravezen Bartramiapom{formis(Seeger& col., 1991) y posteriormenteen la misma especie

(López-Sáez,1992; Seeger,1992)así comoen Bartramiahalleriana (Salm, 1992).
Exhibe unas característicascromatográficasen TLC (Rf, absorción al ultravioleta) muy

peculiares,yaqueno cambiade colora luz ultravioletatrasaplicarlos diversosreactivosespecíficos
empleados,incluyendo el NA, de ahí que seafácilmente distinguibleen las TLCs respectivas,del
resto de biflavonoideshasta ahora identificados; al igual que también lo es por su relativa alta
movilidad cromatográfica(López-Sáez,1992; Seeger,1992; Salm, 1992). En todo momento,el

CompuestoVI se observaa la luz ultravioletacomounamanchapúrpuraoscura,que no cambiade
color ni con vaporesde amoniaco, NA o reactivode Benedict, lo que viene a significar que su
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estructurahade sersensiblementediferentea la de otrasbiluteolinastalescomolos CompuestosI-V.

Su alto PS de hasta70 en acético15% y 76 en acético40%, complementadocon un Rf tambiénmuy
alto de 67 en TBA, confirmanesasdiferenciasquedebenexistir respectoa las biluteolinastípicasya
nombradas.Es díficil, en principio, explicar tal movilidad cromatográfica,ya que por un lado el
CompuestoVI seríaun compuestobastantepolaral presentarun desarrolloalto en acético15% (todo
lo contrarioque las agliconasmonoflavónicaso biflavónicastípicas) y, de otro, seríaun compuesto

relativamenteapolarenbasea su alto Rf en TBA semejanteal de las biluteolinas(Markham, 1982).
Inclusoenlos sistemascromatográficosdesarrolladosenplacasdepoliamida, susRfs sonasí mismo

altosencomparacióncon otrasbiluteolinasdemusgos,yaque tantoen la dimensióndel solventeStahl
(Rf de 50) comodel AWE (Rf 55) su movilidad es mut alta. Los resultadosobtenidosmediantela

aplicaciónde dichos reactivosespecíficosvinieronsin embargoa confirmar que el CompuestoVI
debíaposeergruposo-diOH en 3’ ,4’ o bien en 4’ <5, (en el anillo B) y que poseíaal menos un
agru~amientoo-diOH que incluía 4’-OH, por lo que fácilmente debía tratarsede un compuesto
relacionadocon las biluteolinas (Markham, 1982; Seeger,1992),aunqueel cambio inexistentede
color debíaproducirsepor un impedimentode tipo estructural.Los Rfs del CompuestoVI en la

cromatografíabidimensionalalejaban,en principio, cualquierposibilidadde queéstecorrespondiera

a una biflavona, sobretodo de las conocidasen musgos.SegúnMabry & col. (1970) y Markham
(1982),los biflavonoidespuedenposeerun Rf alto en TRA peroapenassedesarrollanen la dirección
del acético15%. En nuestrocaso,los Rfs eranmuy altosen ambos sentidosde la 2D-TLC, lo que

cuadraba,deacuerdoa los mismosautores,conunaisoflavonao un flavonol ambosglicosilados.La
particular estructura tridimensional y cíclica de estamolécula podría explicar esealto Rf: el
macrociclo poseeun alto Rf en TBA por serun biflavonoide,y por ello relativamenteapolar,pero

sedesarrollabapor igual con alto Rf en 15% AcOH, no porserpolar, sino por la nula afinidaddel
macrociclo por la celulosa(Salm, 1992). Los gruposhidroxilo del macrociclo, que danpolaridada

la molécula,quedan escondidosen su interior, disminuyendoaún más si cabe la afinidad por el
disolvente.Así mismo, los gruposhidroxilos en posición3’ y 3”’ de los respectivosanillosBI y Bu
formanpuentesde hidrógenocon los hidroxilos correspondientesenposiciones7’ y 7 de los anillos
AII y Al respectivos(ver Fig. 6.7.), disminuyendoasí, tanto la afinidad del macrociclo por el

disolventecomo por la celulosa,de ahí que su Rf en un disolventepolar como el acético15% sea
bastantealto. Salm(1992),en basea la estructuramacrocíclicadel CompuestoVI, explicó esosRfs
tanaltosatendiendoa la casi nula afinidadde dicho compuestopor los distintossolventesempleados,
lo que implicaría que se desarrollaraprácticamentecon el frente, aunque lógicamentequedara

mínimamenteretenido.
Analizandolos resultadosdel espectrodeultravioletadel CompuestoVI vemosquedemanera

general,su espectrosecorrespondecon el típico espectrode un biflavonoideo biende unaisoflavona

(Markham, 1982; Harborne,1984; López-Sáez,1992; Salm, 1992) puesabsorbeaproximadamente
entre250-280nm en la bandaII y, entre310-350nm en banda1. Siguiendoa Markham(1982),en
el espectroen NaOMe respectodel de MeOH se observaun efecto claramentebatocrómicoen la
banda1 de +28nm (392por 364 nm), lo queesindicativo deflavonasqueposeenun hidroxilo libre
enposición4’ del anillo B (4<-OH). El espectroen NaOAcrespectoal de metanolsuponede nuevo
un efecto batocrómicotanto en la banda1 (+24 nm) como en la II (+ 10 nm), indicativo de la
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existenciade hidroxilo libre en posición7 (7-OH) tanto de flavonascomode isoflavonas.La adición
de F13B03 al NaOAc suponeun cambio significativo en de las dosbandasdel espectro,puesambas

sufrenun efecto ipsocrómicode-48 nm (340/388)y -15 nm (258/273)respectivamente.Estoshechos
indican la inexistenciade gruposo-diOH tanto en el anillo A comoel B de flavona e isoflavonas,ya
que en casocontrariose esperaríaun efectobatocrómicoal menosen la banda1 (Markham& col.,

1982; Mabry & col.. 1970),como ocurreen la luteolina y sus derivados(biluteolinas).El espectro
en A1013 respectodel de MeOH, no suponeningunaalteraciónen las dos bandasdel espectro,que

igualmentepermaneceninalterablesal añadirCIH. Estosdatosindican de nuevola inexistenciade o-
diOH en los anillos A y B así como de 5-01-1, tanto de flavonascomo de isoflavonas.Resumiendo,
y de acuerdoa su espectrode ultravioleta,el CompuestoVI no debíaposeero-diOH ni en el anillo
A ni en el B, asícomocarecerde un hidroxilo libreen posición0-5 (5-OH), y sí existir 4’-OH y 7-

OH. Estos resultadosno coincidenprácticamenteen nadacon los expuestospara los compuestos
anteriormenteidentificados,y ni siquieracon los resultadosde la TLC. Segúnellos, el Compuesto
VI tendríaun espectrode isoflavonao biflavonoide,perono podríaserun luteolinay ni siquierauna

apigenina,sino un derivadode la 7,4’-dihidroxi-flavona/isoflavona.Ingham(1983) cita que el 90%
de las isoflavonasconocidasson producidaspor especiesde la subfamiliaPapilionoideaede las

Fabáceas,lo que nos da una idea de lo particularde la existenciade estetipo de compuestosen el

Reino Vegetal. Las primerasisoflavonasdescritasen un briófito lo fueron en el musgoBrywn
capillare por Anhut & col. (1984). correspondiendoa los tipos orobol y pratenseina.Miles &
Zinsmeister(1988)cifran la frecuenciade isoflavonasen musgosen un 6-14% respectodel total de

flavonoides identificados. Ante lo anteriormenteexpuestoy dado que nuestrosresultadosno se

acoplabana la bibliografíaexistente(Wolfbeis & col., 1984; etc), aceptamosconmayorprioridadque
el CompuestoVI fueseun biflavonoide.Estos soncadavezmás comunesen musgos,y la mayoría
de trabajosque se van publicandoofrecengeneralmentealgúnbiflavonoidecomo nuevo compuesto
identificado en la especiede musgo estudiada(Geiger, 1990). Cuando iniciamos el procesode

aislamiento e identificación del CompuestoVI, que finalizó con la lectura de la Memoria de
Licenciatura (López-Sáez,1992), en la familia Bartraniiaceaesólo se conocía la existenciade

biflavonoidesen J’hilonotis fontana (Geiger & Bokel, 1989),pero los resultadosprocedentesdel
CompuestoVI no se correspondíancon ningunode los biflavonoidesidentificadosen dichaespecie
ni en ningunaotra demusgos.El posteriortrabajodeSeeger& col. (1991) vino a confirmarnuestras

sospechasde que el CompuestoVI se tratabade un biflavonoidey el porqué de la no coincidencia
de nuestrosdatos con los existentes.Todos nuestrosresultadoscoincidíancon los aportadospor
dichos autores para la Bartramiaflavona,un biflavonoide macrocíclico, que fue la primera
estructurade este tipo que se conoció, correspondientea un biflavonoide,despuésde las citas de

Hauteville& col. (1973),en Populusnigra y Ogiso & col. (1972),enLeucothoekeiskei,referentesa
estructurasmonoflavonoidicastambiéncíclicas. En base a la distinta naturalezaque tienen las dos

unidadesmonoméricasdelCompuestoVI, flavonay flavonona,asícomo a la estructuramacrocíclica
de la molécula, sepudieronexplicar esosaltos Rfs (nulaafinidad tanto por el solventecomo por la

fase estacionaria), su respuestaa los reactivos específicos(el macrociclo impide una perfecta
exposiciónde los hidroxilos libres impidiento la reacciónde color con dichosreactivos),así comoel
espectrodeultravioletaresultante(los biflavonoidesno parecerseguirun modeloespectralfijo, como
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le ocurre generalmenteal resto de tipos flavonoidicos, y más cuando están formadospor dos

monómeros de naturalezadistinta). En el caso del CompuestoVI, su espectro de ultravioleta
corresponde a la suma del espectro de una flavona (luteolina) con el de una flavanona, por lo que la

información que de él se puede obteneres prácticamenteescasay a menudo puede conducira
confusión.

El Espectrode Masas(FAB-EM) del CompuestoVI muestraun ión [M -H]~ de 585 um y

de 587 um [M + 1-l]~, queconfirmasuestructurade biflavonoide(030H11012),ya sospechadaporlos
resultados previos de la espectroscopia de ultravioleta, y que concuerda con los resultados ya

publicadosrespectode labartramiaflavona(Seeger& col., 1991).Comparandoesteespectrodemasas
con el de unabiluteolinacomo la filonotisflavona(569mu), el CompuestoVI pareceteneral menos
un átomo de oxígenoy otro de hidrógenomás que la filonotisflavona(569 + 16 + 1 = 586 Me).
Estos datosse explicarían,mediantela adiciónde una moléculade aguaa la filonotisflavonay la

existenciade un segundoenlaceinterfiavanoidico..
Los resultadosdel tratamientoconácidoclorhídricofueronclarificadores:a las doshorasde

tratamientocon ácido ya sehabíaproducidola reacciónpuesse observanal menosdos manchasde
distinto Rf, tantoen el sistemade ácidoacéticocomo en el TBA. Unade ellascoincideen el Rf de

ambossistemasaproximadamentecon el compuestoproblemaVI. Estoes indicativo de la existencia

deunahidrólisis parcial casode un glicósidoa las 2 horas,o de otro tipo dereacciónen casode ser
aglicona; en las que tendríamos, por una parte, algunas moléculas del CompuestoVI totalmente

hidrolizadas/reaccionadasy otrassin hidrolizar/reaccionar,lo queexplicaríala existenciade esasdos

manchas, y la correspondenciadel Rf de una de ellas con él del Compuesto VI sin

hidrolizar/reaccionar.Continuadoel tratamientoconclorhídrico hastalas 4 horas,yasólo apareceuna
mancha cuyo Rf es distinto al del CompuestoVI sin hidrolizar/reaccionar,por lo que se puede

suponerquea las 4 horasdetratamientocon ácidoclorhídricosehacompletadola hidrólisis/reacción,
estandotodas las moléculas del CompuestoVI hidrolizadas/reaccionadas.De acuerdoa estos
resultadosy, a lo expuestopor Markham(1982), si a las 2 horasla hidrólisisesparcialperoal menos

se ha producido, el CompuestoVI no puede ser ni un flavonoide 0-glicósido (en éste caso la
hidrólisis seríatotal), ni un flavonoide0-glicósido(nohabríahidrólisis).Cabepuesla posibilidadde
que se trate de un flavonoide cuyo azúcar sea un glucurónido, pero esta posibilidad es muy remota,

y menosde acuerdoa los datosqueal respectose tienensobreflavonoidesenmusgos:sólopresentan

como azúcar de glicosilación el glucurónico, Rhizo,nniummagnifoliumy R. pseudopunctatum(Miles
& col., 1986). Por ello, dichos resultadosparecenconcordarmás con lo deducido respectoal
CompuestoVI en los apartadosanterioresy queefectivamentesetrate debartramiaflavona.Este,el
CompuestoVI o bartramiaflavona,poseeunaestructuramolecularbastantecompleja,ya quese trata

deun macrociclono glicosilado,enel que la hidrólisisdifícilmenteseproduciría,y sí, en cambiouna
deshidratación,que al realizarse con clorhídrico sería relativamentelenta. Sólo tras un largo
tratamiento con el ácido podría producirse la deshidratación y formarse, por tanto, la

anhidrobartramiaflavona(CompuestoVII). El anillo bencénico,caracterizadoporel fenómenode la

mesomería,es una estructuraparticularmenteestable. Es por ello poco problable que el anillo se
rompaen unareacciónquímicao biológica,lo queexplicael resultadodeltratamientoconclorhídrico
realizadosobreel CompuestoVI.
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Un primer repasoal espectrode 130-RMN del CompuestoVI muestracomo la granmayoría

de las señalesestánduplicadas,algo que tambiénocurreen el espectrode ‘l-I-RMN. Dichos datos
vienena confirmar la existenciaen el CompuestoVI de dasisómerosdiferentesque se encuentran

en equilibrio. En la naturalezase conocencasosde ciertas flavonasque en presenciade aguadan
lugar a dos isómeros (2-hidroxi-flavanonasy diaroilmetanos) que son en realidad ciclo-oxo

tautómeros(Hauteville& col., 1973; Traub& Geiger, 1975). Los cambiosquímicosobservadosasí
comolas multiplicidadesexistentesenambosespectrosde RMN noshacensospechar,encomparación

con la literaturaantesreferida,queel CompuestoVI seaunamezclaequimoleculardedos ciclo-oxo
tautómeros.En el espectrode 30-RMN la asignaciónde las señalescorrespondientesa cadacarbono
se realizó mediantecomparacióndirectacon la bibliografía (Geiger& Bokel, 1989; Seeger,1992;

Salm, 1992) (ver Tabla6.6b al final de la discusióndel compuesto).Las señalesprincipalesen las
que queremoshacerhincapiésonlas siguientes:

- En la región baja del espectro (valores de ppm elevados),apareceuna señal a 200 ppm
correspondienteal grupocarbonilode 0-2en la formaoxo (ib), quees precisamenteel puntoen el
que la moléculase abre respectoa la forma ciclo (la). (Seeger& col., 1991).

- Dos señalessobre195 ppm atribuidasa los carbonilosen 0-4 de las mitades diaroilmetanoy 2-

hidroxi-flavanonarespectivamentetanto de la forma ciclo (la) como de la oxo (ib).
- Dos señalespara0-4” a 182.0 y 182.3 ppm en cadauno de los tautómeros,sontípicas de una
flavona, lo queindica queel CompuestoVI estácompuestoal menospor un monómerode flavona,
concretamentede luteolina.
- En la región alta del espectro,valores de ppm bajos, aparecendos señalescorrespondientesa

carbonos secundarios(0-3), tanto de la forma ciclo como la oxo, que fueron asignadas
respectivamentea 48.7 (forma ciclo) y 55.3 (formaoxo).
- Las señalespara 0-2<, 0-8”, 0-2”’ y 0-8 son sensiblementediferentes respecto de las
correspondientesdela luteolina, lo que indicaque los 4 carbonosdebenestarimplicadosenalgúntipo

deenlaceinterfiavonoidico.Comparandoahorael espectrode 130-RMN del CompuestoVI conel de
la filonotisflavona,observamosen cambio que las resonanciasde 0-2’ y 0-8” son prácticamente
idénticasa las de los mismoscarbonosen la filonotisflavonamientras que no ocurrelo mismo con

0-2”’ y 0-8. Esto viene a decirnosque el CompuestoVI tiene al menos un enlaceentrelos dos
monómerosdel biflavonoideidénticoal de la filonotisflavona,concretamenteel enlaceentre0-2< y
0-8”, mientrasque 0-2”’ y 0-8 sonlos otros dos carbonosque intervienenen el segundoenlace

interfiavonoidicoque en cambio estáausenteen la filonotisflavona,de ahí esasdiferenciasen el
espectro.

- El restode señales(0-2”, 0-4”, 0-5, 0-5”, 0-6,0-6”, 0-7, 0-7”, 0-9, 0-9”, 0-10,0-10”, 0-

1’, 0-1”’, 0-3’, 0-3”’, 0-4’, 0-4”’, 0-5’, 0-5”’, 0-6’, 0-6”’) sepudieronasignarsin problemas
respectoa las correspondientesde la filonotisflavonay luteolina, aunquepor lo generalcon valores
de ppm másbajosdebidoal propio efectode apantallamientoquecausala estructuramacrocíclicade
la molécula.La señalpara0-1’ en cambioaparecíacon valoresde ppm algo más elevadosqueen la
filonotisflavonay luteolina,porla cercaníadelpuntode aperturadela moléculaquerompíaen cierta

maneraeseefectode apantallamiento,y por la existenciacontigUadel enlaceflavanónico.Lasseñales
para0-6/6” y 0-8/8” entre90-105ppm indicanqueel CompuestoVI esun 5,7-dihidroxi-flavonoide
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(Agrawal. 1989).
De acuerdoa los resultadosdel espectrode 30-RMNpodemosdeducirqueel CompuestoVI

es un biflavonoidecíclico, con dos enlacesinterfiavonoidicosC-2’/C-8” y 0-2” ‘/0-8, que uno de

los monómeroses la luteolina y que el otro monómeroda lugar a que el CompuestoVI esté en
realidadformadopor dos isómeros(ciclo-oxo tautómeros),uno con el anillo O de cadenaabiertao

forma “oxo” (2-OH-flavanona)y otrode cadenacerradao forma “ciclo” (diaroilmetano).A pesarde
todo, debemosfinalmentedecirque muchasde las señalesde espectrode 130-RMN no pudieronser

asignadascon certezaa uno u otro tautómeropero sí a su respectivocarbono.
Si analizamosel espectrode 1H-RMN (verTabla6.6a al final dela discusióndel compuesto),

observamosque al igual que el de 30-RMN, cadaseñal se duplica en dos, cadauna de ellas
correspondientesal respectivotautómero.Respectoa las4 señalesqueaparecenenel espectrode1H-
RMN sobre 13 ppm, correspondena cadauno de los protonesdel grupo hidroxilo libre situadoen

posición 5 encadauno de los monómeros,para los dos isómeros.Concretamenteseasignaroncomo
OH-5 paralas señalesa 12.08 ppm (ciclo) y 12.86 ppm (oxo) y OH-5” para 12.79 ppm (ciclo) y
12.99ppm (oxo). EstosprotonesenposiciónOH-5 y OH-5”de los anillos Al y Ahí respectivamente,

establecensendospuentesde hidrógenocon el oxígenocorrespondienteen posición4 y 4” de los
anillosCI y CII respectivos(Agrawal, 1989;Geiger& col., 1993a).La señala 7.37 ppm queaparece

comoun singletese otorgó al protóndel grupohidroxilo libre en posición0-2 del ciclo-tautómero,
mientrasque lógicamenteno sedetectódichaseñalen el oxo-tautómeroporcarecede hidroxilo libre
en 0-2. Las señalescorrespondientesa H-3”, H-6/6”, H-5’/5”’ y H-6’/6”’ se asignaronpor

comparacióndirectacon el espectrode la filonotisflavona,aunqueen el casodel CompuestoVI, la

resonanciaobservadase producíalógicamenteavaloresde ppm más bajo debidoal apantallamiento
que producela estructuramacrocíclicade la molécula.Al igual que en la filonotisflavona, no se
detectóla señalcorrespondientea los protonesH-2’ y H-8” de la luteolina, lo que indica quedichos

carbonosestánimplicadosenun enlaceinterfiavonoidicosimilar al queocurreen la filonotisflavona,
es decir(2’,8’’). A diferenciade la filonotisflavona,tampocose pusieronde manifiestolas señales
correspondientesa H-2”’ y H-8, que en la filonotisflavona aparecíana 7.02 y 6.07 ppm
respectivamente.Estosdatos vienena confirmar la existenciade un segundoenlaceentrelos dos
monómerosdel biflavonoideentre 0-2”’ y 0-8, del que carecela filonotisflavona,y que daríala

conformaciónde macrocicloal CompuestoVI. Finalmente,las 4 señalesque se detectana valores
de ppm muy bajos,correspondena los protonesen 0-3 de ambos monómeros(2 señalespor cada

tautómero).Se asignaroncomo2.36 y 3.40 ppm paraH-3aen ciclo y oxo, y 2.92 y 5.38 ppm para

H-3b en ciclo y oxo respectivamente.Estasseñalesque se detectanen la partealta del espectro
(valoresde ppm bajos> son típicas de los protonesen 0-3 de flavanonas,ya que existeun fuerte
acoplamientoentreellos mismos y respectoal protón en 0-2. En el casodel CompuestoVI, las
constantesde acoplamientoparadichosprotonessonrelativamentealtas,de J= 17 paralos protones
H-3a y H-3b en el tautómerociclo y de J=15 en los mismosprotonesen el oxo-tautómero.Estas
cifras secomprendenperfectamentesi atendemosal acoplamientoexistenteentreambosprotonesH-3a

y H-3b, entre ellos y el hidroxilo libre en 0-2 en el tautómerooxo y debido al apantallamiento
existentepor su complejaestructuramolecular.

En resumen, podemos deducir que el Compuesto VI se correspondería con la
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Bartramiatlavona,cuya fórmulaquímicaapareceen la Hg. 6.7. Es un biflavonoidemacrocíclico
compuestode dos ciclo-oxo tautómeros.Uno de sus monómeroses la luteolina y el otro varía
dependiendodel tautómero.En el ciclotautómero,la luteolinaestablecedosenlacesinterfiavonoidicos

en 0-2”’ y 0-8”, con 0-8 y 0-2’ respectivamente,de una 2-hidroxi-flavanona(2-OH-eriodictiol).
En el oxo-tautómero,establecelos mismosenlacesy con los mismoscarbonosde un flavonoidede

anillo O abierto quederivadel diaroilmetano,con un grupocetoen 0-2dondese rompeel anillo 0.

O OH

5
OH

OH HO
OH

‘TI
OH
H

O OH

OH

SI

Fig. 6.7.: Bartramiatlavona (C~HI8OI)

(2-OH-2,3-dihidro-(2’,8’ ‘-8,2” ‘)-biluteolina)

Tabla 6.6a.: Datos de
1H-RMN del CompuestoVI.

COllWtflIO VI VottpinS~ VI ffiknscílavat

‘<dala) %~‘‘:‘ ‘<oa4’

011-2 7.375

30 2.36>1(17) 3,40>105) 606s .69s

3b0 2.92>1(17) 5.38>1(15)

6 5.82s 5,90s 5 75>1 (2) .22>1 (2)

8 — 607>1(2) .47>1(2>

2’ .43>1(2)

5’ ‘ 6.78>1(8) 6.84>1 (8) 701 d (8. .92>1(9)

6’ 7,14>1(8) 740>1(8) 7.24 d (8,5) 7.77>1>1(2:9>

3” 6.28s 6.32s 6.62

6’ 5.785 5.78s 6.27s -

2”’ — 7,02>1(2)

5”’ 6.74>1<8) 6,65>1(81 6.89>1(9) -

6”’ 6.78>1(8) 6.80>1(8) 7.00>1>1(2:9> -

011-5 ¡2.08s 12.86s -

011-5’ 12.79s 12.99s -

Fiionoíisííavona segun Geiger & Eokei 11989).

‘Luteolina según Geiger & col. (1987).
Señnles correspondientes a ¡os 2 hidrógenos situados en posición 3 >1e ¡a mitad flavanón’¡ca del biflavonoide.
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Tabla 6,6b.: Datos de ‘3C-RMN del CompuestoVI.

Carhnos. ‘CinpxtesbVI .‘ Conmwsm FiItÉUsflÉvaa1

(eic(kÚ ~.

102.6 200.0 166,5

168,0 168.4 163,8

48,7 scc. 55,3 sec. 106.4

¡08.6 u 109,0 t. 102,4

4 194,3 195,2 181,7 182,2

4 ¡82.0 182.3 181.1

5 160.8 162,2 161,1 162,1

5” 158.2 160.0 160.3

6 94.Sí. 95,01. 98.6 99.2

6” 98.5 u 98,5 1. 98.3

7 164.3 165,3 ¡63,7 ¡64.7

7” 162.4 162,6 161,4

8 104.1 105,1 93,0 94,2

8” 103,8 104,1 103,5

9 ¡56,7 149.3 ¡57,2 157,9

9” 154.8 155.1 ¡54,3

10 100.2 100.5 ¡02,9 104,2

¡0’ ¡03.1 103,7 ¡03,2

1’ ¡29.4 132,1 124,0 122,1

1” ¡26,4 127,1 121.7

2’ 119,6 120,9 118,7 113,8

2”’ 118,3 118,3 113,5

3’ 144.7 144.7 144,3 146.2

3’ 144,4 144,4 ¡45.7

4’ 145,3 145,8 ¡48,3 150.1

4” 146,7 147,0 149,4

5’ 113,75. 114,51. 114.6 116,4

5” 113.It. l13,6t. 115.5

6’ ¡19.91. ¡22.55. 120,5 119.3

6”’ ¡17,41. 117,41. 118.9

Filonotisflavona según Geiger & Boke¡ (¡989).
2 Luteolina según Markbam & col. (1982).
Los carbonos secundarios (sIc.) y terciarios (1.) fueron determinados por la tÉcnica OEP’~.

254



6.1.1.7. ANHIDRO-BARTRAMIAFLAVONA
(CompuestoVII) (2’,8”-8,2”’-biluteolina)

El CompuestoVII que identificamoscomo la Anhidro-Bartramiaflavona(BH-2, BP-2) fue

aisladopor primeravez en Bariramiapomiformis(Seeger& col., 1991)y posteriormenteenla misma
especie(López-Sáez,1992; Seeger,1992) y en Bariramia halleriana (Salm, 1992). Así mismo,
Seeger& col. (1991), obteníantambiénen Bartramia poiniformis, mediantedeshidrataciónde la

bartramiaflavona(CompuestoVI) la anhidrobartramiaflavona,medianteH2504 al 20% a 2500 0.

La Anhidrobartramiaflavonaposee una complidadaestructuratridimensional: los planos
formadospor las dosmitadesdebenzocromo(anillos Al CI y Ah CII), estánorientadosuno respecto
al otro con un ángulo de 600, puenteadospor los anillos SI y 511, cuyos planos se orientan casi

perpendicularmenterespectodel planode benzocromocorrespondiente(ver Fig. 6.8 correspondiente
al Modelo molecular de la Anhidrobartramiaflavona).

El hechode tratarsedeunamoléculamacrociclicaimplica queno hayplanaridad,y por ello
el espectrode ultravioleta resultantees poco indicativo y de escasavalidez analíticaa la hora de
determinarla estructurade la anhidrobartramiaflavona(Salm, 1992). Al igual que ocurríacon el

CompuestoVI, el CompuestoVII no cambiade color al serobservadoa la luz ultravioletatrasaplicar
NA, de ahíqueseafácilmentedistinguibleen lasTLCs respectivasdel restodebiflavonoides,al igual
que tambiénlo es por su relativaalta movilidadcromatográfica(López-Sáez.1992; Seeger,1992;

Salm, 1992).
Todaslas consideracionesque ya adujimosrespectoa la alta movilidad cromatográfica,a la

respuestaal usode reactivosespecíficosde TLC y a los resultadosde la espectroscopiadeultravioleta
del CompuestoVI, puedenaceptarseplenamenteparael CompuestoVII.

En referenciaal FAB-EM, a pesarde serunabiluteolina,la anhidrobartramiaflavonano tiene
la señala 569 um, típica de las biluteolinas,puespierdedos H~ con el segundoenlaceque forma el

macrociclo,y ión [M - H]~ pasaa ser de 567 um, lo queviene a confirmar que el CompuestoVII

es efectivamenteunabiluteolinamacrocíclicacon un nuevo segundoenlace.
Respectoal espectrode

13C-RMN (ver Tabla6.7b al final de la discusióndel compuesto),las
señalespara0-2’, 0-8’’, 0-2”’ y 0-8 sonsensiblementediferentesrespectode las correspondientes

de la luteolina, lo que indica que los 4 carbonosdebenestar implicados en algún tipo de enlace
interfiavonoidico.Comparandoahora el espectrode 30-RMN del CompuestoVII con el de la

filonotisflavona,observamosen cambio que las resonanciasde 0-2’ y 0-8” son prácticamente
idénticasa las de los mismoscarbonosen la filonotisflavonamientrasque no ocurre lo mismo con

0-2”’ y 0-8. Esto viene a decirnosque el CompuestoVII tiene al menos un enlaceentrelos dos

monómerosdel biflavonoide idénticoal de la filonotisflavona,concretamenteel enlaceentre0-2’ y
0-8”, mientrasque 0-2”’ y 0-8 sonlos otros dos carbonosque intervienenen el segundoenlace
interfiavonoidicoque en cambio está ausenteen la filonotisflavona, de ahí esasdiferenciasen el

espectro.El resto de señales del espectrode 130-RMN pueden asignarsesin problemaspor
comparacióndirectacon las resonanciasrespectivasde los mismos carbonosde la luteolina y la
filonotisflavona. Resumientolo deducido del espectrode 30-RMN podríamosafirmar que el
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CompuestoVII seríaun bitiavonoidemacrocíclico,concretamenteunabiflavonadel tipo biluteolina,

con un segundoy nuevo enlaceentre0-2”’ y 0-8 respectoa la filonotisflavona.
Al tratarse de una molécula simétrica, en el espectro de ‘H-RMN de la anhidro-

bartramiaflavona (Compuesto VII) sólo observamosla mitad de los picos, en referenciaal número
normal que apareceen el resto de biflavonoides(ver Tabla 6.7a al final de la discusióndel

compuesto).Así por ejemplo,en 13 ppm únicamenteencontramosun pico, correspondienteel sólo
a las señalesde los protonessituadosen los hidroxilos en posición5 de ambos monómeros,cuyas
señalessesolapanpor sersimétricos.Todos estoshechosnospodríanconfundiry pensarque setrata
de un flavonoide monomérico,pero su movilidadcromatográficaya comentada,y sobretodo, los

resultadosde la espectrometríade masasnosaclaranrealmentequesetratadeun biflavonoide.Todas
las señalesdel espectrode H-RMN del CompuestoVII puedenasignarsesin problemas,con las
respectivasde la filonotisflavona, aunquepor lo generala valoresde ppm más bajos,debidoal ya
comentadoefectode apantallamientocausadopor la estructuramacrocíclica.Unicamente,respecto

a la f¡lonotisflavona,no sedetectanlas señalescorrespondientesa H-8 y H-2”’, indicandoquedichos

carbonos0-8 y 0-2”’ sonlos implicadosen el segundoenlaceinterfiavonoidico,queen cambiono
poseela filonotisflavona.

Como indican Geiger & col. (1993a), la Anhidro-Bartramiaflavonaes un biflavonoide
derivadode la filonotisflavona,mediantela adiciónde un segundoenlaceinterfiavonoidicoentre0-
2”’ y 0-8, que da lugar a unamoléculasimétricay macrocíclica.En ella, los dos anillos B están

situadospor poco casiperpendicularmenterespectoa los anillos O respectivos(BI-Cí y Bu-Oíl), lo
queda lugar a esecambio químico en la resonanciade 0-3 sobre108.9ppm en el espectrode ‘SC-

RMN, quealcanzavaloresde ppmmás altosqueel mismo 0-3 en la filonotisflavona,dondeno existe
esa perpendicularidadacusadaentre los anillos B-C. La señal en cambio para H-3 en la
anhidrobartramiaflavona,se sitúa a valores de ppm más bajos que la misma señal en la

filonotisflavona. Esto se debe al efecto “escudo” que ejerceel anillo A respectode la otra mitad
flavónica(Geiger& col., 1993a).

Traub & Geiger (1975), en las semillas de Galega offlcinalis L. aislaronel 2,5,7,3’,4<-

pentahidroxi-flavano-5-glucósido,que al igual que la Bartramiaflavona(CompuestoVI) estaba
formadodedosformas tautoméricas,una deellas decadenaabiertay otra cerrada,interconvertibles
entre ellas y con la posibilidad de sintetizara partir de él la forma deshidratada(luteolina-5-
glucósido), de la misma manera que puede hacersecon la Bartramiaflavonahacia Anhidro-

Bartramiafiavona.
En resumen,el CompuestoVII sería la Anhidro-Bartramiaflavona,una

biluteolinade estructuramacrocíclica,derivadade la filonotisflavona,y que puedeobtenersecomo
productode deshidrataciónde la bartramiaflavona.Su fórmulaquedareflejadaen la Fig. 6.9.
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Fig. 6.9.: Anhidro-Bartramiaflavona (C~H16O~)

(2< <8’ ‘-8,2” ‘-biluteolina)

Tabla 6.7a.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoVII.

Fwtúnes Com¡testaVil ‘ FilñotMavoná’

3 6,26s 6.06s 6,69s

6 5,74s 5.75 d (2) 6.22 d (2)

8 6,07 d (2) 6,47>1 (2)

2’ 7.43 d (2)

5’ 6,73 d (8) 7,01 >1 (8,5) 6.92 d (9>

6’ 6,80 d (8) 7,24 d (8,5) 7.77 dd (2:9)

3” 6,26s 6,62s

6” 5,74s 6.21s

2” 7.024(2)

5”’ 6,73 d (8) 6.894(9>

6”’ 6,80 d (8) 7,00>1>1(2:9) -

011-5 12,64s

011-5” 12,64s

‘Filonor,sflavona según Geiger & Bokel (1989).2Luteo¡ina según Geiger & col. (1987).
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Tabla 6.7b.: Datos de 13C-RMN del CompuestoVII.

...Cat~nos Cúm¡~r~tóVII FflóaódsH~’o LteÓlhxaZ

2 167,1 166,5 164,5

2’’ 167,1 163,8

3 108.9 u 106,4 103,8

3 108,9 u 102,4

4 181,8 181,7 182,2

4’’ 181,8 181,1

5 160,4 161,1 162,1

5” 160,4 160,3

6 98,6 t. 98,6 99.2

6” 98,6 u 98,3

7 ¡63,0 163,7 164,7

7” 163,0 161,4

8 103,1 93,0 94,2

8” 103,1 103,5

9 154,6 157,2 157,9

9’’ 154,6 154,3

10 102,7 102.9 104,2

10” 102,7 103,2

1’ 125,5 124,0 122,1

1,’’ ¡25,5 121,7

2 119,1 118,1 113.8

2’’’ 119,1 113,5

3 144,4 144.3 146.2

3’’ 144,4 145,7

4’ 147,0 148,3 150,1

4”’ 147,0 149,4

5’ 113,9 t. 114,6 116,4

5’’’ 113,91. 115,5

6’ 118,7 t. 120,5 119.3

6”’ 118.7 u 1189

Filonotisflavona segúnGeiger& Bokel (1989).
2 Luteolina según Markham & col. (1982).

