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CROMATOGRAFIA DE COMPUESTOS FENOLICOS
EN EL GENERO BULNESIA

Por LIDIA POGGIO1

SUMMARY

This paper deals with a thin layer chromatographic study of the phenolic
compounds of the leaves of seven species of the genus Bulnesia (Zygophylla-
ceae). A technique that prevents the exfoliation of the layer has been develo-
ped; chloroform is used as a second solvent, employing industrial polyamide.
Thirty three compounds were differentiated by their relative position, colour
under U.V. with and without exposition to ammonia vapor.

Each species could be identified by its chromatographic profile. The ana-
lysis of the profiles and phenograms obtained by numerical methods would
indicate that the Northern South-American species B. arborea and B. carrapo
are closely related to each other because the four compounds of B. carrapo
are all present in B. arborea.

There are no significant differences in the ‘chromatograms of Venezuelan
and Colombian populations of B. arborea. The Southern South-American spe-
cies: B. bonariensis, B. foliosa and B. schickendantzii would be closely related
among them and with the Northern species because they possess two to three
compounds in common.

On the other hand, B. retama and B. sarmientoi would be qulte isolated
from the rest of the species and between each other.

As noted earlier by the present and other authors, B. sarmientoi is an
arboreal species, morphologically specialized, with extreme reductions in seve-
ral morphological characteristics. Besides, it possess the smallest chromoso-
mes and the lower DNA nuclear content. The present chromatographic study
has revealed that this species possesses only one compound in common with
B. arborea, B. carrapo, B. foliosa and B. schickendantzzi and none with B.
bonariensis and B. retama. ;

B. retama, as has been pointed in earlier studies, is the most extreme xe-

rophyte in Argentina; it possesses larger chromosomes and a more asymme-

tric karyotype than the rest of the species studied; it also has the higher nu-
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clear DNA content. It was demonstrated that this species has not any com-
pound in common with the other species studied.

Preliminary work of phenolic compounds in leaves in the genera Porlieria
and Plectrocarpa, would indicate the existence of compounds that could be
important markers in the study of generic relationships.

INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos secundarios en plantas han sido muy
valiosos en estudios biosistematicos. Han sido utilizados para cono-
cer el origen de hibridos y poliploides, obtener informacién acerca
de las relaciones existentes entre distintos taxones y analizar los
efectos del aislamiento geografico o ecolédgico de ciertos grupos (Als
ton, 1965; Alston and Turner, 1962, 1963; Brehm and Ownbey, 1965;
Hsiao, 1973; Frost and Holm, 1972; Hunziker et al., 1978; Stebbins et
al., 1963).

El género Bulnesia C. Gay que pertenece a la subfamilia Zygophy-
lloideae presenta distribucién disyunta entre el Norte y el Sur de
Sudamérica y estaria integrado por ocho especies: B. arborea (Jacq.)
Engler (Norte de Colombia y Venezuela) y B. carrapo Killip et Du-
gand (Centro de Colombia) se encuentran en el Norte, mientras que
las seis especies restantes se distribuyen a partir de la regién cha-
quefia en Paraguay y Bolivia hacia el Sur: B. sarmientoi Lor. ex.
Griseb., B. bonariensis Griseb., B. foliosa Griseb., B. schickendantzii
Hieron. ex Griseb., B. chilensis C. Gay (Chile) y B. retama (Gill ex
Hook). Esta ultima se encuentra también en Peru.

En este trabajo se analizan los perfiles cromatograficos de siete
especies con la finalidad de determinar sus patrones cromatografi-
cos y analizar, por medio de ellos, sus relaciones taxonémicas. Ade-
mas, se integraran estos datos con los estudios morfolégicos (Pala-
cios y Hunziker, en preparacién; Crisci et al., 1979), electroforéticos
(Comas y Hunziker, 1977), cromosémicos (Poggio, 1977 a, b) y con-
tenido de DNA nuclear (Poggio, 1977 b, 1977 c) que se han realizado
en el género. Estos estudios permitiran establecer, ademas, las rela-
ciones que existen entre Bulnesia y otros géneros de la misma sub-
familia.

MATERIALES Y METODOS

Los ejemplares de herbario de los materiales estudiados se en-
cuentran depositados en el herbario de la Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales de Buenos Aires (BAFC). Todos los ejemplares de
B. arborea, B. carrapo, Plectrocarpa tetracantha y Porlieria micro-
phylla fueron coleccionados e identificados por Juan H. Hunziker;
las restantes especies fueron coleccionadas e identificadas por J. H.
Hunziker, C. A. Naranjo y R. A. Palacios.
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Bulnesia arborea: CoLomBIiA: Depto. Bolivar — 9609, 9611, 9476, 9477, 9479, 2480,
9481 (BAFC). VeEnezueLa: Estado Carabobo = 9033, 9035 (BAFC); Estado
Lara = 9037, 9038, 9039, 9040, Tillet 7311 (642 a, b, c); Estado Aragua —
9041, 9042 (BAFC).

