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PERFIL BIOQUIMICO Y DISCRIMINACION DE LOS TAXONES
DEL GENERO SILYBUM

por
L. M. CARRERAS MATAS

In homenaje a mi maestro el Profesor
S. Rivas Goday en su 70 aniversario.

El género Silybum comprende Gnicamente dos especies: §. marianum
(L.) Gaert. y S. eburneum Coss. Su ecologia es muy semejante. Tam-
bién lo son sus areas de dispersion, que se solapan en gran medida.
Ambas especies son mediterrineas, si bien la dltima se rezaga un tanto
en la penetracién septentrional de la primera. En los ultimos afios
S. marianum (L.) Gaert. ha cobrado una particular importancia en la
industria farmacéutica, debido a su revaluacion terapéutica. El aisla-
miento de los flavolignanos contenidos en los aquenios (cipselas) y el
amplio protocolo de experimentacion farmacologica y clinica existente
sobre los primeros ha determinado una ruptura epistemolégica en el
conocimiento y aplicaciones de la planta. Esta nueva situacién ha plan-
teado nuevos problemas tedricos y practicos. Es un hecho que distintas
muestras de frutos de cardo mariano arrojan una gran tasa de variab'™
lidad en los flavolignanos y flavonoides que contienen (silybina, sily-
dianina, dehidrosilybina, silycristina, silybinomero, aromadendrina,
taxifolina, etc.). Esta variabilidad en la composicién de los aquenios
que, segtn su procedencia, muestran una cifra elevada o escasa de
flavolignanos, reflejada, v. g., en frutos cuyo componente mayoritario
es la silybina, frente a otros en los que predomina la silydianina (llegando
incluso a faltar la primera), ha dado origen a dos hipétesis. Segilin la
primera, se trataria de un pseudoproblema. I.os colectores mezclarian
o confundirian el cardo mariano con el S. eburncum Coss. Tal es la
ovinién de T.ANGHAMMER (1969), v la mantenida también por HarBacwu
y WINKLER (1971), autores de un método quimico de identificacion del
S. eburneum Coss. v S. marianum, basado en la determinacion del
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cociente silybina/silydianina; cociente que se encontraria invertido en
una especie respecto a otra. La segunda hipotesis prefiere explicar las
anomalias halladas por la existencia de verdaderas razas qu'micas en
las yue el contenido de flavolignanos esti predeterminado genétira-
mente. Esta parece ser la opinién de WaGNER, DieseL y Serrz (1974).
Es evidente que ambas hipdtesis no se excluyen. También debe recono-
cerse que tal existencia de razas ha sido mas sospechada que verdade-
ramente demostrada v que es necesaria una mayor investigacion en
este dominio. LaxcuaaMMER (1969) ha intentado, sin conseguirlo, diferen-
clar por sus caracteres microscépicos, los frutos del cardo mariano de
los del §. eburncum. Pero aqui, a nivel de especie, la anatomia se
muestra tan inoperante como la morfologia, Por otra parte, el criterio
de Hatsacu y WINKLER (1971), no ha logrado superar en nuestro labo-
ratorio la prueba de la experimentacion. Al estudiar diversas pobla-
ciones de S. marianum, proximas a Madrid, hemos encontrado algunas
(San Fernando de Henares) que, contrariamente a lo previsto en el
criterio citado, contenian tres veces mis silydianina que silybina. De
ser exacta la opmiéon de HarBacm y WWNKER debia de tratarse de
S. eburnewm, Evidentemente éste no era el caso.

