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Resumen

Varias especies de las familias Asclepiadaceae y Apocynaceae son de especial interés debido a que son
utilizadas como plantas medicinales porque tienen diferentes principios activos. En este trabajo se discute la
posicion taxonomica de la familia Asclepiadaceae mediante un analisis multivariado de caracteres bioquimicos.
El objetivo de la investigacion fue establecer si la familia Asclepiadaceae es taxondémicamente una familia
independiente, o es una subfamilia de la familia Apocynaceae.

La muestra utilizada estaba conformada por proteasas de latex de: Araujia hortorum, A. angustifolia, Asclepias
curassavica, A. fruticosa, Funastrum claussum, Morrenia brachystephana, M. odorata, Philibertia gilliesii
(dsclepiadaceae) y Ervatamia coronaria, E. heyneana (Apocynaceae). Se realiz6 un agrupamiento jerarqui-
co de esas enzimas para determinar si las proteasas pertenecientes a la familia Asclepiadaceae conforman un
grupo separado respecto a las proteasas provenientes de la familia Apocynaceae.

Los resultados obtenidos indicaron que los caracteres bioquimicos empleados en este trabajo no permitieron
establecer si la familia Asclepiadaceae es una familia independiente o no, de la familia Apocyanaceae; asi,
concuerda con la corriente cladista que considera a las Asclepiadaceas como una subfamilia (4Asclepiadoideae)
dentro de la familia Apocynaceae.

Multivariate analysis from proteases of Asclepiadaceae family

Summary

Several species of the Asclepiadaceae and Apocynaceae families, are of great interest due to their uses in
folk medicine and their different active compounds. In this paper, by means of a multivariate analysis of
biochemical characters the taxonomic placement of Asclepiadaceae is discussed. The aim is to investigate
whether the Asclepiadaceae must be systematically considered as an independent family, or to be recognized
as a subfamily of Apocynaceae. The sample was comprised by proteases of Araujia hortorum, A. angustifolia,
Asclepias curassavica, A. fruticosa, Funastrum claussum, Morrenia brachystephana, M. odorata, Philibertia
gilliesii (Asclepiadaceae) and Ervatamia coronaria, E. heyneana (Apocynaceae). A hierarchical cluster was

Palabras clave: Asclepiadaceae - Apocynaceae - proteasas - feneticismo.
Key words: Asclepiadaceae - Apocynaceae - proteases - phenetics.

13



Liggieri y col.

obtained with the biochemical characters of proteases, in order to determine whether proteases derived from
Asclepiadaceae cluster as a separate group respect to proteases derived from Apocynaceae. Results indicated
that proteases of both Asclepiadaceae and Apocynaceae cluster together. These data agree with cladistic
hypothesis that considerer the Asclepiadaceae as a subfamily of the Apocynaceae.

Introduccion

El interés que promueve el estudio de las familias
Asclepiadaceae y Apocynaceae se debe a que varias
especies son utilizadas como plantas medicinales
porque tienen diferentes principios activos. Algunas
de las especies usadas con estos fines (Vinca minor,
Catharanthus roseus, Rauwolfia serpentina, Nerium
oleander) contienen alcaloides, flavonoides, taninos
y glicosidos cardiacos (cardendlidos).

Las principales propiedades medicinales que se
atribuyen a estas especies son analgésicas, der-
matoldgicas, purgantes, antitumorales, hipotensoras
y sedantes (Hechem de Bonansea y Escurra, 2006;
Fernandez Brewer y col., 2008).

Es necesario identificar con precision las especies
pertenecientes a estas familias, debido a la importan-
cia economica que tienen algunas de ellas; por ejem-
plo, la vinca de Madagascar (Catharanthus roseus,
perteneciente a la familia Apocynaceae) se ha conver-
tido en la principal fuente de alcaloides como la
vinblastina (antineoplasico), ajmalicina (hipotensor) y
serpentina (tranquilizante) (Iwase y col., 2005). Otras
especies, como Nerium oleander (Apocynaceae) o
Asclepias syriaca (Asclepiadaceae), son conocidas por
su toxicidad.

Uno de los principales objetivos de la Sistemati-
ca Botanica es la construccion de un verdadero siste-
ma filogenético que refleje las relaciones naturales
entre todos los taxones vegetales. No es, naturalmen-
te, una tarea facil debido a que desde mediados del
siglo XX se han producido diferentes tipos de clasi-
ficaciones para las Angiospermas. Ejemplo de ello
son las elaboradas por Hutchinson (1959; 1973);
Takhtajan (1959; 1969; 1980); Cronquist (1968;
1981), Dahlgren (1980) y Thorne (1983; 1992).