Bulnesia carrapo: Coromsia: Depto. Tolima — 9449 (7 individuos), 9618 (BAFC);
Depto. Cundinamarca = 9622 (BAFC).

Bulnesia bonariensis: ARGENTINA: Prov. Salta, Depto. Metan — 9211 (BAFC).
Prov. Tucuman, Depto. Trancas — 9205, 9206 (BAFC).-Prov. La Rioja, De-
partamento Gral. Belgrano = 9046, 9048, 9490, 9134 (BAFC); Depto. Inde-
pendencia — 9142, 9153, 9154 (BAFC).

Bulnesia foliosa: ARGENTINA: Prov. Catamarca, Depto. Capital — 9159 (BAFC);
Depto. Fray Mamerto Esquit — 9163 (BAFC); Depto. Capayan — 9393 (B
AFC). - Prov. La Rioja, Depto. Gral. Ocampo — 9126, 9124, 9127, 9129, 9133,
9135 (BAFC); Depto. Independencia — 9144, 9146, 9147, 9150 (BAFC); Depto.
Gral. Belgrano —= 9491 (BAFC). g

Bulnesia schikendantzii: ARGENTINA: Prov. Salta, Depto. San Carlos = 9024
(BAFC). Prov. Catamarca, Depto. Andalgala — 9188, 9195 (BAFC); Depto. Ti-
nogasta — 9558 (BAFC).

Bulnesia retama: ARGENTINA: Prov. Catamarca, Depto. Andalgala — 9192 (BAFC);
Depto. Poman —= 9576 (BAFC).-Prov. La Rioja, Depto. Independencia —
9139, 9152; 9645 (N¢ cultivo 408); Depto. Capital = 9157, 9651 (N?¢ cult. 423)
(BAFC); Depto. Gral. Roca = 9113 (BAFC). Prov. San Juan, Depto. Calin-
gasta = 9084, 9088, 9092 (BAFC); Depto. Caucete = 9099, 9103 (BAFC). - Prov.
San Luis, Depto. Capital = 9059, 9061 (BAFC).- Prov. Mendoza, Depto. Las .
Heras = 9066, 9069 (BAFC).

Bulnesia sarmientoi: ARGENTINA: Prov. Salta, Depto. Gral. José de San Martin —
9212, 9214, 9216, 9217, 9219 (BAFC); Depto. Rivadavia = 9220, 9222 (BAFC).
Prov. Formosa, Depto. Matacos = 9223 (BAFC); Depto. Pilcomayo — RAP
471 (RAFC).

Plectrocarpa tetracantha: ARGENTINA: Prov. La Rioja, Depto. Independencia —
9644 (N° cult. 409) (BAFC).- Prov. San Juan, Depto. Caucete = 9097 (BAFC).

Porlieria michophylla: ARGENTINA: Prov. Tucuman, Depto. Trancas — 9201 (BAFC).
Prov. Cérdoba = 9043, (N¢ cult. 410) (BAFC).

El material coleccionado fue secado a 45° C. Se molié 1 g de
hojas secas y se extrajo en metanol 80 % durante 24 horas a tempe-
ratura ambiente (20 a 24° C). EIl extracto metilico filtrado fue redu-
cido a sequedad con evaporador rotativo a presion reducida. EI re-
siduo fue redisuelto en 1 ml de agua destilada y lavado con éter eti-
lico varias veces. .

B. retama posee hojas solo en las ramas muy jovenes y es muy
dificil hallarlas durante el periodo de floracién (Descole et al., 1940)
por lo tanto los extractos se realizaron moliendo tallos verdes delga-
dos. En dos individuos se pudieron estudiar los compuestos fendlicos
en hojas.