Normalmente el interés practico de un compuesto es independiente
de su valor como caricter quimiotaxondmico. Por el contrario, no es
infrecuente que la quimiotaxonomia, al brindar datos y métodos que
permitan la identificacion de un material botdnico incompleto, sea sus-
ceptible de aplicaciones practicas. En cualquier caso, tal repertorio de
datos relacionados es valioso por si mismo en cuanto representa un
aspecto méis de la diversidad de los taxa, que debe ser tenido en cuenta
por la botanica sistematica. Por este motivo hemos cre/do oportuno
contribuir al conocimiento del género Silybum a través de lo que puede
denominarse la prospeccién de perfiles bioquimicos. Por perfil bioqui-
mico vienen entendiéndose conceptos distintos. Aqui lo utilizamos como
equivalente a la descripcion de un grupo de sustancias que debe su
cohesién al parentesco biogenético, Puede hablarse de parentesco
porque los componentes de las plantas no han alcanzado su complejidad
en un solo acto, sino a lo largo de una cadena, mis o menos ramificada,
de eslabones enzimaticos, en la que un metabolito es, a la vez, resul-
tado de una transformacién y sustrato o principio de otra. Por tal
motivo, es excepcional en la prictica, detectar «en solitarion a un repre-
sentante de una familia de compuestos. .o normal es que del mismo
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modo que los organismos actuales se hallan representados por un
registro fésil de antecesores, de manera analoga puedan detectarse
enterrados en el vegetal, todo un conjunto de metabolitos emparentados
con uno que se toma como referencia. Este conjunto de compuestos,
que por definicién constituye el perfil bioquimico, no se halla ordenado
cronologica ni cuantitativamente, pero constituye un supuesto para
que tal ordenacion pueda aproximarse en ulteriores investigaciones.
Pese a sus limitaciones el perfil bioquimico o quimiotaxonémico resulta
un aceptable instrumento para colaborar en la discriminacién de los
taxa. Ya que viene a ser una proyeccién sobre el eje de los tiempos
del trabajo de un numeroso conjunto de genes, y constituye asi una
suerte de reflejo estadistico de un determinado sector del genotipo.
En este sentido exponemos a continuacién, en la parte experimental,
las técnicas y resultados obtenidos en la determinacién de tres perfiles
quimiotaxonoémicos en diversas poblaciones de §. marignum (L.) Gaert.
y S. eburneum Coss. Los perfiles elegidos corresponden: 1.°) Flavolig-
nanos o silybinoides de las cubiertas del fruto. 2.°) Acidos grasos del
embrion. 3.°) Esteroles del embrién. Como se vera en la discusion de
los resultados obtenidos, tan sélo los dos ltimos permiten establecer
diferencias significativas dentro del niimero de poblaciones estudiadas.

PARTE EXPERIMENTAL

Material ¥ métodos

Material

Cipselas de S. marianum (L.) Gaert., recogidas durante los meses
de junio y julio de 1973 y 1974, en las proximidades de San Fernando,
Aranjuez, Caspe y Granada.

Las de §. eburnewm Coss. lo fueron a finales de abril y primeros
de mayo de los mismos afios en los Monegros (Alfajarin, Villafranca
de Ebro, Candasnos), en Valmuel de Alcafiiz, y cerca de Almansa.
100 aquenios de cada una de las poblaciones de Silybum se pesaron
por separado y se estudia la variabilidad de cada poblacién a través
del correspondiente histograma. Todas se ajustaban bien a la curva de
distribucién normal (véase figura 1, correspondientes al §. marianum
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Iig. 1.—Histograma de la distribucion de
los pesos (en miligramos) de 100 cipselas
de S. marianum (San Fernando de Hena-
res). La forma de las restantes poblacio-
nes es aniloga. Igual sucede, salvo los va-
lcres de las abscisas, con las de S, ebur-
rewm. (La figura 2 presenta una excepcién
dentro de las poblaciones estudiadas de la
altima especie.)

(L.) Gaert., proximo a San Fernando), a excepcion de una poblacién
de S. eburneum Coss., que dio lugar a un histograma de tipo bimodal
(véase figura 2). Los estad'grafos correspondientes son:

S. marianum (L.) Gaert.

Localidad San Fernando ... ... ... ... ... ..
» Aranjuez ... ... ... oo e el e
» Granada ... ... ... ... .. ...l

» Caspe ... oo il e e e
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2431 mg; s=412; E =0412
2640 mg; s=380; E =035
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S. eburneum Coss.

Localidad Alfajarin ... ... ... ... ... . L

»

»

Valmuel ... ... ... ... . . o
Villafranca de Ebro ... ... ... ...
Candasnos ... ... oot e eer ais aee

Almansa ... oo cov eer eer aer e ees
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= 13,93 mg; s =3,34;
=157 mg; s =399;
=12,4 mg; s =544;
=1507T mg; s=2537;
=149 mg; s=182;

S. eburneum Coss.
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PESO DE t.AS CIPSELAS EN mg.

Fig. 2.—Histograma de los pesos de las
cipselas en una poblacion de S. eburneum
(eprope» Villafranca de Ebro). Las restan-
tes poblaciones estudiadas no presentan
distribucién bimodal.
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El polvo de los frutos se extrae con hexano en Sohxlet, durante
cuarenta y ocho horas. Una vez secos a temperatura ordinaria se
vuelve a extraer —en el mismo extractor con metanol, durante cuarenta
y ocho horas—. Los extractos hexdnicos se privan del disolvente por
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destilacion en evaporador rotatorio al vacio para obtener el correspon-
diente aceite:

Porcentaje en grasa respecto al fruto

S. marianum (L.) Gaert. S. eburneum Coss.

Loc. San Fernando.. ... ... ... 23,23 9 Loc. Alfajarin.. ... e 20,71 9
» Aranjuez ... ... ... ... ... 26733 9% »  Valmuel ... ... ... ... ... 18,89 9
» Caspe. ... ... .. .. ... 2410 9% » Candasnos ... ... ... ... 21,50 <
» Granada ... ... ... ... ... 22729 »  Almansa... ... ... .. ... 21,83 9

=242 & = 20,08
s =17 s = 1.2

(t =313 para 6 g. 1)

Igual procedimiento se emplea para obtener el residuo seco de ex-
tractos metanodlicos del polvo va desengrasado.