Los carbonos terciarios (t.> fueron determinados por la técnicaDEPT.
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6.1.1.8. BARTRAMIA-TRILUTEOLINA
(CompuestoVIII) (2’,8”,2”’,8””-triluteolina)

El CompuestoVIII que identificamos comola Bartramia-Triluteolina,se denominóasí por

Seeger(1992) y Seeger& col. (1992b)en honor a que se aisló e identificó por primera vez en
Bartramiapomiformis.EnestaTesisDoctoralconseguimosaislarloe identificarloenla mismaespecie

anterior(BP-7) así como en Bartramia srri cta (BS-5.1).
Exhibe unas características cromatográficasen TLC (Rf, absorciónal ultravioleta) muy

semejantesa las de la luteolina y otras biluteolinas(Markham, 1982; Seeger,1992),ya que al ser

observadoa la luz ultravioletamuestraun color púrpuraoscuroque vira haciala típica fluorescencia
amarillo-anaranjadatrasrevelar la placa cromatográficacon NA (Markham& col., 1988). Su Rf es
muy semejanteal de cualquier agliconamonoflavónica(flavonoide no glicosilado) o biflavónica
(MOes, 1988; Seeger, 1992) ya que apenasse desarrollaen el sistemaacético-15%y en cambio

prácticamente se muevecon el frenteen TBA, aunquepor lo generalesalgo superioral de la propia
luteolinay a ciertasbiluteolinasanteriormentedescritas.Todo ello condujoa pensarqueel Compuesto
VIII debíatratarsede una biluteolina o cualquier otro derivado de la luteolina. Los resultados
obtenidosmediantela aplicaciónde reactivosespecíficostalescomo amoniaco,Benedicto NA, nos

llevarona concluir queel CompuestoVIII debíaposeergrupos o-diOH en 3’ ,4’ o bienen4’ ,5’ (en
el anillo B) y que poseíaal menosun agrupamientoo-diOHque incluía4’-OH, por lo que fácilmente

debíatratarsede un derivadode la luteolina.
Analizando los resultadosdel espectrode ultravioletadel CompuestoVIII vemos que, de

manerageneral,comoen el casode compuestosanteriores(dicranolominao filonotisflavonap.e.),
secorrespondeconel típicoespectrodeuna flavona(Markham, 1982; Harborne,1984; Salm, 1992).

Siguiendoa Markham(1982), enel espectroen NaOMerespectodel de MeOH seobservaun efecto
claramentebatocrómicoen la banda1 de +39 tun (385por 346nm), lo quees indicativo de flavonas
que poseenun hidroxilo libre en posición4’ del anillo B (4’-OH). El espectroen NaOAc respecto

al de metanolsuponede nuevo un efecto batocrómicotanto en la banda 1 como en la II, indicativo
de la existenciade hidroxilo libre en posición7 (7-OH). La adiciónde H3B03 al NaOAcno supone
ningun cambio significativo en ninguna de las dos bandasdel espectro,pues ambaspermanecen

inalterables.Estoshechosvienena confirmar quesetratade unaflavonacono-diOH en el anillo B,
así como la inexistenciade un grupo3-OH, es decir, quesetrata de unaflavonay no de un flavonol
(Salm, 1992).El espectroenA1013 respectodel deMeOH, suponeun efectobatocrómicode +52 nm
enla bandaII y de +72 nm (418-346)en la banda1, lo que indica la existenciadeun grupohidroxilo
libre enposición5 del anillo A (5-OH) quese confirmatras estudiarel nuevoespectroresultantede

añadirCIH. En resumen,y de acuerdoa su espectrode ultravioleta,el CompuestoVIII debíatratarse
de una flavona o derivado, con un agrupamientoo-diOH en posición 3’,4’ del anillo B, y con
hidroxilos libres en 5-OH y 7-OH, así comoen 4<-OH. La flavona que se ajustaa estosdatos es la

luteolina.
Los dospicos queseobservanenel cromatogramade HPLC (Fig. 6.10), correspondencada

uno de ellos a los respectivosdiastereoisómeros,lo que indica que ambosestánpresentes.
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En el caso de que en el cromatogramade HPLC aparecieraun único pico, seríaindicativo de la
existenciade uno sólo de los isómeros,en aquellosflavonoidesque en teoríapuedantenerisomería.

Dichos diastereómerosson respectivamenteel CompuestoVIII o Bartramia-Triluteolina y el
CompuestoIX (Epi-Bartramia-Triluteolina).A diferenciade lo queocurríacon el CompuestoIV, que

tambiénestabaformadopor dos diastereómeros,tanto el CompuestoVIII como el IX pudieronser

aisladospor separadomediante00, de ahí que hayamospreferidoconsiderarloscomo compuestos
aparte, aunque sean isómeros. Ambos, compuestosVIII y IX fueron identificadosen Bartramia
stri cta. mientrasque enBartramiapom¡formissólo seconsiguióaislarel CompuestoVIII, aunqueel

HPLC realizadosobreel compuestopuroaisladode dichaespecietambiéndemostróla existenciade
dos picos, por lo que posiblemente,también Bartramia pom~formissintetizeel CompuestoIX, que
con seguridadforma partede esamezclade diversostriflavonoidesquees BP-X.

8

- 1
F¡g. 6.10.: Cromatograma de HPLC de los Compuestos8 y 9.

El Espectrode Masas(FAB-EM) del CompuestoVIII muestraun ión [Nl - H]~ de 853 um,

que confirmasu estructuradetriluteolina, que concuerdacon los resultadosya publicadosrespecto

de la Bartramia-Triluteolina(Seeger& col., 1992b). Dicho espectrode masas se corresponde
claramentecon él de una triflavona (triluteolina) con 12 hidroxilos libres en la molécula, con
unionesinterfiavonoidicasde tipo C-C entrelos diversosmonómerosde luteolina (Seeger,1992).

Estableciendola correspondientecomparaciónentrelas resonanciasdel espectrode 1H-RMN

del CompuestoVIII (ver Tabla6.8aal final de la discusióndel compuesto)y el de lafilonotisflavona,
se observaun total paralelismoentrelas señalescorrespondientesa los mismoscarbonosen ambos

compuestos,conla salvedaddela existenciadeunaterceraseñalcorrespondienteal tercermonómero

de luteolina. Al igual queen la filonisflavona,y a diferenciadela luteolina,no sedetectanlas señales
correspondientesa H-2’ y H-8”, lo queindica que tantoC-2’ como0-8” forman partede un enlace
interfiavonoidicoentredosde los monómerosde luteolina, como ocurreen la filonotisflavona.La
señalparaH-8”” del tercermonómerotampocoapareceen el espectro,indicandoqueprecisamente

dicho carbono0-8”” forma parte del segundoenlaceentreel monómeromedio y el derecho.A
diferenciade la filonotisflavona, la señal paraH-2”’ no apareceen el espectrode ‘H-RMN del

CompuestoVIII ya que precisamente0-2”’ es el carbonoque lleva a cabo ese segundoenlace
interfiavonoidicocon 0-8””.

En conclusión,el CompuestoVIII señauna triluteolina lineal, ya que no parecequedar

manifiestala existenciade un tercerenlaceinterfiavonoidico.Los tresmonómerosde la triflavonase
uniríanmedianteenlaces0-0de la siguientemanera:
ler. Enlace entre0-2’ del monómeroizquierdoy 0-8” del monómerocentral.
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2t Enlace:entre0-2”’ del monómero central y 0-8”” del monómero derecho.

Este triflavonoide ya ha sido anteriormente descrito y se conoce como Bartramia-Triluteolina

(2’,8”,2”’,8””-triluteolina), cuya fórmula queda manifiesta en la Fig. 6.11.

1-40

E

OH

III

OH,

Fig. 6.11.: Bartramia-Triluteoina (C45H~O18)

(2’ ,8’’—2’ ‘ ,8’’’’—triluteolina)

Tabla 6.Sa.: Datos de ‘H-RMN del Compuesto VIII.

‘ ‘ ¡Meo’

ZIIZZIIIIZH 3/3”! 3”’ ¡a ¡le ¡lid Ii lid
6.OSs 6,¡4s 6,18s 6,06s 6,62s 669s

116/6” /6”” 5,34>1(2) 5,67s 5,70s 5,75>1(2) 6,27s 6,22>1(2)

Ii 8 ¡ 8” / 3”” 6.01 >1(2) — — 6.03 MI) - 6.47 >1(21

H 2’ 1 2”’ / 2””’ — — 6,64 >1(2) - ‘702 >1(2) 7,43 >1(2)

H 5’ /5”’ /5””’ 6,91 d(8) 6,81>1(8) 6<12>1(8) 7.01>1(8.5) 6.74>1(9) 6,98>1(8)

H 6/6”’! 6””’ 7.10>1(8) 7,06
>1(8)

6.43 >1>1(8:2) 7.24>1(8,5) 7.00>1>1(9:2) 744>1>1(8:2)

OH 5/5”! 5”’ ¡2,88s 12,89s ¡3.02s ¡3,0¡s 12.88s 13,00s

Filonotisflavona ~gúii Geiger & Bokel (1989) y Se¿ger IW¿>.
‘Luteolina según Geiger & col. (1987) y Seegei’ (1992).

1. II. III representan cada uno de los monómerosdel triflavonoide (1 i.
su caso del biflavonoide filonotisflavona.

monómero izquierdo: II c, monomero medio y III >1. monómero derecbo) o en
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6.1.1.9. EPI-BARTRAMIA-TRILUTEOLINA
(Compuesto IX) (2’,S”-2”’,8””- triluteolina)

El CompuestoIX, que fue identificado como la Epi-Bartramia-Triluteolinaen la especie

Bartramia stricta (BS-5.A), es en realidadun diastereómerodel CompuestoVIII, existiendola duda

sobresu tambiénexistenciaen Bartramiapomiformis,de acuerdoa lo comentadocon anterioridad
en el CompuestoVIII. En basea lo anterior, todas las consideracionesque ya adujimosrespectoa
la movilidadcromatográfica,a la respuestaal usode reactivosespecíficosdeTLC y a los resultados
de la espectroscopiade ultravioleta del CompuestoVIII, pueden aceptarseplenamentepara el

CompuestoIX.

El espectrode masasdel CompuestoIX, al igual queel del VIII, ofrecíaun ión [M - H]~ de
853 um, típico de triluteolinascon 12 hidroxilos libres en la molécula.

Sólamentemediantecorrelaciónde los espectrosde 1H-130 RMN y H-1H RMN medianteel

método COSY se pudo llevar a cabo su identificación, ya que tanto en la TLC como en la CC
aparecíaconjuntamentecon el CompuestoVIII.

El espectrode 130-RMN (ver Tabla 6.9aal final de la discusióndel compuesto)muestraun
total de 45 señales,correspondientesa otros tantoscarbonos.Segúnello, el CompuestoIX debía

tratarseun triflavonoide, al igual que el anteriorCompuestoVIII, puesun monómeroflavonoidico
daríaúnicamente15 señales.La asignaciónde cadaunadelas resonanciasrespectivasa los carbonos

del CompuestoIX se realizó por comparacióndirecta con las que ofrece la filonotisflavona. La
coincidenciaes prácticamentetotal entre los dos primeros monómerosdel triflavonoide (carbonos

numeradoscomo0, 0’, 0” y 0”’), así comodel tercermonómerodel triflavonoideque lógicamente

no posee la fllonotisflavona,y cuyos carbonosse numerancomo 0”” y 0””’. Según ello, el
CompuestoIX deberíatratarsede un triflavonoidedirectamenterelacionadocon la filonotisflavona,

es decir, con 3 monómerosde luteolina entrelos que se llevan a cabouniones interfiavonoidicas
idénticas a las de la filonotisflavona (2’,8’’). Los enlaces entre los tres monómerosserían
respectivamente:2’,S”- entreel monómeroizquierdoy el centraldel triflavonoidey, 2”’,8””- entre

el centraly el derecho.Seríaal igual queel CompuestoVIII, una2’,8”-2”’,8””-triluteol¡na. Dado
queel resultadoesel mismo, deducimosque posiblementeel CompuestoIX fueseisómerodel VIII.

El espectrode 1H-RMN (ver Tabla 6.9b al final de la discusióndel compuesto)muestra
básicamentela mismacombinaciónde señalesrespectivasa los acoplamientosenorto- y meta-que
en el CompuestoVIII, lo que concuerdacon el resultadodel espectrode 130-RMN. En el espectro

de ‘H-RMN del CompuestoIX al igual que ocurreen el CompuestoVIII, esposible reconocerlas
siguientesseñales:

- Un singleteparaH-6”, ya que no existeprotón libre en 0-8” por intervenireste carbonoen el
enlaceinterfiavonoidico,con lo queH-6” no puedeacoplarsecon ningúnotro protón.
- Un segundosingleteparaH-6”” por las mismasrazonesanteriores,ya que no existeprotónlibre
en 0-8””, por intervenirestecarbonoenel segundoenlaceinterfiavonoidico.Por reglageneral,los

protonesno acopladosa ningúnotro aparecenenel espectrocomo singletes.
- Dos dobletesrespectivosparaH-6 y H-8 que se acoplanentreellos en posiciónmeta-.
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- Dos dobletesparaH-5’ y H-6’ debidoa su orto-acoplamiento.
- Dos dobletespara ¡1-5”’ y H-6”’, tambiénpor orto-acoplamientoentreellos.
- Un dobletepara¡1-5””’ por su orto-acoplamientocon H-6””’ en el tercermonómero.
- Un dobletepara¡1-2””’ por su meta-acoplamientocon H-6<””. Los protonesacopladoscon otro

protón, ya seaen posicionesorto- o meta- aparecencomodobletesenel espectrode protón.
- Finalmente,un dobledobleteparaH-6””’, ya queesteprotónposeeun dobleacoplamientoenorto-

con H-5””’ y en meta-con ¡1-2””’. Los protonesacopladosa su vez con otrosdosprotonesenorto-
y meta- respectivamente,muestranunaseñaldel tipo dobledoblete.

Las señalescorrespondientea los hidroxilos libres en posición0-5 en cada uno de los
monómerosseasignaroncomoOH-5 para12.88ppm,ÓH-5” a 12.89 ppm y OH-5<”’ a 13.02ppm
respectivamente.A pesarde que las señalescorrespondientesa cadaprotóntanto en el Compuesto
VIII como en el IX seanmuy similares, esbien cierto que sepuedenobservaralgunasdiferencias
sustanciales. Los protones del anillo fi del tercermonómerodel CompuestoIX, muestranfrentea las

señalesrespectivasdel CompuestoVIII un mayor desplazamientoquímico, lo que se traduce en
valoresde ppm más elevados.Valgan comoejemplo los siguientesdatos: la señalpara¡1-2’’’’’ en
el CompuestoVIII aparecea 6.56 ppm mientras que en el CompuestoIX lo hade a 7.03 ppm. La

señalpara¡1-5””’ semuestraa 6.12ppmen el CompuestoVIII y a 6.97 ppmen el IX y, finalmente,
la señalpara¡1-6””’ en el CompuestoVIII aparecea 6.27 ppm y a valores de ppm más elevados
(6.98) en el CompuestoIX. Estas diferenciassignificativasen las resonanciaspara los mismos

protonesentreamboscarbonos,puedenserdebidasa un debilitamientosustancialdel apantallamiento
o efecto“escudo” de la propiamolécula,puesmientrasmayoresdichoefectomenoressonlos valores

de ppm quese registran.Unarespuestaparecidaa la anterioresla queofrecenlos protonesdel anillo
A. cuyosdesplazamientossonpor lo generaltambiénmenoresen el CompuestoVIII que en el IX,

debido a esemayor apantallamientoexistenteenel CompuestoVIII. En los protonesH-5’ y ¡1-5<”
del anillo B del primer y segundomonómeros,se produceen cambio el efecto contrario,es decir,

aparecenpor reglagenerala mayoresvaloresde ppm en el CompuestoVIII queen el IX, mientras
que H-6’ y ¡1-6”’ lo hacenpor debajo. Esto puededar una idea de la importancia que tiene la

estructuramolecularen la respuestade cadaprotónen el espectrode H-RMN. El restode señales
sonprácticamenteidénticasen amboscompuestosVIII y IX.

Este fenómenodescrito puedeexplicarseen basea ciertaparticularidaddel CompuestoIX

respectodel VIII. Aunque ambos son triluteolinas con los dos mismos enlacesinterfiavonoidicos,
puededarseel casode que algunode dichos enlacestengaposibilidadde giro libre. Seeger(1992)
afirma que el CompuestoVIII, la Bartramia-Triluteolina,poseedos centrosquirales.De acuerdoa

ello, el CompuestoIX podríaser fácilmenteun diastereoisómerodel CompuestoVIII. La única
diferenciasignificativaen el espectrode RMN de amboscompuestoses la basadaen un diferente
apantallamientoo efectoescudoqueocasionala estructuramolecular.Porello, la posibleestructura
del CompuestoIX sería concretamentela de un epímerodel CompuestoVIII, por el momento
hipotético,en el cualel monómeroIII estuvierasituadoconun ángulode 1800 respectoal monómero

1. El esquemamolecularqueentoncesresultaría,aunquevolvemosa repetirquepor el momentoes
unahipótesis,seríael expuestoen la Fig. 6.12. En dichafigura, 1, II y III correspondena cadauno

de los monómerosde luteolina numeradoscomo O y 0’ (1), 0” y 0”’ (II) y 0”” y 0””’ (III)
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respectivamente.En la Bartramia-Triluteolinase reflejó ademásla posiciónde los 2 centrosquirales
establecidospor Seeger(1992)con el símbolo ‘ * ‘. En el esquemaanexoa las fórmulas, cadauno
de los monómerosserepresentacomounalínea indicandola posiciónde los anillosA y B, asícomo
en el centrode dicha línea el grupooxígenodel anillo O respectivo.

A T
t JItE

—413 A -.—-~

A

Han ramia-Triluteolina

Bartramia-Triluteolina

si *

9 / \ 1~~

o o

nl / \

O O

Epi-Banramia.Triluteolina

Fig. 6.12.: Epi-Bartramia-Triluteolina (C.j1~O18)
(2’ ,8’ ‘—2’ ‘ ‘ .8” “—triluteolina)

Tomandoen consideraciónque el primer monómeroquedaríarepresentadoen la vertical

dirigido con el anillo A respectivohaciala partesuperior,y el segundosobrela horizontal,sepuede
observarque tanto el monómero1 como el II tendríanuna posición relativa equivalenteen los

CompuestosVIII y IX. Sin embargo,la diferenciaentreellos radicaprecisamenteen la posicióndel
monómeroIII respectoal centro quiral existenteen el enlace C-2”’IC-8””. Estas diferenciasse
manifiestansobretodo en relacióna la posicióndel monómeroIII respectoal 1.

En el CompuestoVIII (Bartramia-Triluteolina).el anillo A del monómero1 quedaríaen frente

E
A C

zo
B

Epi-Bartramia-Triluteo¡ina

A

Oil
o

o no

1.
*

o

*

oz
01<

II fl

U

01<
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del anillo B del monómero III. De la misma manera, los monómeros 1 y III se situarían

aproximadamenteparalelosentreellos y perpendicularesrespectoal monómeroíi o central. Esta
estructurapermitiríala planaridadde la molécula,pero al cerrarseel monómeroIII sobreel 1 a través

del centroquiral en C-2”’/C-8’’”, el apantallamientoquedicha estructuramolecularcausaríaseria

bastante mayor que en el CompuestoIX. De estamanerase explicaríanfácilmenteesosmenores
valoresde ppm de las señalescorrespondientesal anillo BIII del CompuestoVIII. Enel Compuesto
IX, la Epi-Bartramia-Triluteolina,seproduceun giro de 1800 en el centroquiral situadoentre0-

2”’ y 0-8”” respectoal CompuestoVIII, ocasionandoque anillo BIII no quedefrente al Al, la
moléculaes más abiertay por lo tanto el efecto “escudo” es menor, con lo que las resonanciasse

muestrana valores de ppm más elevadosque en el CompuestoVIII. Lógicamentese pierde la
planaridadde la molécula. El esquemaestructuralcomentadoen la Fig. 6. 12 no puede por ello

dibujarseen dosdimensiones,ya que los monómerosse encuentranenplanosdistintos.No obstante,

hemosquerido presentarla posibleestructuraderivadadel giro sobreel centro quiral de la Epi-
Bartramia-Triluteolina,aunquemanifestandolas limitacionesque lógicamentepuedanexistir por la
existenciade diversosplanos.
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Tabla 6.9a.: Datos de ‘3C-RMN del CompuestoIX.

Carbonos ‘CompuestoIX Filónotlstbv
2 166,7 166,5

2” 164,6 163,8

2”” 165,6

3 106,1 t. 106,4 r.

3” 106,1 t. 102,4 t

3”” 102.4t.

4 181.5 181,7

4’’ 181,4 181,1

4”” 181,9

5 161,1 161,1

5” 160,4 160,3

5”” 160,6

6 98,7 t. 98,6 t.

6’’ 98.3 t. 98,3 t.

6”” 99,1 í.

7 163,9 163,7

7” 161,3 161,4

7”’’ 161,3

8 93,5 t. 93,0 t.

8” 103,5 103,5

8”” 103,7

9 157,3 157,2

9” 154,6 154,3

9”” 155,2

10 102.9 102,9

10” 103,4 103,2

10”” 102,7

1’ 123,8 124,0

1”’ 121,9 ¡21,7

1”’’’ 123,8

2’ 118,7 118,7
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Carbonos CompuestoVC. FíIbíiol~s1iavi,

2’’’ 118,7 113,5í.

2’’’” 113.7t,

3’ 144,2 1457

3”’ 145,6 145,7

3”’’ 144,1

4’ 148.4 148,3

4”’ 149,6 149.4

4 148,6

5’ 114,5 t. 114,6t.

5”’ 115,7 t. 115.5 t,

5””’ 114,3 t. —-

6’ 120,7 É. 120,5 ¡.

6’’’ 118,7 u 118,9 t.

6””’ 120,7 t. —-

Fílonotístiavona segsxn Geiger & Hotel (¡989>.
Los carbonos terciarios (t.) fueron determinados por ¡a técnica DE?!’.

Tabla6.9b.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoIX.

ft~
4..:..

IuZIIZZlIZiZ Ii ¡¡e
~ ~

H 6/6/6”” 6,11 d(2) 614s
III d ¡ ¡ [íd

6

6,61s

6,06s .2L

5.75>1(2) 6,27s

6.69s

6,22>1<2)

5,75>1(2) — — 6.07>1(2) ‘ 6,47>1(2)

H 2’ / 2” / 2””’ — — 7,03 >1(2) - 7,02 >1(2) 7,43 >1(2)

H 5’ / 5”’ / 5””’ 6,76>1(8) 6.73 >1(8) 6.97>1(8) 7,01 >1(8.5) 6.74 >1(9) 6,98>1(8)

717>1(8) 712
>1(8)

698>1>1(82) 724>1(85) 700>1>1(92) 744>1>1(82)

OHS/5’’!5’’’ 1288s 1289s ¡302s 1301s 1288s 1300s

‘Filonotisflavona según Geiger & Bokel (¡989) y Seeger (¡992).
2Lutco¡ina según Geiger & col, (¡987) y Seeger (1992).

II, lI¡ representan cada uno de los monómeros del u-iflavonoi>1e (1
so caso del bijiavonoide filonotisflavona.

monómero ‘tzquier>1o: ¡1 e, monomero medio y ¡11 >1. monómero derecho) o en
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6.1.1.10.CICLO-TRILUTEOLINA
(CompuestoX) (Ciclo-Bartramia-Triluteolina)

La identificacióndel CompuestoX como la Ciclo-Triluteolinaen Bartramia stricta (BS-3).
suponeuna novedadparala química flavonoidica,ya que hastael momentono se conocía ningún
compuestode esta naturaleza,los triflavonoidescíclicos. Si bien es cieno, ya con anterioridadse

habíadescritoun triflavonoidelineal en el musgoBartramiaporniformis (Seeger,1992).
Exhibe unascaracterísticascromatográficasen TLC (Rf, absorción al ultravioleta) muy

semejantes a las de la luteolina y a las de la Bartramia-Triluteolina(Tabla 5.37), ya que al ser
observadoa la luz ultravioleta muestraun color púrpura(violeta oscuro) que vira hacia la típica

fluorescenciaamarillo-anaranjadatras revelar la placa cromatográficacon NA (Markham & col.,
1988). SuRf es muy semejanteal de cualquieragliconamonoflavónica(Miles, 1988; Seeger,1992)
ya que apenas se desarrolla en el sistema acético-15% y en cambio prácticamente se mueve con el

frenteen TBA, aunque por lo general es algo superior al de los dos compuestosreferidos. Todo ello

nos llevó de nuevo a pensar,de acuerdoa los conocimientosquehastaesemomentoteníamossobre

los flavonoides en Bartramiaceae,que debíatratarse de una biflavona (López-Sáez,1992). Los
resultados obtenidos mediante la aplicación de reactivos específicos tales como amoniaco, Benedict

o NA, nos llevarona concluir que el CompuestoX debíaposeergruposo-diOH en 3’,4’ o bien en
4’, 5’ (en el anillo B) y que poseíaal menosun agrupamientoo-diOH que incluía4’-OH, por lo que

fácilmentedebíatratarsede unabiluteolinao de otro flavonoide tambiénderivadode la luteolina.
Comparandoel espectrode ultravioletadel CompuestoX con él de la filonotisflavonao con

él de la luteolina(Tabla 5.38) se observauna gran concordanciaen los datos,que nos hizo pensar

que estabanfuertementeemparentados.Analizandodetenidamentelos resultadosdel espectrode

ultravioletadel CompuestoX, vemosqueadiferenciade lo queocurreen losbiflavonoides(absorben

aproximadamenteentre250-280nm en la bandaII y entre310-350 mn en banda1), el Compuesto

X teníasucomportamientosensiblementedistinto. En la bandaII se observabaun pico a267 nm que

sí secorrespondíaal intervalobiflavonoidico,peroen la banda1 apenasaparecíasiempreun hombro

sobre338 nm (338sh)y no un segundopico típico debiflavonoides(Salm, 1992; Harborne,1984).
Esteprimer dato ya nos llevó a pensarque el CompuestoX estabarelacionadodirectamentecon la

luteolina y la filonotisflavona, pero muy posiblemente no era un biflavonoide. Siguiendo a Markham

(1982), en el espectroen NaOMe respectodel de MeQE se observaun efectoclaramente batocrómico

en la banda1 de +58 (396 por 358 nm), lo que es indicativo de flavonasque poseenun hidroxilo

libre en posición4’ del anillo B (4’-OH). El espectroen NaOAc respectoal de metanolsuponede

nuevoun efectobatocrómicoenlabandaIde +38 nm, mientrasque la bandaII no sealtera, lo cual

es indicativo de la existenciade hidroxilo libre en posición7 (7-OH). Sin embargo,esa ausenciade
variaciónen la bandaII del espectroen NaOAc noshizo sospecharquedebíaexistir algunainferencia

que impidiera una total correspondenciacon el respectivo espectro de la luteolina o de la

filonotisflavona.La adiciónde H3B03 al NaOAc no suponeninguncambio significativo en ninguna
de las dosbandasdel espectro,puesambaspermaneceninalterables.Estoshechosvienena confirmar

que se trata de una flavona con o-diOH en el anillo B, así como la inexistenciade un grupo3-OH,
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es decir, que se trata de una flavona y no de un flavonol (Salm, 1992>. El espectro en A1013 respecto

del de MeOHno supone de nuevo ninguna alteración del espectro correspondiente respecto al del

MeO¡1, lo cual ya sí es una diferencia bastante significativa respecto al espectro de la luteolina. En

caso de tratarse de una biluteolina o de una triluteolina lineal cabría esperarse que el espectro de

ultravioleta del Compuesto X fuese cercano a éstas, y presenta no obstante ciertas alteraciones. Lo

mismo puede afirmarse de la adición de HOI al espectro en tricloruro de aluminio. En resumen, y de

acuerdoasu espectrodeultravioletay a su movilidadcromatográfica,el CompuestoX debíatratarse
de un compuesto relacionado con la luteolina o a la filonotisflavona, pero seguramente no es ni una

biluteolina ni una triluteolina lineal, pues se detectan sensibles diferencias, sobre todo en su espectro

de ultravioleta.
El espectro de masas muestra un ión [M]~ de 852 um que ya desde un inicio sugeríaqueel

Compuesto X era un triflavonoide. Comparando este dato con el FAB-EM de otro triflavonoide
conocido,la Bartramia-Triluteolina(Seeger,1992), vemosqueestaúltima es un triflavonoidelineal

compuestode tres monómerosde luteolinaunidospor enlaces2’,8”- y 2”’,8””- y su ión [Nl -

aparecea 853 um (M~ a 854 mu). Segúnello, el CompuestoX seríaun triflavonoideque habría

perdido dosprotonesrespectoa la Bartramia-Triluteolina,por lo quedificilmente podríatratarsede

una Triluteolina lineal. Conociendo la existencia de biflavonoides macrocíclicos como la

Bartramiaflavonay Anhidrobartramiaflavona(López-Sáez, 1992; Seeger, 1992; Salm, 1992)

sospechamosque el CompuestoX podríatenerun comportamientosimilar al de éstosrespectode la

Bartramia-Triluteolina.De hecho, la existenciade un tercer enlaceinterfiavonoidico entre los
flavonoides extremos del triflavonoide lineal, supondría la pérdida de dos hidrógenos y explicaríaese

ión M~ a 852 um. En principio, y de acuerdo a la Espectrometriade Masaspodríamosafirmar que

el CompuestoX se trataría muy posiblementede un Triflavonoide Cíclico, seguramenteuna

triluteolina, y muy íntimamente relacionado con la Bartramia-Triluteolina. La
anhidrobartramiaflavonatiene un ión [M]~ de 568 um, correspondientea dos luteolinas
monosustituidas (2 x 284), mientras que el ión M~ del Compuesto X equivale a la suma de tres

luteolinas monosustituidas (3 x 284= 852), lo que indica finalmente que debe tratarse de una

triluteolina.
El CompuestoX demuestrasu naturalezacíclica ya que en el espectrode ‘~C sólo se

identifican 15 señalesy no las 45 que corresponderíana un triflavonoidede cadenaabierta(Seeger,
1992). Esas 15 señalesque aparecenreflejadasen el espectrode ‘~C del CompuestoX, la Ciclo-
Triluteolina, indican que o bien es un flavonoide monomérico, hecho que sabemos no es cierto gracias

a su espectrode masas(propio de un triflavonoide), o en su casodebetratarsede una estructura

cíclica, como así ocurre. El hecho de que únicamente aparezcan 15 señales en el espectro se debe a

que la Ciclo-Triluteolinaes unamoléculasimétrica,dondelas señalescorrespondientesa cadauno
de los monómeros se solapan en su posición respectiva equivalente (ver Tabí 6. lOa al final de la

discusióndel compuesto).Si se tratasede un triflavonoidede cadenaabierta,el númerode señales
detectadasno sería15, sino 45, puesno existiríaesa simetríaantesnombrada,que sólo se lograsi
la moléculaescíclica. En el espectrode‘

30-RMN la asignaciónde lasseñalescorrespondientesacada

carbonoserealizómediantecomparacióndirectacon la bibliografía(Geiger& Bokel, 1989; Seeger,

1992; Voigt, 1993; Salm, 1992) respectode la anhidrobartramiaflavona(CompuestoVII). La
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presencia de la señal a 181.1 ppm es debida a 3 átomos de carbono correspondientes a tres flavonas,

concretamente a 0-4, 0-4’’ y 0-4”’’, cuya similitud de señales entre ellos, y respecto a la señal

correspondiente de la luteolina (0-4) indica que el Compuesto X debe ser un trímero de luteolina

(triluteolina). En los espectros de ‘30-RMN de los 5,7-dihidroxiflavonoides (como la luteolina), las

señales para 0-6 y 0-8 se encuentran siempre entre 90 y 100 ppm, con la señal para 0-6 manifiesta

en un nivel inferior (es decir a valores de ppm mayores) respecto de 0-8 (Osterdahí, 1983). Según

lo anterior, dentro de dicho intervalo pudimos asignar las señales correspondientes a los carbonos 0-

6, 0-6” y 0-6”” en 98.0 ppm, y a niveles de ppm más bajos en cambio, no encontramos las

respectivas a 0-8, 0-8” y 0-8””. La ausencia de una señal en el rango 90 a 96 ppm indica en

este caso que tanto C-8, 0-8” como 0-8”” están sustituidos, ya que son los carbonos que llevan

a cabo los enlaces interfiavonoidicos en cada uno de los anillos A implicados pertenecientes a las tres

unidades monoméricas respectivas. La intensa señal a 103.3 ppm es asignada a dichos carbonos. La

señal a 106.7 corresponde a los carbonos 0-3, 0-3” y 0-3””. La señal a 118.9 ppm corresponde

a los carbonos 0-2’, C-2”’ y C-2””’, cuya señal se encuentra influenciada por el efecto de

sustitución en el enlace interfiavonoidico, ya que varía sensiblemente respecto de la señal

correspondiente de la luteolina que se detecta a 113.8 ppm (Geiger& Bokel, 1989) y es por contra

idéntica a la de la Anhidrobartramiaflavona. El resto de señalesdel espectrose asignaronde acuerdo
a la literatura (Geiger & Bokel, 1989; Salm, 1992), respecto de la anhidrobartramiaflavona, por lo

que por la misma multiplicidad y casi iguales desplazamientos químicos (isocronía) que las referencias

bibliográficas, la asignación de los carbonos correspondientes a cada señal fue sencilla. La señal
correspondiente a los carbonos C-5’I5”’/5’’’’’ es igual a la que ofrece la luteolina y la

anhidrobartramiaflavona, lo que indica queestecarbonono intervieneenel enlaceinterfiavonoidico.
Resumiendo, podemos decir que las resonanciascorrespondientesa los carbonosC-8/8”/8”” a 103.3

ppm y C-2’12’ “¡2””’ a 118.9 ppm son casi idénticas a las que ofrecen los mismos carbonos en la

anhidrobartramiaflavona(103.1y 119.1 ppm respectivamente),lo quesignifica queel CompuestoX
tiene tres enlaces interfiavonoidicos que implican los mismos carbonos que en la
anhidrobartramiaflavona,es decir 0-8 y 0-2’ en cada uno de los monómerosdel triflavonoide.
Analizandofinalmenteel espectrogeneralde ‘30-RMN del CompuestoX, seobservaconclaridadque

todas las señalespuedenasignarsesin problemaa las correspondientesdela anhidrobartramiaflavona,
teniendoen cuentapor supuestoqueserepitende 3 en 3 al seruna triluteolina,ademássimétrica.De
acuerdoa los resultadosdel espectrode ‘3C-RMN podemosdeducirque el CompuestoX es una

triluteolina cíclica, queposeeel mismo tipo de enlacesinterfiavonoidicosque la filonotisflavonay
la anhidrobartramiaflavona.

En referenciaal espectrode‘H-RMN (ver Tabla6. 10bal final de la discusióndel compuesto)

debemosdecirquelos picos a 8.5, 10.0 y 11.0 ppm sontípicosde protonescarbonílicoso aminas,
pero sondemasiadoaltos respectode los que presentael CompuestoX. El pico cercanoa 13 ppm,
en cambio, es típico de un flavonoide con un grupo OH- libre en posición 5. El hecho de que

aparezcaun sólo pico sobre13 ppm, concretamentea 12.66ppm,pareceindicar enprincipio quese
tratadeun monómeroflavonoidico,perosabiendoqueesun triflavonoidepodemosconcluirquedicha

señales la mismaperosolapadarespectoa los hidroxiloscorrespondientesenposicionesOH-5, OH-

5” y 011-5””. Las señalesentre8.5 y 11.0 ppmsonpropiasde los protonesde hidroxilos,peroéstas
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en generalsonanchas y bajas, como ocurre por ejemplo en el espectro de la filonotisflavona, y no

tan altas y extrechas como en el espectro de protón del Compuesto X. Entre 6.1 y 6,7 ppm aparecen

las señales correspondientes a los protones de los anillos A y O(Seeger,. 1992) que fueron asignadas

de acuerdo a la bibliografía con 5.93 ppm para los protones en 0-3, 0-3” y 0-3”” respectivamente

que aparecen como un singlete al igual que en la luteolina, 6.32 ppm para ¡1-6, H-6” y ¡1-6””. La

ausenciadela señalrespectiva al protón H-8 respecto de la anhidrobartramiaflavona viene a demostrar

de nuevo la naturaleza cíclica del Compuesto X y la existencia de un tercer enlace interfiavonoidico

respecto a la anhidrobartramiaflavona. Las señales de los protones correspondientes del anillo B

aparecen en cambio hasta el intervalo 9 ppm, y por lo general por encima de los valores de ppm de
los protones respectivos de los anillos A y 0. La señal para los protones en H-6’, aparece por regla

general sobre 7.2-7.9 ppm como un doblete (Seeger, 1992), de ahí que de acuerdo a ello se asignaron

respectivamente ¡1-6’, ¡1-6’’’ y ¡1-6””’ para la señal a 6.34 ppm, en la cual el efecto de

apantallamiento debido a la estructura macrocíclica de la molécula, y a la cercanía del enlace
respectivo en 0-2’ que ocasiona acoplamiento con los protones más cercanos tanto de su anillo B

respectivo como del anillo O del monómero vecino, ocasiona valores de ppm más bajos respecto a

la luteolina. El protóndel carbono0-5’ de flavonas3’,4’-dioxigenadas(luteolina)aparececomoun

dobleteentre6.7 y 7.1 ppm (Seeger,1992; Salm, 1992) por lo que ¡1-5’, ¡1-5”’ y ¡1-5””’ fueron
asignadosparala señala 6.70 ppm respectivamente,en los cualesel acoplamientoes menorque en
¡1-6’16’ “16””’ por encontrarseen una posición relativamenteexternade la molécula, y no muy

cercanos respecto a los protones de los monómerosanexos. No se detectaronlas señales
correspondientesa los protonesde C-2’12”’¡2’’’’’ y C-818”/8’’’’, lo que indica la inexistenciade

protones,justificadafácilmentesi atendemosa quedichos carbonossonprecisamentelos que llevan
a cabolos enlacesinterfiavonoidicos.