: La cromatografia bidimensional en papel utilizando distintos sis-
temas de solventes no ofrecié buena resolucién (Poggio, 1977 b). Por
tal motivo se realizé cromatografia bidimensional en capa delgada
utilizando poliamida como adsorbente. Se probaron once sistemas
distintos de solventes (Poggio, 1977 b) y el que mejor resolucion
dio fue: en la 12 direccién 13 agua destilada: 3 metanol: 3 metiletil-
cetona: 1 acetilacetona; 22 direccién: 9 cloroformo: 4 metanol: 2 me-
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tiletilcetona. El problema que se presentd utilizando este sistema de
solventes fue el desprendimiento de la poliamida que se producia
al colocar la placa en el segundo solvente. Probablemente esto se
deberia a que las moléculas de poliamida se hidratan en el primer
solvente (muy rico en agua) y sufren una brusca contraccién en el
segundo 'solvente que contiene una alta proporciéon de cloroformo.
Se logré una mejor adherencia entre el soporte y la poliamida te-
niendo en cuenta los siguientes factores: a) limpieza del soporte de
vidrio: se hierven durante 4-5 horas en agua jabonosa, se cepillan, se
enjuagan con agua destilada y se secan en estufa a 100° C aproxima-
damente; b) preparaciéon de la poliamida, la proporcién que mejor
resultado dio fue'5 g de poliamida en 45 ml de cloroformo y meta-
nol en una proporcién 1:4; c) espesor de la placa de poliamida:
sobre la placa de vidrio de 20 X 20 cm se distribuyé la poliamida (en
forma mecanica o manual) con un espesor entre 1,5-2 M

El hallazgo de una técnica que permita la utilizacién de cloro-
formo como segundo solvente en cromatografia bidimensional en
capa delgada utilizando poliamida industrial como adsorbente, sin
que se produzca desprendimiento de la misma, es importante ya que
este problema se ha presentado reiteradamente en otros laboratorios
(Dr. D. Seigler, Universidad de Illinois, U.S.A., comunicacién verbal).

La observacion de los compuestos fendlicos-se realizé bajo luz
U.V. (3600 &) con y sin exposicién a vapores de amoniaco. La docu-
mentaciéon de los resultados fue realizada mediante dibujos, copias
fotostaticas utilizando papel heliografico y fotografia en blanco y
negro.

Para el estudio numérico, las siete especies constituyen los OTU’s
(Unidades Taxonoémicas Operacionales). La matriz basica de datos
MBD (Tabla II), se confeccioné con los 7 OTU’s y 33 caracterés
(compuestos fendlicos). Para estimar la similitud entre cada par
de OTU’s se utilizaron los coeficientes de correlacién del momento
producto de Pearson y el de distancia (“Taxonomic distance”); para
efectuar el agrupamiento (“clustering”) de los datos se usé el mé-
todo de los pares no pesados utilizando medias aritméticas (UPGMA).
Para cada uno de los métodos de agrupamiento se calculd el coefi-
ciente de correlacién cofenético (r) (Sneath and Sokal, 1973). Los
datos fueron procesados en una IBM 360/50 utilizando los progra-
mas NT-SYS “System of Multivariate Computer Programs” disefia-
dos por Rohlf, Kishpaugh y Kirk (1971), en el Centro de Estudios
Superiores para Procesamiento de Informacién (C.E.S.P.I) de la
Universidad de La Plata.

RESULTADOS

Se encontraron en el género 33 compuestos que se diferencian
entre si por su posicién relativa, color en U.V. con y sin exposicién
a vapores de amoniaco (tabla I, IT y fig. 1). En la tabla I se indican
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TaBLA I. Reacciones de color en los compuestos fendlicos del género

Bulnesia
Compuesto Color en U.V. Color en U.V. con amoniaco
1 Pardo Pardo anaranjado
2 Pardo Pardo
3 Pardo Amarillo brillante
4 Pardo Pardo anaranjado claro
5 Pardo Pardo anaranjado
6 Pardo Pardo
i Pardo Pardo anaranjado mas oscuro que 1
8 Pardo Amarillo
9 Pardo Pardo
10 Pardo Amarillo brillante
11 Pardo ° Amarillo muy brillante
12 Pardo Pardo anaranjado claro
13 Pardo Pardo anaranjado claro
14 Pardo Pardo anaranjado oscuro
15 Pardo Pardo anaranjado claro
16 Pardo Amarillo oro
17 Pardo Pardo anaranjado
18 Pardo Pardo anaranjado
19 Pardo Pardo
20 Pardo Pardo anaranjado
21 Pardo Pardo anaranjado
22 Pardo ‘Amarillo
23 ~ Pardo Amarillo
24 Pardo Amarillo
25 Pardo Pardo
26 Pardo Pardo anaranjado :
27 Pardo Pardo anaranjado
28 * Pardo Pardo
29 Pardo Pardo
30 Pardo Pardo
31 Pardo Pardo anaranjado claro
32 Pardo Pardo anaranjado
33 Pardo Pardo anaranjado

los colores de los compuestos observados bajo luz U.V. y el viraje
que experimentan al ser expuestos a vapores de amoniaco. En la
tabla II se senalan los conipuestos presentes en cada una de las es-
pecies senaldndose con 2 la presencia, con 1 la presencia o ausencia
y con 0 la ausencia. La figura 1 representa en forma esquematica
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los cromatogramas de las siete especies estudiadas; se representan
rayados los compuestos que son propios de cada especie y con linea
punteada los que se presentan en menos del 80 % de los individuos
estudiados.