Porcentaje extracto de metanol

S. marianum S. eburneum
Loc. San Fernando. ... ... ... 592 9% Loc. Alfajarin... ... ... ... ... 11,07 %
» Aranjuez ... ... ... ... ... 8,94 9 »  Valmuel ... ... ... ... ... 10,10 ¢
» Caspe.. .. ..o 11,200 9% » Candasnos. ... ... ... ... 8,88 ¢
» Granada ... ... ... ... ... 952 9% » Almansa ... ... ... ... ... 983 9%
F =890 9% T =979%
s =2209 s =09%

Es extracto metandlico se toma con un volumen de metanol ocho
veces el del fruto, se filtra de la porcidn insoluble y se completa con
metanol hasta un volumen diez veces superior al de droga. Una porcion
se filtra a través de filtro «Millipore Solvinert», se toman 10 m] y se
diluyen hasta 50 ml en matraz aforado. A partir de este extracto se
realizan las cromatografias sobre placa delgada de gel de silice F254
Merck. Se utiliza el sistema eluyente de Wagner et alia (1) cuyo método
seguimos en sus lineas generales: cloroformo, acetona, 4cido férmico
9:2:1; v/v).

Los cromatogramas se desarrollan dos veces tras un intervalo de
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desecacion. Como testigos utilizamos una muestra de silybina pura (%),
taxifolina y quercetina («Roth.»).

El revelado de los cromatogramas se lleva a cabo sobre las placas
desecadas a 100° C, pulverizandolos con solucion al 1 por 100 en etanol
de ester-8-aminoetilico del acido difenilbdrico (Fluka), hasta que la
fluorescencia del indicador del gel de silice queda extinguida al iluminar
con luz ultravioleta de onda corta (250 nm). Se intensifica después la
fluorescencia verdosa de los flavolignanos por pulverizacién con poli-
glicol 1000 (Merck), disuelto al 5 por 100 en etanol. La evaluacién de
las placas guardadas en la oscuridad durante el d'a se realiza directa-
mente mediante un fluorémetro (Turner, modelo 111, provisto del dis-
positivo de barrido «Camagn), acoplado a un registro grafico (W + W
electronic Inc, serie 1100).

El grifico obtenido se reproduce en papel fotografico. Toda vez
que el pico correspondiente a la isosilybina no se halla bien resuelto
(apareciendo las mas de las veces como un hombro del de la silybina),
el area de ambos picos se evaliia conjuntamente, Se recorta este pico,
ast como el de la silydianina y el de la silycristina. El peso de los tres
recortes de papel fotografico se toma como el 100 por 100 de flavolig-
nanos. Las proporciones en que intervienen en el porcentaje total de
los distintos componentes son:

S, marianum (L)) Gaert.

(Silybina +

Tsosilybina) Silydianina Silycristina
S, marianum
Localidad San Fernando... ... ... ... ... 228 9 63.5 9 13,7 %
» Aranjuez ... ... ... .. ... 9.5 % 10,1 % 291 %
S. eburneum
Localidad Alfajarin ... ... ... ... ... ... 292 o 62.9 9% 79 %
» Candasnos... ... ... ... ... ... 35.4 % 24,7 9% 399 9%

(*) Queremos expresar aqui nuestro agradecimiento al profesor Wagner, de Mu-
nich, por el envio de la muestra de silybina.
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Obtencion y andlisis de los éstercs metandiicos de los dcidos grasos

Una muestra de tres gramos del aceite obtenido por evaporacion del
extracto hexanico se calienta a reflujo en atmoésfera de nitrégeno con
40 m] de solucion 0,5 N de hidréxido potasico en metano] durante cinco
horas. Se afiaden 40 ml de agua y se extrae el insaponificable con
éter de petréleo (10 ml x 3). El extracto hidro-metandlico alcalino se
Heva a pH = 1 con CIH concentrado, y se extrae con éter de petrdleo
(40°-60°) (20 ml x 4), v luego con éter sin perdxidos (20 ml x 2), se
deseca sobre sulfato sodico anhidro y se decolora con carbén activo.
Se filtra a través de Millipore, y el filtrado se evapora en corriente
de N,, en evaporador rotatorio. (S. marianum = 76,9 por 100 de acidos

Colestero!

