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Resumen

Los aminodcidos no protéicos de algunas especies en las tribus Acaciae, Ingeae y Mimoseae se investi-
garon por cromatografia de liquidos-espectrometria de masas a partir de extractos crudos de semillas y
hojas. El andlisis revel6 compuestos caracteristicos en los subgéneros Acacia, Aculeiferum y en el género
Acaciella. Las semillas y hojas del subgénero Acacia se caracterizaron por la acumulacion de dcido #-4-hi-
droxi pipecélico, dcido pipecélico, albizina (dcido-0-amino-f3-ureido propidnico) y tres compuestos de na-
turaleza desconocida, mientras que en el caso de especies del subgénero Aculeiferum sus semillas y hojas
acumularon dcido 2-amino-3-acetil propionico, dcido 2-amino-4-acetil- amino butirico, dcido pipecolico y
albizina. Ninguna de las especies analizadas del grupo de Acacia coulteri present6 dcido [[3-(uracil-1-il-)a-
amino propionico](willardina). En las especies del género Acaciella los compuestos caracteristicos fueron
dcido 2-amino-3-acetil propidnico, dcido pipecdlico y albizina. El estudio se completé comparando con
algunas especies de la tribu Ingeae en la que el dcido 2-amino-3-acetil propidnico y el dcido 2-amino-4-
acetil amino butirico fueron los aminodcidos mds comunes. También se incluyeron y compararon algunas
especies de la tribu Mimoseae, en la que los principales compuestos fueron el dcido 7-4-hidroxi-pipecdlico
y el dcido pipecdlico. Se discute la distribucion de los compuestos detectados con estudios de otros tipos
de caracteres y filogenias moleculares recientes y la propuesta de un esquema para el origen bioquimico
que muestra una posible divergencia de especies.

Palabras clave: Acacia, aminodcidos no proteicos, cromatografia liquida- espectrometria de masas.

Nonproteic aminoacids in some species of the subfamily Mimosoideae with em-
phasis in the genus Acacia sensu lato
Abstract

Non protein amino acids of some species of the legume genera in the tribes Acaciae, Ingeae, and Mimoseae
were surveyed by Liquid chromatography-mass spectrometry using crude extracts of seeds and leaves.
This has revealed compounds characteristic of subgenera Acacia and Aculeiferum and the genus Acaci-
ella. Seeds and leaves of Acacia subgenus were characterized by the accumulation of #-4-hydroxy-pipe-
colic acid, pipecolic acid, albizzine, and three unknown compounds, whereas compounds characteristic of
seeds and leaves of subgenus Aculeiferum included 2-amino-3acetyl-propionic acid, 2-amino-4-acetyl
amino butyric acid, -4-hydroxy pipecolic acid, pipecolic acid and albizzine. None of the studied species
of the Acacia coulteri group presented willardine. Characteristic compounds in the genus Acaciella were
2-amino-3-acetyl propionic acid, pipecolic acid and albizzine. The study was completed comparing with
some species of the tribe Ingeae in which 2-amino-3-acetyl propionic acid and 2-amino-4-acetyl amino
butyric acid were the more common compounds. Some species of the tribe Mimoseae were included and
compared and their main compounds were #-4-hydroxy-pipecolic acid and pipecolic acid. The results are
discussed with studies of other types of characters and recent molecular phylogenies and a scheme for the
biochemical origin of a marker amino acid is proposed, and a possible divergence of species is shown.
Key words: Acacia, liquid chromatography-mass spectrometry non protein aminoacids.
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as plantas, animales y microorganismos usan los 20 aminodcidos comunes en la sintesis de
proteinas. Existen otros aminodcidos de distribucion restringida que son necesarios en procesos
metabdlicos bdsicos como la ornitina que es precursor en la sintesis de urea y la sarcopina que
es intermediario en la sintesis de lisina. A diferencia de ornitina y sarcopina, la mayoria de los
aminodcidos no protéicos aparentemente no tienen funciones reconocidas en procesos metabo-
licos primarios sin embargo, algunas evidencias indican que los aminodcidos no protéicos son
de gran importancia para asegurar la supervivencia de las especies (Fowden et al., 1967). A la
fecha se conocen mds de 240 amino dcidos no protéicos (ANP) aislados y caracterizados de
plantas (Bell, 1980). El interés en su estudio se centra en un grupo de aminodcidos de estructura
particular (tienen menos de diez dtomos de carbono), ademds tienen interés en agricultura y
medicina asi como en ecologia debido a los efectos fisioldgicos que producen en otros orga-
nismos. Su distribucién limitada puede proporcionar a la taxonomia valiosa informacion sobre
las relaciones evolutivas que existen entre las diferentes especies de plantas. En Lonchocarpus,
la canavanina es un metabolito caracteristico de las especies africanas y la enduracidina de las
especies americanas. En niveles taxondmicos supragenéricos, la presencia de canavanina en
miembros de la tribu Mirbelieae (Benth.) Polhill ha determinado que se ubica mds cercana
a Tephrosoieae (Benth.) Hutch. que a Podalyrieae Benth A nivel de familia, existen rela-
ciones basadas en similitudes morfoldgicas en las Sapindaceae Juss., Hipppocastanaceae A.
Rich. (= Hyppocastanoideae Dumort) y Aceraceae Juss. donde se confirmd que las tres anti-
guamente familias comparten la sintesis de aminodcidos no protéicos derivados de ciclopropano
con residuos de C6 y C7 (Bell y Fellows, 1966; Rosenthal, 1982).