Los fundamentos de la clasificacion bioldgica son
objeto de una de las mas intensas controversias en
la Biologia, ya que hay varias corrientes de pensa-
miento acerca de los fundamentos teodricos para apli-
car en esa clasificacion. Es asi que se construyeron
variadas clasificaciones, desde la corriente evo-
lucionista (Schumann, 1985; Bruyns y Forster, 1991;
Wenzel, 1997); la cladista (Endress y Bruyns, 2000;
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Sennblad y Bremer, 2002), y la fenética (Sneath y
Sokal, 1973; Duncan y Baum, 1981).

Los caracteres morfologicos, anatémicos,
palinoldgicos, embrioldgicos, quimicos, bioqui-
micos, entre otros, son validos para evaluar las rela-
ciones naturales entre los diferentes seres vivos cuan-
do no se cuenta con sus registros fosiles.

La publicacion Chemotaxonomie der Pflanzen por
Hegnauer fue un hito en la comprension de las relacio-
nes filogenéticas de las familias vegetales. Este autor
reviso la literatura sobre la distribucion de los
metabolitos secundarios y de algunos metabolitos pri-
marios en el reino vegetal —como el almacenamiento
de carbohidratos—y sugirio la existencia de relaciones
filogenéticas entre las familias de plantas a partir
de sus perfiles quimicos (Chemotaxonomische
Betrachtungen) (Hegnauer, 1962).

En forma simultanea se desarrollaron la “quimio-
taxonomia” o “sistemdtica micromolecular” —que
tradicionalmente utiliza como caracteres taxo-
ndémicos pequefios componentes organicos de plan-
tas—, y la “sistematica macromolecular” o “sistema-
tica molecular”— que emplea las caracteristicas de
las biomoléculas— (proteinas y acidos nucleicos) en
sus clasificaciones (Grayer y col., 1999).

Actualmente los investigadores de diferentes dis-
ciplinas se proponen llegar a un acuerdo definitivo
con respecto a la ubicacion taxondmica de la fami-
lia Asclepiadaceae.

Tradicionalmente la posicion de esta familia es
la siguiente:

Reino, Plantae

Division, Magnoliophyta
Clase, Magnoliopsida
Subclase, Asteridae
Orden, Gentianales
Familia, Asclepiadaceae.

El orden Gentianales tiene, ademas de la ya men-
cionada familia Asclepiadaceae, cuatro familias mas:
Loganiaceae, Gentianaceae, Saccifoliaceae y
Apocynaceae. La controversia se plantea cuando se
considera la familia Asclepiadaceae como una
subfamilia de la familia Apocynaceae, o mantenerla
como tal.
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La escuela evolucionista o tradicional considera
que tanto la familia Asclepiadaceae como la familia
Apocynaceae tienen caracteristicas propias, y por ello
mantienen la identidad de cada una de ellas. Con
relacion a esta tematica han trabajado Cronquist
(1981), Swarupanandan y col. (1996), entre otros.
Cronquist mantiene las dos familias independientes
por la presencia de traslatores (estructuras que par-
ticipan en la polinizacion) en Asclepiadaceae y su
ausencia en Apocynaceae.

Autores como Safwat (1962), Stevens (1983),
Fishbein (2001), Liede y Tauber (2002) y Endress y
Bruyns (2000), entre otros, siguen la linea de pensa-
miento cladista en lo que se refiere a la ubicacion de
la familia Asclepiadaceae. Endress y sus colabora-
dores consideran que los integrantes de la familia
Asclepiadaceae son derivados apomorficos de los
miembros de la familia Apocynaceae.

Sin embargo, las nuevas investigaciones molecu-
lares, asi como los anteriores estudios morfologicos,
sugieren la inclusion de la familia Asclepiadaceae
como una subfamilia de la familia Apocynaceae
(Sennblad y Bremer, 1996).