En resumen,podemosdeducirfinalmenteque el CompuestoX es un triflavonoide cíclico,

concretamenteuna triluteolina macrocíclica,quedenominamosCiclo-Triluteolina,aunqueenhonor

a la especiedondefue identificada(Bartramia stricta), pasamosa denominardicho compuestocomo
Ciclo-Bartramia-Tiiluteolina (2’,8”,2”’,S”” ,2””’,8 - Triluteolina), cuyafórmulaquímicaqueda
reflejada en la Fig. 6.13. Los enlaces interfiavonoidicos se llevaron a cabo entre los siguientes
carbonos:

1. 0-2’ (anillo BI) y 0-8” (anillo Ah).

2. 0-2”’ (anillo Bu) y 0-8”” (anillo Allí).

3. 0-2’”’’ (anillo BIII) y 0-8 (anillo Al).

La Hg. 6.14 muestra el Modelo Molecular del Compuesto X.
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Fig. 6.14.: Modelo molecular de la Ciclo-Bartramia-Triluteol¡na.
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Fig. 6.13.: Ciclo-Bartramia-Triluteolina (C~H~O~,)

(2’,8’’,2’’’,8’’’’,2’’’’’ ,8—triluteolina)

Tabla 6.11k.: Datos de UC4U%IN del CompuestoX.

Cmfl~wfl ~.. X MILi Carbonos Compuesto X ADIL1

C-2 164.8 167.1 C-9”” 154,6

164.8 167.1 C-1O 102,8 102,7

164.8 — C-1O” 102,8 102,7

C-3 106,7 108,9 C-1O”” 102,8

106,7 108.9 Cl’ 124,9 125,5

tOG,7 — C.I”’ 124,9 125,5

C-4 181,1 181,8 C-1””’ 124,9

C-4” 181,1 181,8 C-2’ 118,9 119,1

CA”” 181,1 — C-2”’ 118,9 119,1

C-5 160.4 160.4 C-2””’ 118,9

160,4 160,4 C-3’ 144,3 144,4

160.4 — C-3”’ 144.3 144,4

C-6 98,0 98,6 C-3””’ 144,3

98.0 98,6 CA’ 147,6 147,4

98,0 — C-4”’ 147,6 147,4

C-7 162,4 163,0 CA””’ 147.6

162.4 163,0 C-5’ 114,6 113.9

162.4 — C-5”’ 114.6 113.9

C-8 10ik3 ¡03.1 C-5””’ ‘ ¡14.6 -—

272



C~rbomm ‘ConipuestoX. Mb) Carbwiua Cempi~oX Anb2

103,3 103,1 C-6’ ¡18,6 118.7

103,3 --- C-6”’ 118.6 118,7

C-9 154,6 154,6 C-6””’ 118,6 —-

C-9 154,6 154,6
datos de ¡a Antídrobartranisaflavona seg,in Seeger <i!’27’

Tabla 6.lOb.: Datos de ‘H-RMN del Compuesto X.

?rtóns ‘ Cmfiptststa X Mbldtohafrs»flava~ flu4MstTni’a~

H-3 5.935 5,74s 6,06s

5,935 5,745 6,62s

5,935

H-6 6,32s 6,26s 6,07d (2)

¡-1-6” 6,32s 6,26s 6,27s

6,32s .-- -—

H-8 -— --- 5,75d (2)

1-1-2”’ --- --- 7,02d (2)

14-5’ 6,70d (8) 6,SOd(8) 7,Old (8)

14-5”’ 6,70d (8) 6,SOd(8) 6,74d (9)

14-5””’ 6,70d (8) —-

14-6 6,34d (8) 6,73d (8) 7,24d (8)

14-6”’ 6,34d (8) 6,73d (8) 7,00W! (2;9)

1-1-6””’ 6,34d (8) —-

014-5 12,66s 12,64s

014-5” 12,66s l2,64s

014-5”” 12,66s

datot procedentes >1e Seeger (1992),

‘datos procedentes de Geiger & Boke¡ (¡989).
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6.1.1.11. 5’-Oll-AMENTOFLAVONA
(CompuestoXI) (Iuteolina-(5’,8”)-apigenina)

El CompuestoXI que identificamoscomola 5’-OH-amentoflavona,fue descritopor primera
vez en Plagiomniumeiatum (Biehí, 1988) de la familia Mniaceaey posteriormente,en estamisma

especie(Geiger & col., 1988; Anbut & col., 1989a; Anhut, 1992> y Rhytidiadelp/zussquarrosus
(Seeger& col., 1990; Seeger,1992) de Hylocomiaceae.La primeracita acercade la síntesisde este

compuestoen especiesde la familia Bartramiaceae,correspondea Rartramia ithyphylla (BI-6),
estudiadaen estaMemoria Doctoral.

Exhibeunascaracterísticascromatográficasen TLC muy semejantesa las de la luteolinapor

unapartey a las de la apigeninapor otra, así como a las de los tres primeroscompuestosreferidos
(5’,3”’-diOH-amentoflavona, 5’,3”’-diOH-robustaflavonay filonotisflavona) y el Compuestoy
(dicranolomina),ya que se observaa la luz ultravioletadandoun color púrpuraque vira hacia la

típica fluorescenciaamarillo-anaranjadatras revelar la placa cromatográficacon NA (Markham &

col., 1988). Su Rf es muy semejanteal de cualquier agliconamonoflavónica(flavonoide no
glicosilado)o biflavónica (Miles, 1988; Seeger, 1992) ya que apenasse desarrollaen el sistema
acético-15% y encambioprácticamentesemueveconel frenteen TBA. Enel sistemacromatográfico
desarrolladoen placasde poliamida-6presentaun Rf relativamentealto en comparacióncon los
compuestos¡-III y y en la dimensióndel solventeSTAHL, quenos hizo pensarquese tratabade la
biflavona5’-OH-amentoflavona(Seeger,1992). Los resultadosobtenidosmediantela aplicaciónde
reactivosespecíficostalescomoamoniaco,Benedicto NA, nosllevarona concluirqueel Compuesto

Xl debíaposeergruposo-diOH en 3’ .4’ o bienen4’,5’ y queposeíaal menos un agrupamientoo-

diOR que incluía 4’-OH, por lo que fácilmente debía tratarsede una biflavona derivadade la
luteolina, aunqueno podíamosestablecercon seguridadque se tratara de unabiluteolinapuessu

movilidadcromatográfica(RO eramás alta de lo esperada(Geiger, 1990).
El espectrodeabsorciónultravioletadel CompuestoXI essemejanteal de la luteolina (Tabla

5.42.) (Geiger & col., 1988), aunquepareceexistir solapamientocon el espectrode otra flavona
distinta de ésta (Markham, 1982). El espectroobtenido parece correspondera la suma de dos
espectrosdistintos procedentesde dos flavonas,siendo una de ellas la luteolina. Analizando los

resultadosdel espectrode ultravioletadel CompuestoXI vemosquede manerageneral,comoen el

casode compuestosanteriores,secorrespondecon el típico espectrode un biflavonoide(Markhani,
1982; Harborne,1984; Salm, 1992)pues absorbeaproximadamenteentre250-280nm en la banda

U y, entre310-350nmen banda1. Siguiendoa Markham(1982),en el espectroenNaOMerespecto
del de MeOH seobservaun efectoclaramentebatocrómicoen la banda1 de +45 (388 por 343 nm),
lo que es indicativode flavonasque poseenun hidroxilo libre en posición4’ del anillo B (4’-OH).
El espectroen NaOAc respectoal de metanolsuponede nuevo un efecto batocrómicotantoen la

banda1 de +28 nm (371-343)comoen la II (+4 nm). indicativo de la existenciade hidroxilo libre
enposición7 (7-OH). La adiciónde H3B03 al NaOAcsuponeun efectoipsocrómicode-11 nm (360-
371) en la banda1 y de -6 nm (263-269)en la bandaII. Estos hechosindican la no existenciade
gruposo-diOH en el anillo B puesen dichocasoseesperaríaun efecto batocrómicode + 12 a +36
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nm (Markham, 1982). El espectroen AIG3 respectodel de MeOH, suponeun efectobatocrómicode
+7 nm (272/265) en la bandaII y de +6>7 nm (410-343)en la banda1, lo que indica la existencia
de un grupo hidroxilo libre en posición5 del anillo A (5-OH). Por contra, la adición de CIH al

tricloruro de aluminio originasendosefectosipsocrómicosen ambasbandas,de -17 mt en la banda
11(272-255)y de -65 nm en la banda1 (410-345). Segúnesto, se confirman las conclusiones
anterioresde que el CompuestoXI no tiene un grupoo-diOH en B, puesentoncesse esperaríaun

efecto batocrórnicoen la banda1 de +3040nm (Markham, 1982). En resumen,y de acuerdoa su
espectro de ultravioleta, el CompuestoXI debía ser una flavona (o dímero de ella) sin un
agrupamientoo-diOH enel anillo B, conhidroxilos libres en 5-OH y 7-OH, asícomoen 4’-OH. La

flavonaquese ajustaa estosdatoses la apigenina.Sin embargo,los resultadosde la TLC indicaban
por contra que el CompuestoXI debíateneral menosun agrupamientoo-diOH en B, ya sea en
posiciones3’,4’ o 4’,5’ y queposiblementederivabade la luteolina(5’-OH-apigenina).Sabiendoque

el CompuestoXI esun biflavonoidey másconcretamenteunabiflavona, esfácil pensarque setrate
de un dímeroluteolina-apigenina,lo cual explicaríapor un lado sus característicascromatográficas

y por otro, su espectrode absorciónal ultravioleta.

El EspectrodeMasas(FAB-EM) del CompuestoXl muestraun ión [M -H] + de 553 um, que
confirmasu estructuradebiflavona, yasospechadapor los resultadosprevios de la espectroscopiade

ultravioleta, y que concuerdacon resultadosya publicadosrespectode la 5’-OH-amentoflavona
(Geiger & col., 1988). Dicho espectro de masas se correspondeclaramentecon él de una
beptahidroxibiflavona(Seeger& col., 1990)conunióninterfiavonoidicadetipo C-C entrelos anillos

BI y AlT de ambosmonómeros(Seeger,1988). Esteespectrode masasapoyaríaademásla hipótesis
de que el CompuestoXI seaun dímerode luteolina (4 hidroxilos en 5, 7, 3’ y 4’) y apigenina(3
hidroxilosen 5, 7 y 4’).

En el espectrode
3C-RMN la asignaciónde las señalescorrespondientesa cadacarbonose

realizó mediantecomparacióndirectacon la bibliografía(Geiger& col., 1988; Seeger& col., 1990)

(ver Tabla 6.1 la al final de la discusióndel compuesto).Los cambiosquímicosobservadosy las
multiplicidadesde la granpartede las señalessonidénticosa los de la 5’,3”’-diOH-amentoflavona
y amentoflavona.La presenciade dos señalesa 182.2 y 181.7 ppm son debidasa 2 átomosde

carbonocorrespondientesa dosflavonas,concretamentea C-4 y C-4”, cuyasimilitud deseñalesentre
ellos, y respectoa las señalescorrespondientesde la amentoflavonay 5’,3”’-diOH-amentoflavona,
indica que el CompuestoXI seríaunabiflavonaderivadade la amentoflavona.En los espectrosde
3C~RMN de los 5,7-dihidroxiflavonoides(como la luteolina y la apigenina),las señalesparaC-6 y

C-8 se encuentransiempreentre90 y 100 ppm, con la señalparaC-6 a campo menor (es decir a
valores de ppm mayores)respectode C-8 (Ósterdahl, 1983). Segúnlo anterior, dentrode dicho

intervalopudimosasignarlasseñalescorrespondientesa los carbonosC-6 y C-6” en99.0 y 98.9 ppm
respectivamente,y a nivelesde ppm más bajos la correspondientea C-8 en 93.9 ppm. Sí se detecté

dentrodel intervalo mencionado la señalcorrespondientea C-6”, lo que indica queen el casodel
CompuestoXI, dicho carbonono estáimplicado en el enlaceinterfiavonoidico.Sin embargo,la

ausenciade unaseñalen el rango 90 a 96 ppm indica por contra que C-8” estásustituido,ya
que es el carbono que lleva a cabo el enlace interfiavonoidico en una de las dos unidades
monoméricas.De hecho esta señal concuerdatotalmentecon la que ofrece la 5’,3”’-diOH-

275



amentoflavona,lo que indica que como en ésta,C-8” forma parteen enlacede unión entreambos
monómerosflavónicos.La intensaseñala 104.4ppm, que no aparecedividida, esasignadaa C-8”.
Las dosseñalesa 103.0y 102.6 ppm sonasignadasaC-3 y C-3’’. Entrelas tresseñalesmás intensas

restantes,las dosmenosintensasa 120.5 y 120.6sonasignadasa C-l’y C-1”’. La señala 120.4ppm
correspondeal carbonoC-5’, y se encuentrainfluenciadapor el efecto de sustituciónen el enlace
interfiavonoidico,y no variasensiblementerespectodela señalcorrespondientedela amentoflavona

(121.7ppm) ni de la 5’,3”’-diOH-amentoflavona(120.0),por lo que sospechamosque al igual que
enambas,el carbonoC-5’ formapartedel enlaceinterfiavonoidicojuntocon C-8” (Geiger& Bokel,
1989).El restodeseñalesdel espectro(C-2, C-2”, C-5, C-5”, C-7, C-7”, C-9, C-9”, C-10, C-10”,
C-2”’, C-3’, C-3”’, C-4’, C-4”’, C-5”’, C-6 y C-6”’) se identificarony asignaronde acuerdoa la

literatura(Geiger& Bokel, 1989; Seeger,1992; Markham& col., 1988), respectoa la amentoflavona
(5’,8”-biapigenina)y la 5’,3”’-diOH-amentoflavona.Los carbonosC-2’, C-4’ y C-6’ mostrabanuna
resonanciatotalmentede acuerdoa las correspondientesa las mismasseñalesen la 5’,3’’’-diOH-

amentoflavona,y por contrasensiblementedistintasrespectode lasde la amentoflavona,queporregla
generalofrecíanvaloresde ppm más elevados.Estoes fácil de entendersi atendemosa queuno de
los monómerosdel CompuestoXI es la luteolina, al igual que en la 5’,3”’-diOH-amentoflavona,y
por lo tanto sus señalesseránidénticas,mientras que en la amentoflavona,que es una biapigenina,

no se produceel apantallainientotípico del hidroxilo en posición3’ de la luteolina, de ahí que sus
valores de ppm seanmás altos. En el casode C-3’, en la luteolina existe acoplamientoentre los
hidroxilos en C-3’ y C-4’, lo que no ocurre en la amentoflavona,de ahí esos valores de ppm

superioresrespectosa los del CompuestoXl. Porcontra,los carbonosC-2”’, C-3”’, C-4”’, C-5”’
y C-6”’ tienenresonanciasprácticamenteidénticasa lasde la amentoflavona,lo queindica claramente
que el otro monómerodel CompuestoXI es la apigenina.De acuerdoa los resultadosdel espectro
de ‘3C-RMN podemosdeducir que el CompuestoXI sería la luteoíina-(5’,8”)-apigenina,cuya

denominaciónactual es 5’-OH-Ainentoflavona.
Si pasamosa analizarahorael espectrode ‘H-RMN (ver Tabla 6.1 lb al final de la discusión

del compuesto),observamosquese detectan3 señalescorrespondientesa singletesentre6.38y 6.78

ppm y 8 dobletesentre 6.25 y 7.66 ppm. En comparacióncon los espectrode protón de las
biluteolinas ya identificadas(compuestos1-111 y y), se detectan11 señalesen vez de 10. Esto es
debido a la existenciade un protón más en el monómerode apigeninaen posición H-3”’ como
consecuenciade la inexistenciadel grupo hidroxilo típico de la luteolina en esaposición. Respecto

a las 2 señalesque aparecenen el espectrode ‘H-RMN sobre13 ppm, correspondenambasa cada
uno de los protonesdel grupohidroxilo libre situadoen posición5 en cadauno de los monómeros

de luteolina, concretamenteOH-5 para la señal a 13.09 ppm y OH-5” para 12.97 ppm. Estos
protonesen posiciónOH-5 y OH-5”de los anillos Al y AH respectivamente,establecensendos

puentesde hidrógenocon el oxígenocorrespondienteen posición4 y 4” de los anillos CI y CII
respectivos.Entre6.1 y 6.7 ppm aparecenlas señalescorrespondientesa los protonesde los anillos
A y C (Seeger,1992) que fueron asignadasde acuerdoa la bibliografíacon 6.77 y 6.84 ppm para

el protónen 03 y C-3” respectivamenteque aparecencomo singletesal igual que en la luteolina,
6.25 y 6.44 ppm paraH-6 y H-6”, y 6.49 ppm paraH-8, cuyaasignaciónes sencillasimplemente
comparandocon los señalespropiasdela amentoflavonaola 5’,3” ‘-diOH-amentoflavona.Lasseñales
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de los protonescorrespondientesdel anillo 8 aparecenen cambio hastael intervalo9 ppm, y por lo
generalpor encimade los valoresdeppm de los protonesrespectivosde los anillos A y C. La señal

para los en protonesH-6’ aparecepor reglageneral sobre7.2-7.9ppm como un doblete(Seeger,

1992), de ahí que de acuerdoa ello se asignaronrespectivamenteH-6’ y H-6”’ para las señalesa
7.62 y 7.66 ppm. No se detectaronlas señalescorrespondientesa los protonesdeC-3’ y C-5’ de la
5’ ,3’ “-diOH-amentoflavona,lo que indica la existenciade hidroxilo en posiciónOH-3’ y que C-5’

estácomoen el compuestoanteriorimplicado en el enlaceflavonoidico, lo mismoque C-8” del que

tampocose detectaningunaseñalen el espectrodeprotón.
En resumen,podemosdeducirfinalmentequeel CompuestoXl secorresponderíacon la 5’-

OH-Amentoflavona(luteolina-(5’,8”)-apigenina),cuyafórmulaquímicaquedareflejadaen la Hg.
6.15. En la 5’-OH-amentoflavona,el monómerocorrespondientea la luteolina fue numeradocomo
C y C’, mientrasque la apigeninalo fue como C” y C”’. OH

.4

HO
O

OH

Fig. 6.15.: 5’-OH-Amentoflavona (CmHiSOii)
(luteolina-5’ ,8’ ‘-apigenina)

No obstante,y debidoa ciertosproblemasde interpretaciónque surgieroncon el Compuesto

XI, hemosqueridohaceraquíunaaclaraciónparaevitar ciertosproblemaspuramentemetodológicos.
En la luteolina, los doshidroxilosdelanillo 8 sesitúanrespectivamenteenlos carbonos3’ y 4’. Por

ello, en cualquierade las biluteolinas identificadasen estaTesisDoctoral, cuandollevamosa cabo

su numeraciónquímicarespectode la luteolina, tuvimosmuy encuentala posiciónde los gruposOH.
Así, en el Cámpuesto1, la 5’,8”-biluteolina, el carbono C-5’ es el que realiza el enlace
interfiavonoidicocon el anillo AH delotro monómeroy Cl’ y C-4’ portansendoshidroxilos. Ahora

bien,cuandola denominaciónde un compuestobiflavonoidicose realizaenbasea la amentoflavona,
puedensurgir cienosproblemasya que no se tiene en cuentaa la luteolina sino la posiciónde los

gruposhidroxílicos. Esto ha dado lugara que inequívocamentese numerenpar igual carbonosque

sondistintos,y el ejemplomás clarolo tenemosenel Compuesto1 antesnombradoo en cualquier
otro de los tambiénidentificados.El Compuesto1. la 5’.8”-biluteolina se denominatambiéncomo
5’,3” ‘-diOH-anientoflavona,es decir, sesuponequeC-5’ es uno de los carbonos del anillo Al que
lleva un grupohidroxilo y por lo tantodifiere totalmentedel mismoeasosi realizamosla numeración

respectode la biluteolina,dondeintervieneen el enlaceinterfiavonoidico.Estosproblemasde índole
niorxioiógico no teiié:~anmaxor irnortanciasi en la bibliografíano existieranerroresde asignación

1

2’OH
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de las señalescorrespondientesa cada carbonopor lo antescomentado.En el casode la 5’-OH-
amentoflavona,esfrecuenteencontrarcomolas señalesde la RMN correspondientesa C-5’ seasignan
a C-3’ y viceversa.Algo semejanteocurrecon C-2’ y C-6’. En amboscasosse trata de carbonos
simétricosy por lo tanto susseñalessonmuy cercanas.Peroenel casode C-3’ y C-5’ enla luteolina
o enunabiluteolina, C-3’ portaun hidroxilo y C-5’ no, porlo quesepierdetal simetríay los errores
de asignaciónsongraves.Así, es frecuenteencontrarnoscon resultadosque comparanC-2’ de un

compuestocon C-6’ de otro, o C-3’ de uno con C-5’ de otro, entendiendoque se trata del mismo
carbono.Paraeliminarestosmalentendidos,entodo momentoseguimoslas indicacionesde Agrawal

(1989), que en su magnífica recopilaciónde espectrosde 3C-RMN de los tipos flavonoidicos
conocidos, infería que en el casode las biluteolinao ‘de la luteolina misma, C-3’ correspondeal
carbono que porta el hidroxilo y C-5’ al que en la luteolina no lo lleva. De esta manera, las

asignacionesrespectivasparaC-2’ y C-6’, y C-3’ y C-5’ se invirtieron respectode algunascitas de
la literatura.

Tabla 6.lla.: Datos de ‘3C-RMN del CompuestoXL

2 163,8 164,1 163.9

2” 164,2 164,3 164,0

3 103,0 103.2 102,9

3 102,6 102.8 102,5

4 182.2 181,9 181.9

4’ 181.7 182.2 181.5

5 161.1 161,6 161,4

5” 160.7 160,8 160.4

6 99,0 98.8 98,7

6” 98,9 99,1 98.6

7 164,2 163,9 164.0

7” 162,6 161,9 161,7

8 93.9 94,2 93,8

8>’ 184,4 104,1 104,0

9 J57,5 157,6 157,3

9” 154,7 154,7 154,5

10 103,8 104,0 103,6

10” 103.8 104,0 103,6

1’ 120.5 120,3 120.6

1”’ 121,6 121,4 121,8

2’ 112,0 131,6 112,1

2”’ 128,3 ¡28.3 118.6
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CofripÚ~sIoX1 A~wflavtnat ¾4ÁOH~4nem&

3’ ¡46,2 116,4 145,5

3>” 115,8 116,0 145.8

4’ 149,0 159,4 ¶48.2

4”’ 161,7 161,1 149,4

5’ 120,4 121.7 ¡20,0

5’’’ 115,8 116.0 115.5

6’ 122,5 127,9 122,2

6”’ 128.3 128.3 118.6
AmentotiavonasegunMarkbam & col. (1987>.

2 5’ 3”’.diGH.amencoflavona según Geiger & col. (1988),

Tabla 6.llb.: Datos de ‘H-RMN del Compuesto XI.

Protofi~s . ••. .. :>. t4ÁOa>~4nem

3 6,77s 6,74 s 6,68

6 6,25 d (2) 6.22 d (2) 6,21 d (2)

8 6,49 d (2) 6,501(2) 6,45 d (2)

2 7,55 d (2) 8.07 d (2) 7.51 d (9)

3’ 7,19.1(9)

5,

6’ 7,62.1(2) 7,99dd(2;9) 7,52.1(2)

3” 6,84s 6,81s 6.72

6” 6,44s 6,45s 6,4¡s

2”’ 7,66.1 (9) 7,57.1 (9) 7,09 d (2)

3” 6,77 d (9) 6,77 d (9)

5”’ 6.77.1(9) 6,77.1(9) 6,70d(8)

6”’ 7,66.1 (9) 7,57 d (9) 7,07 dd (2;8)

OH-5 13,09 a 13.01

OH-5” 12,97s 13,14s

AnaentotiavonasegunMarkham& col. (¡95/>.

%‘,3”>diOH-a,nentoflavonasegúnGeiger & col. (1988).
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6.1.1J2.ÁCIDO BARTRAMICO
(CompuestoXII) (luteolina-(8,2’ ‘)-ácido protocatéquico)

El CompuestoXII fue identificado como el Acido Bartrámico, y ya con anterioridadse

conocía de Bartramia pomiformis(Seeger,1992; Seeger& col., 1992b), en honorde cuyaespecie
se denominóla luteolina-(8,2’‘)-ácido protocatéquico.Ensí el Acido Bartrámicoesun flavonoideun
tanto especial,ya queposeepor un lado el típico esqueletomonoméricode la flavona luteolina,pero

tiene la particularidadde en posiciónC-8 portar un grupo ácido, y más concretamenteel ácido
protocatéquico.El compuestoresultanteesun ácidoconesqueletode flavonoide,quegeneralizando,

pertenecea los conocidoscomoácidos flavonoidicos.Ademásdel ácido bartrámicose conoceotro
compuestosimilar en Hypnumcupress¡forme(Sievers, 1992), que fue denominadocomo ácido
hípnico. Trennheuser(1992)identificó el ácidoprotocatéquicoenAnthocerosagrestis, por lo queno
debeextrañarnosla presenciade ésteácidocomo un sustituyentemás en la moléculade luteolina de

ciertasespeciesde musgos.
Exhibe unas característicascromatográficasen TLC (Rf, absorción al ultravioleta) muy

semejantesa las de la luteolina, yaque seobservaa la luz ultravioletacon un color púrpura(violeta

oscuro)quevira haciala típicafluorescenciaamarillo-anaranjadatras revelar la placacromatográfica

con NA (Markham& col., 1988). Su Rf es cambio, es sensiblementediferente al de cualquier
agliconamonoflavónica(flavonoide no glicosilado)o biflavónica,ya que sí presentaun desarrollo

notableen el sistemaacético-15%dondealcanzaun Rf de 20, y en cambioen TEA no semuevecon
el frentecomo hacenlas agliconas,sino que llega únicamenteaalcanzarun Rf de 63. En el sistema

desarrolladoen poliamida, amenudoaparecesolapadocon el CompuestoVIII, aunqueen celulosa
se separan.En ambos casos, la baja concentración en que se presentahace complicada su
identificaciónporTLC. Los resultadosobtenidosmediantela aplicacióndereactivosespecíficostales
comoamoniaco,Benedicto NA, nos llevarona concluir queel CompuestoXII debíaposeergrupos
o-diOH en 3’ ,4’ o bienen 4’ ,5’ y que poseíaal menosun agrupamientoo-diOH que incluía4’-OH,
porlo que fácilmentedebíatratarsedeun compuestorelacionadocon la luteolina,peroenningúncaso

parecíatratarsede unabiluteolinani de la flavona en sí misma. Su retencióncromatográfica,sobre
todo en el sistemaZ, (acético 15%/celulosa)con un PS de 20 podríaser indicativo de acuerdoa

Seeger(1992)de la existenciadeun ácidoorgánicoen la molécula.
Analizandosu espectrode ultravioleta,siguiendoa Markham(1982), observamosqueen el

espectroenNaOMe respectodel de MeOH seobservaun efectoclaramentebatocrómicoen la banda
1 de +58 (404 por 346 nm), lo que es indicativo de flavonasque poseenun hidroxilo libre en
posición4’ del anillo E (4’-OH). El espectroen NaOAcrespectoal de metanolsuponede nuevoun

efecto batocrómicopero sólo en la bandaII de + 13 nm (268/255),mientras que la banda1 no se
modifica. Estosdatossonindicativosde la existenciade hidroxilo libre enposición7 (7-OH) de una
flavona. La adiciónde H3B03 al NaOAc suponeun claro efecto ipsocrómicode -6 mn en la banda

II y un efecto batocrómicode +25 mt en la banda1. Estos hechosvienena confirmar que se trata
de unaflavona con o-diOH en el anillo B, así como la inexistenciade un grupo3-OH, esdecir, que

se trata de una flavona y no de un flavonol (Salm, 1992). El espectroen AId3 respectodel de
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MeOH, suponeun efecto batocrómicode +21 mt (276/255)en la bandaII y de +83 nm (429-346)

en la banda1, lo que indica la existenciade un grupohidroxilo libre en posición5 del anillo A (5-
OH) que se confirma tras estudiarel nuevo espectroresultantede añadirCIH. En resumen,y de

acuerdoasu espectrode ultravioleta,el CompuestoXII debíatratarsede un compuestoqueposeeun
agrupamientoo-diOH en posición3’ ,4’ del anillo B, y con hidroxilos libres en 5-OH y 7-OH, así

como en 4’-OH. La flavonaque se ajustaa estosdatoses la luteolina, aunquecomo por Rf en TLC

habíamosdescartadoquesetrataradela propialuteolina,debíatratarsede un compuestomuy cercano
a éstaque con seguridadportaraun grupoácido causantede eserelativo alto Rf en acético15% en

celulosa,en comparacióncon la luteolina y las biluteolinasya identificadashastaahora.
El Espectrode Masas(FAB-EM) del CompuestoXII muestraunión [M ~H]*de 437um, con

una intensaseñalparaM-44 (-CO2) típicadeun ácidoorgánicopara152 um. Estosdatosnoshicieron
pensarqueel CompuestoXII fueseun monómeroflavonoidico,derivadodela luteolina,queportara

un grupo ácidoen su molécula.
En el espectrode ‘

3C-RMN la asignaciónde las señalescorrespondientesa cadacarbonose
realizómediantecomparacióndirectacon la bibliografía(Geiger& Bokel, 1989; Seeger,1992) (ver

Tabla6. 12a al final de la discusióndel compuesto).En total sedetectaron22 señales,y unade ellas,
la señala 167.7 ppm estípica del carbonocarboxílico(-COOH) de los ácidosorgánicos(Seeger&
col., 1992b), lo que vino a confirmar lo dicho anteriormenterespectoa la existenciade un grupo

ácido en la molécula. La señala 182.0ppm es debidaal átomo de carbonocorrespondientea una

flavona (Agrawal, 1989), concretamentea C-4, cuya similitud con la señal correspondientede la
luteolina, indica de nuevo queel CompuestoXII debeser un derivadode ésta. En los espectrosde

‘3C-RMN de los 5,7-dihidroxiflavonoides(como la luteolina), las señalespara C-6 y C-8 se
encuentransiempreentre90 y 100 ppm, con la señalparaC-6 manifiestaen un nivel inferior (es

decir a valoresde ppm mayores)respectode C-8 (Ósterdahl,1983). Segúnlo anterior, dentrode
dicho intervalopudimosasignarla señalcorrespondienteal carbonoC-6 a 98.4 ppm, peroa niveles
de ppm másbajos no encontramosla correspondientea C-8. La intensaseñala 104.8ppm, que no

aparecedividida, seasignóa C-8 en comparacióndirectacon el espectrode la filonotisflavona.Esta
señalcorrespondientea C-8 es sensiblementedistinta respectoa la de la luteolina (93.8 ppm) pero
similar a la de la filonotisflavona (103.5 ppm), por lo que dedujimos que el carbono C-S del
CompuestoXII debíaestar implicado, al igual que en la filonotisflavona(C-8”) en algún tipo de

enlace.Por su espectrode masasrenunciamosa la posibilidadde queel CompuestoXII fueseuna
biflavona o más concretamenteuna biluteolina (569 um), por lo que C-8 no tendría que estar
implicadoenningúnenlacedetipo interfiavonoidico,sinoentreun monómeroflavonoidico(luteolina)

y posiblementeun ácido. Del restode señales,tantoC-2, C-3, C-5, C-7, C-9, C-l0, C-1’, C-2’, C-
3’, C-4’, C-5’ y C-6’, se asignaronsin problemasa las correspondientede la luteolina y la

filonotisflavona(monómeroderecho),lo que vino a confirmar la estructura“base” de luteolina del
CompuestoXII, y la existenciade un únicoenlaceen C-8 al igual que enla filonotisflavona.El resto
de señalesdel espectrode ‘3C-RMN del CompuestoXII, sospechamosquese corresponderíana los
carbonosde un ácido orgánico, que se encontraríacomo sustituyenteen el carbonoC-8 de una
luteolina. Dado que restabanaún por asignar7 señalescorrespondientesa otros tantos carbonos,

dedujimos que dicho ácidopodríacorrespondersefácilmentecon un derivadodel benzoico(anillo
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bencénicode 6 carbonosmás 1 carbonodel grupoCOOH). Revisandola bibliografíaal respecto,

sobre este tipo de ácidos y aquellosque se habían identificado en brióf¡tos, encontramosuna
estructuradenominadaácidoprotocatéquicoque seajustabaperfectamentea talesplanteamientos.

El ácidoprotocatéquicoes un derivadodel ácido benzoicocon dos gruposhidroxilos en

posiciónm- y p- respectoal grupo ácido (-COOH) y en posicióno-diOH entreellos (Fig. 6.16).

Comparandoel espectrode ‘3C-RMN del ácido protocatéquicocon esas 7 señalesrestantesdel
CompuestoXII pudo llevarse a cabo la asignaciónde cadauno de los carbonos(Tabla 5.47).

Sólamentela señalparaC-2 del ácidoprotocatéquicono encontrabacorrespondenciacon su respectiva

en el CompuestoXII (C-2”), por lo que dedujimosque dicho C-2” debíaser el que interveníaen
enlaceentreel ácido y la luteolina. CQDH

E

CM

Fig. 6.16.: Acido Protocatéquico (C
7H6O,~»

Si analizamosel espectrode ‘H-RMN (ver Tabla 6. 12b al final de la discusión del

compuesto),observamosquelas señalescorrespondientesa los protonesH-3, 11-6, 11-2’, H-5’ y 11-6’
puedenasignarsesin problemasrespectode las correspondientesde la luteolina y la filonotisflavona

(monómeroderecho),lo quevieneaconfirmarde nuevola estructabasede luteolinadel Compuesto
XU. Respectoa la señalque aparecesobre13 ppm, a 12.98ppmcomo un singlete,correspondeal
protóndel grupohidroxilo libre situado en posición5 de la luteolina, que estableceun puentede

hidrógenocon el oxígenocorrespondienteen posiciónC-4. La ausenciade la señalcorrespondiente

al protón 11-8 de la luteolina, al igual que ocurreen el monómeroderechode la filonotisflavona,
indica en concordanciacon el espectrode ‘

3C-RMN, queC-8 estáimplicadoen un enlace.Las otras
dosseñalesrestantesa6.88 y 7.39 ppmrespectivamente,se asignaronde acuerdoal espectrode ‘11-

RMN del ácid¿ protocatéquico como 11-5” y 11-6”. La ausencia respectoal espectrode éstede la
señalpara11-2” indica la existenciade un enlaceen dichaposición.

En resumen,podemosconcluir que el CompuestoXII seríaunaluteolinaqueen posición8
seune al carbono2 (C-2”) del ac. protocatéquico,y cuyadenominaciónes Iuteolina-(8,2”)-ácido

protocatéquico. Esta estructura identificada ya por Seeger(1992) en la misma especie(Bariramia

pomiformis.BP-8), se denominó en honor a ella como Acido Bartrámico, y su fórmula queda
reflejada en la Fig. 6.17. Estas conclusionesconcuerdancon la espectrometríade masas ya
comentada.El CompuestoXII tieneun ión M~ de438 um, quecorrespondepor un ladoa la luteolina
(C

15H1006) con 286 um (Mt y por otro al ácido protocatéquico <C7H604) con 154 um (Mi. Si
sumamosambascifras y le restamos2 W que sepierdencomo en el enlaceentreambasmoléculas
tendremosel ión M

4 de 438 um que correspondeal CompuestoXII.

4

2.