~1= &

HO
f3- Sitesterot

S eburneum.

Fig. 3.—Cromatograma gas/liquido de Iz

fraccion de esteroles. (Columna de vidrio

con SE30 al 1 9 sobre Chromcsorb

silanizado, Ver condiciones en parte expe-

rimental.) En esta muestra aparecen tra-

zas del pico eMb», caracteristico de S. ma-
rianum (L..) Gaert.
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grasos respecto a grasa; S. eburncum = 37,7 por 100 de acidos grasos
respecto a grasa).

Una muestra de cerca de 530 mg de acidos grasos se disuelve en la
misma cantidad de éter anhidro y se enfria a 0° C. Se afiade gota a gota
solucion etérea fria de diazometano. (Obtenida a partir de 2 gr de
nisotrosometil-urea en éter, a la que se afiade en frio 3 ml de KOH
al 10 por 100 (p/v), hasta permanente color amarillo). El exceso de
diazometano se elimina por corriente de N,. La solucién se evapora al
vacio a temperatura ambiente. Se disuelve en la misma cantidad de
acetato de etilo anhidro (cerca de 2 ml). Esta solucion de ésteres meti-
licos se analiza por gas cromatografia. Se utiliza un cromatégrafo
Perkin-Elmer, mod. 900. Columna de vidrio de 2 m con dietilenglicol
succinato al 5 por 100 en Chromosorb W de 80-100 mallas, con un
flujo de 35 ml de N,. Se usa detector de ionizacién por llama. Tempe-
ratura de la columna 180¢ C. (Isotermo). Las areas y tiempos de re‘en-
cién de los picos se obtienen a través de un integrador electrénico
«Kienzlen en I'nea con el cromatografo. Los resultados obtenidos son
los siguientes:

S. marianum (L.) Gaert. S. eburneum Coss.

Ester metilico ... ... ... ... ... ... % Ester metilico ... ... ... ... ... ... %

A, miristico ... ... ... oo i . 1,85 A. miristico ... ... ... .. ... 02
A. palmitico... ... ... ... .. ... 1166 A. palmitico... ... ... ... ... ... ... 136
A estedrico... ... .. vov v v . 4,84 A. estedrico... ... ... ... .. . ... 33
A oleico... ... ..o 2894 A, oleico ... .. el il it s e 266
A linoleico ... ... ... .. .. o0 5033 Al linoleico ... ... . i i s B35
A. araquidico ... ... ... . .o o 25 A. araquidico + linoleico.. ... ... 23
A.ericico ... ... ... oo o 025 A. behénico ... ... ... ... .o .. 0T

Andlisis de los esieroles del insaponificable

El extracto de éter de petrdleo que contiene el insaponificable se
evapora a sequedad en corriente de N, El residuo insaponificable
(5. marianum = 59,6 mg; S. eburneum = 239,7 mg), se disuelve a 200
veces su peso en alcohol de 90°. A esta disolucién se afiade, en ca'iente,
un peso de digitonina al 10 por 100 en alcohol de 90°; correspondiente
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a tres veces el peso del insaponificable (19 ml y 76 ml, respectivamente).
El liquido con el precipitado se deja en refrigerador durante la noche.
Los digiténidos se recogen sobre filtro de vidrio poroso G-3. (S. maria-
nim = 240 mg; S. eburnewm = 50 mg de digitonido). Se disuelven
los digitdnidos en piridina, a la que se aflade 10 veces su volumen en
éter, Se enfria la mezcla y se separa la digitonina por centrifugacion.
La mezcla piridino-etérea con los esteroles se evapora a sequedad en
corriente de N,. El residuo se disuelve en cloroformo (2 ml), muestras
de esta solucidn se aplican sobre placa de gel de silice Merck y se des-
arrollan con cloroformo. Como testigos se utilizan el colesterol y
8-sitosterol (Sigma). La altura de la banda de los esteroles (el cloro-
formo desarrolla a los distintos esteroles en una unica banda), se loca-
liza en los testigos pulverizando el sector de los mismos con solucién
de CLSb. Se raspa el gel de silice correspondiente a la zona no revelada
del problema, y se extrae este polvillo con cloroformo en microsohxlet.
A partir de este extracto cloroférmico de los esteroles se evaliia por
cromatografia en fase gas su composicion cuali y cuantitativa, con el
mismo instrumento ya citado en el apartado anterior.