En este estudio se propone contribuir a este debate
aplicando la metodologia de la escuela fenética; asi,
analiza las variables bioquimicas de las proteasas de
ambas familias, Asclepiadaceae y Apocynaceae, por
técnicas de analisis multivariado. El objetivo principal

consiste en clarificar si la familia Asclepiadaceae es
una familia taxonémicamente independiente o es una
subfamilia de la familia Apocyanaceae. La hipotesis
de prueba indica que Asclepiadaceae es una familia
independiente con respecto a la familia Apocynaceae,
y si esto se expresa por rasgos bioquimicos, entonces
las proteasas de la familia Asclepiadaceae deberian
formar un grupo bien definido y no deberian estar vin-
culadas con las proteasas de la familia Apocynaceae.

Materiales y Métodos
Material vegetal

La muestra estuvo conformada por 19 proteasas, de
las cuales 15 pertenecen a la familia Asclepiadaceae
y el resto, a la familia Apocynaceae, segun la clasi-
ficacion tradicional de Cronquist (1981). En el pri-
mer grupo las enzimas derivan de las siguientes es-
pecies: Araujia angustifolia, Araujia hortorum,
Asclepias curassavica, Asclepias fruticosa,
Funastrum claussum, Morrenia brachystephana,
Morrenia odorata y Philibertia gilliesii (Tabla 1).
Las cuatro proteasas restantes de la muestra derivan
de la familia Apocynaceae y pertenecen a las espe-
cies: Ervatamia coronaria 'y Ervatamia heyneana

(Tabla 2).

Tabla 1.- Proteasas seleccionadas de la familia Asclepiadaceae

Proteasas

Familia Asclepiadaceae

Referencias

Araujiaina a [ (Arau a I)
Araujiaina a I (Arau a II)
Araujiaina a III (Arau a III)

Araujiaina h I(Arau h I)
Araujiaina h II (Arau h III)
Araujiaina h III (Arau h III)

Asclepaina c I (Ascle ¢ I)
Asclepaina c II (Ascle ¢ II)

Asclepaina f (Ascle f)
Funastraina c I (Funa c II)
Morrenaina b I (Morre b I)
Morrenaina b II (Morre b 1I)

Morrenaina o I (Morre o I)
Morrenaina o II (Morre o II)

Philebertaina g I (Phili g I)

Araujia hortorum Fourn.

Asclepias curassavica L.
Asclepias fruticosa L.

Funastrum claussum (Jacq.) Schlechter

Morrenia brachystephana Griseb.

Morrenia odorata (Hook et Arn.) Lindley

Philibertia gilliesii Hook. et Arn.

Araujia angustifolia (Hook et Am.) Descaine Obregén y col., 2008

Obregon y col., 2001

Liggieri y col., 2004

Trejo y col., 2001

Morcelle de Valle y col.,
2004

Vairo Cavalli y col., 2003
Cortadi, 2001

Vairo Cavalli y col., 2001
Cortadi, 2001

Sequeiros y col., 2005
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Tabla 2.- Proteasas seleccionadas de la familia Apocynaceae

Proteasas Familia Apocynaceae Referencias
Ervatamina A (Ervata A) Ervatamia coronaria (Jacq.) Stapf. Sreedevi y col., 2003
Ervatamina B (Ervata B) Ervatamia coronaria (Jacq.) Stapf. Kundu y col., 2000

Ervatamina C (Ervata C)

Heynaina (Heyna)

Ervatamia coronaria (Jacq.) Stapf.

Ervatamia heyneana (Wall.) Cooke

Kundu y col., 1999
Patel y col., 2003

Tabla 3.- Caracteres bioquimicos de las proteasas seleccionadas

Caracteres bioquimicos

Fitoproteasas 1 11
Arayjiaina a I (Arau aI) 4,88 23,464
Araujiaina a II (Arau a II) 8,6 23,528
Araujiaina a III (Arau a III) 8,66 23,488
Araujiaina h I (Arau h I) 18 24,031
Araujiaina h I[IArau h II) 3 23,718
Araujiaina h III (Arau h IIT) 12,5 23,446
Asclepaina ¢ I (Ascle ¢ 1) 10,9 23,200
Asclepaina clI (Ascle clI) 6,58 23,590
Asclepaina f (Ascle ) 7 23,652
Funastraina c¢ II (Funa c IT) 7,45 23,636
Morrenaina b I (Morre b I) 10,9 23,205
Morrenaina b IT (Morre b IT) 8,8 26,000
Morrenaina o I (Morre o I) 15,36 27,000
Morrenaina o II (Morre o II) 30,1 25,8
Philibertaina g I (Phili g I) 5,28 23,530