Aproximadamente en 100 especies del género Acacia Mill. sensu lato se han identificado el
4cido 2-amino-4-acetil amino butirico, albizina, willardina 6 el 4cido 4-hidroxi pipecdlico (Sene-
virantne y Fowden, 1968; Evans et al., 1994). En una revision de la fitoquimica del género, Seigler
(2003) reporta que el subgénero Acacia se caracteriza por la presencia de dcido N-acetildjencélico,
descrito por primera vez en A. farnesiana (L.) willd. En relacion al subgénero Aculeiferum, la
mayor parte de sus miembros contiene dcido a-amino-f3-oxalil-aminopropionico y acido o,p-dia-
mino propionico, ademds de los mismos compuestos que los encontrados en el subgénero Phyllo-
dineae (Evans et al., 1977). Compuestos como el dcido 2-amino-4-acetil amino butirico, albizina
o el 4cido 4-hidroxi pipecdlico son también caracteristicos de las especies de este subgénero.

Investigaciones recientes muestran que el género Acacia s.1. es polifilético (Luckow et al.,
2003, Gomez-Acevedo et al., 2010). Seigler et al. (2006) propusieron que el grupo A. coultieri
puede ser considerado como género con 12 especies asigndndole el nombre de Mariosousa.
Acacia coulteri no presenta dcido N-acetildjencdlico, dos de las especies de este grupo A. wi-
llardiana y A. millefolia presentan otros aminodcidos willardina y S-[3-carboxiisopropil]-L-
cisteina. Este dltimo también se encuentra presente en las especies que pertenecen al subgénero
Phyllodineae (Evans et al., 1977).

Las investigaciones realizadas hasta ahora originan preguntas que se abordan en este trabajo:
(Son todas las especies de Acaciella formadoras de dcido acetildiamino butirico (AADB)?,
(es éste el unico género que lo presenta? ;(Es todo el grupo Acacia coulteri (= Mariosousa)
sintetizador de willardina y/o S-[(3-carboxiisopropil]-L-cisteina? ;Existe algiin metabolito en
especial que caracterice a este dltimo grupo? El objetivo de este trabajo fue aplicar la técnica de
cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas a un bloque de 24 especies en tres
tribus de la subfamilia Mimosoideae analizando las relaciones de acuerdo al contenido de ANP
para tratar de contestar las preguntas planteadas.

Materiales y métodos

Se usaron muestras de herbario (K y MEXU) de hojas o semillas de tres especies del subgé-
nero Acacia del nuevo mundo, diez especies del subgénero Aculeiferum (que incluyé a cuatro
especies del grupo Acacia coulteri), tres especies del género Acaciella, seis especies de la tribu
Ingeae y dos especies de la tribu Mimoseae (Tabla 1). La preparacién de los extractos se baso en
el método descrito por Kite e Ireland (2002). De cada muestra se trituré en un mortero con arena
una cantidad minima de 20-30 mg con 1.5 ml de metanol acuoso al 70 % (v/v), se dejé con el
disolvente a temperatura ambiente durante la noche (laboratorio de fitoquimica, condiciones de
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Tabla 1. Especies incluidas en el andlisis de amino acidos no proteicos.