3
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Fig. 6.17.: Acido Bartrámico (C~H14O10)
(luteolina-8,2”-ácido protocatéquico)

Tabla 6.lla.: Datos de ~C-RMNdel CompuestoXII.

• Ccw4wSq XII Nat~ <# ltaot.
t (0 LSuU M

2/2” ¡63,6 166.5 163,8 163.9

3/3” ¡02,1 106,4 t. 102.4 102.8

4/4” 182,0 181,1 181.1 ¡81,6 -

5/5” 159,7 161.1 160.3 161,4

6/6” 98,4 98,6t. 98.3 1. 98.8

7/7” 161,7 163,7 ¡61,4 164.1 -

8/8” 104,8 93.Ot. 103,5 93.8 -

9/9” 154.3 157.2 154,3 157,2 -

10/10” 103,4 102,9 103.2 103,7 -

¡‘/1”’ 121,9 124.0 121.7 121,5 -

113.5 118.7 113,5i. 113.3 -

3/3”’ ¡454 144,3 145.7 145,7 -

149.3 ¡48.3 149,4 149.6

¡15,5 114,6t. 115.51. 116.0

118,4 120,Si. 118,9t. 118,9 -

1/1” • 123,3 - - . 121,7

2/2” * 120,6 - - - 115,1

3/3” • ¡43,8 - - - 144,8

4/4” * ¡48.7 - - - ¡49,9

5/5” • 113.6 . . - ¡¡6.5

6/6” * 122.1 . . - ¡21,8

COOH 167,7 - - - ¡67,2

1-itonOtlsuavona seglin tseiger & Bokel (198Y)
Luws;i.na según Markham & ccl. (¡9821.

* Rcso: .:ñtas eorrespondtcnte~, los carbonos del ~cido~rowca¡ñquico.
1. LOS carionos tercIarios fuer,’: úeu,rnsinados por el método DEPr.

Cd): monomero deftcno, (1): mononlero ttquterdo.
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Tabla 6.12b.: Datos de ‘H-RMN del CompuestoXII.

Frottin ComvnesteXII flj~t¿Jfl
6,06s

fl2~t¿Á4S
662s

Luteol? he. Protocatéou.
313” 656s 6.69s -

6/6” 6.25s 575 d(2) 6,27s 6.22 d(2) -

818” — 6,07 d(2) — -

6,98 d<2) - 702 .1(2) 6

6 92 .1(8)

-

6,69 .1(8.5) 7,01
.1(8.5)

6 74 .1(9)

6.93 .1.1(9:2) 7,24 .1(8,5) 7,00.1.1(9:2) 7.44 .1.1(8:2) -

OH-5/S” 12.98s 12,73s 13,Ols 13.OOs -

2 - - - 7,32 .1(2)

5/5” 6,88 .1(8.5) - - - 6 77 .1 8

6/6” 7.39 .1(8.5) - - - 7.27 dd(8:2)
hiloncustíavona ser¡n Geiger & Bokel (¡989), (.1): monénlero derecho, (1): monómero ¡iquierdo.

‘Luteolina según Geiger & ecl. (¡987).
Resonancias correspondientes a los protones del ácido protoca¡équieo.

6.1.1.13.DIOSMETINA-7--O-TRIGLICOSIDO (CompuestoXIII)

(Diosmet¡na-7-O-[2,4-di-O-(a-L.-ramno-piranosil)]-~-D-gIucopfranósido)

La identificacióndel CompuestoXIII se llevó a cabomediantemétodoscromatográficosy
cromatografíacomparativacon patrón, así comomedianteespectroscopiade Uy-vis, estableciendo
las comparacionescorrespondientesentrelos datosobtenidosy los aportadosanterionnenteparaeste
mismo compuestoen la bibliografíapor Osterdahl(1978by 1979a), quien lo aisló e identificópor

primeravezen la especieDicranumscopariwn.No serealizaronpruebasde EM o RMN porserun
estudioauxiliar paracompletarel espectroflavonoidico de Dicranum scopanum,con excepcióny

como ya se ha manifestadocon anterioridaddel nuevo compuestoidentificado en la mencionada

especie,la 5’,3”’-diOH-robustaflavona.Estasmismas consideracionespuedenaceptarsepara los
denominadossucesivamenteCompuestosXIV y XV. Su movilidad cromatográfica,sobretodo su
escasodesarrolloen la dimensióndel TBA, indica la existenciade flavonoidesglicosilados. De

acuerdoa Markham (1982) y Mabry & col. (1970), la posición cromatográficaen TLC del
CompuestoXIII, así como su espectrode UV secorrespondencon los de flavonasglicosiladas.y
más concretamentecon él de la Diosmetina-7-O-triglicósido(Fig. 6.18).

CH2OH OH

OCH3

Fig. 6.18.: Diosmetina-7-O-triglicósido.
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6.1.1.14.APIGENINA-7-O-TRIGLICOSIDO (CompuestoXIV)
(Apigenina-’7-O-[2,4-di-O-(a-L-ramnopiranosil)1-¡3-D-glucopiranósido)

El CompuestoXIV, que identificamoscomo la Apigenina-7-O-triglicósido,fue aisladopor

primera vez por Nilsson & col. (1973) en la misma especieen que nosotros lo hemos hecho

(Dicranun¡ scoparium),y posteriormenteen la mismaespecie(Osterdahí,1979a)y enHvlocom¡um
.splendens(Becker& col., 1986).Su movilidad cromatográficasobretodo en la dimensióndel IBA,

su coloraciónmedianteel usode reactivosespecíficoshaciatonalidadesamarillo-verdosas,asícomo
suespectrodeultravioleta,sontípicosde flavonasglicosiladas(Markham.1982;Mabry & col., 1970)

y más concretamentede la Apigenina-7-O-triglicósido(Becker & col., 1986). El espectrode

ultravioletaen NaOMe muestraun típico efecto batocrómicoen la banda1 de +51 tun (384/334)
respectoal del metanol,propio de flavonascon un hidroxilo libre enposición4’-OH. El espectroen
NaOAc refleja un ligero efecto batocrómicoen la misma bandadel espectro,ocasionadopor la

existencia de 7-OH libre. La adiciónde H3B03 al anteriorno modifica la absorbanciaen ningunade

las dos bandas,indicandola inexistenciade o-diOH en el anillo E. El espectroen AId3 vuelve a
mostrarun nuevoefectobatocrómicoen la banda1 del espectro,indicandola existenciade 5-OH libre
en el anillo A, no existiendomodificaciónalgunaen el espectrode CIH. Resumiendo,el Compuesto

XIV ha de reunir 5,7 y 4’-OH asícomo carecerde o-diOH en el anillo B. A estascaracterísticasse

ajustaprecisamentela apigenina(5,7,4’-triOH-flavona).Conociendopor los resultadosde la TLC que
ha de ser unaapigeninaglicosiladay sabiendopor la bibliografíaque en Dicranumscopariumse

habíaidentificadoconanterioridadla Apigenina-7-O-triglicósido,concluimosqueel CompuestoXIV
debecorrespondersecon dichaflavonatriglicosilada,cuya fórmulaquedareflejadaen la Fig. 6.19.

3

7 0o
5
OH O

Fig. 6.19.: Apigenina-7-O-triglicósido.

HO OH
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6.1.1.15.LUTEOLINA-7-O-NEOHESPERIDOSIDO
(Compuesto XV)
[neohesperidósido= (2-O-a-L-ramnopiranosil)-0-D-glucopiranósido].

Estaflavona-O-diglicósido,tambiénconocidacomoIuteolina-7-O-ramnoglucósido,ya había

sido aisladae identificadapor primeravez en la misma especieestudiadapor nosotros(Dicranum
scoparium) por Nilsson & col. (1973) y posteriormentepor Ósterdahl (1979a), así como en

Hylocomiumsplendens(Becker, 1986; Becker& col., 1986),Hedwigia ciliata (Osterdahí,1979 a y

b) y Bqumpseudotriquetrumy 8. schleicheri(Stein, 1988b; Stein& Zinsmeister,1991).).
En su identificaciónse han seguidobásicamentelas mismasconsideracionesmetodológicas

que se expusieronparael CompuestoXIII. En general,éstase llevó a cabomediantecromatografía

comparativacon patrón en los diversossistemasutilizados, así como con respectoa los datos
presentadosbásicamentepor Stein (1988b)

Su movilidadcromatográfica,su coloraciónamarillo-verdosaa la luz ultravioletatras el uso

de reactivosespecíficos,asícomo su espectrode ultravioletasontípicos de flavonasdiglicosiladas

(Stein, 1988b; Markham, 1992; Mabry & col., 1970),e indicanposiblementequeel CompuestoXV

debe tratarse de un derivado de la luteolina sustituido en C-7 (Stein & Zinsmeister, 1990).
Resumiento,podemosafirmar que el CompuestoXV es la Luteolina-7-O-neohesperidósido(Fig.

6.20.). De hecho, la identificación de dicho compuestdse corroboró mediante cromatografía
comparativaconpatrónporHPLC,utilizandounamuestrapatróndeLuteolina-7-O-neohesperidósido.
al igual quese hizo parael CompuestoXIV.

El espectrode masas, así mismo, muestrauna señal de 595 um, típica de flavonas
diglicosiladas(Stein, 1988b),que corroboralo comentadoanteriormente.

-OH

OH

Fig. 6.10.: Luteolina-7-O-neohesperidósido.
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3
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6.1.1.16.ÁCIDOS FENOLICOS Y CUMARINAS

El estudiode los ácidos fenólicosde musgosestáadquiriendocadadía un mayor interés,

comomuestrala existenciade distintostrabajosal respecto(SaIm, 1994 enFontinalis spp.; Davidson
& col., 1989, etc.).

En nuestrotrabajohemosqueridoponerdemanifiestosu presenciaenla especiesestudiadas,

aunqueno hayamosprofundizadoen su identificación, La mayor parte de las especiesestudiadas

medianteensayopor 2D-TLC pertenecientesa la familia Bartramiaceae,sintetizanácidosfenólicos,
cuya abundanciavaríade unasespeciesa otras.

Es particularmenteinteresanteel contenido en ácidos fenólicos de las siguientesespecies:
Conostomumpusillum, Catoscopiumnigrirum, Lejomela bartramioides, L. piligera, Anocolia

intertexta,A. menziesii,Breuteliaazorica, 8. dongata y Philonoris calcarea.
La acciónprotectorade los ácidosfenólicoscontrala depredaciónporherbívorosy su posible

rol en laspropiedadesantibióticasdelos musgos(Davidson& col., 1989;Harbome,1988b;Banerjee
& Sen, 1979) nos hace pensaren que habránjugado, al igual que los flavonoides,un papel
fundamentalen la evoluciónde los musgos,tantodesdeun puntodevista ecológico(competicióncon

microorganismosdel suelo) comode autodefensacontraagentespatógenos,principalmentevirus y

bacterias.
Es por ello que estamossegurosque la químicade tales ácidos fenólicosdesempeñaráun

importantepapelen la quimiosistemáticay filogenia de los briófitos enun futuro no lejano, cuando
el númerode estudiosrealizadosaumentelo suficiente.

La única diferencia significativa en la composición en ácidos fenólicos de las especies

estudiadases el ácidoclorogénico,sólo presenteen la muestradeRariramiapomiformisprocedente
de El Escorial (Madrid), identificado de acuerdoa Wagner& col. (1983). Se trata de un ácido

fenólico glicosilado(Fig. 6.21),derivadodelácidocinámico,cuyafunciónenlas plantascon semilla
pareceestarrelacionadacon la regulacióndel crecimiento,sobretodo con la maduraciónde frutos

(Barceló& col.. 1987).Ron& col. (1990)identificaronigualmenteesteácidofenólico en 10 especies
de musgosespañoles,de ahí que no seararasu presenciaen Sariramiapo,n<formis.Por su parte,la

moléculaprecursora,el ácido cinámico, está relacionadacon la biosíntesisde lignina y de los
flavonoides.

HO COOH

HO —-Q CH—CH—CrO~7’~fHO OH

Fig. 6.21.: Acido clorogénico
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En cuantoa cumarinas,únicamentequeremosmencionarque, las investigacionesacercade
estetipo de compuestos,muy relacionadosconlos flavonoidesy ácidosfenólicos,estánprácticamente

iniciándose. Conocemosel trabajo de Jung (1993-94) quién identifica cumarinasen los musgos
Tetraphispellucida,Polytrichumformosum,P. alpinum,P. tenellum,P. juniperinum,1’. commune,

Atriclzum undutatum, Pogonatuni co¡nossumy P. urnigerum. Curiosamente,dichas especiesse
caracterizanpor no sintetizar flavonoides (Anexo 1), por lo que las cumarinaspodrían ser los

compuestosque cumplieran las funcionesa éstos encomendadas,aunqueobviamentedebe aún
probarse.Unicamentehemosquerido hacermención a su reciente identificación y aislamientoen

diversasespeciesde musgos,por lo importanciataxonómica,fisiológica y médicaquepuedatener
en un futuropróximo.

6.1.2. Flavonoidesen BartramiaceaeSchwaegr.y DicranaceaeSchimp.

6.1.2.1. Distribución de flavonoides en BartramiaceaeSchwaegr.

A continuaciónpresentamosde forma tabulada(Tabla 6. 13), una recopilaciónrealizadaa
partir de los resultadosobtenidosmedianteensayoporcromatografíabidimensionalencapafina, que

más tardediscutiremos.Estos sepresentan,separandolos génerosde la familia Bartramiaceaepor
sus respectivas subfamilias, de acuerdo a Griffin III & Buck (1989). Las seccionesrespectivas
proceden de Engler (1924)para Conostomum,Corley& col. (1981)paraBartramiay, Griff¡n III &

Buck (1989) para Breuteliay Phitonotis.

Tabla 6.13.: Flavonoidesen la familia Bartramzaceae.

¡ft L ¡ y”’

1. Subfamilia Conostomoideae

1.1. Conostomum

1.1.1. SeccIón Clelstoorpldfrn.

CcleLstccarpun, - - 4-4-+ - - +

1.1.2. SeccIón En-Con~tc.num

(boreal. 4-4- - - - - 4-

(macrosheca ++ - 9 - 4-4- 4-4-+

C.peutast¡chum - - +4-+ 9 + + - +

C.pus¡IIum 9 2 - 4-4-+ 2

C.tetragonum +4- - - 4-

2. Seabfamilia Bartramioideae

2.1. Bartranua

2.l.¡. Secd&i Bartnznl*

B.haJler¡ana { +4-4- j 4-4- 4-4-4- ++ ¡ - ¡+4- ¡ 1-

1+4-4- 14- 4-4-4- J 4-4- ¡ j
4-4- ¡ 1~ J4-4-4-
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TAXON 5 A Ir

4-4- [4-4-4- J4+4-

C RT OIt MF

Bpom’form~s 4+4 4-4- 14- + 14-4-

2.1.2. SeccIónIthyphyllae

8 aIToLthyphy[la 4-4-i- 4-4- +4- 4- * 9 4-4-4-

BanguMuIoI’5 4-4-4- 4*4- 44- 4-

B.¡ihyphyhla - +4- 4-44 + +4-4 4-4- 4+ +4-

BLongífolia 4- + - 1 - + 4-

B.mathwesEi + - >1 - 4- 9

Bpap¡Ilaia - 4-4-4- 4-4- 4-4- 4-4 - 4- 4-4-

Bpaiens 4-4-4- 4-4- 4-4- 4- - + 4-4-

Bpolytrichoides - 7 4-

Rpotodca 4-4 4-4- 4-4- 4-4- - 4-4- 4-

B.pru¡nata - 7 4-4-

Brulescen, 4-4- 4-4- - - 4-4- 4-4-4-

8.ruwenzoriens¡s’ 4- +4-4- 4-4- +4 + 4- - +4-4-

Bvulcan¡ca +4-4- 4-4-4- +4- 4- 4-4-4- - 4-4-4-

2.1.3. SecciónStrictidiwn

Bstr,cta - 4- 4-4-4- 4-4- 4-4-4- - - 4-4-4-

2.2. Catoscoph¡m

C nigc¡sum - - - - - - - +44- +

2.3. Lejomela

1. bartramíoídes 4+ 9 + - +4-4- 4-4-4-

LdeciduifoI~a 4-44- + 4- 4- - + 4-4-4-

Ltopecií 4-4-4 4- 4- 4- +4- 4- 4-4-4-

Lpul¡gera 4-4- 4- 9 4- - 4-4-4- 4+4-

2.4. Plagiepus

Pteder,ana 4-4-4- 4-4- +4- 4-4- 4- 4- - 4- 4-

3. SubfamiliaBreutelloideae

3.1. Anacolja

A.¡nsenenta 4-4-4- +4- 4-4- 4- - 4-44- 4-4-

AIaev¡sphaerr 4-4- 4- 4-4- + 9 4- 4- 4-4-4-

Baríraniiarosea 4-4- +4- +4- 4- 4- 4- 4- 4-4- 4-4-4-

Anieruieslí 4-4-4- 4-4- + + - 4-4-4- 4-4-

A.subsessilis + + + 4-4- 4- 4-4- 7 4- +4+

A.webb¡i 4-44- 4-4- + 4- - 4-4-4-

3.2. Breutelia

3.2.1. SecciónAcolcuas

Ballionii - - 4- ¡4-4-

1- 14-

[4-4-4-

4-

Bchrysea 4-

Beugen’ae 7
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rnpN B A O F Rl’ DIII’ he

Integrí folia 7 4-4-

Bunniecarpa - +4- +

¡pendula . 4- 7 - 4-4-4- 4-

H.subarcuata - 4- +

Binmeniosa 4- 4-

3.2.2. Sección Aoacoliopsks

1+ ¡+4-Baifínis -

3.2.3. Sección Breuteil,

B.arund¡n¡folia + + 4-4- 4- 4-4-

Bausiro-arcuata 4- - 4- 4-4- 4-4- 4-4-

Bboliviensin + 7

Bchrysecoma 4- 7 4- 4-4- + + + +

Bdetlex¡folia + 7 7 4-4- 4-4-

8d¡ffnacia 4- 4-4- 7 4- 4-4-

Bhun7bcrth’ - - 4- -,

Bpaiens - 7 4-4- - 4- 4-4-

Bsquarrosa - >‘ 4- 7 4-4-

Bnthulrnanni 4- - 4- 4-4- >‘ - 4-

~: L 1::: 14-
¡4-4-- 14-4-

- 1-

1.

3.3. Philonotis

3.2.4. SecciónLycopodiobryiam

-

3.2.5. SecciónPolvptichnun

Blorenizil - - - -

- - J4-J4-

3.3.’. SeccIónCatenularl.

P,cabnifolia - - +4- - + + +

3.3.2. SecciónEuphilonfl

Wandína - + +4- 4- 4- 4- 4-4-4-

Paustralis - 4- 4-4- 7 7 4- +4-4-

P.caesputcna - +4- + + +4- 4-4- 4-4-

Pualcarca’ + 4- + 4-4- +4-4- 4-4-4-

Pcapiliar¡s + 4-4-4- 4- + + 4-4-

P.tbntanr 4- 4-4-4- 4- 4- 4- 4-4- 4-4-

PlancífoLia 4- +4- 7 ++ - 4-4- 4-4-

Punarehica 4- + 4- 7 - 4- 4-4-4-

Pinciana + - 7 7 - 4- 4-4-4-

P turnentaria + +4- 7 + - 4- 4-4-

3.3.3. SeccIón Lelocarpus

P.tjibodensis 4- 4-4- + +4- - 4- 4-4-
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Yflt~N - - WfP MP

3.3.4. SeccIón PbiIonotnoI

PacueliL 4-4-4- 4- + - 4-4- +

Pglaucescens 4-++ ++ - 4-4- - 4- +4-

Phastata 4-4- 4-4- 4- 4- - 4-4-

P.beterc9hyLla 4- 4- 4- - 4-4- 4-4-

Plax¡as¡ma 4-4- 4- > 4-4- - 4- 4-

Prevolula 4-4-4- 4- 4- - 4-4- +4-

¡‘rugida 4+4- - - 4+ +

Psecutda 4-4+ - 4 4-

Psphaerncarpa’ 4-4-4- 4-4- 4- 4-4- - 4- 4-

Pienuis - - - - - - 4-4-

Pthwajte,¡i 4-4- 4- 4-4- 4- 4+

Piomentelta 4- 4- 4- - 4- 4-

Piuncitala - 4- 7 +4- - 4- 4-

B:ba,írantiaflavona A:artidrnóartramiaflavona D:23-dihidro-filocot¡uttavona F:f:tooseoflavona, C:dtcranolom:ea, RT:53>>-diOH-amentoflavooa y/o 53>>-diOH-rntwraflavosa.
DHF: otros dihidroflavonosdea. Ae.F: ácidos fendijeos, Fla,.: olios fisvonoides-

4- presencia. - ausencia, dato dudeno/tentativo.
especit nteretsnte por poseer post’ es nuevos compuestos.

especi cinteres ante por sintetizar posibles nuevos enacreciclos -
Concentración: 4-4-4- alta. 4-4- media, 4- baja (según intensidad de color en TLC).

En todos los géneros investigadosde la familia Bartramiaceae,y en la mayoría de sus
especies,se detectó la presenciade flavonoides,por lo que podríamosafirmar, que la síntesisde

compuestosfenólicos tipo flavonoide ocurreen la mayoríade las especiesestudiadasen la familia.
De los flavonoidesidentificados,casitodosellospertenecieronal tipo estructuraldelos biflavonoides,
tiavonoidesque parecenser los que mayoritariamentesintetizala familia. Markham (1988y 1990)
indica que se observauna tendenciaya sea a nivel de ordeno familia, en el rango taxonómico
elegido, a especializarseen la producciónde un particulartipo de flavonoides(pe. flavonolesen
Equisetales,flavonasenLycopodialese Isoetalesy, biflavonasenSetaginellalesy Psitophytales).Esta
afirmación la basa principalmenteen una diferente respuestarespectoa presionesselectivasque

conducena diferentesrutas biosintéticas.En estesentido,se consideraque existeun avanceen la

evolución dependiendodel grado de elaboraciónde la ruta elegida. La presenciade ciertostipos
flavonoidicosdeformaesporádicao entrazas,puedeserrelícticao indicar dichapresenciaalgúntipo
de parentescoevolutivo. Todoello concuerdaen ciertamaneracon nuestrosresultados,y conlos que

se disponenacercade la familia, así como lo expuestoen el Anexo 1. Los biflavonoides,en este

sentido,parecenserel tipo de flavonoidesen los que se ha especializadoen sintetizarla familia
Bartramiaceae,y la presenciade macrociclosbi y triflavonoidicosenciertasespeciesde los géneros
Anacolia,Bartramiay Plagiopus, pareceindicarla existenciadeunelevadogradodeparentescoentre
estostres taxones.

Si pasamosa analizarahorala composiciónflavonoidicade cadataxón, empezandopor el

mayor rango taxonómicoconsiderado(subfamilia), vemos que no parece existir una diferencia
significativaentrelas tressubfamiliasdeBartramiaceae.En todasellassesintetizanlos biflavonoides
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típicos de la mayor partede las especiesde musgos,aunqueesosi, se observauna tendenciaa la

reducción en la síntesisde biflavonoidesen la subfamniliaBreutelioideae,consideradacomo la más

evolucionada.A diferenciade Conostomoideae,tanto en Bartramioideaecomo en Breutelioideaese
identificaronbiflavonoidesmacrocíclicos.

La subfamiliaConostomoideae,estácompuestapor un único género(Conostomum)quese

divide en dos secciones,cuya composiciónflavonoidicaes sensiblementedistinta. La secciónEu-
Conostomum,de la que se estudiaron5 especies,se caracterizapor la ausencia en ella de
biflavonoides macrociclicos y filonotisflavona, mientras que la concentracciónde 2,3-dihidro-

filonotisflavonaes relativamentealtaen la mayoríade las especies,salvo en Conostomumpusiilum,
queno sintetizadicho biflavonoideperosí es rica enácidosfenólicos.Conosromumpentastic/-zum,a
diferencia del resto de especiesde la sección, sí sintetiza dicranolomina y 5’ .3’’ ‘-diOH-

amentoflavona/robustaflavona,siendotambien rica en otros flavonoides.Por su parte, la sección

Cleistocarpidium,sintetiza prácticamentelos mismos biflavonoidesque la sección anterior: alta
concentracciónde 2,3-dihidro-filonotisflavonaasícomodeotrosflavonoides,perono se identificaron

ni dicranolominani 5’ 3” ‘-diON-amentoflavona/robustaflavona.Griffin III & Buck (1989)consideran
al géneroConostomumcomo el menosevolucionadode toda la familia, por tenerrizoideslisos

(Hirohama& Iwatsuki, 1980) y f¡lidios dispuestosen 5 filas, así como por otraseriede caracteres
menoresque ya se definieronen el apartadode antecedentes(pelos axilares tricelularescon célula
basalcoloreada).La composiciónbiflavonoidicadel géneropareceapoyartalesplanteamientos,pues
no existenflavonoidesque suponganciclación molecularni otros tipos flavonoidicosdefinidos en

subfamiliashipotéticamentemás evolucionadas.En los TLCs realizadosen las diversasespeciesde
la familiaBartramiaceaeseobservaron,asímismo, enalgunasespeciesciertasmanchasvioletasque

cambiabana tonalidades amarillo-verdosastras el uso de reactivos específicos.Este tipo de
comportamientoy su Rf, son típicos de flavonas posiblementeglicosiladas.Son particularmente
abundantesen las diversasespeciesdel géneroConostomum.De confirmarseen un futuro, seríala

primeracita dentro de la familia Bartramiaceaede un flavonoide que no se correspondieraa la
estructurade bi- o triflavonoide(excepciónhechadel ácidobartrámico),y ademásvendríaa apoyar

la hipótesisde queel géneroConostomumy la subfamiliaConostomoideaees la menosevolucionada
de la familia Bartramiaceae,precisamentepor sintetizarflavonas.

En la subfamiliaBartramioideae,de la que se estudiaron4 géneros,pueden,en primera
instancia,separarsedos gruposbiendefinidos: de un lado los génerosque sintetizanflavonoides

cíclicos(Bariramia y Ptagiopus) y de otro los que no (Catoscopiumy Lejometa).

En el géneroBartransia sehadiferenciadola existenciadetres secciones,las cualespueden
separarseperfectamentedeacuerdoa su composiciónflavonoidica:
a) secciónJthyphyllae:sintetizabiflavonoideslinearesy entreellos la 5’-OH-amentoflavona,pero
ningúnotro tipo de flavonoides. La identificaciónde un dímeroapigenina-luteolinaen estasección
debe considerarsecomo un carácterde poca evolución, frente a las otras dos seccionesque

únicamentesintetizanbiluteolinas, lo que suponela existenciade una hidroxilaciónmás respectoa
los dímerosapigenina-luteolina.No sintetizabiflavonoidesmacrocíclicos,ni ácidosflavonoidicos,y
tampoco triflavonoides. Es rica de 2,3-dihidro-filonotisflavonay filonotisflavona. UnicamenteB.

pruinata y 8. polytrichoidesparecenno sintetizarflavonoide alguno.Algunasespeciessí sintetizan
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otros dihidroflavonoidesademásde la 2,3-dihidro-filonotisflavona,caso de 8. angustifolia, 8.
ithyphylla o B. afro-ithyphylla. La granmayoríade sus especiessintetizanácidosfenólicos.
b) secciónBartramia: a la que pertenece8. pomiformis,8. halleriana y 8. mossmannianaentre
otras, se caracteriza por la síntesis de macrociclos biflavonoidicos, triflavonoides lineares

(triluteolinas) y ácidos flavonoidicosderivadosde la luteolina. Sus especiessintetizanbiflavonoides
lineares pero únicamentebiluteolinas (o dímeroscon flavanona). La ciclación de sus biflavonoides

respectoa la secciónanteriorpodríatomarsecomo un paso evolutivo avanzado.Al igual que la
secciónanterior, supuestamentemenosevolucionada,esrica en2,3-dihidro-filonotisflavona,peropor
reglageneral,no se identificó en las especiesde estasecciónningúnotro dihidroflavonoide.
c) sección Strictidium: sintetizabiflavonoides lineares (biluteolinas o dimeros con flavonona),

triflavonoideslinearesy macrocíclicos.Que la ciclaciónde la moléculaimplique un monómeromás
se podría considerarcomo un pasoevolutivo adelante. La ausenciaen esta secciónde ácidos
flavonoidicos es difícil de comentar,pues exceptuandola secciónanterior, sólo se conocenen

Hypnaceae.Podríaserpor ello unaespecializaciónde dichasecciónBartramia. A diferenciade las
seccionesanteriores,la concentracciónde 2,3-dihidro-filonotisflavonaes baja. Tampoco sintetiza
ningúnotro dihidrobiflavonoide.

En resumen,la composiciónflavonoidicadel géneroBartramiapermitesepararsin dificultad
las tres seccionesque lo componen,desdela aparentementemenos evolucionadaIthyphyllae (sin

moléculascíclicas)a las supuestamentemás evolucionadasBartramia (biflavonoidesmacrocíclicos)
y Strictidium (triflavonoides macrocíclicos). Así mismo, de ello pueden obtenersediversas

consideraciones:
1. La ciclaciónmolecularpareceserun pasoevolutivo avanzadoen la químicaflavonoidicadel

género.
2. La adición de un monómero a los compuestosbiflavonoidicos, para la síntesis de

triflavonoides,supondría,así mismo,un grado de mayor evolución. Lógicamente,la sección

Strictidium que reuneambasconsideraciones,podríaserconsideradala más evolucionadadel
género.
3. Concentraccionesrelativamente altas de 2,3-dihidro-filonotisflavona, así como la existencia
de otros dibidroflavonoides, sedanpropios de las especiesmenosevolucionadasdel géneroque,
por lo general, pertenecena la secciónIthyphyilae.

El géneroCatoscopium.del que sólo se conoceuna especieen el mundo (C. nigritum),
pertenecientetambién a la flora ibérica, es rico en ácidos fenólicos y por lo general pobre en
flavonoides.No se conoceen dichaespeciela síntesisde biflavonoidealgunotípico de musgos,ni

siquierade los del géneroanterior. Casas(1991) así como los autoresde otras floras muscícolas
europeas(Engler, 1924; Herzog; 1926; Augier, 1966),consideranque el géneroCatoscopiumno
pertenecea la familia Bartramiaceaesino a Ca¡oscopiaceae.Sin embargo,las investigacionesde

Griffin III & Buck (1989)/vinierona demostrarque los pelos axilaresde Catoscopiumerantípicos
de la familia Bartraniiaceaey lo incluyerondentrode ella, pasandoa ser la familia Catoscopiaceae
sinónimade estaúltima, comoyamuchoanteshabíaconsideradoFlowers(1935)y Lindberg(1879>.

Incluso Griffin III & Buck (1989)afirmabanel parentescoexistenteentreeste géneroy Plagiopus,
ambos con filidios dispuestosen tres filas, por lo que decidieronincluirlo en la misma subfamilia
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Bartramioideae.Sin embargo, la composiciónflavonoidica de Catoscopiumnigritum es bastante

distinta, ya no sólo a la mayoríade especiesde la familia Bartranziaceae,sino en particular de la

subfamiliaBartramioideae.Tantoen Plagiopuscomo enBartrainia, génerode la misma subfamilia

queCatoscopiu¡n,seidentificaronbiflavonoidesmacrocíclicosasícomootrosbiflavonoidesde los que

careceCatoscopium.Inclusoen el géneroLeiomela,tambiénde la mismasubfamilia, aunqueno se
identificaronmacrociclos,sí se detectólapresenciade otrosbiflavonoidesderivadosde labiluteolina.

Por ello, creemosque se deberevisarde nuevo la ubicacióndel géneroCatoscopiumdentrode la
familia Bartramiaceae.A diferenciade Griffin III & Buck (1989),queestudiandosuspelos axilares

lo incluyendentrodela subfamiliaBartramioideae,creemosmásadecuado,enbasea sucomposición

flavonoidica, crear dentro de la familia una subfamiliaexclusiva del géneroque se denominaría

subfamilia Catoscopioideae,queenglobaríaa unaúnicaespecie(Catoscopiumnigritum)caracterizada

por no sintetizarbiluteolinas. En cambio, su pertenenciaa la familia Bartramiaceaela creemosdel
todo adecuadagraciasa las conclusionesexpuestaspor los autoresantesmencionados.

El géneroLejomela,no sintetizamacrociclosbiflavonoidicos,peroencambiosí 2,3-dihidro-

filonotisflavona en alta concentracción.En todas sus especies,así mismo, se identificaron la

filonotisflavona y la 5’,3”’-diOH-amentoflavona/robustaflavona,así como otros flavonoides.L.
bartrainioidesy L. piligera poseíanademásaltasconcentraccionesdeácidosfenólicos.Enconclusión,
la no existenciade macrociclosy la altaconcentracciónde 2,3-dihidro-f¡lonotisflavona,nospermitiría

consideraral géneroLelomela como el menos evolucionado de la subfamilia Bartramioideae.
Hirohama& Iwatsuki (1980)exponenel parecidoque poseela ornamentaciónde los rizoidesde
Lejomelabartra,nioidescon los de Bartramia ithyphylta. Tal parecidomicroscópicocoincidecon la
composiciónflavonoidica,ya queni Leiomelani la secciónIthyphyllaedel géneroBartramia a la que

pertenece8. ithyphylta, sintetizamacrociclos.El parentescoevolutivo de LelomelaconBartramia

ithyphylla en basea su composiciónflavonoidica,nos permitiríaconcluir que se trataposiblemente

del géneromenosevolucionadodela subfamilia,directamenteemparentadocon la secciónIthyphyllae
del géneroBartranua.

En el géneroPlagiopus, del quesólo seinvestigóla especieibéricaP. oederiana,sedetectó

al igual que en Bartramia, la existenciade biflavonoides macrocíclicos (bartramiaflavonay
anhidrobartramiaflavona),así como 2,3-dihidro-filonotisflavona,filonotisflavona, dicranolominay

5’ ,3’ ‘-diOH-amentoflavona/robustaflavona.La no existenciadedihidroflavonoidesentodoel género,
así como las manifestacionesde Griffin III & Buck (1989) respectoa las relacionesde estegénero
con Anacolia, ya que presentafuertesafinidadesen la ornarnentaciónde los rizoidescon respectoa
Anacotiasinensis(Hirohama& Iwatsuki, 1980),nos permitiríaconsiderarque el géneroPlagiopus
es posiblementeel másevolucionadode la subfamiliaBartramioideae. No obstante,de la misma

maneraque en Catoscopium,creemosconvenienterealizaruna revisiónsobre la ubicaciónde este
géneroen la familia, puescabela posibilidaddeenglobarlodentrode la secciónBanrainiadel género
Banramia,por la existenciade biflavonoidesmacrocíclicos.

Griff¡n III & Buck (1989) consideranque el géneroAnacolia es el menos evolucionadode
los que integran la subfamiliaBreutelioideae,ya que tiene el aspectotípico del géneroBartranzia
desdeun puntode vista morfológico,y además,su númerocromosomáticoden= 7,8es considerado
comoun carácerplesiomórfico.Sin embargo,lo englobanen dichasubfamiliaenbasea la presencia
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deciertas innovacionessubflorales,de pelosaxilaresbicelulares,asícomopor su peculiarmorfología
de cápsulay esporas.Sin embargo,analizandola composiciónflavonoidicadel géneroAnacolia, se

demostróla síntesisde biflavonoidesmacrociclicosal igual queocurreen el géneroBartramia de la
familia Bartramioideae. Hecho semejanteocurre en el género Plagiopus. De acuerdo a estos

resultados, la acepción del género A naco/ja como el menos evolucionado de la subfamilia
Rreutelioideaeseriatotalmenteválida, ya que sintetizamacrociclostípicosde unasubfamiliamenos

evolucionada(Barrramioideae).Bajo dichos fundamentos,la síntesisde biflavonoidesmacrociclicos
en la familia Bartraniioideaedeberíaconsiderarsecomo un carácterde menorevolución que tiende

a perderseenla subfamiliamásevolucionadade todas,sobretodo en los génerossupuestamentemás
evolucionados(Philonotisy Breutelia). Sin embargo,habíamoscomentadocon anterioridad,que la

ciclaciónmolecular en el géneroBartramia habíaqueconsiderarlacomoun pasoevolutivo notable,
ya que la secciónmás primitiva Ithyphyllae no sintetizabaflavonoidesmacrocíclicos,pero sí las

seccionesBartra¡nia y Strictidium. Incluso afirmamosque la evoluciónde la ciclaciónmolecularde
los flavonoidesde Bartramia, suponíaquea medidaqueseconsiderabanespeciesmásevolucionadas,
dichaciclaciónenglobabaun mayornúmerode monómerosflavonoidicos.En resumen,resultamuy
difícil, dentro de la sistemáticaactual de la familia Bartramiaceae,establecersi la presenciade

macrocicloshade considerarsecomoun pasoatrásenla evolución,como asílo atestiguasuausencia

en Breutelia.Másbien podríamosafirmar que la síntesisde macrociclos(bi y triflavonoides)esuna
especializaciónexclusivay única en la subfamilia Bartramioideaedel géneroBartramia, y comotal

debeconsiderarsetal carácter,sin otorgarleun significadofilogenéticodefinitivo.