En B. arborea se estudiaron individuos procedentes de Colom-
bia y de Venezuela. Los individuos de ambas procedencias poseen
los compuestos 1, 2, 3 y 5 en diecisiete de los dieciocho individuos
estudiados; el compuesto 4 aparece en el 80 % de los once indivi-
duos de Venezuela y en el 100 % de los siete de Colombia. Los com-
puestos 23, 6 y 33 se presentan en menos del 80 % de los individuos
estudiados. Un individuo de Venezuela (9033) que no posee los com-
puestos 4 y 5, pero posee el 6, presentaria un cromatograma similar
al tipico de B. carrapo. ,

B. carrapo presenta, en los nueve individuos estudiados, cuatro
compuestos: 1, 2, 3 y 6 en alta concentracién el primero y mediana
concentracion los restantes.

B. bonariensis posee cuatro compuestos en los diez individuos
estudiados: 1, 2, 6 y 7; ademas, cuatro individuos presentan el com-
puesto 19, tres el compuesto 22 y uno los compuestos 19 y 22 simul-
taneamente.

En B. foliosa se estudiaron quince individuos, todos presentan
los compuestos 1, 2 y 3, estando 1 en muy alta concentracién y 2 y
3 en mediana concentracidon respecto a 1; siete individuos presentan
el compuesto 19 exclusivamente; uno presenta 19, 20 21 y dos tienen
20y 21.

En B. schickendantzii se estudiaron cuatro individuos, tres de
ellos poseen los compuestos 1, 2, 3, 7, 8 y 9, faltando este ultimo en
el individuo restante. De los tres primeros uno de los individuos
posee, ademas, los compuestos 24 y 25 y dos poseen el compuesto 24
solamente.

En B. sarmientoi los nueve individuos estudiados presentan los
compuestos 3, 14, 15, 16, 17 y 18. El compuesto 17 se presenta en
muy baja concentracion, observandose trazas en la mayoria de los
individuos estudiados. Los compuestos 29, 30, 31 y 32 se presentan
en menos del 55 % de los individuos estudiados. . '

En los quince individuos estudiados de B. retama se observaron
los compuestos 10, 11 y 12; el 13 .estuvo presente en 14 de ellos; de
estos dltimos, cinco individuos poseerian el compuesto 26 y uno los
compuestos 26 y 27. Dos individuos jévenes en que se estudiaron com-
puestos fendlicos en hojas, poseerian los compuestos 10, 11 y 12; el
13 estaria ausente; uno de los individuos presenta el compuesto 26
y ambos presentarian un nuevo compuesto que se denominé 28.

Existe bastante coincidencia en el ordenamiento de los siete
OTU’s en el desarrollo del método UPGMA con los coeficientes de
correlacion y distancia utilizados (fig. 2 A, B).



L. Poceio, Cromatografia de compuestos fendlicos 111
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cia: A = Coef. de correlacion de Pearson, método UPGMA; B = Coef.
“Distancia Taxondmica”’, método UPGMA; r — coeficiente de correlacion
cofenética.

Los métodos desarrollados indicarian la existencia de tres gru-
pos fenéticos: 1) B. arborea, B. carrapo, B. foliosa, B. bonariensis y
B. schickendantzii, 2) B. sarmientoi y 3) B. retama.

Las cinco especies del primer grupo poseen cromatogramas que
las caracterizan. Las variaciones en la afinidad de los OTU’s segun
el coeficiente utilizado se podrian deber al hecho de poseer bajo
namero total de compuestos y pocos marcadores. Por este motivo,
no sera conveniente hacer inferencias acerca de las relaciones entre
las especies del primer grupo fenético a partir de las hipdtesis gene-
radas por los fenogramas. :

DISCUSION

El estudio de los compuestos fendlicos secundarios ha permitido
en el género Bulnesia diferenciar cada una de las especies a través de
sus perfiles cromatograficos. Hay*varios compuestos comunes a mas
de un taxon, lo que indicaria la existencia de sistemas metabdlicos
similares. En cuatro especies se observaron compuestos ‘‘marcado-
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res” o “diagndsticos”; en las especies restantes, donde no se observé
compuestos marcadores, una determinada combinaciéon de compues-
tos fue lo que caracterizé sus cromatogramas.