Se utilizan: 1°) Columna de vidrio de 2 m, con relleno de silicona
SE-30 al 1 por 100 sobre Chromosorb W silanizado de 80-100 de malla.
Temperatura 240° C .(Isotermo). 2.°) Columna de 2 m de vidrio con
2 por 100 de neopentilglicol-succinato sobre Chromosorb W silanizado
de 80-100 de malla. Temperatura 210° C. Como sustancias de referencia
se han utilizado: colestanol, colesterol y 8-sitosterol (Sigma). La dis-
tribucién porcentual media de los esteroles ha sido la siguiente (Véace
figuras 3 y 4).

S. marianum (L.) Gaert. S. eburneum Coss.
Colesterol ... ... ... ... oo oo .. 16,3 % Colesterol ... ... ... ... ... .. ... 867 2
B-sitosterol ... ... e e e e 822 07 B-sitosterol ... ... ... ... .. .. 133 %
A7 Estigmaten-38 ol ... ... .o 159

I.a identificacién del A" Estigmaten-33 ol, del que se carece de
testigo, estd basada en el valor de retencion frente al colestanol. La
asignacién no esti, pues, libre de toda duda.
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DiscusiON DE LOS RESULTADOS

El problema de distinguir entre los frutos de §. wmarianum (L.)
Gaert. y S. eburnewm Coss. se presenta a dos niveles distintos. Cuando
disponemos de una cierta cantidad de aquenios, v. g., un nimero igual
o superior a 15, y cuando disponemos tan sélo de una cantidad menor,
que en el caso limite puede reducirse a un unico aquenio. Aunque, en
general, la pigmentacion de las cubiertas del fruto del cardo mariano

=

L@ TR M
4
O
HO

Coteatern)
A'—Elngm'mnll
{

]

J $ marianum

Fig. 4—Cromatog .mm1 liquido/gas de la

fraccién de esteroles de . marianum (L.)

Gaert. El pico «M», de estructura quimica

desconocida, es caracteristico de la especie

al igual que el pico namero 3 (Silicona

SE-30 al 1 9 T 240° C-N._. Ionizacién de
llama). )

€s mas oscura que en S. eburnewn; este caracter no permite una diag-
nosis definitiva. Pero basta pesar 15 o mis aquenios para poder dic-
taminar si uno de éstos pertenece a una u otra especie, Si la media de
los pesos es superior a 20 mg se tratard de S. marianum ; si es inferior,
del §. eburnewm. Para tal operacién no se requiere una balanza anal'tica ;
basta un granatario. Tal vez el procedimiento parezca poco ortodoxo,
pero si a efectos de clasificacién es frecuentemente imprescindible la
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medida de longitudes, no se nos alcanza por qué el uso del granatario,
que jamas falta en un laboratorio de listologia, tendria que ser més
heterodoxo que el del doble decimetro. El criterio es valido no sola-
mente para aquellas poblaciones que muestran una homogeneidad esta-
distica como la que se presenta en la figura 1 (este es el caso para
todas las poblaciones estudiadas, con excepcién de una); sino que dicho
criterio se aplica igualmente a poblaciones con una distribucién de
frecuencia mas complicada, como el de la figura 2, cuya consideraciéon
se presta ademds a otras reflexiones. El histograma de la figura 2 co-
rresponde a una poblacién de §. eburneum Coss., proxima a Villafranca
de Ebro (Monegros). Segiin manifiesta el tipo de distribucion bimodal
se trata de una poblacién estadisticamente heterogénea respecto al
tamafio de las semillas. (El valor del estadigrafo ¢ = 5,01, con ocho
grados de libertad, otorga a las dos medidas un nivel de significacién
superior al 99,5 por 100). La interpretacién de tal clase de distribucién
no es siempre facil. Desde luego una poblacién que se escinde en dos,
bajo la presion de una seleccion disruptiva suele ostentar una distri-
bucion de este tipo. No tenemos motivos para pensar en interacciones
tan radicales. Es mas verosimil enjuiciarla como una poblacion en la
que se da un hiato accidental en el periodo de floracion y en la que
los ultimos frutos apenas tienen tiempo para alcanzar el tamafio de los
primeros, porque lo avanzado de la estacion se lo impide. Esta es la
causa de que hallemos dos clases de frutos en esta poblacion. Frutos
grandes que han tenido tiempo suficiente para alcanzar su completo
desarrollo sin prisas, y 1a clase de frutos enanos, que por decirlo de
algtn modo, tuvieron que quemar etapas para llegar a la madurez antes
de que la cabezuela se secase. Pero sea cual fuere la causa subyacente
a la formacién de estas dos subpoblaciones de frutos, hay un hecho
que merece nuestra atencién. Resulta que los cromatogramas de los
extractos metanodlicos de los aquenios enanos (aparte de otras menores
diferencias), se distinguen de los correspondientes a los aquenios gran-
des por carecer de silybina. El hecho en si es anecdético, pero para
nosotros tiene importancia porque ejemplifica una vez mis lo que
entendemos debe ser una regla de quimiotaxonomia, y que podria enu-
merarse asi: «La modificacién de un caricter quimiotaxondmico de un
vegetal no implica la modificacién de un caricter morfologico, pero la
inversa no es cierta, y toda modificacion de un caracter morfolégico
entrafia siempre la modificacién de uno o mds caracteres quimicosy.
Pensamos que tal principio (se trata de una verdadera subordinacion
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de caracteres) debe admitirse siquiera como hipdtesis de trabajo. Sabe-
mos que la anterior regla contradice, en parte (en lo que toca a las
modificaciones ambientales), la explicita opiniéon de Cronguist (¥*)
sobre los caracteres quimicos y morfolégicos, asi como la que parece
desprenderse de ciertos trabajos de quimiotaxonomia. No obstante,
creemos que la concesion que hace CronguisT al ambiente no se halla
suficientemente justificada. Si, segin él, todo caracter morfologico
tiene un dltimo fundamento quimico y el caricter quimiotaxondmico
tan sélo se distingue por carecer de obvia expresion morfoldogica. ( Por
qué el ambiente ha de afectar mds a los caracteres quimicos con expre-
sién morfologica que a los que carecen de ella?