Especie analizada

Tribu/subgénero/grupo

Material usado

Prosopis ferox Griseb. Mimoseae hojas
Prosopis apatlaco Phl. Mimoseae hojas
Albizia leucocalyx (Britton & Rose) L. Rico Ingeae semillas
Cojoba graciliflora (S.F. Blake) Britton & Rose Ingeae semillas
Havardia acatlensis (Benth.) Britton & Rose Ingeae hojas
Havardia platyloba (Bertero ex DC.) Britton & Rose Ingeae semilla
Zygia englesingii (Standl. ex Record) Record Ingeae semilla
Zygia latifolia (L.) Faw. & Rendle Ingeae semilla
Acaciella angustissima (Mill.) Britton & Rose Acacieae/Acaciella semilla
Acaciella chamelensis (L.Rico) L. Rico Acacieae/Acaciella hojas
Acaciella villosa (Sw.) Britton & Rose Acacieae/Acaciella hojas
Acacia anegadensis Britton Acacieae/subgénero Acacia hojas
Acacia anisophylla S. Watson Acacieae/subgénero Aculeiferum hojas
Acacia articulata Ducke Acacieae/subgénero Aculeiferum semilla
Acacia berlandieri Benth. Acacieae/subgénero Aculeiferum semilla
Acacia cornigera (L.) Willd. Acacieae/subgénero Acacia semilla
Acacia coulteri Benth. Acacieae/grupo A. coulteri semilla
Acacia crassifolia A. Gray Acacieae/subgénero Aculeiferum semilla
Acacia dolichostachya S.F. Blake Acacieae/grupo A. couteri hojas
Acacia feddeana Harms Acacieae/subgénero Aculeiferum semilla
Acacia mammifera Schltdl. Acacieae/grupo A.couteri hojas
Acacia amentaceae DC. Acacieae/subgénero Acacia semilla
Acacia riparia Kunth Acacieae/subgénero Aculeiferum semilla
Acacia sericea M. Martens & Galeotti Acacieae/grupo A. coulteri semilla

laboratorio). Después de la eliminacién del residuo por centrifugacidn, se afiadieron 50 mg de
una resina de intercambio iénico Dowex 50(H*) de 100-200 mallas y se mezcl6 suavemente. El
disolvente se evapord a sequedad y la resina impregnada con los aminodcidos no protéicos se
lavo repetidamente con agua y luego al afiadir 0.5 ml de amoniaco 2M se eluyeron los amino
dcidos no protéicos. El filtrado se liofiliz6 y la muestra se re suspendio en agua destilada para
tener una concentracién 1 mg100 pl' Las muestras se filtraron antes de inyectar al cromatdgrafo
de liquidos. Para la Cromatografia de liquidos-Espectrometria de masas de los ANP, se utilizé
un cromatdgrafo de liquidos (Waters 600E) acoplado a un espectrémetro de masas con trampa
ionica (Thermo-Finnigan LCQ) via una fuente de ionizacion quimica (APCI por sus siglas en
inglés) y se siguid el método reportado por Kite e Ireland, (2002). La separacion de los ANP se
hizo sin derivatizacion en una columna C18 Phenomenex HILIC de 5 um de 250 mm x 4.6 mm
(d.i.). La fase movil consistio en una mezcla de acetonitrilo/formiato de amonio 10 mM,
pH 3.2 para producir un gradiente lineal de acetonitrilo de: t = 0 min 95:5, t = 20 min
70:30, t =27 min 95:5 y t = 35 min 95:5. La columna se dej6 equilibrar por 10 min en la condi-
cion inicial (formiato de amonio 10 mM) antes de que se inyectaran las muestras. Se inyectaron
volimenes de 10 pl a una velocidad de flujo de 1 ml/min La fuente idnica se operd en modo po-
sitivo con las siguientes condiciones: 450 °C en el tubo vaporizador; 80 y 20 psi en el filamento
y nitrégeno auxiliar respectivamente; 5 WA en la corriente de aguja; 150 °C en el capilar. En el
espectrémetro de masas se monitorearon iones en el rango de 70 a 500 m/c alternando con datos
de MS/MS scans de los tres o cuatro iones mds intensos usando una abertura de aislamiento de
iones de 3 ums y una energia de colision del 35 %.