De las especiesinvestigadasdel géneroAnacolia,únicamenteA. iaevisphaerayA. subsessilis
sintetizabanbartramiaflavonay anhidrobartramiaflavona.Todo el géneroera rico en 2,3-dihidro-

filonotisflavona (carácterhipotéticamenteplesiomórfico) y en menor medida en filonotisflavona,
dicranolominay 5’,3”’-diOH-amentoflavona/robustaflavona.La mayoríade las especiessintetizaban

ácidos fenólicos,siendoespecialmenteabundantesen A. intertextay 4. menziesil.
Anacolia laevisphaeraposeeuna composiciónflavonoidica que incluye dos biflavonoides

macrocíclicos(bartramiaflavonay anhidrobartramiaflavona).Atentiendoa talesresultadospodríamos

fácilmentepensarenla inclusióndeesteespeciedentrodela secciónBartramiadel géneroBartramia,
caracterizapor la síntesisde dichosmacrociclos,o al menosdentrode la subfamiliaBartramioideae,
junto a Bartramia y Plagiopus,génerosambosque sintetizanmacrociclos.Anacotialaevisphaeraes
segúnFlowers(1935), unaespeciecon granvariabilidaden su crecimiento,asícomo en su tamaño
y morfología de los filidios, lo que podría explicar en cierta forma sus relacionescon el género

Bartramia, anteciertasrestriccionesdel medio que obligarana dichaespeciea especializarseen la
síntesisde macrociclos.CuandoFlowers (1935) describióel géneropor primeravez, ya englobaba

enél tanto Anacolialaevisphaeracomo A. subsessilis,lo queposteriormentefue confirmadopor
Van der Wijk & col. (1959). En base a todo lo anterior, queremosconfirmar que la inclusión de

ambasespeciesdentrodel géneroAnacotianos parececorrecta,sobretodo por la existenciaenellas

de ciertasespecializacionesmorfológicas(Engler, 1924; Goebel,1930),de pelos axilares típicosde
Breutelioideae(Griff¡n III, 1990),así comopor la morfologíade su espor¿fito(Griffin III & Buck,
1989). Sin embargo,dada la síntesisde biflavonoidesmacrocíclicosen ambasespecies,creemos
adecuadala creacciónde una secciónespecíficadentrodel géneroAnacolia queenglobetanto a A.
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laevisphaeracomo a A. subsessilis,que las separedel resto de especiesdel género,y emparentea

éstedirectamentecon la subfamiliaBartramiojdeae.
Griffin III & Buck (1989) consideranque elgéneroBreutelia es el másevolucionadode toda

la familiaasícomode la subfamiliaBreutelioideae,por sugran tamañoy porla presenciade caulidios
a menudodivididos, con filidios aplicadosy pelos axilares con células alarese intercalares.La

ausenciadebiflavonoidesmacrocíclicosconfirmaríadichospostulados- La 2,3-dihidro-f¡lonotisflavona

es uno de los flavonoidesmayormenteidentificadosen la familia Bartramiaceae,que ademásnos
permiteestablecerciertasdiferenciasdentrode las diversasseccionesdel géneroBreutelia.La sección

Acoleus,de la queseestudiaron8 especies,no sintetizamacrociclosy por lo generalespobreen2,3-
dihidro-filonotisflavonaexceptoen 8. allionil y 8. chrysea, dicranolominaexceptoen 8. pendulay

8. tomentosa,y carecede filonotisflavona. La mayoría poseenácidos fenólicos, sobre todo 8.

eugeniaey 8. pendula, y únicamente8. eugeniae carecede flavonoide alguno. En la sección

Anacoliopsis, a la que pertenece8. affinis, la concentracciónde 2,3-dihidro-filonotisflavonaes

relativamentesuperiora la secciónanterior, pero carecede dicranolomina.La secciónBreutelia se

caracterizaporque 8. chrysocoina,B. deflexifolia, 8. arundinifolia, 8. austro-arcuata,8. dzffracta

y 8. sthulmanniposeen2,3-dihidro-filonotisflavona,pero en bajaconcentracción.Lasseis especies

sintetizantambién 5’,3’ ‘-diOH-amentoflavona/robustaflavonay dicranolomina.El restosólo ácido
fenólicosy otros flavonoides.La cuarta sección,Lycopodiobryum,sintetizadicranolominaen baja
concentracción,pero en ningunade sus especiesse identificó 2,3-dihidro-filonotisflavona.Rica en

ácidos fenólicos,sintetizatambién5’,3” ‘-diOR-amentoflavona/robustaflavonay otros flavonoides,

perono se identificó la filonotisflavona.La última sección,Polyptichium,se caracterizaal igual que
la anterior, por no sintetizar 2,3-dihidro-filonotisflavonay sí dicranolomina y 5’,3”’-diOH-

amentoflavona/robustaflavona,así como otros flavonoides, pero nunca filonotisflavona. La
concentracciónde ácidos fenólicosenestasecciónes inferior a lade la anterior.

Resumiendo,laconcentracciónde2,3-dihidro-filonotisflavonaasícomolapresencia/ausencia

de dicranolomina,nos permitediferenciarla composiciónflavonoidicadecadaunade las secciones

del géneroBreutelia:

1. sección Acoleus: síntesis de 2,3-dihidro-filonotisflavonaen pocas especies y en baja

concentracción,y bajatambiénde dicranolomina.

2. secciónAnacoliopsis: concentracciónde 2,3-dihidro-filonotisflavonamedia(segúnintensidadde

coloren TLC) y no existela síntesisde dicranolomina.

3. secciónBreutelia: síntesis de 2,3-dihidro-filonotisflavonaen casi todas las especiesen baja

concentracción,ocurriendolo mismo con la dicranolomina.

4. secciónLycopodiobryum:no sintetiza2,3-dihidro-filonotistlavonaysí dicranolominaenla mayoría
de las especiespero en bajaconcentracción.

5. secciónPolyptichium: idénticaa la anterior.

Deacuerdoataleshechos,lasseccionesLycopodiobryumy Polyptichiumpodríanconsiderarse
como las más evolucionadasdel género,por carecerde 2,3-dihidro-filonotisflavona,segúnlos

planteamientosya expuestoscon anterioridad.
Algo similara lo queocurreenBreuteliaseadvierteen el último géneroquecomentaremos,

Philonotis. En la sección Catenularia del género Philonotis, existe en sus especiesuna alta

296



concentracción de 2,3-dihidro-filonotisflavona, también de 5’ ,3”’-diOH-amentoflavona

/robustaflavona,así comobajade ácidos fenólicosy otros flavonoides.La secciónEuphilonotis,de

la quese estudiaron10 especies,presentaun comportamientototalmentedistinto: bajaconcentracción

de 2,3-dihidro-filonotisflavona,alta de filonotisflavonasobre todo en P. fontana y P. australis,

síntesis de dicranolomina en baja concentracción, así como de 5’,3”’-diOH-amentoflavona

/robustaflavona,y excepto P. calcarea el resto son pobresen ácidos fenólicos. En la sección

Lejocarpus,a la que perteneceP. cjibodensis,al igual quela secciónanterior,la concentracciónde

2,3-dihidro-filonotisflavonaes baja. y también sintetizafilonotisflavona, dicranolominay 5’,3”’-

diOH-amentoflavona/robustaflavonaaunque en bajas concentracciones.Finalmente, la sección
Philonotula,poseeunaconcentracciónde2,3-dihidro-filonotisflavonasuperiora Catenularia,sobre

todo en 1’. revoluta y P. sphaerocarpa,baja en filonotisflavona(a diferenciade Euphilonotis),

dicranolominaenbajaconcentracción,y sintetizatambién5’ ,3’ ‘-diOH-amentoflavona/robustaflavona
pero no otros dihidrobiflavonoides.Al igual que en Breutelia, las seccionesdel géneroPhilonotis

puedensepararseentre sí en base a la concentracciónen 2,3-dihidro-filonotisflavona, y a la

ausencia/presenciade filonotisflavona.
En resumen,la composiciónflavonoidicade la familia Sartraniiaceaeviene a confirmaren

parte la hipótesisfilogenética que Griffln III & Buck (1989)establecieronpara la familia (Fig. 6.22):
la subfamniliaConostomoideaepodríaser la menosevolucionada,enun términomedio y sintetizando

biflavonoidesmacrocíclicosseencontraríala subfamiliaBartramioideaey, comola másevolucionada

tendríamosa la subfarniliaBreutelioideae,en la cual la síntesisde macrociclospareceque tiende a
perderseen los génerosmás evolucionados (Breutelia), conservándoseen los más primitivos

(Anacolia).
Sin embargo,el dendrogramaque nosotrospropondríamoscomo hipotético (Fig. 6.23), a

diferencia del del Griffin III & Buck (1989), establece la existencia de una cuarta subfaniilia:
Caroscopioideae,y se considerael géneromenosevolucionadode BartramioideaeaLeiomela. No

obstante,aún quedanpor investigar la composición flavonoidica de los géneros Quathlarnba,
Fleischerobryumy Flowersia, por lo que tal dendrograma (Fig. 6.23)puede variar sustancialmente.
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ConostonIuflS

Conostomolcteaa

Fig. 6.22.: Dendrograma que postula lasinterrelaciones filogenéticasen la familia Bartramiaeae

según Griffin IR & Buck (1989), basindose en caracteres anatómicos, morfológicos y
microscópicos.
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Fig. 6.23.: Dendrograma hipotético que representaría las posibles relaciones filogenéticas
existentesen Bartrandaceaede acuerdo a la composiciónflavonoidica.

6.1.2.2. Flavonoidesy estatus taxonómico.

En la revisiónbibliográficaqueacometimoscomoconsecuenciade las

investigacionesrealizadasen la presente Memoria Doctoral, tuvimos conocimientode la existencia
deciertostaxones“conflictivos, cuyaubicacióndentrodela sistemáticadela familiaBarrramiaceae
era confusa. En un intento, de una parte, de poder a través de la composiciónflavonoidica resolver
tales problemas de índole taxonómico, y de otro, de corroborar ciertas hipótesis previamente
establecidasa partir de otro tipo de estudios (anatómicos, morfológicos, etc.), iniciamos nuestro
trabajo. En cualquier caso, nuestro interés en estos taxones conflictivos, ha sido básicamente
comprobarsi las apreciacionesquealcanzabanotrosautorespodríanparalelamenteaceptarsemediante

el estudio de la composición flavonoidica de dichos taxones. En caso afirmativo, nuestras
investigacionesviniero a apoyary corroborarlas apreciacionesde dichosautoresprocedentesde
investigacionesdistintas,y en casocontrario,permitieronabrir unalíneadedebatesobrela ubicación

de dichos taxonesen la sistemáticade la familia, de sus subfamiliaso géneros.

A. Bartramiarosea Herzog.

En 1909, Herzog describió una especiemuy peculiar de la flora andina de la familia
Bartramiaceae,que denominó Banramiarosea.El color de la plantay particularmentesus fihidios,
teñidos con tonalidadesque variaban desdeel rosa pálido hasta el rojo, e incluso en ocasionesrojo
anaranjazado, hizo quedicho autor describieraestaespeciecomonuevapara la ciencia. En particular,
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Herzog (1909) incluyó Bartramia roseadentrode la secciónStrictidiumdel géneroBartramia, a la
cual perteneceentre otras la especieibéricaBortramia stricta. El color de los filidios, y en menor
medidael del caulido, erala baseque dicho autorsustentabaparasu identificación. Tras el material

originalmenterecolectadopor Herzogen Bolivia, se llevarona cabootrasrecoleccionesen Ecuador,

Colombia y Venezuela(Griffin III, 1990) que pusieronde manifiesto que el hábitatmás frecuente

de estaespecieeranlos páramos,dondea menudoquedabarestringidasu distribución.

Estetipo de consideracionesde índole taxonómicoque Herzog empleóa principio de siglo,

han de verse desdeotra perspectiva,como lógicamentesustentaGriffxn III (1990). De hecho, y

exceptuandola coloración, tanto la morfología del vegetal,el hábitat, el detalle de los filidios
incluyendola forma, el margeny la areolación,son similaresa los de otro taxónde mayoramplitud

geográficaen la región montano-tropical,concretamentela especieAnocolia Iaevisphoero(Tayl.)

Hower. En 1990, intentandosolucionarestaposiblesinonimia,Griffin III llevó acaboun estudiode
los pelosaxilaresde ambasespecies,separándolas,de acuerdoa Herzog (1909), por su coloración.

Los pelos axilaresde Anacolioson significativamentedistintosa los del géneroBortramio, ya que

consistenúnicamenteen dos células, la basalmuy cortay pigmentaday la apical globosa,inflada y

hialina. El examenque realizó de la especiedefinida por Herzog como Boriromio roseo,demostró
queéstaposeíapelos axilaresque se ajustabanperfectamenteal tipo “Anocotio”. La conclusiónque

dedujofinalmentedesus investigacionesfue, quemuy posiblementeBartromioroseoeraúnicamente
una variantede color de Anacolia toevisphoera,aunqueya expusoque para poder reafirmar tal
hipótesisen sujustamedidaseríannecesariasnuevasrecoleccionesasícomonuevasinvestigaciones

acercadel tipo de pelo axilar quepresentaban.
Tomandocomoreferencialas apreciacionesde Griffin III (1990)iniciamosun estudioacerca

de la composiciónflavonoidicade las dos especiesnombradas,con el fin de comprobarsi dichos
planteamientospodríanserciertos.Anacolia laevisphaeraes, dentrodel géneroAnacotia,unade las
especiesque se caracterizapor tenerun componentebiflavonoidicomás complejo. A diferenciade

tres especiesdel mismo géneroinvestigadas(A. menziesii,A. webbii, A. intertexta),y al igual que

A. subsessilis,A. Ioevisphoerose caracterizapor sintetizarbiflavonoides macrocíclicosdel tipo

bartramiaflavonay anhidrobartramiaflavona,típicos en la secciónBartramio del géneroBartramio.
A. subsessilispor su parte únicamentesintetizabartramiaflavona.El resto de biflavonoides(2,3-

dihidro-filonotisflavona,filonotisflavona,dicranolomina,5’ ,3’ ‘-diOH-amentoflavona,5’ ,3” ‘-diOH-

robustaflavona)sonsintetizadosencambiopor las cincoespeciesde Anacotioreferidas.Analizando
la composiciónbiflavonoicade Borrramia roseose pusode manifiestoque esta “presunta’ especie

sintetizabaexactamentelos mismos biflavonoidesque Anocolia laevisphoero,incluyendo ambos

macrociclos(bartramiaflavonay anhidrobartramiaflavona).En el géneroBariromio, la síntesisde
biflavonoides macrocíclicoses exclusivade la secciónBoriromia, a la que pertenecendos de las
especiesestudiadasen estaMemoria Doctoral (B. ha//enanoy 8. pomiformis). Si como afirmaba

Herzog (1909). Bontramiorosease incluíadentrode la secciónStrictidium, dichaespecieno podría
llevar a cabo la síntesisde biflavonoidesmacrocíclicosque no sonpropiosde dichasección,por lo

quedifícilmentedichaespeciepodríapertenecerrealmenteal géneroBortromio y menosa la sección
Stnictidium.

Basándonosfinalmenteen la composiciónflavonoidicade Bontramia roseo, idénticaa la de
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sintetizar2,3-dihidro-filonotisflavona,y sólo 8. pendiday B. tomentosasintetizandicranolomina,así

como por teneraltas concentraccionesde ácidos fenólicos y otros flavonoides.Las dos especiesde

lasecciónLycopodioNyumestudiadas,8. e/ongatay 8. azorica tieneunacomposiciónidénticaentre

ellasy respectoa 8. pendulay B. tomentoso,perodifierensensiblementerespectoal restode especies

de Acoteus.A su vez, Hirohama& lwatsuki (1980) establecíanlas grandessemejanzasexistentesen
la morfología de los rizoidesde 8. penduloy 13. elongoto, que en ambasespecieseran del tipo

papiloso.En conclusión,las dos especiesde la secciónLycopodiobryuminvestigadas,B. azorica y

B. e/ongata,estáníntimamenteemparentadascon dos especiesde la secciónAcoteus,8. pendidoy
8. tomentosa,pero no con el resto. Tal parentescopodríaapoyarla hipótesisde Griffin III & Buck

(1989)de transferir8. elongata a la secciónAcoleus,aunquecreemosmás convenientede acuerdo
a su composiciónflavonoidica, mantenerla secciónLycopodiobryumy trasferir 8. pendida y 8.

tomentosade la secciónAcoleusa Lycopodiobryum.

D. Bartramia ruwenzoriensisBroth.

La especieBartromio ruwenzoriensisfue incluidaporEngler(1924),por primeravez, dentro

de la secciónIthyphytloedel géneroBortromia, junto a 8. ithyphyllo, por tratarseambasde especies
sinoicas(monoicascon anteridiosy arquegoniosprotegidospor un mismo involucro), y no monoicas

autoicas (con involucro distinto) como las especiesde la sección Bortramia (Eu-Bortramio).
Posteriormenteno se ha utilizado la especieen ningún otro tipo de estudiotaxonómico, lo que ha

permitido su pertenenciaa la misma secciónqueconsideróEngler(1924).

Sin embargo,como consecuenciadel ensayopor TLC que realizamosen dicha especie,se

pusode manifiestoquesu composiciónflavonoidicaerala siguiente:poseíaunaalta concentracción

de 2,3-dihidro-filonotisflavona, así como también relativamente altas de filonotisflavona y

dicranolomina,y enmenormedidade 5’,3” ‘-diOH-amentoflavona/robustaflavona.Carecíade ácidos

fenólicospero encambio sintetizabaotrosdihidroflavonoidesasícomoun biflavonoidemacrociclico,
la bartramiaflavona,enbajaconcentracción.La existenciademacrociclosbitiavonoidicosenel género

Bartramio, pareceser exclusivade su secciónBortramia del género,mientras que en la sección
Ithyphy/laeno seconocepor el momentoningunaespecieque los sintetize.Estecarácterlo utilizamos
ademásen su momento,comosigno de distinciónentreambassecciones.La alta concentracciónde
2,3-dihidro-filonotisflavona,y la síntesisde otros dihidroflavonoidesemparentana estaespeciecon

la secciónposiblementemenosevolucionadaIthyphyllae.

En conclusióncreeríamosadecuadotransferir la especieBortromio ruwenzoriensisde la

secciónIthyphy/loea la secciónBartramia del géneroBortromio, enbasea queparecesercapazde
sintetizar bartramiaflavona. La existencia una alta concentracciónde dihidroflavonoides, y
especialmentede 2,3-dihidro-filonotisflavona,nos hacenconsiderarlaposiblementecomounade las
especiesmenosevolucionadasde la sección,y directamenteemparentadacon la secciónIthyphylloe.

Creemos,sin embargo,que seriaadecuadouna revisiónprofundaacercade otros aspectos
morfológicos,anatómicosy microscópicos,quepudieranconfirmar la hipótesisalcanzadaen basea
la composiciónflavonoidica.
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6.1.2.3. Flavonoides en DicranaceaeScbinip.

Dicranolomarobustumy JUcrano/omabi//ardieri fueron trasferidosal géneroDicranumpor

Norris & Koponen(1989).Dadala complejacomposiciónflavonoidicade estasespecies(Markham
& col., 1988),decidimosreinvestigarel patrónflavonoidicode Dicranumscoparium, identificando

ademásde1a5’,3”’-dihidroxi-amentoflavonaunanuevabiflavona,1a5’,3”’-dihidroxi-robustaflavona.
Estasdos biflavonaspresentesen Dicranumscopariumtambiénhabíansido identificadasen las dos
especiesde Dicranolomacitadas.No obstante,en Dicranolomaspp. se identificaronademásotras
biluteolinas2’-unidas que no lo fueronen cambio en Dicranumscoparíum.

Estasignificativadiferenciaen la composiciónbiflavonoidicaentreDicranumy Dicranoloma
esde gran ayudadesdeun punto de vista taxonómico,yaque sugiereque lo expuestopor Norris &
Koponen(1989) no es del todo correcto, y por lo tanto, consideraríamosque Dicranolomadebe

permanecercomo un género a parte de Dicranum. No obstante,debemosadmitir que existen

problemastaxonómicoscon el grupoDicranum-Dicranoloma,que debenreflejarseen una revisión
taxonómicaconcienzudadesdediversospuntosde vista, y entreellos el fitoquimico.

6.1.2.4.Variación fenológicade la composiciónflavonoidica.

En referenciaa los flavonoidesexistentesenel espor¿fito,ya iniciamosun estudiopreliminar
(López-Sáez,1992) en el cual se advirtió una variacióncualitativay posiblementecuantitativa(por
la concentracciónde las manchasen TLC) respectode los existentesen el gamet¿fito,endiferentes
especiesde briófitos de la familia Bar:ramiaceae,concretamenteen Bartramia ithyphyl/a y 8.
pomíformis,datosque concordabancon lo hastaentoncesexpuestopor Markham & col. (1978) y

Seeger(1992). Estadiferente composiciónflavonoidicapareceir directamenterelacionadacon la

fenologíadel musgoencuestión,y másconcretamenteentrelas generacionesgamet¿fitoy espordfito.
El problemacon quecontamos,en la mayorpartede los casosfue la imposibilidaddeobtener

material vegetalsuficiente paraacometercon garantíasel estudiodela composiciónflavonoidicadel
espor¿fito de las especiesdel género Bartramia investigadas.Por norma general, apenasse

recolectaron1-2 g de espor¿fitopor 250 g de gametdfito,lo cual dificultó el trabajo y lo redujoa un
meroensayoporTLC acercadesupatrónflavonoidico,sin poderemprenderunaanalíticaexhaustiva.

Como antecedentesbibliográficostenemoslos trabajosde Markham & col. (1978),quienes

ponen de manifiesto el cambio ‘drástico’ que se produceen la composiciónflavonoidica de la
hepáticaMarchantia berteroanaacompañandoal procesode reproducciónsexual.Posteriormente,
Seeger(1992) lleva a caboun estudiode la composiciónbiflavonoidicadel musgoRliytidiadelphus

squarrosus,poniendode manifiestoen él la variaciónque sufre la concentraccióndel biflavonoide
S’-OH-robustaflavonaa lo largo del año, encontrandola concentracciónmáximadurantelos meses
de abril y junio, y la mínima en noviembre. Talesdiferenciaslas atribuye igualmenteal proceso
fenológicoque sigue el musgoy a la apariciónde la generaciónespor6fitoy de la reproducción
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sexual.Todos estosdatosde la literaturavienena confirmarque la composiciónflavonoidicade las

generaciones esporofítica y gametofítica en briófitos es sensiblementedistinta, al menos
cuantitativamente.

En las especiesqueestudiamosconanterioridad(López-Sáez,1992)se advirtió que tanto en

Bartramia ithyphyl/a como en 8. pom(formis, la composiciónflavonoidica del gametófito era
sensiblementediferentede la del esporófito.De hecho,en el esporofitode ambasespecies,apenas
pudo llegar a identificarsecon seguridadla presenciadealgúnflavonoide,porlo quehemosexcluido
estasespeciesde la presenteMemoriaDoctoral.

En Dicranum scoparium se advirtió en cambio, una notable diferenciacualitativa en la
composiciónflavonoidicade esporófito y gametófito.- El ejemplo más claro es el compuestoque
denominamosDSe, exclusivo de la generaciónesporofitica y, que como ya se comentó con

anterioridad parece tratarse de un 2,3-dihidro-biflavonoide, seguramenterelacionado con la

dicránolomina.El patrónenTLC del esporófitoresultóserademásbastantemáscomplejo,sobretodo

en el sistemadesarrolladoen poliamida-6,dondeademásde diversasflavonasglicosiladas,así como

dela5’, 3” ‘-diOH-amentoflavonay 5’ ,3’ ‘ ‘-diOH-robustaflavona,pudierondetectarseotrosflavonoides
con la típicaabsorciónal ultravioleta(púrpuraoscuro)e idénticarespuestaal NA (coloramarillo)que
el restode flavonoides.Así mismo,y sólo en el esporófitose detectóla presenciade un flavonoide

de alto Rf que no cambiabade color tras utilizar NA, por lo que posiblementese tratarade una

moléculamacrocíclica. La TLC del esporófitode Dicranum scoparrumse compí-icaaúnmás por la
existenciade numerosasmanchasazuladasy grisáceas,correspondientesa diversos compuestos

fenólicosde naturalezano flavonoidica, de los que careceel gametófito.
En Bartramiastricta la situacióneratotalmentedistintaa la especieanterior,ya quemientras

en el sistemadesarrolladoenpoliamida de muestrasgametofiticas,se identificabanlos compuestos

BS-1 a BS-8, en las esporofíticassólo se hacíacon los compuestosBS-2 a BS-7. La ausenciadel

CompuestoBS-1enel esporófitopuedeinterpretarsecomouna isomerizaciónhaciaCiclo-Triluteolina,
perono hay explicaciónválidaqueno seala fenologiaparaexplicarla ausenciadel CompuestoBS-8.

En las TLCs desarrolladasen celulosala situaciónera similar. En el gametófitose identificabanlos
compuestosBS-1 a BS-7 mientrasque enel esporófitosóloBS-2, BS-6 y BS-7. Eso sí, la riquezaen
ácidosfenólicosdel esporófitoeramuy superiora la del gametófito.

En conclusión, podemos afirmar que la composiciónflavonoidica de las generaciones
esporofiticay gametofíticaenmusgosalbergasensiblesdiferencias,básicamentecuantitativasaunque

tambiéncualitativas.No sepuededecira cienciaciertasi unau otra generaciónse caracterizanpor
sintetizardeterminadosflavonoideso no, ya quedependeen muchoscasosde la especiequese esté
investigando.Así, en Dicranumscopariumla composiciónflavonoidicadel esporófitoesmuchomás

complejaque la del gametófito,sintetizandoincluso flavonoidesde la que estaúltima carece.En
Bartramja strjcta en cambio, es el gametófito el que poseeuna composiciónflavonoidica más

complejamientrasque el esporófito poseesiemprelos mismos flavonoidesque el gametófitocon
ausenciade algunode ellos. Estaúltima situación pareceser la que se repite generalmenteen las
especiesde la familia Bartramiaceae.En cualquiercaso, la única generalizaciónválida, es que la
generaciónesporofíticaes siempremuchísimomás rica que la gametofíticaen otros compuestos
fenólicosno flavonoidicos,principalmenteenácidosfenólicos.
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6.1.23.Variación de la composición flavonoidica segúnla localización geográfica.

Una primera aproximación, a la posible existenciade variacionesen la composición

flavonoidicade las especiesde la familia Bartramiaceaede acuerdoa su procedenciafue la que se
obtuvomediantelos 79 ensayosporTLC querealizamosdediversasespeciesde la familia. Endichos

ensayos,ya semanifestóque las principalesdiferenciaserande tipo cuantitativoy no cualitativo,por
lo que decidimos en dicho caso, presentarúnicamenteuna TLC por cada especiey sistema

cromatográfico,que podría sin problemas generalizarsepara cualquierade las localidadesde

procedenciade la especieen cuestión.
En un trabajopreliminarque concluyócon la Memoria de Licenciatura(López-Sáez,1992)

ya llegamosa las mismasconclusionesanteriores,estudiandodiversasmuestraspoblacionalesde
Bartramia ha//enana,8. ithyphylla y B.strtcta.

Respectoa las distintasmuestrasdeBartramiapomiformisutilizadas,no sepudieronatestiguar
diferenciassignificativasen el patróncromatográficode cadaunadeellas (ver Tabla 5.2.). Se puede

afirmar por ello, que la composiciónflavonoidica de la especie, sea cual sea su localización

geográfica,es máso menosconstantecualitativamente.La únicadiferenciaobservablees la ausencia
de bartramiaflavonaenla muestraprocedentede El Atazar,quizásdebidoa la bajaconcentraciónde
dicho compuestomás que a una ausencia real. Igual puede afirmarse de la ausenciade

anhidrobartramiaflavonaen la muestrade Canencia.En la muestrade Ordesafaltan BP-7 y BP-8,
aunquetalesdiferenciascualitativas,al igual que enlos casosanteriores,debenprocederde la baja
concentracciónde talescompuestosen la especie,como sedemostrópor HPLC. La únicadiferencia
cualitativasustancialobservadaes la referenteala identificacióndel ácidoclorogénicoexclusivamente

en la muestraprocedentede El Escorial, ya queestamuestrase recolectoen invierno, precisamente

en el momentoen queseestabaproduciendola elongaciónde la setay los espordfitosaún inmaduros
(ricos en ácidos fenólicos)erannumerosísimos.Las diferenciascuantitativasen cambio, si parecen

albergaralgún resultadopositivo en el sentidode que existandiferenciasgeográficas.Siegel & col.
(1989) ofrecenunaestimacióncuantitativa,de la composiciónflavonoidicareferentea 16 compuestos
distintos, para 17 muestrasde Biyum capillare procedentesde localidadesdiferentes.Al igual que
nuestrosresultados,no encuentrandiferenciascualitativasnotables,pues esos 16 flavonoides se

encuentranidentificados en las 17 muestrasde distinta procedencia.Por contra, si advierten
diferenciascuantitativasrespectoa algunos de talescompuestos.A las mismasconclusionesllegan
Freitag& col. (1986)paraP/agtomniumaffine, no observandodiferenciacualitativaalgunaen el

patróncromatográficode la especie,seacual seala localizacióngeográficade lamuestrao la estación
climatológicade recogida. En cambio, Stein & Zinsmeister(1991), sí adviertendiferenciasen el
patrónflavonoidicodetresespeciesdeBryaceae(BryumcaespiticumHedw.,Bryumpseudotriquetrum

(I-ledw.) Turn., y BryumpallescensScheleich.exSchwaegr.)paradiferenteshábitats, observables
incluso en los cromatogramasrealizadosa partir de muestrasprocedentesde distintas localidades.
Markham & col. (1976) admiten igualmente la existenciade razas geográficas en el patrón
flavonoidicode la hepáticaConocephatumconicum(L.) Underw.

EnBartramiastricta, los resultadosquemuestrala Tabla5.3 coincidenconlo expuestopara
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Bartramia pomíformis,no existiendo básicamentediferencia cualitativa alguna. Unicamenteestá
ausenteel compuestoBS-7 en la muestrade Picadas.E] compuestoBS-1 en cambiosólo apareceen

la muestraprocedentede Villa del Prado.Al tratarsede un posible isómerode la Ciclo-Triluteolina,
no esdifícil suponerquea menudoseisomerizehaciaéstay porello seadifícil su identificación,por

lo quesuponemosquees lo que ocurrecon más frecuencia.

En resumen,en las especiesibéricas del géneroBartramia, y generalizando,en la familia

Bartramiaceae, la composición flavonoidica no varía sustancialmentedesde un punto de vista
cualitativo, aunquesí puedenalbergarsesensiblesdiferenciascuantitativasen muestrasprocedentes

de distintaslocalidades.

6.2.ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Basándonosenlos resultadospreviosde Iwu (1986)y McCleary & Walkington(1966),y dada
la posibilidadde ensayarlos flavonoidesaisladosen la presenteMemoriaDoctoralfrenteal virus del

SIDA, acometimos los ensayosde actividad biológica en este sentido. De las 15 muestras
flavonoidicasensayadas,ningunadeellaspareciótenerunafuerteactividadsupresivade la replicación

del VIH.

En referenciaa la concentraciónde droga, se observaque con los compuestos1, 2 y 6 a
medidaqueaquellaaumentaenlos cultivos infectados,el porcentajemediode p24 aumenta,esdecir
existeun aparenteaumentodel antígenoen los cultivos tratadoscon la droga frente a los cultivos
control. Estos hechospodríanconsiderarsecomo un aumentode la replicaciónviral con la adicción
de concentracionessuperioresde droga, cuya causano podemosdeterminar.Las drogas2 y 6 son
ambas5’,3”’-diOH-biflavonoides (de robustaflavonay amentoflavonarespectivamente),por lo que
podríamosconsiderarque este tipo de biflavonoidestan hidroxiladosno son nadaefectivos en la
terapiacontrael SIDA (ver Tabla 5.56 Pp. 218-219).En el restode drogas,de manerageneral,se
produceun disminucióndel porcentajemedio de p24 a medidaque aumentala concentraciónde

droga, lo quepareceindicar que existe,en todos los casos,unadisminucióndela replicaciónviral,

reflejadaenunamenorproduccióndel antígenop24a medidaqueaumentala concentraciónde droga
en los cultivos (ver Tabla5.56 Pp. 218-219).Con la droga 8 (amentoflavona)se observala misma
tendenciaque acabamosde comentar.Sin embargo,aún con la concentraciónmás alta (20 gM) no
sealcanzaun promediode p24 quepuedaincluirse dentrode algunode los nivelesde efectividadde

la drogaconsiderados,ya queel valor máspequeñoalcanzadoesde 77 y los límitesparaunamenor
efectividad (expresadocomo ~)estánentre 50-69 % (ver Tabla 5.56 Pp. 218). Con la droga 5

(bartramiaflavona)ocurreun hechocontrarioal anterior.A unaconcentraciónde 100 MM el % p24
es de -10 (efectividad máxima ***), pero la droga a dicha concentraciónes tóxica, ya que el

promediode célulasde los cultivos no infectadosquesobrevivenal sertratadoscon estecompuesto
es inferior al 70% (ver Tabla 5.56 Pp. 218). Sin embargo,a una concentraciónno tóxica (20 MM)
la drogano es en absolutoeficaz.
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En basea todo lo anterior, desechamoslas drogas1, 2 y 6 (no producendisminuciónalguna

dela replicaciónviral). 8 (su efectividadanti-VII-I esprácticamentenula a concentracionesno tóxicas)
y 5 (sólo es efectiva a concentracionestóxicas)comoválidaspara la quimioterapiafrenteal SIDA,

por lo que no las incluimos en la Tabla5.55 (Pp. 217). En el casode la droga5 (bartramiaflavona)
debemoshacersin embargounasalvedad,ya queno conocemoscualessu efectividadni su toxicidad

en concentracionesintermediasentre 20 y 100 gM. El valor de efectividad conseguidoa estas
concentraciones,si resultaranno tóxicas,podríaser el mismo o inferior que el obtenidoa 100 MM.
La bartramiaflavona(droga 5) es un biflavonoide macrocíclicomientras que la droga 7 (ciclo-

triluteolina) es un triflavonoide cíclico. En ambos casos,se trata de macrociclos,por lo que en

principio podríamospensarque su actividadanti-VIH debíaser parecida.Con la droga 7 (ciclo-
triluteolina) se consigueun nivel de efectividad * a una concentración20 gM, pero no conocemos
cuales su efectividada concentracionessuperiores.Porello, podríamospensar,queal igual quecon
la droga7, la droga5 sí podríaserefectivaa concentracionesinferioresa 100 MM sin sertóxica. En

las drogas3 (dicranolomina),4 (2,3-dihidro-filonotisflavona)y 7 (Ciclo-Triluteolina), el nivel de
efectividadde drogamáximo alcanzadoesde * y siemprea unaconcentraciónde 20 pM, y entodos
los casossin sertóxicas. Sin embargo,en las tresdrogas,el valor de CC50 (concentracióncitotóxica)
es relativamentebajo, ya que por encima de 20 vg/ml son todas tóxicas inhibiendo el 50% del

crecimientode las célulasque no habíasido previamenteinfectadaspor VIH en cultivos controles.
Su EC50 esen cambiobastantealto, sobretodo en la droga3, y en los trescasosentradentrode los
valores de toxicidad de dichas drogas. Es decir, sólo inhibirían el 50% de la replicaciónviral a

concentracionestóxicas. En base a ello, su índice terapéutico es muy pequeño,ya que a
concentracionesrelativamentealtas(20 MM) sonpoco efectivasy algo más altassontóxicas.