El problema de discriminar si un aquenio caislado» corresponde a
S. marianum o a S. eburnewm no puede resolverse, segin entendemos,
mediante el ensayo microquimico preconizado por LANGHAMMER (1969).
En todos nuestros ensayos la adicién de un par de gotas de sulfurico
concentrado (80 por 100), al residuo de evaporar el extracto del embrion
en éter de petroleo, ha originado siempre la misma coloracién. Un
tono rojizo naranja de intensidad variable. Ninguna de las numerosas
muestras de las cinco poblaciones de S. eburneum ensayadas se ha
significado por la aparicién inmediata (ni tardia), del color amarillo
limén que segiin dicho autor seria caracteristico de la citada especie.
Es mas, existen poblaciones de §. marianum que, contra todo presagio,
arrojan un tono naranja mas claro que los correspondientes tesiigos
de S. eburneum. Tampoco hemos podido comprobar el posterior cam-
bio al rosa y al violeta en dicha reaccién microquimica., LANGHAMMER,
que describe estas mudanzas de color, se apoya precisamente en ellas
para declarar a la silydianina responsable de tales coloraciones y para
adscribirle el embridén como centro de almacenaje. La explicacion es
dificilmente aceptable, va que la silydianina (sustancia E,) no es soluble
en éter de petroleo. Por lo demas, HaLBacH y WiNkLER (1971) han de-
mostrado que los flavolignanos se encuentran localizados en la cubierta
dei fruto, corroborando con ello la observacién de Janiak y HANSEL
(1960), que caracterizan a la silydianina como el compuesto responsable
del color rojo que, en la prueba histoquimica del sulffirico colorea a
las largas células esclerenquimatosas en empalizada que confieren su

(*) «Chemical characters may on the average be a little closer to the gene and 3
little less subject to emvironmental modification than morphological ones. but the di-
ference is only one of degree» (1974). (El subrayado es nuestro.)
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resistencia a la cubierta del fruto. Tal vez LaNGHAMMER haya estudiado
razas africanas de S. eburneum con peculiar comportamiento frente al
reactivo, Pero incluso admitiendo eso, es dificil convenir con él en lo
de la localizacion embrionaria de la silydianina. El autor no sefiala
haber filtrado el extracto etéreo del embrion. En ese supuesto es bien
facil pensar que invisibles part'culas de las cubiertas del fruto hayan

S. sburnsum,

Fig. 3.—Cromatograma de los esteres me-
tilicos de los 4acidos grasos del embrion
de S. eburneum Coss. (columna de vidrio
e dietilenglicol succinato al 5 %, en Chro-
mosorb de 80-100 m.). (El resto de las con-
diciones en la parte experimental, asi como
los resultados correspondientes a S. maria-
aum (L.) Gaert.) 1. A. miristico; 2. A.
palmitico; 3. A. estearico; 4. A. oleico;
5. A. linoleico; 6. A. araquidico; 7. A.
linolénico; 8. A. behénico.

pasado de contrabando, en estado de suspension en el liquido extractivo,
ocasionando con ello una reaccion positiva de silydianina. Compuesto
que, por otra parte, existe en las dos especies del género.