I v v VI Vi
9,3 8,00 NC NC 85
9,3 8,25 0,18 NC 0
9.3 9,25 5,14 NC 80
9,3 8,75 NC 0,024 0
8.9 8.5 NC 0,238 85
10,5 8,5 NC 0,099 80
9,3 8,5 0,8183 0,0503 80
9,3 8,5 NC 0,1634 85
9,3 9,5 0,0554 NC 85
9,3 9,5 0,1011 0,0203 80
9,3 8,70 NC 0,02 0
9,3 8,25 NC 0,041 0
9,3 8,5 NC NC 0
9,3 8.5 NC 0,000043 0
9,0 7,5 0,1527 NC 0

Referencias. Caracteres bioquimicos. I: Actividad especifica (Ucas/mg de proteina); II: Peso Molecular (Daltons);
III: Punto isoeléctrico;IV: pH 6ptimo; V: Parametro cinético Km usando pFLNA como sustrato; VI: Pardmetro cinético
Km usando N-a-Cbz-L-Gln p-Nitrofenil ésteres de algunos L-aminoacidos (Ala, Asn, Gln, Gly, Ile, Leu, Trp, Pro y Val)
como sustratos; VII: Porcentaje de identidad con papaina (Papaya Proteinasa I); NC: datos no comparados.

Seleccion de los caracteres

Se utilizaron siete caracteristicas bioquimicas para
comparar las proteasas entre si. (Tabla 3): actividad
especifica (Ucas/mg de proteina), peso molecular
(Daltons), punto isoeléctrico, pH 6ptimo, parametro
cinético Km usando como sustratatos pFLNA y N-
a-Cbz-L-p-Nitrofenil ésteres de algunos L-
aminoacidos (Ala, Asn, Gln, Gly, Ile, Leu, Trp, Pro
y Val), y porcentaje de identidad con papaina (Pa-
paya Proteinasa I).

Meétodo estadistico

Las relaciones entre las proteasas se evaluaron por
medio de una agrupacion jerarquica, técnica de uso

16

comun para analizar similitudes y diferencias entre
las unidades por la aplicacién de una serie de
algoritmos. La agrupacion jerarquica permite orga-
nizar unidades en estructuras significativas (Sneath
y Sokal, 1973).

Se efectud una estandarizacion de los datos con
el objeto de eliminar las diferencias de escala y de
unidades de medida entre las variables. Los datos
fueron convertidos en Score Z (unidades estandar
en valor promedio igual a 0 y desvio estandar igual
a 1) (Crisci y Lopez Armengol, 1983). La agrupa-
cion se baso en el Método de la Varianza Minima de
Ward y la distancia euclidiana (Johnson, 2000).

En primer lugar, las proteasas de la familia
Asclepiadaceae se compararon entre si con el ob-
jeto de conocer la forma en que se agrupaban en
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funciéon de sus similitudes y diferencias. Luego
se incluyeron en la comparacion las proteasas de
la familia Apocynaceae con el fin de detectar los
patrones de relacion con las proteasas de la fami-
lia Asclepiadaceae. Debido a la falta de datos en
algunas de las caracteristicas, la comparacion
entre Asclepiadaceae y Apocynaceae se realizd
con las variables 1-4 y 7. Los analisis estadisti-
cos se realizaron con Systat 10,2.

Resultados

La comparacion de las proteasas de la familia
Asclepiadaceae con todas las variables estudia-
das origina la formacion de dos grupos principa-
les (Figura 1), donde el grupo mas distanciado
esta integrado por tres Morrenainas (Morre b 11,
Morre o I y Morre o II), mientras que el otro gru-
po se subdivide en dos subgrupos: uno de ellos
compuesto por Arau h 11, Ascle c II, Ascle f, Funa
c Il y Arau h III, y el otro subgrupo, integrado
por: Arau h I, Morre b I, Arau II, Phili g 1, Arau a
I, Ascle ¢ [ y Arau III.

Al incluir en el analisis estadistico las proteasas
de la familia Apocynaceae se formaron dos grandes
agrupamientos (Figura 2). El grupo mas alejado con-
tiene a Ascle f, Funa c II, Arau a III, Ascle ¢ I, Ascle
cll, Araual, Arau h Il y Ervata C. El grupo restante
fue subdividido en dos subgrupos: el formado por
Heyna, Arau h 11, Arau h I, Morre b I, Arau a [l y
Phili g 1 y el integrado por Ervata B, Morre b 1I;
Morre o I, Morre o Il y Ervata A.