La droga9 (saponarina)queesunaapigenina-O/C-diglicosiladatieneun índicede efectividad

medio (expresadocomo **) a una concentración100 gM, mientras que con 20 gM no es nada
efectiva.Su CC50 es relativamentealta y superiora 100 ng/ml, mientrasquesu EC50 esde 80 vg/ml.
En basea ello, inhibiría un 50% de la replicaciónde! virus a concentracionesno tóxicas. Su índice

terapeúticoen estecasoes superiora 1.3, y por ello relativamentebajo, ya que aunquees capazde
inhibir el 50% de la replicaciónviral a concentracionesno tóxicas, éstasson lo suficientemente
grandes como para que la droga no tenga un índice terapeútico alto. Sólo sería efectiva a
concentracionesrelativamentealtas,por lo generalcercanasa 100 MM, por lo queno esrecomendable

en la terapiacontrael VIH.
Las drogas 10 (quercetina) y 15 (eriodictiol) alcanzanun nivel de efectividad ** a

concentracionesno tóxicas de 4 gM y 0.8 gM respectivamente.Por encima de dichas
concentraciones,ambasdrogastienenun indice de efectividad*** pero sontóxicas(ver Tabla5.55

Pp. 374-375).La droga10 (quercetina)es sólo efectivasin sertóxica a concentracionesbajas. Su
CC50 se sitúaprecisamentea una concentraciónde 20 MM, relativamentebaja, pero por contra, su
EC50 es también muy bajo. Es decir, es capaz de inhibir un 50% de la replicación viral a

concentracionesrelativamentebajas(2 pg/ml = EC5Q), a las cualestambiénes tóxica (20 gg/ml =

CC50). Estacombinaciónde ambosfactoresda lugar a un índiceterapeúticode 10, quees el mayor
que hemos obtenido en todos nuestrosensayos.Este índice terapeútico,sin ser muy alto si lo

comparamosconel del ddC establecidoen25.000,essin embargosignificativo. De acuerdoa la Dra.
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Ana San Félix (com. per.), una droga puede considerarseque tiene actividad viral significativa

siemprey cuandosu índiceterapeúticoseasuperiora 10. Segúnello, la droga 10 entraríaen dicho
intervalo y podríamosafirmar que al menos tendríacierta actividad antiviral (anti-VIH). Hay que
teneren cuentaque, a la horadecompararíndicesterapeúticos,se consideranunidadesde magnitud,

es decir valoresde 1, 10, 100, 1000, 10.000 y así sucesivamente.Es decir, que por ejemplo,dos
índicesterapeúticosde 10 y 70 podríanconsiderarsemuy parecidosya que seencuentrandentrodel
mismoordende magnitud.En estesentido,el indice terapéuticode la droga 10 (quercetina)seríadel

ordende 3 unidadesde magnitudinferior al de la drogacontrolddC. La droga 10 o quercetinaesun
flavonol (3-OH-luteolina).Shu-Chen& col. (1992)demuestranque la quercetinatieneuncierto efecto
inhibidor de la transcriptasainversa,con un CC50 de 0.06, pero utilizando otro tipo de cultivos
celulares.Estosresultadosconcuerdancon los nuestros,en el sentidode quepodríamosafirmar que
la quercetinatiene al menos cierta actividadanti-VIH, inhibiendo ligeramentela actividad de la

retrotranscriptasa.Así mismo, Selway (1986) y VandenBerghe & col. (1986)ya recojen que la
quercetinaes capazde inhibir la actividadde ciertosvirus talescomo los del herpes,parainfluenza,
polio, etc.

La droga 15 (eriodictiol), al igual que la anterior droga 10, es sólo efectivasin sertóxica, a

concentracionesmuy bajas,cercanasa 0.8 gM. Su CC~ esde 4 gg/ml, muy bajo,perose compensa
con un EC50 también muy bajo de 0.8 hg/ml. Es decir, que es capaz de inhibir el 50% de la

replicaciónviral a concentracionesmuy bajas,a las cualespuedetambiénllegar a ser tóxica (sobre
4 ~tg/ml= CC50). Condichosvalores,su índiceterapeúticoes de 5, y no entra,como si ocurríacon
la droga 10, dentrode los valoresconsideradosque ha de reuniruna drogacon actividadantiviral

significativa(índice terapeúticosuperiora 10). La droga 15 o eriodictiol es la flavanonaderivadade
la luteolina (2,3-dihidro-luteolina).Shu-Chen& col. (1992) consideranque la flavanonahesperetina

(4’-metil-eriodictiol) con CC50 de 6.33, tieneun moderadoefecto inhibitorio de la actividad de la
transcriptasainversa,mientrasque la flavanonay otrasflavonas(3-OH y 7-OH) con CC50 mayorde

100 tienen muy bajo efecto inhibitorio de la enzima virica. En cierta forma, estos resultados
concuerdancon los nuestros,pues la droga 15 tiene cierto efecto inhibidor de la actividadviral
sustentadoenun índiceterapeúticode5, peroqueen cualquiercasono puedeincluirsedentrode los
valores de actividadantiviral significativa. Selway (1986) y VandenBerghe& col. (1986) recogen

así mismola actividadantiviral de ciertasflavanonasfrentea ciertostipos de virus entrelos que no

seencuentrael VIH.
Las drogas 11 (luteolina-7-O-neohesperidósido),12 (lucenina-2), 13 (apigenina-7-O-

triglicósido) y 14 (isoorientina-3’-O-soforósido)poseen un indice de efectividad <‘“< a una
concentraciónde 100 gM sin ser tóxicas, no siendonada efectivasa concentracionesinferiores,

exceptola droga 11 que tieneun valor de efectividad** a 20 gM. Estos resultadosconcuerdancon
los obtenidosparala droga9, esdecir, senecesitanconcentracionesaltasde drogaparaqueestasea

efectiva.En las 4 drogasmencionadas,el valor de CC50 es siempremayorde 100, perosu EC50 es
tambiénalto, lo que redundaen un índiceterapeúticotambiénbajo, exceptola droga 11 cuyo índice
terapéutico llega a ser de 5. Generalizando,las drogas 11, 12, 13 y 14 sólo seríantóxicas a
concentracionesaltaspero sólo serianefectivasa concentracionestambiénaltas,por lo que su valor
terapéuticoes muy bajo.
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Resumiendo la discusión relativa a la actividad anti-viral de las 15 drogasensayadas

podríamosestablecerlos siguientespuntos:
- Las drogas 1, 2 y 6 (por no inhibir la replicaciónviral), la droga 8 (cuya efectividadantiviral es

prácticamentenula) y la droga 5 (sólo es efectiva a concentracionestóxicas) no parecen ser
recomendablesen la quimioterapiacontrael SIDA.

- Las drogas3, 4 y 7 poseenun indice terapeúticobajo, por lo que tampocosonrecomendablesen
una terapidaantiviral, inclusoa concentracionescercanasa 20 $M, a las quepuedesertóxicasy por
ello poco seguraspara la integridadhumana.

- Las drogas9, 11, 12, 13 y 14 tampocoparecenser recomendablesenunaterapiacontrael VIH,
por necesitarsesiemprede altasconcentracionesde drogaparaser algo efectivas.

- La droga 15 inhibe la replicacióndel virus a concentracionesbajasa las cualeses efectiva,pero a

la vez puedeser tóxica, por lo que tampocopareceser recomendableen una terapiaantiviral. No
obstante,recomendaríamosel ensayomediantesíntesisde compuestosderivadosque aumentaransu

índice terapeútico.
- La droga10 o quercetinaesla únicaqueposeeun índiceterapeúticoquepermiteconsiderarqueesta
droga tiene una moderadaactividadantiviral. Su índice terapeúticoes sin embargomuy bajo en
comparacióncon el establecidopara la droga patrón ddC. Al igual que en el caso anterior,

recomendaríamosel ensayomediantesíntesisde compuestosderivadosque aumentaransu índice
terapeútico.

Los 2’,3’-dideoxi-nucleótidos(ddN), derivadosde adenosina(ddA), guanina(ddG), inosina

(ddl) y citidina(ddC)y susderivadoscomoel AZT (3’-azido-2’,3’-dideoxi-timidina)sonconsiderados

actualmente,como potentesinhibidoresde la replicaciónviral del VIH, en baseal mismo cálculo
relativoa la concentracióndep24 quenosotroshemosrealizado(Mitsuya & Broder, 1986; Perno&

col., 1988),por lo queesteindice es unamaneracorrectade medir la actividadviral y con ello la
efectividad de una droga. La 2’,3’-dideoxi-timidina (ddT), diferenciade los anteriores,parece
requerirde mayoresconcentracionesde drogaparaconseguirel efectoantiviral del restode ddN. En
el caso de la ddl, el efecto antiviral esteóricamentemediadopor su conversióna ddA o ddG.

En resumen,y a pesarde que los resultadosno hansido del todo satisfactorioscomo para
poderutilizar los flavonoidesidentificadosenBartramiaceaeen la terapiacontrael SIDA, podemos
afirmar que, aúnsiendoestructuralmentemuy distintosdel AZT o ddl, así comode otrasdrogashoy
efectivascontrael VIII, alberganal menosciertaactividadinhibitoria de la transcriptasainversa.

Estos hechos,en principio, podríanexplicarsesi tenemosen cuenta que los musgosno puedenser
infectadospor el virus de la inmunodeficienciahumanay sería lógico pensarque las estructuras
flavonoidicasquesinteticenno seanefectivascontraél. Sin embargo,podríamoshipotetizar,yenun

futuro cercanoemprenderemostal estudio,que los biflavonoidesy triflavonoidesdeSartramiaceae
serianmás efectivosen la defensadel vegetalcontraciertosmicroorganismosdel suelo, talescomo
bacterias,hongosy ciertostipos de virus, ya queéstoscompartensu hábitat,y por tanto los musgos
se habríanespecializadoen la defensacontraellos específicamente.De acuerdoa la Dra. Ana San

Félix (com. per.), la polaridad de los biflavonoides de musgos (con 8 hidroxilos) y de sus
triflavonoides (con 12 hidroxilos), podría ser la causade su bajaactividad anti-VIH, ya que esta
relativaalta polaridadles impediríapenetraren la célula y llevar a cabosu actividadantiviral.
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Las incógnitas de la evolución se manifiestanen todos los niveles estructuralesde los

organismosvivos, desdeel planomacroscópicohastael micromolecular.De esteúltimo, enconcreto,
nos hemosocupadoen nuestrotrabajoy, en particular,de la composiciónflavonoidica.

Aunque,como afirmabaSeeligmann(1990), la distribuciónde los flavonoidesen el Reino

Vegetal exhibe característicasque a menudoresultandifíciles de interpretar,justamentecuando
pretendemosincorporar a nuestro estudio un componentefilogenético y evolutivo, creemosno

obstanteque los trazadoreselegidosennuestrotrabajopuedenutilizarsetanto en la taxonomíacomo
enla filogeniadebriófitos, encomparaciónaotros criteriostradicionalesutilizadosenla clasificación

taxonómica(Zinsmeister& Mijes, 1990). Sin embargo,puedeconstituir un riesgo intentarexplicar
la evoluciónde los flavonoidesen &yophyta de la misma maneraque se haceen Angiospermas
(Seeligmann,1990). Harborne (1977) considerabala presenciade biflavonoidesen 12 familias de

Angiospermascomoun relictobioquímicoprimitivo que,obviamenteno podemosadmitirenbriófitos
donde,la complejidadestructuralde los biflavonoidesalcanzasu grado máximo.

Hay que teneren cuentaque, las “decisionestaxonómicas”en general,no se debenbasaren

un sólo tipo de criteriosy, porende,las consideracionesquimiosistemáticasqueserealicenbasándose
en los flavonoides,puedeser igualmentevaliosas, conduciendoa conclusionesya no sólo más
completas,sino más correctas.

De acuerdoa los Anexos 1 y II, los tipos flavonoidicosmás comunesen musgosson las

flavonasglicosiladasy los biflavonoides. Las primeras,en la gran mayoríade los casos,están
representadaspor 0-glicósidos,siendopococomuneslos 0-glucurónidosy las C-glicósidos(Múes

& Zinsmeister,1988; Miles, 1989). La evidenciasobrela frecuenteocurrenciade biflavonoidesen
musgos,fue unagransorpresa,sobretodotras la primeracita dadaenDicranumscopariumreferente

a una biluteolina (Lindberg & col., 1974). Durante estos últimos años, las referenciassobrela
identificaciónde biflavonoidesesmusgoshanido aumentandoconsiderablemente,sobretodo tras la

puestaen marchade un adecuadosistemade ensayopor 2D-TLC, de un largo númerode especies.
Muchos de los biflavonoideshoy conocidosen musgos,supusieronla existenciade compuestos
nuevos,hastaesemomentodesconocidos,enbasea distintostipos de enlaceinterfiavonoidicoentre
los dosmonómerosen las biluteolinas frecuentesen musgos.

En la presenteMemoriaDoctoral seestudióla composiciónflavonoidicade 86 especies:
- De un lado 2 especiesdel géneroSelaginel/ade la familia Selaginel/aceae,caracterizadaspor

sintetizarúnicamentebiflavonas. A pesarde no ser briófitos, los compuestosaislados en dichas
especiessirvieroncomo patronesestructuralesen la identificaciónde otros biflavonoidesy en los
ensayosde actividadbiológica.
- Una únicaespeciede la familia Dicranaceae,Dicranum scoparium,en la que se identificó un
segundoy nuevobiflavonoiderespectoala bibliografía(5’,3”’-diOH-robustaflavona)asícomociertas
flavonasglicosiladas.
- 83 especiesde la familia Bartram¡aceaepertenecientesa 8 géneros:Anacolia(5), Bartramia (18),
Breutelja(23), Catoscopium(1), Conostomum(6), Lejome/a(4), Philonotis (25)y Plagiopus(1). Este
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Breute/la(23), Catoscopium(1), Conostomum(6),Lelomela(4), Philonotis(25) y Plagiopus(1). Este
estudio incluyó por completo toda la flora muscícolaibérica de la familia Bartramiaceae,
representadapor 18 especiespertenecientesa 7 géneros.

Se identificaron 15 estructurasflavonoidicasrepartidasde la siguientemanera:
- 8 biflavonoides. De ellos, uno fue un dímero flavona-flavanonadenominado2,3-dihidro-
filonotisflavona.Dos eranbiflavonoidesmacrociclicosderivadosde la luteolina, concretamentela

bartramiaflavona(formada por dos ciclo-oxo tautómeros)y la anhidrobartramiaflavona.Los 5
biflavonoidesrestanteserantodosellos biflavonas: 4 biluteolinascon distintasunionesentreambos

monómeros: 5’ ,8” (5’,3’ ‘ ‘-diOH-amentoflavona), 5’,6” (5’ ,3’ ‘ ‘-diOH-robustaflavona), 2’ ,8”
(filonotisflavona) y 2’,6” (dicranolomina); y la última biflavona resultéserun dímero luteolina-

apigeninacon enlace5’,8” (5’-OH-amentoflavona).
- 3 triflavonoides. Dos de ellos eran triluteolinas lineares y ademásdiastereómeros(bartramia-
triluteolina y epi-bartramia-triluteolina)con unionesinterfiavonoidicasdel tipo filonotisflavona. El
otro triflavonoideresultóserunamoléculamacrocíclicaquesedenominóciclo-bartramia-triluteolina,

que supusola primeracita de estetipo de compuestos(triflavonoidescíclicos)en la químicade los
productosnaturales.
- 1 ácido flavonoidico derivadode la luteolina con un grupoácido (ac. protocatéquico)en posición

C-8.
- 3 flavonas glicosiladasderivadasde la diosmetina, luteolina y apigenina que se identificaron

exclusivamenteen Dicranumscoparium.
La composiciónflavonoidicaresultóserun marcadorquimiosistemáticoaltamenteválido, en

la separacióntaxonómicade las distintasespeciesdeBartramiaceaeen sus respectivassecciones,al
menosen lo que respectaal géneroBartramia, cuyasseccionespuedensepararsesin problemasde
acuerdoa sus flavonoides.Así mismo, la composiciónflavonoidicanos permitió corroborarciertas

hipótesispreviamenteestablecidassobre las correspondientessinonimias de Bartramia rosea y
Conostomumboreale,así comosobreunadiferenteubicacióndentrode las seccionesrespectivasde
susgénerosde Bareramiaruwenzoriensisy Breuteliaelongata.

Muy posiblemente,esevariadisimoelencode tipos flavonoidicosidentificadosenmusgos,y
másenparticularlos biflavonoides,puedeir directamenterelacionadocon la coevolucióndemusgos

y microorganismos(bacterias,hongos,virus) que impediríanel crecimientodel vegetal,obligándole

a la creaciónde unas defensasquímicas quebien podríanserJosbiflavonoides.

Los briófitos constituyenuna notablereservade nuevasy raras estructuras,que suponen
nuevosproductosnaturales.Muchasde ellas poseenuna importantey probadaactividadbiológica,

sobre todo farmacológica(Zinsmeister& col., 1987 y 1991; Zinsmeister& Múes, 1987; Becker,
1989; Becker & Wurzel, 1987). La actividadbiológicade biflavonoidesy triflavonoides abre un
amplio abanico de espectativasde estudiodesdeel punto de vista de susposibilidadesantibióticas,
tanto antibacíerianas,antifúngicascomo antiviricas. No obstante,la función queéstos desempeñan

en el vegetal aún no estábien definida, lo que aumentael interés no sólo por identificar nuevas
estructuras(casode le Ciclo-Triluteolinay la Epi-Bartramia-Triluteolina)sino tambiénpor conocer
que funcióncumpleny que significadotanto fisiológico comofilogenéticoalbergan.

Dado el podermedicinal y antibióticode los compuestosestudiadosen la presentememoria
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previa síntesisquímicaen laboratorio,ya que su extraccióndel material biológico resultadifícil y
posiblementepoco rentableeconómicamente.En este sentido,Salm (1993, com. per.) refiere la
existenciaen la actualidadde dos equipos de investigaciónen Mulhouse (Francia) y Saarbrúcken

(Alemania) que trabajan en este camino, habiendo iniciado la síntesis en laboratorio de los

biflavonoides más sencillos (tipo amentoflavonay/o robustaflavona)y otros algo más complejos

(hipnogenoles),siguiendodiversasy variadasvíasdesíntesisenlaboratorio(Muller & Fleury, 1991;

Eicher, 1990). La síntesis de macrociclos (bartramiaflavona,anhidrobartramiaflavonay ciclo-

triluteolina)resultapor el momentoimposible, pueslos productosintermediosde síntesisno son los

deseados(Salm, 1994). Por el momento, se estánllevando a cabo estudios adicionalesa los

realizados,talescomola elucidaciónde la estructuraporrayosX delos macrociclosantesnombrados

(Salm, 1994).

La actividadanti-VIH de las 15 muestrasflavonoidicasestudiadasdemostróqueningunade

ellas poseíanuna fuerte inhibición de la replicaciónviral. Unicamentela droga 10 (quercetina)

demostróunamoderadaactividadantiviral, conun índiceterapeúticode 10.

En conclusión,la actividadantiviral (ami-VIII) de los flavonoidesestudiados,y de acuerdo

a Selway (1986), es limitada. Por ello, el uso de los flavonoidesen la terapiaantiviral, podría
reducirsea suusoclínico en la profilaxis, más queaun tratamientodirectocomo antiviricos.

En definitiva, las conclusionesquepodemosextraerde lapresenteMemoriaDoctoralsonlas

siguientes:

1. Sehanidentificado15 flavonoides:8 biflavonoides(2 macrociclicos),3 triflavonoides(unodeellos

cíclico), 1 ácidoflavonoidicoy 3 flavonas-O-glicosiladas.

2. El Compuesto IX (Epi-Bartramia-Triluteolina)es una estructuranovedosapara la química

flavonoidicade musgos.

3. La identificacióndela Ciclo-Triluteolina(CompuestoX) aportaunanuevaestructuraflavonoidica

(triflavonoidesmacrociclicos)en la química de losproductosnaturales.

4. La granmayoríadelas especiesde la familia Bartramiaceaesintetizanflavonoides,principalmente

biflavonas.

5. La subfamiliaConosromoideaey elgéneroConostomumsonlos menosevolucionadosde la familia

Bartramiaceae

6. La composición flavonoidica permite diferenciar las tres seccionesdel género Bartramia:

Ithyphytlae(sin macrociclos),Bartramia (biflavonoidesmacrociclicos)y Srrictid¡um (triflavonoides

cíclicos).

7. La ciclación molecularpareceser un paso evolutivo avanzadoen la química flavonoidicadel
géneroRartramia, lo mismo quela adiciónde un tercer monómerode luteolina.
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8. Sepropone la nueva subfamiliaCatoscopioideaepara la familia Bartramiaceae.

9. Los génerosLelome/ay Plagiopusson respectivamente,el menosy el más evolucionadode la

subfamiliaBartramioideae.

10. Los génerosAnacoliay Breutelia son respectivamente,el menosy el más evolucionadode la

subfamiliaBreute/ioideae.

11. Existe una tendenciaa la reducciónen la síntesisde biflavonoidesen la subfamilia Breutelioideae,
consideradala más evolucionadade la familia Bartramiaceae.

12. Concentracionesrelativamentealtasde 2,3-dihidro-filonotisflavonasonpropiasde las especies

menosevolucionadasde la familiaBartramiaceae.

13. Se consideraBartramia roseauna especiesinónimade Anacolialaevisp/taera.

14. Se valida Conostomumtetragonumy C. borealees consideradasinónimade la anterior.

15. Se propone transferir Breutelia pendulay 8. tomentosade la secciónAcoleusa la sección
Lycopodiobryumdel géneroBreutelia.

16. Sepropone transferirBartramia ruwenzoriensisde la sección!thyphy/laea la secciónBartramia

del géneroBartramia por sintetizarbiflavonoidesmacrocíclicos.

17. La composiciónflavonoidicaessensiblementediferentedesdeun puntode vista cuantitativo,en
la generacionesesporofíticay gametofitica,existiendoigualmenteciertasdiferenciascualitativas.

18. La composición flavonoidica de las especies ibéricas del género Bariramia no varia
sustancialmente,desdeun puntode vista cualitativo,con la localizacióngeográfica.

19. Ninguno de los flavonoides ensayadosfrente al virus del SIDA (VIII) parece tener una fuerte

actividadinhibitoria de la transcriptasainversa.Sólo la quercetinay en menormedidael eriodictiol,
tienenunaactividadmoderada.

Los vegetales, y mis concretamente los musgos, suponen una fuente de productos
naturales inagotable, y aunque en la presente Memoria Doctoral hemos querido poner de
manifiesto la amplia variabilidad de compuestosquímicos que poseen,podríamos afinnar que,
los “principales descubrimientos” estánaun por llegar.
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ANEXOS

ANEXO 1 Relación a. especias de musgos en la czua ha sido estudiad, el coswon.ote flavonoidico exceptuando los resultados de
la presente memoria doctoral- — prasencía de flavonoidas,-— ausancía de flavonoides en general sino se especifica un tipo
concreto, -P~ ausencia da proantocianidinas - >7> —identificación tentativa-dato dudoso ono conocido.> (Sisteisática y autorías
según Allderson & col., 1990 y Orosby & Maglíl, 198:>

flavonoides tipo (oh

2.. SubclaseSphagnidae
.1 -Orden Spbapnalas

1. 1 - 1 - 5ptagoacase
Sphagnutnspp-
Spbsgnum fistriatusut

Spbagllum girgensobnii

Spbagnueniagel lanícu,s’

Sphagnum nenoteusi
Spbagnusi palustre
Sphagnunl plussolosrns
SphagnuI3l ruballom
Spbagnumsguarrosuis
Spbagnumwarnstorfii

2 .Subclase Andreasidas
2.1 Orden >,ndreaeales
2 . 1. 1 . Andrea

Andresea rothii

Andrelía tupestris

Andreaca silsonil.
3 .Subclase Bryldae
3 . 1-Orden nicranalea
3.1.1. flitrichacese

Ceratodon purputeus

OjÉrichoal flexicaule

OitricboITt paílidusl
3,1.2.

cas,pylopusolavatus
campylopus holoulitriusi

Caispyiopus introf laxos

OboriaodontiuTntsittanii.
nicrane lía hoctreur>. neri
nicranoloma robustus’

nicranoloma buí ardier>.
Oicranum bonjeanhl
Dicranus fuivus’
nicranus 1ongitoliu~s
Di cranutil gol ysetuTs
Dicranul ecop anua

Dicranun t auricos
Oicranuaiunduletus,
Moiossitniusssetacalycinum
Leocol 0515 ser rulatu[TI
Ortbodicranuras,ontanun
Paraíaucobryun longifoliu’s
Pilopogon grac~.lss
Phlopogon longirostratuls

3.1.3. Laucobrvaceae
Leucobryu,ncri. spuTs
Leucobryua q laucurs

teucobrylím martianos
3. l.4.calrlperscaaa

cslymparas tahitense
Octoblepbarua’ ~sp
Syrrhopodoncrocaus
Tbyridius, obtosifolius’
Tbyridiursconstrictus

3 . 1 . 5 .0 ycnersonacaae
Oycnamoncaívcinus

antocianidinas
ant ocianidina 5 >2>

antocianidinas (1>
antocianidinas >1>
biflavonoidas
antocianidinas >3>

antocianidinas >3>
antocianidinas >3>

antocianidinas >3>

bifí avonoide5

1=

—p

-p

4?

-p

bit 1 avonoides

fíavonas >1>

bifí avonoida a

-8?

-p

-p

biflavonoides >3>
biflavonoides >2>
biflavonnidas >3>
biflavonnides >3,6?>
biflavonoides
bit lavonoides

bitíavonoides >6>
biflavonoidas (1>
biflavonoides
biflavonoides >1>

flavonas-Odiglicósidos >1>
flavonas-0-triglicósidos >1>
flavonas-0-glic&sidos >4?>
flavonas-0-digiicósidos >1>
fiavonas-O-triglicósidos >2>
fíavonas-0-triglioósidos >1>
biflavonoides (1>
bifíavonoides >1>

biflavonoides
bifiavonoides
bit isvonoidas
bit lavonoides
bitíavonoides

>1>
>1>
>2>
>2>

biflavonoides

bit 1 avonoides
bit lavonoides

biflavonoides

biflavonoides

biflavonoidas >2>

Referencias

Paul >1908>
Mentido & VocisiRel >1984>
Mcclure & Miller >1967>
Sendz & col. >1969a>
Efimanko & >3zenis >1962>
Efis’eoko & ozínis (1962)
Vowiokei >1975>
Rudolph & Vowinkel. >1969>
Seeger >1992>
Rudolph & Johnk >1982>
Secker (1986>
Rudolph & Johnk >1982>
Rudolph & Tohnk >1992>
Benóz & col. >19665>
Rudolpb & dohnk (1982>

Becker (1986>
Seager >1992>
Sendz & col. >1966a>
Mcclure & Miller >1987>
Becker >1956>
Saeger >1992>

Mocione & Miller >1967>
Vandekerkbove >l978b>
Becker >1996>
Seeger >1992>
Mctlura & Miller >1967>

Geiger & Markhais (1992>
>4arkhaai 10 Geiger >1990>
Geiger u Markhais >1992>
Wayassd >1993>
acepar >1952>
Seeger (1992>
Mcclure & Miller >1967>
Markhas, & col. >1998>
Markhassinoeigar >1990>
Seeger >1992>
Markham & col. >1989>
Becker >1986>
Beoker >1986>
Secker >1986>
acodo & col. >1966a>
Nilason & col >1973>
Nilseon & col. >1973>
Ron & col. >1990>
óstardabl >1979a>
isterdabí >1979a>
isterdabí (197gb>
isterdabí >19799>
Ron & col. >1990>
Moclure & Miller >1967>
Bando & col. >1966a>
Lindberg & col. >1974>
istardahí >1983>
Geiger & col. >1993b>
Voigt >1993>
Seagar >1992>
Becker >1986>
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Secker (1986>
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Mesotus ce latos
+ biflavonoides
+ bit lavonoides

3 .1.6. Scbist ostegacese
Schistostega pennata

3 . 1..? . Bryoxiph:acese
Sryoxiphiumnorvegicum

subsp. japonicus’
3.1.6 .6ustichiaceae

Bustiobia sproceaoa
3.1. 9.Rhabdoweisiaceae

As’phidiummoogeotii
Rhabdoweisiatugax

llOrden piseidentales
3 .2.1. Fissident acese

Fissidens adianíboides
Éissidenscnlstatus

Fiasidení polypbyllos
3.3 Ordeo Buxbauniale.
3 . 3 . 1 . Suxbauaiaceae

tipbysciuni toliosos

3.4-Orden pottiales
3.4.1 .Encalyptsceae

>EncalyptaoiliStS
Rncslypta síreptocarpa
900913.9*5 vol ganis

3 .42. 8?ot tiscese
Anoec tangion compacto
BnyoerytbrophvlluTT filiforme
Leptodontionintenn¡pturn
Torto].a rutalis
Tortola sobolata
Tortilla tortella
TnichostoTIoS Tisuiense
Tnidontios7 t asmanicus’
rriquetella papillata

3 - 5 - Ordan Orimiales
3.5.1. Oniosniacese

onimia hartmalli i

Oniosnia orbico lanis
Cniemia ovalis
Orimia torgosta
Raoonittium aciculare
Racomitrius heteroatichos
Racoslitritim lanuginosos’

Racoinitrioto ptycbophyllua
2.5.2, Phychoaitniace se

Phycbositrius’ polvpbyllom
3 - 6 -Orden Funariales
3 - 6 . 1.

Fumaria hygrometrica

Funaniasubintegra
Ob>’ sonaitrie lis patena
Sohistidius apocarpohl
Schistidiuu aariti’91os’
Sc>listidiosirivulare

3 . E . 2 . Splacbnacese
Spl achone acapuil aceus
Splacbnusi rubros’
api acunos’ Vasco baus’

37Orden Eryalss
3 . Y . 1 . Bn>aceae

Anoeobryom spp.
Anoeobryucn jolaceus

Becker >1966)

+ biflavonoides

+ biflavonoides

biflavonoides

- biflavonoides

bit lavonoides

bifí avonoides

-p

a?

4?

biflavonoides

bit 1 avonoides
isotialOnas >1?>
biflavonoides >1=>

bit lavonoi des

bití avonoides

bifí avonoides

bit lavonoides
biflavonoides

flavonoles >1?>
biflavonoides

biflavonoldes >1>

bit lavonoides >2>

bit lavonoides
bifí avonoides

bit lavonoides

soronas >1>
biflavonoides

biflavonoides

bití avonoides
bitísvonoidas

bit lavonoides
antocianidinas >1?>
antocisnidinas >1?>

biflavonoides

Bnyusi alpinos

Bryuni argenteoca flavonas >2>
f 1 avonas- O- glicosi dos

Bnyus’ bimus

Bryom capillare Malones >1)
tiavonas-O-giicdsidos >6>
isoflavonas >2>
isoflavonas -0-glicósidos
isofiavonas >2>
isotlavonas-o-glicásidos

tlavonas-O-glicósidos >1>
biflavonoides >2>
flavonas >1>
flavonas-0-glicósidos >6>
isoflavonas >2>
isoflavonss-0-glicúsidos >4>
biflavonoides >3>
flavonas >1>
flavonas-O-glicdsidos >8>
isoflavonas >2>
isotlavunas-O-glicdsidos >4>
bitiavonnides >3>
tlavonas-O-glicdsidos >4>
tiavonas >1>
flavonas-O-glicdsidos >6>
isoflavonas >2>
isoflavonas-O-glicóaidos >2>
tlsvOi3as (1>
flavonas-O-glicásidos >6>
isoflavonas >2>
isoflavonas-O-glicósidos >4>
biflavonoides >3>

Seeger (1992>

Sesgar >1992>

acepen >1992>

acepen >1992>

Seeger >1992>
Moclure & Miller >1967>
Becker >1966>
Sesgar >1992>

Mcclure & Miller >1967>
Seeger >1962>

Mcclure & Miller >1967>
Seeger >1992>
cordero >1990>
Cordero >1990>

Seeger >1992>
Becker >1966>
Seegen >1992>
Seeger >1992>
Ron & col- >1990>
Becker >1966>
Mcclure & Miller >1967>
Saeger >1992>
Seeger >1992>

Beodo & col. >19646>
Estébanez >1991>
Seeger >19921
McClore & Miller >1967>
Ron & col, >1990>
Roo & col. (1990>
Ron & col. >1990>
Bando & col. >1966a>
Geiger & col. >1966)
Moclune & Miller >1967>
Seeger >1992>
Seeger >1992>

Seeger >1992>

Weitz & Skan >1977>
Seeger >1992>
Mcclore & Miller >1967>
Seeger >1992>
Becker >1966>
Seeger >1992>
acoger >1992>

Seeger >1992>
Nileson & Bando >1973>
Nilsson & Beodo >1973>

Seager >1992>
atein & Zinsicister >1991>
Stein >1906b>
atein & Zinarneister >1991>
Stein >l666b>
Markban, & Citan >1966>

>6> Markbam & Given >1966>
atein & Zinemeister (1991>
atein >196gb>
Stcin & Zinsseister >1991>
Mcclure & Miller (1967>
51cm & Zinsacister >1991>
Stein >1966b>
Steio & col. >1965>
ateinacol. (1965>
SIam & col. >1965>

>4> SIam & col. >1965>
aaYhut & col. >1964>

>2> Anbut & col. >1964>
Mcflure & Miller >1967>
Leidingen >1964>
Geiger & col. >1967>
Siegel & col. >1969>
Siegel & col. >1969>
Siegel & col. >1969>
Siegel 1 col. >1969>
Siegel & col. >1989>
aLem >196gb>
SIam >196gb>
atein >2966b(
ítem >1966b>
aLem >196gb>
ítem >1965>
Sabor >1965>
Anhun >1965>
Asibul >1965>
Sobun >1965>
Sobun >1992>
Anhon >3992>
Anhut >19921
Anliol >1992>
Robot >1992>

acoger >1992>
Seeger >2992>
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fiavonas >1>
fiavonas-O-giicósidns >8>
isoflavonas >2>
isotlavonas-o-glicósidos >4>
bifla-vonoidae >3>
bifí avonnides
ant ocianid>. nas >2>
antocianidinas >2>

Sryos’ cryophilos’

5r~’-om flaccidos

Siegel >1988>
Siegel >1988)
Siegel >1988>
Siegel >1988>
Siegel >1988>
Seeger >1992>
Senda & Martenason >1961>

Senda & col. >1962>
Stein & Zinírseister >1991)
Stein >198gb>

Sayos’ pallens

Bryoei pallesceos

Bryoni pseodo trique tros,

Sr3ols’ rotilaus
~5rIs, schleicberi

Sryos, torqoesceos
SarIs, truncoros

Sryus’ torbmnatos’

Sayos’ waigaiii

pohíja onda

Pohila nutana

Pobliawablenbargii

Rbodobryus’ grandif olios’
Rhodobryum roscos,

3.7.2. Moiscege
cinclidmos,stygmom

Moios’ ambiguos’

Mojos’ hornos’

e?