Del estudio cromatografico de los flavolignanos expuestos en la
parte experimental, comprobamos que no puede extraerse consecuencia



PERFIL BIOQUIMICO Y DISCRIMINACION DE LOS TAXONES DEL GENERO «SILYBUM» 377

quimiotaxonémica alguna a nivel especifico. En efecto, la variacion
intraespecifica del perfil de flavolignanos es tan considerable como la
interespecifica. Este perfil bioquimico tiene aqui un valor taxonoémico
tan s6lo a nivel de género. Puede servir, v. g., para caracterizar el
género Silybum dentro de la subfamilia de las cardueas. No sucede lo
mismo con otros parametros, como, por ejemplo, la proporciéon de
grasa de las cipselas. El cardo mariano es mis rico en grasa que el
S. eburnewm. Observamos que la diferencia entre los valores medios
de grasa de ambas especies es estadisticamente significativa, dentro del
conjunto de poblaciones estudiado. Asi como que también existe una
diferencia significativa entre los dos cardos si se atiende a la relacion:
insaponificable/grasa. El insaponificable en §. eburnewm es cuatro
veces mayor que el de S. marianum. De modo andlogo cabe una dife-
renciacién de ambas especies atendiendo al perfil de los esteroles.
Ambas contienen colesterol y sitosterol, pero las proporciones de uno
y otro se hallan invertidas en los dos Silybwm (véase fig. 6). Existe,

22 o ERUCICY o BEHEMCO
.S _marianum , S. eburneum
020 o ARAQUIDICO ™ ARAQUIDICO T
3
z
hi 8 ESTEARICO LINOLEICO A7 ESTEARKCO LINOLENO
ESTIGMASTEN- 1
OLEICO LINOLENICO
o 1 3/50L .5 % aeico
©
£ B 16,3% COLESTEROL ,
wie PALMITICO PALMITICO
=]
z
, 13, SITOSTEROL
14 MIRISTICO /5 82,2% O MIRISTICO
T L T ) 1 1 1 L
o + 2 3 o 1 H 3

NUMERO OE DOBLES ENLACES

Fig. 6.—Diagrama correspondiente a los perfiles bioquimicos de los acidos grasos y
de esteroles en 5. marianum (1.} Gaert. y S. eburneum Coss.

ademas, en S. marianwm un esterol minoritario con tiempos de reten-
cién relativos correspondientes al A" Estigmaten-33 ol, que se halla
ausente en S. ebuwrneum. El colesterol no hace mucho tiempo se con-
sideraba como un esterol tipicamente animal, situado en el vértice evo-
lutivo de los esteroles. Posteriormente se ha detectado colesterol en
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un apreciable nimero de plantas inferiores, asi como en un reducido
contingente de corméfitas. En éstas se ha evidenciado, dentro de la
familia de las compuestas, en el polen de los géneros Helianthus, Tara-
xacum, Antenaria e Hypochaeris. La presencia de colesterol en Silvb:m
no constituye hoy una novedad importante, como lo hubiese sido hace
diez afios, pero no carece tampoco de interés su presencia en los aque-
nios ni el abultado porcentaje con el que interviene en el total de los
esteroles del S. eburnewm. El hecho se presta a alguna consideracion
que exponemos, conscientes de su caracter especulativo, porque puede
orientar nuevas investigaciones. Es conocido el hecho de que los insec-
tos son, en general, incapaces de sintetizar el esqueleto de los esteroles,
a partir del acetato. Estos le son imprescindibles, tanto para transfor-
marlos en el colesterol integrante de sus membranas celulares como para
la biosintesis de algunas hormonas (ecdisonas) que controlan el proceso
de muda, que es esencial en su ciclo vital. Los esteroles de aporte
externo constituyen, pues, para ellos un alimento indispensable. Los
insectos fitéfagos son capaces de dealquilar en C27 los esteroles y con-
vertirlos asi en derivados del colestanol. Las dos especies de Silvbum,
pero muy en particular §. eburneum, proveen a sus eventuales parasitos
de un abundante material ya transformado. Ello podria implicar para
estas plantas tanto una ventaja como una desventaja. Una posible
ventaja si el colesterol se encuentra también en el polen (extremo cuya
investigacion queda pendiente), ya que tenderia a favorecer una mayor
afluencia de los polinizadores. Y una posible desventaja al encontrarse
en los aquenios, ya que el colesterol puede constituir peligrosamente
un atravente para los fitéfagos. En este sentido tiene cierta disculpa
ceder a la tentacion de pensar si existird una correspondencia causal
detris de la correlacién inversa existente entre la tasa de colesterol y
la abundancia relativa de poblaciones de S. eburneum y de S. marianum
dentro de la misma regidn. S. marienum, relativamente pobre en coles-
terol es planta abundantisima, mientras que las poblaciones de S. ebur-
newm, tan rico en colesterol, son notablemente mas escasas. Siendo
la ecologia de ambas especies muy semejante, no resulta facil explicar
estas diferencias en su demografia. Tal vez una respuesta pueda estar
en manos de los entomdlogos decididos a poner a prueba esta hipotesis
quimioecoldgica.