Discusion

Del analisis de los datos expuestos, surgieron resul-
tados sorprendentes. Por un lado se mantuvo la rela-
cion de las proteasas de la familia Asclepiadaceae
entre siy, por otro, las proteasas correspondientes a
la familia Apocynaceae se distribuyeron en los dos
grupos principales.

La clasificacion resultante desde el punto de vista
de la fenética sugirio que la familia Asclepiadaceae
no puede considerarse una familia separada. Estos
resultados coincidieron con el pensamiento
cladistico y, en consecuencia, difirieron con el
evolucionista.

Tanto la escuela cladista como la evolucionista con-

Figura 1.- Fenograma correspondiente a las carac-
teristicas bioquimicas de las proteasas de la familia
Asclepiadaceae

Arau h 1l
AsclecII:'—'i
Ascle f o
Funac Il -
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Figura 2.- Fenograma correspondiente a las carac-
teristicas bioquimicas de las proteasas de las familias
Asclepiadaceae yApocynaceae
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sidera que las relaciones filogenéticas deben expresar-
se en la clasificacion. El evolucionismo también esta-
blece que la clasificacion debe expresar la cantidad de
cambio entre los taxones y, ademas, que tengan un sen-
tido practico y estable. El cladismo no considera las
relaciones basadas en la similitud global de los carac-
teres en sus clasificaciones. Esta escuela argumenta
que si dos grupos son similares no necesariamente sig-
nifica que sus relaciones evolutivas sean cercanas. Es-
tas semejanzas pueden ser debidas a la congruencia
evolutiva. Es decir, esa congruencia se refiere al pro-
ceso por el cual los caracteres de especies pertenecien-
tes a lineas evolutivas independientes pueden tener
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semejanzas en respuesta a las adaptaciones que surgen
de similares presiones de seleccion (Queiroz y
Gauthieri, 1992; Cantino, 1998).

Finalmente, esta corriente tiende a crear un
gran numero de categorias taxonémicas, una por
cada nodo de un cladograma, lo que lleva a un
exceso de categorias jerarquicas. De este modo,
cada cladograma representa una hipotesis evolu-
tiva global que la convierte en algo extremada-
mente cambiante debido a que nuevos estudios
pueden llevar a una nueva clasificacién taxo-
nomica, con cambios jerarquicos notables. Por lo
tanto, las clasificaciones cladistas no son estables
como la de los tax6nomos evolucionistas, pues
hay un continuo cambio de categorias taxono-
micas, lo cual estaria agravando ain mas la taxo-
nomia de los seres vivos.

Por su lado, el feneticismo, proporciona clasifi-
caciones que consideran varios caracteres del orga-
nismo en su conjunto, y cada uno tiene el mismo
peso en la clasificacion.

Las diferencias entre las distintas corrientes de
pensamiento son las responsables de las diferencias
en las clasificaciones biologicas. Es por ello que en
la actualidad, se tiende a la busqueda de nuevos ca-
racteres que permitan acceder a nuevas fuentes de
informacion filogenética. Asi, los datos provenien-
tes de estudios de secuenciacion de ADN, los estu-
dios ontogenéticos basados en un contexto filo-
genético con el objeto de evitar errores en los con-
ceptos de estructuras homologas, entre otros, cam-
biarian la idea que se tiene sobre la evolucion pun-
tual de algunos grupos de organismos.

Ademas, los analisis morfologicos y moleculares
constituyen las dos caras de una misma moneda y
deben utilizarse de manera complementaria (Stuessy,
1997; Fishbein, 2001).

Se puede concluir que, de acuerdo con el anali-
sis multivariado de caracteres bioquimicos realiza-
dos en este estudio, la hipotesis fue rechazada. Las
proteasas de la familia Asclepiadaceae no confor-
man un grupo separado respecto a las correspon-
dientes a la familia Apocynaceae. Asi, los caracte-
res bioquimicos empleados en este trabajo no per-
mitieron establecer la independencia taxondmica de
una familia con respecto a la otra. De este modo,
entendemos que este trabajo constituye un apor-
te a la corriente cladista que considera que
las Asclepiadaceas forman la subfamilia
Asclepiadoideae dentro de la familia Apocynaceae.
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