-p

-7

Mnios’ atellare

Plagiosmiors acoto,
Plagionmios’ affine

Plagiosmios’ciiiare

Plagioaaniosacuspidatos’

ant ocianinas

ant ocianines

flavonas-C-glicósidos >3>
flavoooles-0-glicósidos >21?>
tíavonas-O-gíicósidos >3>
flavonoles-0-glicósidos >21?>
flavonas-C-glicásidos >3>
flavonas,-O-glicós,3.dos, >8>
tlavonas-0-diglicésidos >4>
flavonoles >1>
flavonoíes-0-diglicósidos >2>
flavonoles-O-glicósidos >4>

tlavonas-c-glicósidos >3>
fiavonas-O-glicósidos >1>
flavonas-O-diglicósidns >4>
flavonoles >1>
flavoooles-o-diglic&sidos >2,1?>
flavonolas-O-glicésidos (3>
antocianidinas >2>
biflavonoidas >2>
flavonas >1>
tlavonas-O-glic&sidos >4>
f iavonas-0-diglicósidcs >3>
flavonas-O-glicóaidos >3>
isoflavonas >1>
isoflavonas-O-glicósidos >3.1?>
isoflavonaa-0-diglicdsidos >1>
bitíavonoides >2>
antocianmnas (2?>
bifiavonoides >2>
flavonas >1>
flavonas-o-glicdsidos (4>
fiavonas-O-diglicdgidos (3>
flavonas- 0-glicósidos >5>
(soflavonas >1>
isotiavooas-O-glicdsidos >22?>
isoflavonas-O-diglicósidos >1>

bifí avonoides
ant ociana nas

ant ociana nas
antocianidinas >2>
flavonas-0-glicásidos >1?>

biflavonoidea >1?>

biflavonoides >1?>

bit lavonoides

flavnnoles-O-diglicdsidos >1?>

bUí avonoides

tlavonas-o-C-glioósidos >22?>
flavonas-C-glicdsidos >1>
flavongs-C-glicósidos >4,4?>
flavonas-O-c-glic&sidos >7>
flavonas >1>
flavonas- 0-glicásidos >6>
flavonas-O-c-glicósidos >1>
flavonas-O-glicúsidos >1>

flavonas-O-c-glicósidos
E lavonas- 0-gí loja idos

fíavonas >1>
flavonas-0-glioósidos >5>
flavonas-o-gíioósidos >1>
flavooas,-0-C-glicósidos >1>
cbalconas-o-glicás,idos >1>
biflavonoides >4>
flavonas-O-C-glicásidos >3>
f lavonas- 0-0-glicásidos >1>

Merzfaider >1921>
gtein & Zinsineister >1551>
Stein & Zinsmelater >1551>
Steio >158gb>
ítem & Ziosneister >1581>
ítem & Zinameister >1991>
atein >198gb>
ítem >188gb>
ítem & Zinsmeister >1990>
ítem & Zinss’aister >1990>
atein & Zinsmeister >1990>
ítem & Zjnas,eister >1990>
ítem & Zmnsmeister (1990>
ítem & ZinsTaester >1590>
ítem & Zmoss’eiater >1991>
itsmo >1988b>
ítem >198gb>
ítem >198gb>
ítem >1988b>
Stemn >1988b>
ítem (198gb>
acodo & Martansson >1563>
ítem >lggga>
ítem & Z.jnssaeister >1991>
ítem & Ziosmeister >1991>
Sfeio & Zmosmeister >1991>
ítem & Zmnsmeister >1991>
ítem & Zinss,eister >1991>
ítem & Zmnsmeister >1991>
ítem & Zinsineister >1991>
ítem & Zioss’ester >1991>
ítem & Zmnss’eister >1991>
ítem (198gb>
ítem >198gb>
ítem >198gb>
ítem (198gb>
itsmo >198gb>
ítem >198gb>
Tramo >198gb>
ítem >198gb>
Stein >198gb>
Moclore & Miller >196?>
Seager >1992>
Iqerofelder >1521>
ítem & ninaseister >1551>
ítem >158gb>
Igerofelder >1521>
Senda & >4arteossoo >1983>
5115500 >1969>
senda & col- >196Ta>
ítem & Zmnsmeistar (1991>
iteil >158gb>
McClore & Miller >1967>
ítem & Ziiissiejster >1991>
itsmo >158gb>
ítem & Zmnsacistar >1991>
ítem >198gb>
Seeger >1992>
ítem & Zmnss,eister >1991>
ítem >198gb>

giehí >1988>
Aaihot >1992>
Siehí >1988>
Anbut >1992>
Malcbert & Alíton >1965>
Becker >1986>
Myatt & col. >1991b>
Leidinger >1984>
Sabut >1992>
Saegar >1992)
ejeM >1588>
Aalhot >1552>
Siehí >1988>
Sacker >1588>
Anbot >1992>
Siehí >1998>
Anhot >1992>
Koponen & lailsion >197?>
Freitag & col. >1986>
Freitag & col. >1986>
Melchert & níston >1966>
Alston >1968>
Myatt & col. >1991a>
Myatt & col. >1991a>
Myatt & col. >1991a>
Myatt & col. >1991a>
robot >1992>
arilí-reas >1991/82)
Brin-Fase >1981/82>
ipies >1982>
Koponen & Nilsson >1977>
Myatt & col. >1991a y b>
Myatt & col. >1991a y b>
M~iatt & col- >19918 y b>
Myatt & col. >19918 y b>
Myatt & col. >1991a y b>
Sabot & col. >1989a>
Sabor & col. >1989í>
<oponen & Nilison >1977>
Mormure & Miller >1967>
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Plagioss’Yios dru’s’nondii
Plagioslllios, ciatos

Piggiosnios’ clip ticus

Piagioas’iuss insigne

Plagiocanius japonicos’
Plagios’oiusasediosa

subsp. sedios’ +

-p

-p

aobsp, corvatulus

Plagiosomus rostratos’

plagiosomus’ tezukae
Plagios’niumundulatum

biaoys’7ios’ harten
>lhizos’nios’ s’agnitolmus

Rhizosnioa pseudopuoctatos’

Rhizon7llios’ ponotatus’

íobsp. chiotophyllosos
Rbizos’rsiusstristuios’

3.7.3 .AolacoTnntaceae
Aulacoas’i os aodrogyoos’

Aolgcos,nios’ hetecoatiobus’
Ao1acoTs’7i097 palustre

3.7.4. Sartras,iaoeae
Anacoligwebbii
eartras’i a bal leriana

Sartras’iaitbvpbylla
Sartras’ia posiformia

flavonas-O-C-giicjsidos >1>
tiavongs-O-C-giic&sidos >1>

biflavonoides >4>
flavonas-O-C-glicúsidos >3>
flavooas-O-diglicúsidos >1>
bifiavonoides >4>
tíavonas-O-C-glic6sidos >3>
tlavonas-C-glicúsidos >3>
bitiavonoidea

bitíavonoides >1>
biflavonoides

flavongs-C-siicósidos, >42?>
fiavonas-o-diglic&sjdos >1>
biflavonoides >1>
flavonas >1>
fíavonas-c-giicósidos >6>
flavonas-O-C-glioósidos >1>
flavonas-O-diglirásidos >1>
flavonas-o-glicósidos >2>

(9>
tlavooas-c-glicósidos >6>
flavonas-C-glioósidos >6>
tlavooas-o-diglicúsidos >1>
biflavonoides >1>
tlavooas-c-glicósidos >6>
tlavonas-O-diglicósidos >1>
biflavonoides >1>

tiavonas >1>
flavonaS-O-glicósidoí >4>
flavonas-O-C-giicjsjdoí >1>
tlavooas-O-disíicósiaoí >1>
tíavonas-O-giicésidos >1>

fíavonas >1>
f lavonas-C-glicásidos >3>
flavonas-O-C-glicósidos >1>
fiavooas-O-giicósmdos >1>

tíavonas >1>
tlavonas-c-giicósidos (3>
flavonal-O-O-glicúsidos >1>
flgvonas-O-digiicds,idos >1>
flavonas-o-giicdsidos >1>
fiavonas >1>
fíavonas-C-glicásidos >4>
flavonaS-O-C-glioósidos >1>
flavonaS-O-diglicósidos >1>

biflavonoides

flavooas-O-C-glicósidos >1>
flavonas-C-glicósidos >6>
flavonas-O-c-glicósidos >1>

tlavonas-C-glicásidos
flavongs-O-C-glicásidos >3>
tlavonas-c-glicósmdos >1>

flavonoles >?>
flavonas-O-glioósidos >3>
tlavonas-O-digliofsidos >3>

tlavongl-O-glioóSidos (3>
tlavooas-O-digiicesidos (3>
flavonas-O-glioósidos (3>
tlavonas-O-diglicjSidos (3>
flavonas-O-glicésldos >3>
flavonas-O-digiicósjdog >3>
fiavonas-o-giioésidos >3>
flavonas-O-digiicúsidos >3>

flavonoles >7>

bifíavonoides >6>
bit 1 avonoides
bit lavonoides

bitíavonoides
biftavonoides <5>
bit lavonoides
trifiavonoides >1>

bifiavonoides >5>
bifiavonoides >6>
biflavonoides
biflavonoides >6>
biflavonoides >5?>

bifiavonoides >2, 1?>
bifiavonoides >24?>
bit lavonoides >6>
triflavonoides >1>
ácidos flavonoidicos >1>
tritíavonoides >1,1?>

Melcbsrt & ríston >1869>
Koziowski >i92i>
Wyatt & col. >1991b>
SieStí >1988>
robot >1592>
robOt >1892>
robot >1892>
Seeger >1968>
Seeger >1968>
robot & col. >1952>
Seeger >1992>
Roponen & Nilseon >1977>
Geiger & col. >1988>
Seeger >1992>
<oponen & Nilsson >1977>
Sabut & col. >19895>
robot & col. >1588a>
Sabor & col. >1969a>
Wyett & cci. >195ta>
Wvatt & col. >1991a>
W>’att & col. >1991a>
W>’att & col. >1991a>
W>’att & col. >19918>
Siebí >1988>
robot >1992>
Anbut & col. >1993>
amebí >1988>
Biebí >1966>
Biebí >1988>
robot >1992>
rObot >1992>
Anbot >1992>
Zoponen & Nilsson >1977>
Myatt & col. >1991a>
Mygtt & col. >1991a>
Mygtt & col. >ig9la>
Myatt & col. (isgia>
Myatt & col. >lSSía>
5i&11 >1588>
AOhut >1952>
ropoaleo & Nilason (1977>
e8yatt & col. >195la>
Wyatt & col. >1891a>
Mystt & col- >18918>
Wyatt & col. >1991a>
Anhut >1992>
Koponen & >jilsaon >1977>
Koponen & Nilason >1977>
robot >1992>
siebí >1988>
Myatt & col. >1991a>
Wyatt & col. >1991a>
Myatt & col, >1991a>
Wyatt & col. >1991a>
Wyatt & col. >1551a>
Wyatt & col. >19918>
Wyatt & col. >185ta>
Wyatt & col, >188181
9!

3-att & col. >19918>
Anhot >1992>
Seeger >1992>
Noponen & bOilason >19??>
Ropooen & NilaSon >19??>
Osterdabí >1979 a y c>
istardabí (1979 a y o>
Senda & col. >1966a>
Harborne >196?>
Vandeker>djove >19?ga>
Vandekerkbove >1978a>
robOt >1992>
Roponeo & Nilason >1977>
MOes & col. >1986>
MOes & col. >1986>
s’iebl >1988>
robot >1992>
Leidinger >1984>
teidinger >1984>
taook >1994>
tauok >1984>
Múes & col, >1986>
Múca & col, >1986>
Lauck >1984>
Lauok >1984>
Leidioger >1994>

Leidinger >1984>
Walt & col. >1591b>
Noponan & Nilason >18??>

Ron & col. >1551>
Habn >1893>
Nabn & col. >1994>
Seeger >1992>
MoClore & Miller >1967>
Mccíure & Miller >196?>
Seeger >1992)
Cabo >1993>
Babo & col. >1994>
Babo >1993>

Seeger & coL >1983a>
asís’ >1992>
Sais’ >1954>
asís’ & col. >1883>
López-SEas >1882>
Senda & col- >18668>
Seeger & col. >1981>
López-ISeo >1592>
Seeger & col. >1852b>
Seeger & col. >1592b>
Seeger & col. >1852b>
Saeger >1992>
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Sartraaia stricta
Sreoteliachrysocos’a
Sreoteliaeogeniee
pbilonotis fontana

Philono tis spbae rocarpe

biflevonoides >5?>
biflavonoides >2,2?>

bit lavonoides >6>
bitíavonoides

Lápez-Sáez >1992>
Sala >1994>
Mcclore & Miller >196?>
Geiger & aokel >1989>
tópea-Siez >1992>
McClure & Miller >1967>

5.?.8.Txaaiac ase
Tirria sostriaca

Tirria s’egapoliteoa
3 .7.6. Sl3izogooiaceae

Cryptopodios’ bartres’ioides
Pyrrhobryosi bitarios’
Rhizogoniol disticbus
bOhizogonios’ spiniforse

3 . 7 . 7 . Hypoodeodracaae
Hypnod endron cornetos
Hypoodendrooveacoaoos’
Mniodendron tabiticus’

2.7. aSpiriden tacase
apiridena balfourianos

3 - 7.9. taptostos’ataoeae
Laptostosos’ mcl inane
Laptost 057051 cascrocarpus’

3.7.10.
Meesia triqostra
Paludelía squarrose

3 - a -Orden OrtbotrichAlea
2.8.1 .Ottbotricbacaae

Macrornitrios’
Macrocaitrios guetesla lenas
Macros’itrios’ longipea
Ortbotricbos’anos’alus
Ortbotricbos’ lysllii
Ortbot.ricbos, obtositolios’
ilota brocbii
ilota pbyllaota
Zygodon app.

3 - 9 - Orden Leucodontales
3.9.1. Fontmnalace ce

enti pyretica

Fontinalis novee-anglias
Fontina lis aquesosa

3.9.2 clisaciaceas.
Clirnacio, as’ericenos,
clis’acios’ dendroides

39,3 .AYornodontaceaa
anosodon ettenoatui

raloslodon rostratoz
Aoosaodonviticuíoaoa

3.5.4. >fedwigi acece
ajedeigiaciliata

bit 1 evonoides

bit lavonoides
biflavonoides
bití avonoides

biflavonoides

+ bitíavonoides
+ bitíavonoides

+ biflavonoides
a biflavonoides

bit lavonoides
bitíavonoidas

biflavonoides,
biflavonoides
biflavonoides
biflavonoides

-r

bití evonoides

-p

5

-p

-p

Ibacocarpos bumboldtii
3.9. 5.Leucodontaceae

Antitrichie califoroica
Antitricbiecortipsodo la

Leucodonscioroide a

Plerogonios’ gracile
3 . 9 - 6 -Seokeraceae

Mos’alia falcitolia
Somalia pulobella
19osalia trichornenoidas
N+ckera cosplanata

-p

Mctlore & Miller >1967>
Seeger >1582>
bOcCítare & Miller >196?>

Sesgar >1992>
Seeger >1992>
Sesgar >1992>
Motlore & Miller (1967>

Seeger >1992>
Mcclora & Miller >1967>
bOcolore & Miller >196?>

Moclore & Miller >196?>

Seeger >1992>
Seager >1992>

Seeger >1592>
Seeger >1992>

ecciore & Miller >1967>
Seeger >1992>
Seeger >1992>
Becker (1986>
Secker (1986>
Seegar >1592>
Sesgar >1952>
Sesgar >1992>
Seeger >1992>

pendí & col. >196Ta>
Seis’ >1994>
Seegar >1992>
Moglore & Miller >1967>
Sala >1994>

Moclure & Miller >1967>
Senda & col, >1966a>
Vandekerkbove (1990>
Sesgar >1992>bitíavonoides

Mcclore & Miller >1997>
Secker >1986>
McClore & Miller >1987>
Senda & col. >1966a>
Vaodekerkbove >1980>
pecker >1986>

tlavooas-O-diglicósidos >3>
tlavonas-O-triglic&sidos >3?>
flavones-0-tetraglicásidos >2>
flavonas-C-glicósidos >2. 1?>
flavonas-C-glicdsidos >2, 1?>
biflavonoides
bitlevoooides
tlavonas-O-tetreglicósidos >1>
tlavonas-O-tstraglicósidos >1>
biflavonoidee
biflevonoidas

biflevonoides >2>

bit 1 avonoidee

bit lavonoides
biflavonoidee

bifí avonoides
bit 1 avonoides

biflavonoides

NeCkeraoriapa

NackeredalpbusnenzíeslY
Neckeropsis 1ep3neaoa
Poro triclaus’ 1 ongirostre

3.9, 7.RecopilacCaC
Fiacopilos’ cepense
Racopilos’cuspidigerosa

var. convo lotaceos,
Ioacopilos’ítros’iteros’

bit lavonoides

bitíavonoides

bit lavonoides
bit 1 avonoides
bit lavonoide 5

acodo & col. >1966a>
bOcolore & Miller >1967>
isterdabí >1979 a y bí
isterdabí >1979 a y b>
¿síerdabí >1579 a y b>
teterdalal >1978 a y b>
isterdahí >19788,1978>
isterdabí >1978>
isterdabí & col. >1976>
isterdabí & Lmodbarg>1977>
isterdebí >1976>
Seeger >1992>
Sesgar >1992>

Son & col. >1990>
Son & col. >1990>
Geiger & col. >1988>
Sendo & col. >1966a>
Secker >1986>
Seeger >1992>
Ron & col. >1990>
Becker >1986>
Sesgar >1992>
Seeger >1992>

Seeger >1992>
Sesgar (1992>
Senda & col- >1966a>
bOcolore & Miller >1567>
Vandakerkhove >1977b>
Sesgar >1992>
Secker >1988>
Vandekerkbova >1977b>
Taeckar >1988>
bOctlore Miller >196?>
Mcclore & Miller >1967>
Sesgar >1992>

Sesgar >1952>
Moclure & Miller >1967>
Sesgar >1952>
Saeger >1592>
Sesgar >1992>

3.5.9. Pterobryaceae
Garovaglia tebitensis
Myorius’ bocbstetteri
Tracbylos’a plenif olios

3.9.9.
Aarobryopsia longissis’a

bití avonoides
bití avonoides

Mcclore & Miller >1997>
Sesgar >1992>
Saeger >1992>

Mcclure & Miller >1967>
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Floribonda Corea
Papillariais’ponderosa
Pilotricbelle spp.
Pilorricbella cospidata
Squemidiorn nigriceos
Weys,outhia cocbleaarifolia
Weysaootbiamollis

3.9.10. Ptycbos’nieceae
Clados’ni 00 Crí coides
Ptycbosaaion acicolare

3.9. llTbaneoiaceae
rbers’aiorn alopecoros

3.9.12. POayllog oniaccee
Catagonius pefltos

3.9.13. Prionodontaceae
Prionodon densos

3.9.14. Crypbaes’ceaa
Caypbaea app.

3.5.15. Cyrtopodecaae
Oyrtopusse tosos

3.9.26 .tepyrodontaceae
Lepyrodon toseotosos

var. toneriensís
3 15 Orden flookerialee
3 .l0l.flookeriacaee

Acbropbyllos’ deotatos’
Oisricbopbyllos’ poichellus’
a6es’ir agia aurea
>iookeria locena

»ookeriaacutifolia
>bookeriopsis acicularia

3.10.2 .Iiypopterygiacese
Catbaros’oioociliatos’
Cyatbopboros bolbosoca
Tlypopterygios’ filicolaefonuie
Iypopt.erygiornnovae-zelaodiae
Isypopt.erygiorneetigeros’
Lopidios, concionos’

3 . 11 -Orden Hypnales
3.11 -1. t,eakaaceae

9aplobyrnenios longinerve
Iylocosiopsia sPP-
beskea polvoarpa
Le skee it a nervo Sa
Pter’g

3.nendros’ filiforme

3.11.2 .Thoidiacea+
MyorelaC jolacea
Thoidiopsis turforosa
Tboidiusspp.
Tboidios’ abietinos’
Ibuidios’ delicatoluTs

Ibuidios, pbilibertii

Tbuidios’ tarnarisoi folios

Tajoidius tarnarisciiloyl

3.11.3 .Asblystegiaceae
Acrocladios, auricolatus’
Acrocladios’ cuspidatos’
Calliergon sSflllentosOtfl
Calliergonellecospidata

cratoneoropais Spp.
Cratoneoropaisre laica
>3repaxaoclados Spp.
Orapanocledos aduncos
Orepanoclados pseudo-sersientosos
Orepanocledosuncinatus
»>‘groasblys,tegios’irrigoos’
Palaastriellecos’s’otata
Scisrosios’ tricos tatus
bOcorpidios’ scorpioides

3.11.4 .Sracbytbeciaceee
Sracbytbeciusretlexus’
Bracbyt hecios rivulera
=raob3.tbeciusrutabotos’

Bracbytbecios’salebrosos
Sryboiaoovae-angliae
Cirripbyllus’ piliterom

Eorbyncbios’riparioidea
Eorhyocbius’ roacitorsie
£urbyoc bios sc blemobeas
Surbynchiusstriatos’
Tiosalotbecios’ loteaceos

isirnalorbecios, pbilippeanos’
»os’alotbaciussariceus’

tsot becioss’yosuroides
Isor haciu~ns’yorus
asot beciusa vivipa tos’
Pleoropuswilkealanus
Rbyncbostegiusriparioides
Scleropodios’ poros’

3. 11. 5.Zotodontaceae
Entod onconcinnos

bit levonoides
biflavonoides
hiEl avonoides
biflavonoides >1>
biflavonoides
biflavonoides
biflavonoides

+ 7 hiEl avonoides

bifíavonoides

Seeger
Seeger
Seeger

Seeger
Sesgar
Seager

>1992>
>1992>
>1992>
& col
>1992>
>1992>
>1992>

Seeger >1992>
Mormure & Miller >1967>
Seeger >1992>

Vaodelaerkhove >1977b>
Becker >1986>

- bitíavonoides

- bit lavonoides

biflavonoidas

+ hiEl avonoides

+ biflavonoides

‘-3

-P

-p

-p

bit lavonoides
bit lavonoides

biflavonoidee
biflevonoides
bitíevonoides
biflavonoides
bit lavonoides
bUí avonoides

biflavonoidaS
hiEl avonoides

Seeger >0992>

Seeger >1992>

Seeger >1992>

Seeger >1992>

Seeger >1552>

Seeger >1992>
Seeger >1992>
MoClore & Miller >1967>
Roo & col. >1990>
Secker >1996>
MoClore & Miller >196?>
Mcclure & Miller >1967>

Seeger >1992>
Seeger >1992>
Seeger >1992>
Seeger >1992>
Saeger >1992>
Seeger >1992>

Seeger >1992>
Seeger >1992>
Sacker >19C6>
Senda & col. >1988a>
Secker >1996>
Seeger >1992>bitlavonoides

biflavonoides
bitíavonoidea
hiEl avonoides

bit levonoides >1>

hiflavonoides >1>

biflavonoides

hiEl avonoides

bit lavonoides

biflavonoides
bití avonoide s
hiEl evonoides
bitíavonoides
biflavonoides >1>
antocianidines >1.1?>

bit 1 avonoides

hiflavonoides

bit lavonoides

hiflavonoides >2>
bit lavonoides >3>
hitíavonoides
hiflavonoides >2>

e biflevonoides >2>
• biflavonoides
+ bitíavonoides
-p

* hití avonoides

+ hitíavonoides >1>
+7 biflavonoides

-P

Seeger >1992>
Seeger >1992>
Seegar >1992>
Vandakerkbove >1980>
Mctlore & Miller >196?>
Vandekerkbove >19??b>
Senda & col. leSFia>
Sievers >1992>
Vandekerkbove >1980>
Roo & col. >1990>
Sievere >1992>
Sesgar >1992>

Sesgar >1992>
Vandakarkbove >1560>
Sesgar >1992>
Ron & col. >1590>
Seeger >1992>
Seeger >1992>
Seeger >1992>
Seeger >1992>
Sievera >1992>
Senda & 001. >1962>
Secker >1986>
Vaodekerkbove >1980>
Vaodekerkbove >1960>
MoClure & Miller >1967>
Vanda8cerkbove >1577h>

Vandekerkbove >1977h>
Vaodekerkhove >1990>
Vandekarkhove >1990>
Sievere >1992>
Senda & col. >1966a>
MoClore & Miller >1967>
Senda & col. >1986a>
Secker >1986>
Seeger >1992>
Secker >19a6>
Vandekerkbove
Sievera >1992>
Vandaker kbove
Sievere >1992>
Seeger & col.
Seeger >1992>
Sievers >1992>
Ron & col- >1990>
Senda 1 col. >1566a>
Becker >1996>
Sievers >1992>
Seeger >1992>
Seeger >1992>
Senda & col- >1986a>
Vendekerkbove >1977h>
Moclore & Miller >1967>
Ron & col. >1990>
Vaodekerkbove >1980>
Secker >1986>
Sesgar >1992>

Sievera >1992>
Seeger >1952>
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Entodon ortbocarpua
Entodon seductri,c

Sacker (1958>
McClore & Mills,r >1967>

3,11,6 -Plagior loeciaccee
Plegiotbeciorn
Plagi,otbecioa draytoni
Plagiot beciorn lastos’

Píagiotbe ciocaroseanusa
Píagiorbeciusoodtalatos’

3. 11.7 .I4ypneceaa
Ctenidios’solloscusa

I4eroogiella Seligeri
TiyOCos’iosaflMoricorn
flypnos’ aodoi
>Syp nos’ copressi forme

>SypOostiaapOOeOs
Sypnusa jotíandicos,
Slypnusa íaCuoOíoli
Hypoosa lindbergii

Bypnusa aubisoponeos
Mittanotbesaaios, desainotivus
Orttaotfseciosacbryseos’
Ptilios’ crista-cestrensis

Pylaiaia poíyentba
3.11.8. Mylocornieoeae

>Oyíocosius’spleodens

84y1ocos’iusa osibratoca
8? leorozius’ schreberi

Rbytidiadelpboa loreos

Rbytidiadelpbos Sgoarroaus

Rb>’tidiadelpbus triquetroa

Fibytidiopsis robusta

3. ll.9.Rbvtidiaceae
Rbytidios’ cogoson

3.11.10. Ses’atopbyllaceae
Acroporius pongeos
Sersatopbyllorn asoenos,
Wijkia extenoata

3 .ll.11.Lesbopbylleceae
Cas’ptocbeete arboscola
Les’topbyllorn clandestinos’

3.11.12 .Scbioodisceae
Ecbinodios’ bispifos’

3.12 Orden Seligerales
3.12.1.

S>indiaecaata
3-13-orden Tetraphidalea
3.13.1 .Tetrapbidaceae

Tetraphis pellocida

3 .13.2. calosmiaceee
caloanion scbistos,tagiellos’

-P
+ 7

-p

.5
-p

-p

-P

-P

-p

+7

1-?

bit lavonoides

bit lavonoides

titlavonoides
bitíavonoides

biflavonoides >2>
biflavonoides

bifí evonoidas
biflavonoides >2>

biflavonoides >9>
biflavonoides >9>
aldebidos flavonoidicos >1>
eldebidos flavonoidicos >1>
ácidos E lavonoidicos >2>
tlavonoles, >1>
bitíavonoides >2>
ácidos tíavonoidmnos (2>
flevonoles >1>
bifíavonoides

biflavonoides >1>

bit íavonoi des
bifíevonoides
bit 1 evonoide a

>2>

biflavonoides >2>

tlavonas-o-diglic&sidos >1>

biflavonoides >2,1?>
flavonas-O-triglicásidos >1>
flavonea-O-diglicúsidos >1?>
biflavonoides >1>

lavonas-0-triglicásidos >3?>
biflavonoides (2,17>
bitlatoooides

flavonas, >1>

flavonaa-O-diglictsidoe >1>

biflavonoides

bitíavonoides
bit 1 avonoides
biflavonoides >4,1?>

biflavonoides >2>
f 1 ayunas- 0-gí icásidos
biflavonoides
biflavonoides >2>
biflavonoides

bit 1 avonoides

biflavonoides
biflavonoides

bit 1 evonoides
bit lavonoides

biflavonoides

bifíavonoides

dibidroflavonoles >1?>
dibidroflavonoles >1?>

bit levonoides

Seeger >1592>
Mcclore & Miller >196?>
Hendí & col. >1966a>
Secker >1986>
Sievers >1992>
Secker >19a6>
Vaodekerkbove >1977b>
Sievera >1992>
Seeger >1992>

Vandakerkbove > 1577b>
Sievero >1992>
Seeger >1992>
Seckar >1986>
Seeger >1992>
Sievers >1992>
Beodo & col. >1966a>
McClore & Millar >1967>
Sievera 1 col. >1952>
bOievers >1552>
Sievers & ccl. >1952>
Sievera >1992>
Sievera >1992>
Sievers >4992>
Sievera & col. >1994>
Sievera 1 col. >1994>
Sievars 1 col. >1994>
Seeger >1992>
s4cclura 1 Millar >1967>
Sievera >1992>
Secker >1985>
Secker >1986>
Sievera >1952>
Siavers >1952>
Seeger >1552>
Hendí & col. (1966a>
Hendí & col. >1966a>
Mcclore & Miller >196?>
Vandekerkbove >1977b>
Sievera >1992>
Beodo & col. >1966a>

Ron & col. >1990>
Beodo & col. >19668>
VaOdekerkbova >1977b>
MccMure í Miller >1967>
Seckar & col. >1986>
Becker & col. >1986>
Sectar & col. >1586>
Geiger & col. >1555>
>Serzog >1982>
Becker >1986>
Secker (1956>
Seeger >1992>
Secker >1986>
Roo & col. >1990>
Beodo & col. >1966a>
Vandekerkbove >1950>
Vaodekerkbove >1950>
Becker >1556>
Seager >1992>
Vandekerkbove > 1977b>
Seeger >1992>
Seeger >1992>
Seeger & col. >1990>
Vandekerkbove >1977b>
Beodo & col. >1966a>
Vandekerkbove >19T?b>
Secker >1956>
YSSbo >1993>
>Sabn >1993>
Seeger >1992>
Sievera >1992>
Seeger >1992>

MctMore & Miller >196?>
Becker >1985>
Seeger >1992>

Mccíore & Miller >1957>
Seeper >1992>
Seeger >1992>

Seagar >1992>
Seeger >1992>

Seeger >1992>

Seeger >1992>

Mcciure & Miller <196?>
Geiger inMarkbas’ >1988>
Vandekerkhove >1977a>
Secker >1986>
Jong >1993—94>
Seeger >1952>

Mcclore & Miller >1967>

3.14. Orden Poíytriohalee
3.14.1. Polytricbaceae

Atricbos’ aogoStStus’
A rricbus’ ondo latos’ -P

bit 1 evonoides

Mcclore 1 Miller >1967>
Bando & col. >1966a>
Backar >1986>
long >1593-94>
Seagar >1992>
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Oawsoniasuparbe - biflavonoides Seeger >1982>
Dendroligotrichus dendroides - bit lavonoides Seeger >1992>
Pogone tuso cos’ossos’ Jung >1993-94>
Pogonatumornigeros’ Jung (1993-94>
Polytricbadelpbos longisetos biflevonoides Saeger (2.992>
8?olytricbos, alpinos, Jung >1993-94>
Polytricbuscoassuoe -8? acodo & col. (aSEEs>

bOcCiore & Miller >1967>
Jung >1893—94>

- biflavonoidea Seeger >1992>
Polvtricbos’ torsosos’ Jung >1993-94>
Polytricburn j uniperinos - Jung >1993-94>
Polytricbos’ obiense Mcclure & Miller >196?>
Polvtricbos sexangolere - Becker >1986>
Poivtricbos tanelilas - Jung >1992-94>

AflEXO 2: Relación de flavonoidea identificados en nuesos exceptuando los reeultadoa de la presente Memoria
Doctoral> - >7>- dato dudoso y/o tentativo- <Autorías aegún Anderson & col., 1990 y Crosby & sIagil, 1981>

1. PLAVONAS

1.1. Flavonas >aqliconaa

>

APIGERINA

<5,7,4’-trihidroxi-tlavona>
Bryum srgenteum >Merkbem & Given,1588>
Pleurozium schreberi >Vaodekerkbove,l5SO>
Plagiomnius’ insigne (Wyatt & col., 19918>
Plagiocnniom claros, >Wyatt & col,, 19918>

Plagiomnius’ aftine bOyatÉ a col., 199la>
Plagionsnioaa ellipticos’ >Wyatt & col., 1991a>

Plagiosnitam sediusa 51112. ctarvatulurn >Wyatt & col., 19918>
Plagiomnius, s,edios subap. medios, >Myatt & col. ,1991a>
Plagios,niura ciliare (bOyabí & col- ,lSSla y b>

Bibliografía adicional: Geiger & col. <1988), Mabry & col. <1970>, Wollenweber & tlietz <1981> , Narkbam 8,

col. >1587>.

LUTEOLIRA
<3’-bidroxi-apigenmoa- 5,7,3 .4 -tetrahidcoxi-flavona)

Sryum sctoleicheci >Stein & Ziosmeiatec,1991;Stein,1958b>
Bryom argenteus, >Marktoam & Given,1955>
Bryum cepillare Siegel & coY ,,1989;Stein & col.,1955; Aobot,1985 y 1992;Siegel,l58S;Btein,lgSSb>

Bibliografía adicional: Mebry & col, >1970>, Jay & col. >1575>, Markbam <1982>, Geiger & col. >1957 y
1988> , Wollenweber & Dieto >1981>

1.2, Flavonas C-olicosiladas

,

ESCOPARINA
c c isoer in 1 - 5 - O- ql mcdsido>

>?>Plagiomniom atfine >Melchert & Aleton, 1965>
Bibliografía adicional: Mabry & col. >1970>

VITEXINA
>apigenina-5-C->S-0-glocopiraoós,ido>

>?>Plagiomnitarn attine >Melcbert & Alston,1565>

Bibliografía adicional: Nabasy & col, (1970>, Marklaam & gilsOn >1989>,

VITEXINA 2’’ -RAMNOSIPO
<rasuosilvitexina- apigenina-S-G-ramnoglucósido(

Eryom achleicheri >Stemo & Zinsaaeiater,1991;Stemn,1958b>
Bibliografía adicional: Mabry & col. >1970>

CRISOERIOL-6-C-ARABINOSIDO-S-C-EEXOSIDO
<crisoeriol— loteolmoa-3-metiiéter— 5,7,4’-tribidroxi-3-metoxiflevone>

<?>Plagiomnium aftmne Melohart & Alston,1965>
Plagiomnios undulatoa >ástacdahi,1979 a y O>

CRISQERIoL-6-C-SEXOSII3O-8-C-RAMNOSIDO
>?>Plagiomnius elatun3 >Anlaot 8. col. .19898 y 1952; Anhot, 1592; Bietal,1988>

CRISOERIOL-di-c-GLUCOSIDO
>estallarina-2— crisoeriol-6,8-di-C-glucósido>

Bryurn pseodotriqoetruaa >stein & Zinsmeister,1990; Socio, 1955b>
Rryum palleacena <Stei;a a Zinas,eister,299; Steio,1988b>

Bibliografía adicional: Nlarklías a Bilson >1589>

VICENI&A-2
>apigenina-6, 8-di-C-glucdaido- apigenina-6-C-Z-D-plucopiranos’il-8-C-Z-o-glucopirsnósido>

>?>Plagios’niom affine >Melchect & Alstoo, 1965>
Bryum schleicheri Socio & Zinsmeister,1591; Stein, 1958b>
l9ry-ua~ pallasceos >80cm & Zinsmeister, 1991; SOcio, 1955b>
Eledmigia ciliata Qeterdabí, 1979 a y b, 1978a>
Plagiocanios’ cospidatos <OsterdalIl, 1575 a y o>
Plagiomniua undulatus, >Vandekerkhove, 1975e>
Esryom pseodooriquebrua >Stein E, Zinsmeistsr,1590; Stein, 1988b>

Bibliografía adicional Mabry & col. >1970>, Msrkbsm & bOilson >1989>.

ScHA?ToSIDO
>apigenina-6-C-8S-D-glocopiranosil-e-C-o-L-arabmnopirsnéeido>

>8ryua achíaicherí >Stein & Zmnemeister, 1991; Stein, 1988b>
Plagios,niomondulatoa <ústerdabl, 1979 a y o>

Bibliografía adicional: Markham & Cilson >1989>
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ISoScHAFrosIDo
>apigenins-6-C-a-L-arabinopicanosil-5-C-d-12-glucopiranóeido>

Sryum schlaicheri (SOcio, 1988; SEsin & Zinsmeistec,1591>

Plagiomnius ondulatos’ >ésoerdalb, 19795 y
Bibliografía adicional: Mackbam & Wilaon (1585>

NEOSCHAFTOSIDO
>spigenins-6-C-$-D-glucopirenosil-8-C-Z-L-srabinopirsnásido>

Plagiomnios’ undulatom isterdahí, 1979a y c>

Sibliografia adicional: Beason & col. <1954>, Markham & 9*ls’on <1989>

NEOISOSCHAFTOSIDO
>apigeomna-6 -C-&-L-arabmnopiraoosil-8-C-8S-D-glucopicanósido>

Plagios,oiosondulatom <isterdahí, 1979a y o>

LUCENINA-2
<luteolina-6,8-di-C-S-o-glocopiranásido>

PlagioTsniom datos’ >Anbot & col., 1989a y 1992; AnlYut, 1992; Mabí, 1588>
Bryom pseudotriqoetrus >Stein & Zines’eistsr,1990; 50cm, 1988b>
Bryoca schleicheri >Stein & Zinsísciater, 1991; Stein, 1988>9>
Bryuas pallescene (50cm & Zinsmeister, 1991; SOcio, 1588>9>
Hedaigia cUlata >Ósterdahl,197g a y >9, 1978a>

Bibliografía adicional: Markbas & Wilson >1989>

ELATINA
>loteolina-6-C-S-O-glucopiranosil-S-C-a-L-ras’nopiranósido>

Plagiomniusa aletos, (AsibuL & col., lSSSa y 1552; Anbut, 1992; Bichí, 198$)

LUTEOLINA-6-C-XILOSIBO-8-C-HEXOSIBO
Plagiomnius’ datos’ <Anhur & col., 1989a y 1992; Anbut, 1992; Siebí, 1988>

ORIENTINA
(loteolins-8-C-Z-0-glucopiranosil>

Plagiornniom alatom >Anbot & col., 1985a y 1592; Anbut, 1552; Siehí, 1988>
Sibliografía adicional: Mabry & col. <1970>, Markhem E, bOilson >1585>

ISQORIENTINA
>luoeolmoa-6-C->S-o-glucopiraaiosií>

Plagiosnius’ alatus’ (Anhor E, col., 1989a y 1992; Aobut, 1992; Siahí, 1988>
Plagiosniuca affmoe >Fr-eioag & col., 1986>

Bibliografía adicional: Mebry E, col. >1970>, Hackhaua & Milson <1959>

1.3. Flavonas 0-glicosiladas

.