El andlisis directo de los perfiles cromatograficos y de los feno-
gramas obtenidos por métodos numéricos indicaria que las especies
del Norte de Sudamérica, B. arborea y B. carrapo son bastante afines
entre si pues los cuatro compuestos que posee B. carrapo estan to-
dos presentes en B. arborea; las especies del sur de Sudamérica, B.
bonariensis, B. foliosa y B. schickendantzii estarian, a su vez, bastan-
te relacionadas entre si y con las especies del Norte pues poseen de
dos a tres compuestos en comun; B. retama y B. sarmientoi, en cam-
bio, estarian bastante aisladas del resto de las especies y entre si
(fig. 1, 2; tabla II). La anatomia del lefio secundario indica que B.
sarmientoi y B. retama poseen caracteristicas anatémicas que apoya-
rian la posicién aislada de ambas especies, mientras que en dichos
estudios no se logran diferenciar anatémicamente las especies del
grupo formado por B. bonariensis, B. foliosa 'y B. schickendantzii
(Cozzo, 1948). B. foliosa y B. schickendantzii fueron las especies que
presentaron electroforegramas proteicos més similares y con menor
numero de bandas (Comas y Hunziker, 1977). Todas las especies
mencionadas son diploides, 2n = 26 (x = 13) excepto B. bonariensis
que seria tetraploide (Poggio, 1977 a).

B. sarmientoi posee sélo el compuesto 3 en comun con B. arbo-
rea, B. carrapo, B. foliosa y B. schickendantzii. Esta es una espe-
cie arbérea, morfolégicamente especializada, con una extrema reduc-
ciéon en el numero de carpelos, foliolos, tamafio de hojas y flores
(Hunziker, 1978). Poseeria, ademas, los cromosomas mas pequefios
y el menor contenido de DNA del género (Poggio, 1977 a, c). Diver-
sas técnicas de taxonomia numérica en base a datos morfolégicos
han mostrado que seria la especie mas remota y aislada (Crisci et
al., 1979).

B. retama, que no posee ninguin compuesto en comun con las
especies estudiadas, seria la especie mas xerdfila del género (Sol-
brig, 1972) y, probablemente, la xerdéfita arbustiva més extrema en
la Argentina como resultado de varias adaptacionés histofisioldgicas
{Hunziker, 1978). Ademas, esta especie posee cromosomas de mayor
tamano y cariotipo méas asimétrico que el resto de las especies estu-
diadas como asi también un mayor contenido de DNA nuclear
(Poggio, 1977 a, ¢).

Porter (1974) ha sugerido que las especies de Bulnesia del sur
de Sudameérica se habrian originado de progenitores tropicales, los
que estarian representados actualmente por B. arborea y B. carrapo.
La especie argentina B. bonariensis seria la que mayor similitud
presenta con éstas en cuanto+al tamafio de sus flores y frutos (Pa-
lacios y Hunziker, en preparacién). Estudios de taxonomia numé-
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rica en base a caracteres morfoldgicos realizados por Crisci et al.
(1979), apoyan también la observacién anterior. B. bonariensis, B.
arborea y B. carrapo poseerian en comun el compuesto fenélico ‘“mar-
cador” N¢ 6 (tabla II, fig. 1). No existen diferencias significativas
entre las poblaciones de B. arborea procedentes de Colombia y Vene-
zuela en’'cuanto a sus cromatogramas. Ademdas, no se han encon-
trado diferencias entre las poblaciones venezolanas y colombianas
de B. arborea en cuanto a sus electroforegramas proteicos (Comas
y Hunziker, 1977).

Se realizaron estudios preliminares de compuestos fendlicos en
hojas de las especies Porlieria microphylla, P. chilensis y Plectro-
carpa tetracantha que pertenecen a la misma subfamilia y que poseen
el mismo numero basico que Bulnesia (x = 13; Poggio, 1977 a). Se ha
visto que poseen los compuestos 1, 2 y 3 en todos los individuos
estudiados, como asi también otros compuestos que son propios
de cada una de las especies (Poggio, 1977b).

En el género Larrea, que estaria muy relacionado con los men-
cionados se ha realizado un extensivo estudio de glicésidos y aglico-
nas de flavonoides por Mabry et al. (1977). Con las técnicas utili-
zadas en el presente trabajo, se ha visto que poseeria los compuestos
1, 2 y 3 mencionados (Poggio, 1977b). Dichos compuestos podrian
ser, por lo tanto, indicadores importantes en el estudio de relacio-
nes genéricas. :
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