El perfil bioquimico de los acidos grasos del fruto permiten establecer
también diferencias entre S. marianum v S. eburnewm. Primero obser-
vamos que se da la serie entera de los Acidos pares saturados de Cl4
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a C22, y la insaturacion en la de los CI18 llega hasta el grado triénico
del acido linoleico. En . marianum la serie de los saturados llega tan
solo hasta el acido araquidico C20, siendo simplemente insaturado el
C22, 4cido ertcico, y alcanzindose solamente al grado diénico en la
serie de C18 (acido linoleico). Naturalmente, todas estas y las anteriores
correlaciones se refieren a poblaciones que representan una zona im-
portante de la distribucion de ambas especies en Espafia, pero que por
constituir tan sélo una pequefia fraccién del area total de dispersion
geografica de las mismas no pueden pretender representarla en su inte-
gridad. No es menester apelar a contingencias de muestreo para corro-
borar las conclusiones referentes a la devaluacion de los siiybinoides
como posibles marcadores quimiotaxonomicos a nivel de especie.
Importa aqui enjuiciar la relevancia quimiotaxonémica de los tres per-
files estudiados. Su eficacia discriminadora, a nivel de especie, dentro
del género Silybum, oscila desde un valor minimo (;nulo?) correspon-
diente al perfil de flavolignanos, hasta el valor maximo correspondiente
al perfil de los esteroles. Respecto a este ultimo es menester una acla-
racion complementaria. En el cromatograma de los esteroles de §. ma-
rianum aparece regularmente detras del disolvente y antes del colesterol,
un pico de gran intensidad (fig. 6). Tal pico es, por su magnitud, tipico
v exclusivo de S. marianum. S. eburneum carece de é] o sélo lo contiene
en trazas., Mas como no hemos intentado todavia dilucidar la estructura
quimica del mismo (le llamamos sustancia M), parece inoportuno incluirlo
en el perfil de los esteroles, aunque los acomipafie en el cromatograma.
No obstante (sea o no sea un esterol) «M» es un buen marcador de
S. marianum. Concedemos un valor quimiotaxonémico intermedio al
perfil de los acidos grasos. Su menor cotizaciéon en este orden no se
debe a nuestros resultados experimentales, sino a consideraciones ex-
trinsecas a los mismos. Es un hecho frecuente que, salvo para ciertos
tipos especiales, los dcidos grasos de cadena lineal suelen estar some-
tidos a un notable grado de variacidn ambiental. Tanto en lo que se
refiere a las proporciones de las cadenas de distinta longitud como,
aunque en mucho menor escala, respecto al grado de insaturacién. Por
eso creemos prudente atribuir a la invariancia de los resultados obte-
nidos en este perfil un menor grado de fiabilidad que el correspondiente
a los esteroles.
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RESUMEN

Se determinan en diversas poblaciones de S. marianwm (L.) Gaert. y
S. eburneum Coss., los perfiles bioquimicos de flavolignanos de las cu-
‘biertas del fruto y los de los esteroles y acidos grasos del embrion. El
valor de discriminacién quimiotaxonomica a nivel especifico es muy re-
ducido para el caso de los flavolignanos, pero resulta excelente para el
perfil de los esteroles. Por otra parte, se pone de manifiesto como la
significativa diferencia de peso entre los aquenios de ambas especies,
permite discriminarlas mucho mejor que a través de la morfologia e
histologia de los mismos.

SUMMARY

1t is determined in various populations of §. marianum (L.) Gaert.
and S. eburnewm Coss., the biochemical profiles of flavolignanes of the
shells of the fruit and those of the sterols and fatty acids of the embryo.
The value of chemotaxonomic discrimination at a specific level is very
reduced for the case of the flavolignanes, but it result excellent for the
profile of the sterols. On the other hand, it is stated like the significant
weight difference between the achenes of both species, it permits to
discriminate them much better than trough the morphology and his-
tology of same.
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