APIGENINA 7 -O-NEOBESPRAIDOSIflO
>apigcnina-7-0- [s’-L-ramnosil >1-2> glucoaa] - roitolina>

Bryus scbleicheri >Stein & Zinsmsiater,1991; Socio, 1988>9>
Hylocomium eplendene >Vandekerkhove, 1977>9>
Plagiomnios’ claros’ <Anbot E, col., 1589a; Anhut, 1552; Mclii, 1988; Wyatt a col., 1991a>
Plaorozíos’ scbreberi >Vandakarkhove, 1980>
Soyom pacudotriqoetros, (115am & Zinsmaistar, 1550; Stein, 1958b>
Hedwigia ciliata >Óstardahl,1979 a y >9>
Plagiomnios’ ellipticum >Wyatt & col., 19915>
Plagiomniua mediusa sobap. medios, bOyato & col., 1991a>
Plagiomniusa s’ediust aobsp. curvaoulom >Wyatt & col., 1991a>
Píagiomniusa coepidatos’ <Anbut, 1992>

Bibliografía adicional: Mabry & col. >1970>

APIGENINA 7 -0-TRIGLICOSIDO
(apigeoina-7- 0- [2,4-di-O- >a-L-ramnopirsnosil> ) -SS-o--glocopiranésido>

Dicranum scoparius’ Nilseon a col,, 1973; Osaterdalil, 1979a>
lylocoTsiomsplendens >Sacker & col., 1956; <?( Becker, 1586>

DIOSMETINA 7 -0-TRIGLICOSIDO
<diossatina-7-O- [2,4, -di-O- >«-b-raanopicanoail>] -iS-O-glucopiranisido; diosmatina— 5,7,3’-trihidroxi-4’ -

metoxiflavona>
Iicraous’ scoparius’ >Óaterdahl,1979a y 1978>9>

APOMETEGERINA 7 -O-GLICURONIDO
>apometzgerioa—5,7,2 ,4’,$-pentaOH-3’,4’-dimetil-tlavons>

Rhizoinnios’ magoifolios’ <Miles & col., 1986, Leidinger, 1984, Lauck, 1984>
Fihizomnios’ paeodoponctaoos’ >5-lilas E, col., 1986; Lauck, 1954>

LUTEOLINA 7 -0-RAMNOGLUCOSIDO
a>ramnoglucosil- rotinócido >-O-«-L-ramnosil >1-6> glucosa>
b(asa,nooglocos’il- nachespecidésido >=O-a-L-rarnnosil >1-2> glucosa>
Biccanos’ bOcopariusa <Nilseon & col,, 1973,no especifica ramnoglocosil; isterdahí,

1979a neoheaperidésido>
5ryure scblaicbari <Stein & Zinsmaistar,1951; Guam, 1955b: ambos neohesperidésido>
Poyos pseudotriqoetrus’ >55cm E, Zinamaiatar,1990; Socio, 1988b:asbos neolicaperidósido>
<7> Hylocoaios’ eplandeos <Sachar & col., 1956; Sacher, 1556:no especifican ramnoglocosil>
Iledwigia ciliata <Óstardahl,1979 a y b:neohesperidáaido.>

Bibliografía adicinonal: Mabry E, col. <1970>, Osterdahí E, Lindberg >1577>, Markhsm E, Milson >1988>

LUTEOLINA 7 -O-NEOHESPERIDOSIDO- 6’ ‘ -MALONILESTER
Sryus’ schlaicberi >Stein & Zinsmaister, 1991; 115am, 1988>9>
sryos’ pseodooriqoetrom >55cm & Zinsasnaistar, 1990; 55cm, 1988>9>

DIOSMETINA 7 -0-GLUCOSIDO
(diosmetina 7-O-6-0-glocopicanósido>

Bryosa cepillare Siegel a col., 1989; Socio & col., 1985; Anhot, 198$ y 1992; SOcio, 1988b; Siagel,
1988>

DIOSMETINA 7-O-GLUCoSIDO-6’ • -MALONILESTER
Bcyom capillaca <Siegal & col., 1959, Steio E, col,, 1985; Anhut, 1985 y 1992; Siegal, 1988; Socio, 1985

y 1988b>
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LUTEOLINA 7 -0-GLUCOSIDO
(luocolina 7-o-ft-D-glucopirandsido>

s’ryus’ scblaicberi <110am & Zinss’aistcr, 1991; 5>9cm, 198Gb>
Bryos’ arganteos’ <8laayklias’ & Citen, 1988>
Bryos’ capillara (Siega E, col., 1989; Stain E, col., 1985; Anhut, 1985 y 1992> Siagal, 1988; Socio,

1588>9>
Bibliografía adicional: Slabry & col, (1970>, Markham (1982>, Catardahí & Lindberg (19??>, Ostardahí >197gb),
Markhas’ & bOilson (1988>

6-HIDROXI-LUTEOLINA 7 -0-GLUCOSIDO
)6-hidroxhi-lotaolina 7-0-8-D-glocopiranés’ido>

Bryum acblcicbari >Stein & Zinss’cister, 1991; Stain, 1988>9>
s’ryos’ cepillare (Siegal & col., 1989; 5>9cm & col., 1985; Siagal, 1988; Stain, 1988>9; Anbot, 1985 y

1992; LaiditYger, 1984>

6 -HIDROXI-LUTEOLINA 7 -0-GLUCOSIDO-6’ ‘ -MALONILESTER
eryo>n schlcicbcri 5>9cm & Zinesicister, 1991; Stain, 1988>9)
Bryusi capillare (Siagel & col., 1989; Stein & col., 1985; Anhut, 1985 y 1952> Siagel, 1988; SOcio, 1985

y 1988>9)

LUTEOLINA 7 -GLUCOSIDO-6’ ‘ -MALONILESTSR
Bryos’ scbleicbcri <Stain E, Zmocs’aistcr, 1991; Stein, 1588>9>
Bryos’ cepillare (Giagel E, col., 1989; 5>9cm E, col., 1585; Anhot, 1985 y 1992> Siegel, 1988; SOcio, 1985

y 1988>9>
eryos’ argeooaus’ (Marinas’ E, Civan, 1988)

LUTEOLINA 7,4’ -di-O-NEOHESFERTDOSIDO
bOedeigie ciliara )Óatcrdabl, 1975a y 1976)

LUTEOLINA 7-O-NEOHESPERIDOSIGO-4’ -0-SOFOROSIDO
(s,oforósido- )2-O-5-o-glucopiranosil( -Z-o-glucopirandsido>

Hadwigia ciliata (icoardabí, 1979a; Oetarda>31 & Lindberg, 1577>

APIGRNILNA 7-O-flOggSpflrDOSIDO-4’ -O-SOFOROSIUO
sladwigia ciliata (éstlerdabl,1979 a y b)

APIGENINA 7-O-flOHESPERIDOSIDO-4’ -O-S-D-GLUCOSIBO
Hadeigia ciliata (és>9ardahl, 1579>9>

LUTEOLINA 7-O-NEOHESPERIUOSTUO-4’ -O-S-D-GLUCOSIbO
Hadwigia ciliata >is>9ardelil, 1979>9)

LUTEOLINA 7-O-6-fl-OLUCOSIDO-4’ -O-NEOHESPERIDOSIbO
Hedeigia ciliata (óstardehl, 1979>9)

APIGENINA 7 -0-Gtucosino
(apigenina 7-O-fj-o-glucopiranósido)

Gryuca capillare )Steio & col., 1585; Staio, 1988>9; Anhur, 1985 y 1992)
Bryuu, arganteus’ (Markhes & Givan, 1988>

Bibliografía adicional: Mabry & col. (1970>, Markbas’ & bOilson (1988>

APIGENINA 7 -O-GLUCOSIDO-6’ -MALONILESTEE
Bryos’ cepillare (Socio & col., 1985; Anhot, 1985 y 1992; 5>9cm, 1985 y 1588>9>
Bryos’ argentaus’ (Markbas’ & Civeo, 1988>

APIGENINA 7-O-NEOHESPERIDoSTDO-6’ ‘ -MALONILESTER
Bryos, pscudo>9riquatros’ (Socio & Zinsmaister,19g0; 50cm, 1988>9>

LUTEOLINA 7 -0-GLUCURONIDO
Rhizos,niom s’agoitolius’ (Mies & col,, 1586; Leocin, 1984; Ocidingar, 1984)
Rhizos’nium pccudopunctatum (Mies & ccl., 1988; Lauck, 1584>

Bibliografía adicional: Marinhas & bOilson (1988>

CRISOERIOL 7 -0-GLUcURONIDO
Fibizosinios’ s’agnutolios (Miles E, col., 1986; Laidinger, 1984; Laock, 1984>
Fibizoenios’ pseodopuoctatus’ (Mies & col., 1986; Lauck, 1984)

Bibliografía adicional: Merinhas’ & Milaon (1988>

LUTEOLINA 7,3’ -DI-0-GLUCURONIDO
Fihizosnius sagnifolius’ (Mies & col-, 1988;, taldlnger, 1984; Laudo, 1984>
Rhizos’nium pseudoponctctom (Miles, & col,, 1586; Laock, 1984>

SELGINA 7.5’ -DI-O-GLUCURONIDo
(salgina— 5,7,3’ .4’ .5’ -pentaú>8-3 -e>atil-tíavona)

Fibizomnios’ sagnifolios’ (Miles & col., 1986> Leidinger, 1984; Leuck, 1984)
ahizomnios’ pceodoponcta>9os’ <Miles & col., 1986; Lauck, 1984)

TRICETINA 7.3’ -OI-O-GLUCURONIDO
)tricctina= 5,7,3’ .4,5- pan>9ahidroxi-tlevone>

Rbizos’niusa s’agnitoliurn (Mies E, col., 1586; Laidingar, 1984; Leocin, 1584>
Rbizos’nius’ pscodopunctatos’ (Mies 8, col., 1986; Laock, 1984>

ESCUTELLAREINA-7-O-GLUcOSInO
(escutellareina— 5,6,7,4’-tarraoll-tíavona)

)?(Gryusa weigalii (Nilason, 1969)
Bryos’ psaodotriqoetros’ 50cm & Zinseeistac, 1990)

ESCUTELLAREINA-7-O-GLUCOSIDO-6’ ‘ ~MALONILESTER
s’ryuTTI pseudoslriquetros’ <Socio & Zinamaister, 1990; bObemn, 1988>9)

ISOESCUTELLAREI&A 7-O-5-12-GLUCOSIDO
>iaoescotellaramoa= 5,7,8,4-oeorahidroxi-flavona>

eryos argcntausn >Markbam 6 Civen, 1588>
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HIPOLAETINA 7-O -S-D--GLUCOSIDO
<8-bidrooci-lnteolinc-7-O-S-o-glocopiranósido)

Bryus’ argenteos’ >Markhas’ E, Giveo, 1988)

1,4, Flavonas 0/0-glicosmíadas

,

SAPONARINA
<apigenina 6-C-ú-D-glucopiranosil -7-O-Z-D-glucopiranásido— iaovioaxmna-7-O-glucásido)

plagiosanios’ cuspidatum )Melcliero & AlsOoo,1965; Kozlowaki, 1921; robot & col., 1589a y 1992; Zopenco E,
Nilasoo, 1577; robot, 1992; Seeger, 198$>

Plagiosniusa undolatus <isterdahí, 1979 a y c; Vandekarkbovc, 1978a; Zoponen E, Nilseon, 1977>
Bibliografía adicional: Mabry & col, >1570>, Moliscb <1911), Marinhan & bOilson >1589>

ISOORIENTINA 3’ -O-NEOHESPERIDOSIDo
Plagiomnius’ attmoc )Fraibeg & col., 1986)

Bibliografía adicional: Merkl3as’ & Milson >1989)

ISOORIENTINA 3’ -0-SOFOROSIDO
Plagios’oium affinc <Freitag & col,, 1585>

Bibliografía adicional: Marinhas’ & Bilson (1989>

ISOSCOPARINA 7-O-GLLTCOSIDO
>6-c-%-o-glocopiranosil-crieoeriol-7-0-6-n-glucopiranósido>

Plagiosoios’ cospidatos’ (Anbot E, col., 1989a y 1992; Anhot, 2992; Saepar, 1992)

LUTONARINA
)6-C-Z-D-glocopiraooail-luteolina-7-O-S-D-glucopiranóaido= Isooricooina-7-O-glucésido>

Plagios’oium cuspidetos’ >Aobut & col,, 1589a y 1992; Anhut, 1992; Sccgsr, 1588>

2. PLAVONOLES

2.1, Plavonoles <agliconas

)

3- METOXI - KAEMPFTROL

>kaes’pfcrol— 3-hidroxi-apigcnina)
Gryum pecudotriguatrus (SOcio & Zioss’eistcr, 1990; Socio, l5$8b>

XAEMPFEROL

>{ypoos’ cupracasitorsie >Sievars’, 1992; Sievcrs & col., 1554>

2.2, Plavonolas O-c=licoailados

.

OUERCETINA-3 -0-UIGLICOSIDO
quercetina— 3-hidroxi-lutcolioa>

>?(Mnios’ arisionicos’ >Mclchart E, Aleton, 1965>
Bibliografía adicional: Mabry & col. <1970>, Merk>9as’ & Wilson >1988> -

XAEMPFEROL 3-0-GLUCOSIDO
Bryus’ pallesceos (Socio E, Zinsaciatar, 1951; SOcio, 1988>9)
Bryos’ pacudotriquatros’ (Socio & Zinsmeisoer, 1990; Gtein, 1988>9>

Bibliogratía adicional: Markbae >1982), Marinhais & bOilson >1988).

XAEMPFEROL3 -O-NEOHESPERIDOSIDO
(kacapfarol-3-o-[o-b-raaoosil >1-2> glucosa]>

<?)Bryum pallasceos )Stein & Ziosaciatar, 1991; SOcio, 1988b>

Bryus’ pscodotriqoctros’ (Socio E, Zinsaicister, 1990; SOcio, 1988b(
Bibliografía adicional: Markhes’ & Milson >1988)

KAEMPFEROL 3,4’ -di-O-GLUCOSIDO
Bryuss palícaccos (Socio & Zinareciater, 1591; SOcio, 1988>9)
Bryum ps’audotriqueoros’ <SOcio E, Zinss’aistar, 1990; SOcio, 1988>9>

Bibliografía adicional: Markbam & bOilson >1988>

XAEMPFEROL 3 -0-GALACTOSIDO
Bryos’ pscodobriqoctrum <Sucio & Zioss’ciatcr, 1950; SOcio, 1988b>

XAEMPFEROL 3-O-GALACTOSIDO-4’ -0-GLUCOSIDO
Bryos’ pscudooriqoctrum (Socio E, ZinsTscistcr, 1990; SOcio, 1988b>

KAEMPFEROL3-O-GLUCOSIDO6’ ‘ -MALONILESTER

Gryora paaudotriquctros’ <Socio & Ziosmeister, 1990; SOcio, 1988>9)

3, ISOSLAVONAS

3.1 - Isoflavones <egliconas>

-

OROBOL
>5,7,3’,4’-tatrabidroxiisoflavooa= 3’-bidroxi-gcnisoeioa>

Bryos’ capillara <AnImo & col,, 1984; Siegel & col., 1989; $tcin E, rol,, 1985; Aohut, 1985 y 1992;
Siegel, 1988; SOcio, 1988>9)

sryum schlcicheri (Socio & Zios,s,eister, 1991; SOcio, 1988>9>
Bibliografía adicional: Mabry & col, >1570>, Geiger & col. >1987), Bambas >1982<

PRATENSEINA
<5,7,3-Oribidroxi-4’-metilctcr-iaoflavona)

Bryos’ cepillare >Aohut & col. .1584; Aohot, 198$ y 1992; Siagel, 1988; SOcio, 198eb; Siagel E, col. 1585;
Socio & col., 1985)

Bibliografía adicional: Mabry & col, >1970).

3.2, Isoflavonas O-QliCosiladaG

.

OROBOL 7 -0-GLUCOSIDO
<orobol-7-o-S-D-glocopirandsido>

Bryos’ cepillare <Anhur & col. .1984; Socio & col, .1985; Siegal & col., 1555; Aohut, 1985 y 1992; Sieqel,
1588; 50cm, 1988>9>

Bryum cchlaicheri Socio & Zinameister, 1991; 110am, 1988>9>
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PRATENSEINA 7-O -GLUCOSIDO
)pratanscioa-7-0-S-D-glucopirenósido)

Bryurn capillare )N3but E, col., 1984; Gtein & col., 1985; Siagal &
Siagel, 1988; Steio, 1988b)

OROBOL 7-O-GLUCOSIDO-6’ ‘-MALONILESTER
sryum schleicbcri Socio & Zioss’cister, 1991~ Staio, 1588>9>
Gryum cepillare <Siagel & col., 1989; socio & ccl., 1985; Anhut,

ORODOL (3’6 4’)-O-GLUCOSIDO

Bryus’ schlaicbcri <Socio & Ziosaciater, 1991; Steio, 1588>9>

OROBOL (3’¿ 4’>-O-GLUCOSIOO-6’’-’MALONILESTfl
)?>Bryum scbleichcri (SOcio & Zioss>eistcr, 1991; Staio, 1988>9>

OROBOL7 -0-DIGLUCOSIDO
Bryos’ scblaicbari (50cm & Zioas’cis’tcr, 1551; Steio, 1988>9)

PRATENSEINA 7 -0-GLUCOSIDO- 6’’ -MALONILESTER
Bryus’ cepillare Siegel & col,, 1989; Socio E, col., 158$; Anlioo,

col., 1989; Anbut, 198$ y 1992;

1992; Siegel, 1988; SOcio, 1988>9>

1952; Siagel, 1988; Stain, 1988>9)

4. BIFLAVONOIDES

4.1. Bifíavonas )dis’eroa flavona-flavona y flavona-tlavanona

)

5’. ‘‘ - DIRIDROXI- AMENTOBLAVONA
>5,8’ - biluocolina>

Racositrius lanugioosua Roo E, col,, 1550; Geiger & col, 1988)
<?)Hcdwigia ciliaba <Osterdalil E, col,, 1986(
Bartrasiia hallariana )Sals’ & col., 1993; Ss’ls’, 1992>
Anacolia wa>9>9ii <Seeger E, col., 1993a; Geeger, 1992>

Dicrenuin scopariun )Lindberg & col., 1974; isterdalil, 1979a y 1583
Voigt, 1993)

>4ylocosoius splcodcna <Geiger & col,, 1988; Beciner & col., 1986
Antitrichia coroipeodula Geiger E, ccl. .1988>
Dicranoloina robustos’ <Marinhas’ & col., 1988>
Gryus scblcicheri SOcio, 1988 a y >9; Socio & Ziosíacistar, 1991)
Philonotis tontana <Geiger E, Gokcl, 1985>
Campylopus holomioriosa >Marklies’ in Geiger, 1950; Geiger & Marinlias’, 1552>
Rbyoidiadelphus aqoarrosus (Seeger & col,, 1990; Seeger, 1552>
Bartras’ia pos,itors’ic Seeger, 1992; Seeger E, col., 1992b; Lépez-Sáez, 1592>
Bartras’ia iobypliylla )Ldpcz-Sácz, 1992)
eartras’ia soricta >Lópcz-Sáaz, 1552>
Dycncs’on calycinos’ VoigliO, 1993>
caspylopos introflexos )Wcyeod, 1993)
BrcoOclia chrysncoma Seis’, 1994)
rolacomnios’ androgyoos’ (Haho, 3993>
rolacomniusa palustre (Galio, 1993)

Ron E, col., 1990; Geiger & col,, 1993>9;

Baciner, 1986>

5’ .3’’ ‘- DIBIBROXI-RORUSTAFLAVONA
>5, 6’’ -biloteolmna)

Garoras’ia halleriana <SalT,, & col,, 1993; Salas, 1992>
Anacolia wcbbii Seegar & col., 1553a; Seeger, 1992>
>Jylocos’iua splaodcos <Beciner & col,, 1986; Gccker, 1986>
Anoitrichia curtipendula Geiger & col, .1988>
Racoraitrius’ lanuginoso,,, <Geigar & col., 1988(
oicraoolos’e robustra <Marinlias’ & col., 1988)
Philooooia fontana <Geiger E, Boincí, 1989>
Plagiomnius’ cospidatos’ (Aohot & col., 1989a y >9; Seeger, 1988; Anliut, 1992>
Cas’pylopuc bolosnitrilis’ Marinlias’ in Geiger, 1990; Geiger & Markhas’, 1992)
)?>Rhytidiadalpbus sqoarroBoc Seeger & col., 1990>
s’ryuus cepillare Siagal E, col., 1989; Aobut, 1992; Siegel, 1988; Stein, 1988>9>
cas’pylopus cíavatos <Geiger & Bambas, 1552>
Dycoccoo calycious’ <Voigbt, 1993>
ca,rnpylopus mntrotíexos >Wayand, 1953>
Aulacos’oios’ aodrogynum <Galio, 1993(
Aulacoanius’ palustre hab, 1993)
Breotelia cbrys’ocos,a )Sals’, 1994)
Dicranus scoparium <Geiger E, col., 1993>9; Voigt, 1993)

2, 3-DIHIDRO-5’ -HIDROXI-ROB!JSTAFLAVONA
Plepiocnioa cospidaOos’ >Anboo & col,, 1989a y >9; Seeger, 1988; Aohut, 1992>

2’’, 3’’- DIHIORO-5’ A’’’ -DIHIDROXI-ROSUSTAFLAVONA

(2’’ .2’’ -dibidro-5’ , 6’’- bilutcolmna>
Oicranoloma robustos’ >Markbas’ & ccl., 1988>
Oicranoloea >9illardieri <Marinlias’ E, col. .1988>

5’ -MIDROXI -AMENTOFLAVONA
<luteolina- >5’ .8’’> -apiganmna>

Plagionanius’ clatuso >Gciger & col., 1988; Aohot & col., 1989a; Anlioo, 1992; Biclil, 1988>
Rbyoidiadalpbos equarrosos (Seeger & col. .1990; Seeger, 1992>

2, 3-DIRIDRO-5’ -HIDROXI-AMENTOFLAVONA
Plagiosaniusa cuspidatos’ <Anhut & col., 1989a y >9; Seeger, 1988; Aohuo, 1952>
Rliytidiadelplios sqoarros’us >Sceger & col., 1990; Seeper, 1992)

2.3 -DINIBRO- 5’ 3’ ‘ ‘-DIHIDROXI -AMENrOFLAVONA
>2,3-dibidro-5’ , 8’’ -bilutcolina>

Phtíenotis tontana (Geiger & Boinel, 1989; López-Sácz, 1992>
Plcgios’niusa coepidaOus’ >Anhot & col,, 19898 y b; Seeger, 1988; Anhut, 1992>
>?> Barorasia itbyphylla )López-Sácz, 1992>
Aolaros’oius, aodrogyous’ Babo, 1553>
Aulacos’oios’ palosore Rabo, 1993>
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5’ -HIDROXI -ROBUSTAFLAVONA
<luteolina- >5,6’> -apigenine>

Rhytidiadclphos equarrosus’ <Seeger & col. 1990>

OICRAROLOMINA
>2’, 6 -biluteolmna)

Anacolia Mcbbui Seeger & col., 1993a; Seeger, 1592>
nicranoloma robusourn <Bambas’ & col-, 1988>
Pbiloootis fontana Geiger & Sokel, 1989)
Sartrarnie posaiforuuis <tdpez-S~az, 1992; Seeger, 1992; Seeger & col., 1992>9)
Aulaconinius’ gabarra Galio, 1993>

2,3 -DIBIDRO-DICRANOLOMINA
)2,3-dihidro-2’ 6’ -biluteolina)

nicranoloma robustos’ <Marinhas & col,, 1588>
Aolacos’niore aodrogyous’ Habo, 1593>

FILONOTISFLAVONA
<2’, 8’’ -biluteolina>

Anacolia wabliui Seeger & col,, 1993a; Seegar, 1992>
Bartras’ia lialícriana >Sals & col., 1993; Sals’, 1992>
Pbiloootis fontana Geiger & Gokeí, 1989; tópcz-Sácz, 1992>
Dicrenoloras robocruin >Markhes’ mn Geiger, 1990; Markhas’ E, col,, 1988>
Bartreusia pomifcrrnis (Seeger E, col., 1991 y 1992>9; Seeger, 1992>
Baroramia stricta )Oépcz-Sáez, 1992>

2. 3-DIBIDRO-FILONOTISFLAVONA
>2,3-dibidro-2’ , 8’’ -bilutcolmna o criodictiol- )2’ 8 ‘ > -luOcolina>

Anacolia wabbii Seeger & col., 1953s; Seeger, 1992>
Bartras’ia hallariana <Sala & col,, 1993; Sals’, 1992)
philonotis fontana <Geiger & Gokcl, 1989; Lápez-SAez, 1992>
BarOrarais pos’ifors’is Seager & col,, 1992>9; Seeger, 1992)
Aulacocanios’ androgyoum >Malin, 1993>

APIGENINA-(3’,3’’’>-NARINGENINA
Hos’alotbcciura lutesceos (Sievcrs, 1992>
Hos’alotlicciurs, seciccos’ <Sievera, 1992)
81os’eiotlicciurn pbilippcaous’ )Sievars,, 1992)
Ptilios’ criste-castrensis >Sievers, 1992>
Otenidios’ solluccos’ (Sievara, 1992>
Rliytidiopsis robusOa <Siavarca, 1592>

3’ ,3’ • ‘-BIAPIGEMINA

HoTnaloobecios’ lutesceos Sesgar & col,, 1993>9)
2.3-DIHIDRO-3’ .3’’ ‘-BIAPIGENINA

Hos’alotbcciom lotasceos <Seeger & col., 1992>9>

4,2. Siflavanonas diraeros flavaoooa-tlavaoooa

)

3’ 4’’’ -BINARINGENINA

Piluoriobella cospidata Seeger E, col,, 19928>
Orapanocladus adoncus Siaverra, 1992>
lJoeualoobecios’ sariccusa Sievere, 1992>
liorsalcobecius’ lotesceos Sievare, 1992; Seeger & col,, 1993b>
Gornalotbacios’ pliilippcanus’ (Sieversa, 1992>
Entodon concmonus <Sievars, 1592)
POilius’ crista-castransis Siavere, 1992>
Ctenidiusa s’ollos’cus’ >Sicvars, 1992)
Rbytidiopsis robusta Sievere, 1992>
Tboidium tas’ariscmnua Sievere, 1992>
Thoidiom pliilibaroii Sievera, 1992>

4,3. Dis’croa isoflavooe-tlavona

.

BRIOFLAVONA
Bryos’ capillare >Gaiger & col., 198?; Siegel & col., 1989; Aobut, 1992; Siegal, 1988; Socio, 1988>9>

HET MROB RYOF LAVO8TA
Gryum capillara Geiger & col., 1987; Anbut, 1992; Siegel, 1988; SOcio, 1988>9; Siegel & col., 1989)

Gryua ecblaichari <Staio, 1988a y >9; Socio & Zmoss’cicocr, 1991)

4,4. Dímeros aorona-tlavanooa

.

CAI4PYLOPUSAURONA
>aoreos’idina-5’,e’-ariodicoiol)

Cas’pylopos clavaros Geiger & Maminhas,, 1992)
Cas’pylopus bolocaitrios’ <Geiger & Maminhafia, 1992>
Cas’pylopuc inoroflexos )Mayaod, 1993)

4.5, Biaorooas (d=s’cros aurona-aurona

>

5’. 5’’- BIAUREOSIDZNA
Aulacosinios’ endrogynum )5<alin, 1993; Galio E, ccl,, 1994>
Aulacosnoios’ palustre )Halin, 1992; Hahn & col,, 1994>

4,6. Eiflavoooidce s,acrociclicos

.

BARTRANIAPLAVONA
)2-liidroxi-2,3-dihidro-2,8’,8,2’’’-bilubaolioa>

Bartras’ia balícriana <Sale, 1992; Salm & col., 1993>
sertras’ia poraitorrais >Sccgcr & col,, 1991 y 1992>9; t,ópcz-Sácz, 1992; Seeger, 1992)
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ANHIDRO -BARTRAMIAFLAVONA
>2’ 8’’ 8,2’’’ -biluOcolina)

BartreTsia lialleriana )Sals’, 1952; Sals’ & ccl., 1953>
Baroramia pomitorínis Seeger E, col., 1991 y 1992>9; Lipaz-Sáez, 1992; Seager, 1992>

4.7. Dís’cros’ con dihidrotíavonol <dibidroflavcnol-diliidroflavonol
dibidrotlavonol-flavonol

)

diliidrotlavonol-flavaoona.

HIFEOGENOL A
(dibidroflavonol-3’ 3’,, -dibidroflavoool(

8fypnus’ copreesitorme Sievera, 1992; Sievers
Hypoos’ liodbergii Sievera, 1992>
Hypoom andoi (Sicvcrs’, 1992>
Gypoom jotíandicun, Sievere, 1992>

HIPEOGENOL 3
<dibidrotlavonol-3’ ‘3’,, -nariogenina>

Hypous’ cupraesitonse >Sicvers, 1992; Sievcrs
Hypnus’ lind>9ergii >Sievers, 1992)
8<ypotatn aodoi Sievara, 1592)

a col,, 1992>

E, col,, 1992>

ISIPNOGENOL 31

>dihidrotlavonol-3’ 3’’’ -inaempacrol>
Hypoos’ cupresasitors’c <Sievera, 1992, Siavera & ccl,, 1954>

HIPNOGENOL 32
)dibidrotlavoool-3’ 3’, -dihidroflavoool)

>Eypoua coprcssiforme <Sievera, 1992)

3.3’ ‘-DIHIDROXI-TETRAHIDRO-OCHNAFLAVONA
(3,5,7,4’ 3’’ 5’’,’?’ ‘-lieptahidroxi-3’-O-4’ ‘ ‘-biflavanona>

Hypoos’ copresasitorsie >Sievcrs, 1992; Sievers & ccl., 1952>

3,3’ • A’’ ‘-TRZNXDROfl- TETRARZDRO-ROBUSTAFLAVONA
>3,5,7,4’ ,3’’,5’’,7’’,3’’’,4’’’- nonabidroxi - 3’- 6’’- biflevenona>

Idypoum coprecasiforme Sievera, 1992, Sievere & col., 1992>

HYPNUMHIFLAVONOIDE B
>l’’’,2’’’,3’’ ‘4’ ‘‘-octrabidro-3,5,’?,3’’,5’’,7’’- haxabidroxi-4’’’- inato - 3-1’ ‘‘,4’-O-2’’’->9itlavaoooa)

l>ypoust coprecaiforse <Sievere, 1992; Siavers & col,, 1992)

ALLO-HYPNUMBIP’LAVONOIDE 3
Hypoos’ copresasitorsie Siavera, 1992>

I5YPNUMBIFLAVONOTDE A
>2,5,4’,2’’,E’’ ,7’’-bcxabidroxi- 4’’’-kcto- >7-0-2’’’),

HypouTn coprassifors,e Sievera, 1992, Sievere & col.,
<8,1’’’>—
1994>

b i t 1 avanena

5. AURONAS

,

BRACTEATINA
(4,6,3’,4’,5’-pcooaliidroxi-aurona>

Funaria bygronncorica )Mcitz E, Ikan, 1977>

6. ANTOOIAZIPINAS

.

6.1. Antocianidlnes <arrlicooas)

-

LUTEOLINIDINA
(5,7,2’ 4’ -oetrahidroxi-aooociaoidmna>

>7) Splachoos’ rubros’ <Nilason & Scodz, 1573>
<7) Spíacbnos’ varacolosus’ )Nilssoo E, Bcodz, 1973>

ESFAGNORRUBINAA
Spliagous’ sagallanicos’ VoMinincí, 1975)
Spbagoos’ nes’orcos’ >Rodolpb & Joboin, 1982>
Spbagoos’ plos’ulosus’ <Rudolpin E, Jolink,1982>
Spbcgnos’ warostortii >Rudolpli & ,Jolink, 1982>
Spbcgnos’robellos’ <Rudolpb & ,Toliok, 1552>

ESFAGNORRUBINA3
Sphagoue spp. Meotício E, Vowiokel, 1984>
Spbagoum ocs’oreus’ <Rodolpli & Johnk, 1982)
Spbagoum plocolosoin >Rudolph & Joboin, 1982)
Spliegounr warostorfii >Rodolph & JoboJo, 1982)
Spliegnus’ rubellum )Rudolpb & Johoin, 1982>

ESFAGNORRUBINAC
Sphagoos’ spp, <Nenolcio & Vowinkel, 1584>
Spbagnos’ ocs’orcom >Rudolpb & Joliok, 1582>
Spbagooca plusiulosos’ >Rodolpli & Johok, 1582>
Spbagouin warnatortii )Rodolph E, Johoin, 1982>
Sphagnoe robeMos’ <Rudolph a Jobok, :982>

Bibliografía adicional: Beodo & col. >1956>9 y 1967>,
<1963, 1964, 1965>, Rudolph

Nileson <1967), Nilsson & Totts’ar >1967>, Rudolpli
E, Vowmokcl (1969>, VeaS (1975>

6,2, Antocianidinas 0-glicosiladas

.

LUTEOLINIDINA 5-O-GLUCOSII2O
s’ryum cryophilum >scndz & Martensaen, 1961; Gcodz
Bryus rutilana Beodo & Martenason, 1563>
Bryos’ weigelii seodo & Marteoscon, 1963>

& col., 1962>
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LUTEOLINIDINA 5 -0-DIGLUCOSIDO
Bryum cryophilu~u )Bcodz & Martenason, 1961; Bendz & col,, 1962>
s’ryus waigelii (Benaz E, Martaneson, 1963>
Bryos’ rotileos >Bcndz & Maroenason, 1963>

Y. cHALcONAS

7.1. Chalconas 0-glicociladas

,

CEALCONA 0-GLICOSIDO

rlagios’niura ciliare <Wyatt & col,, 19918 y b>
8. ACIDOS FLAVONOIDICOS

ACIDO BARTRARICO
>luocolioa-8,2’ ‘-ácido protocatéqoico)

Bartresiia pozaiforcais Seeger, 1992; Seeger & col., 1952>9>

ACIDO HIPNICO
lsypoum copreesitorme (Sievere, 1992; Sievera & col., 1994>

ACIDO HIP&ICO METILESTER
>Jypous cupresaitorras <Sievere, 1992; Sievcrs & col,, 1994>

9. ALOE8TIDOS FLAVoNOIOIcOS

HYPNUMALDEHIDO
>3,5,7,4’ -tetrabidroxi-3’ -(3’’ -tocreil-6’ ‘ -bidroxifenil) -flavasiona>

Hypnoos copressitoríae >Sicvcrs, 1992; Sisvera & col., 1992>

10, TRISLAVONOIDES

BARTRANIA - TRILUTEOL INA
<2’, 8’’, 2’’’, 6’’’ ‘-Orilutcoitína>

Bartras’ie pos’itors’is Seeger, 1992; Seeger E, col., 1552>9>

AULACOMNTUN-TRILUTEOLINA
<5’, 8’’, 5’’’, 6’’’’ -triloteolina)

Aulecomnius’ palustre <Helio, 1993>
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