Resultados

Andlisis de los ANP por cromatografia de liquidos. Los cromatogramas mostraron para cada
una de las muestras analizadas un perfil de los compuestos que el equipo es capaz de detectar
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Tabla 2. Perfil de los aminodcidos no proteicos en las muestras de 24 especies en tres tribus de la subfamilia

Mimosideae

Abreviatura Compuesto TR PM  Especies

AADP Acido 2-amino- 7.08 146  Z. latifolia, Z. englesingii, C. graciliflora A. leucocalyx,
3-acetil - Acacia rigidula, Acacia coulteri
propiénico

CA Comp. A 5:76 145  Acacia anysophylla, Acacia cornigera

CB Comp. B 7:08 145  Acacia anegadensis, Acacia anysophylla

CC Comp. C 8:37 145  Acacia anisophylla, Acacia rigidula

PRO Prolina 9.07 116  Acacia anisophylla, Havardia acatlensis

AP Acido pipecélico  9.21 130  Acacia feddeana, Acacia mammifera, Acacia anegadensis,

Acacia anisophylla, Acaciella villosa, Pferox, P. apatlaco,
Acaciella chamelensis, Acacia cornigera, Acacia rigidula

AHP Acido 10.52 145  Acacia cornigera, Acacia riparia, Acacia articulata, Acacia
hidroxipecolico crassifolia, Acacia feddeana, Acacia berlandieri, Acacia
dolichostachya, Acacia mammifera, Acacia anegadensis,
P. ferox, P. apatlaco, H. acatlensis, Acacia rigidula

AADB Acido 2-amino 11.15 161  Z latifolia, Z. englesingii, Acacia sericea, Acacia articulata,
4-acetil butirico Acacia dolichostachya, Acaciella villosa, Acaciella
chamelensis

AO Acetil ornitina 11.62 175  Havardia acatlensis

A Albizina 12.40 148  Albizia leucocalyx, Cojoba graciliflora, Havardia
platyloba, Acaciella angustissima, Acaciella chamelensis,
Acacia anegadensis, Acacia anisophylla, Acacia
cornigera, Acacia coulteri, Acacia dolichostachya,
Acacia feddeana, Acacia mammifera, Acacia sericea

TR = tiempo de retencién; PM = peso molecular

basado principalmente en la alta sensibilidad del detector de masas. Los ANP reportados para
Acacia y para las especies que se usaron como contraste (/nga spp. y Prosopis spp.) se obser-
varon facilmente a través del andlisis de cromatografia de liquidos-espectrometria de masas del
extracto de hoja y semillas (Tabla 2). En este andlisis se detectd que no todas las especies de
Acaciella acumulan 4cido 2-acetildiamino butirico; por ejemplo A. angustissima no acumula
este compuesto, mientras que A. villosa sélo presentd dcido 2-amino-4-acetil amino butirico y
dcido t-4-OH pipecdlico y en A. chamelensis el patron de estos compuestos resulté muy diferen-
te al resto de las especies del género Acaciella.

Respecto al grupo de Acacia coulteri se encontré que no todas las especies estudiadas de este
grupo contienen willardina ni S-[3-carboxiisopropil]-L-cisteina, no se registré ningtin compues-
to con el peso molecular de estos aminodcidos, 199 y 207 respectivamente. Ademds la albizina
se encontro en las cuatro especies analizadas (Tabla 2).

Discusion

Contribucion a la sistemdtica. Gomez-Acevedo et al. (2010) analizaron molecularmente siete
especies de Acaciella, encontrando que A. chamelensis es la Unica que se anida en un clado
diferente a las otras seis especies analizadas y se ubica en un linaje cercano a las especies del
género Inga. Es decir, sugieren que A. chamelensis no estd filogenéticamente relacionada a las
otras especies de Acaciella. En este estudio, A. chamelensis presenté AP, AADB y A, los cuales
no la caracterizaron para apoyar la clasificacién molecular, pero si a la morfolégica. Contestan-
do la pregunta inicial, ;Son todas las especies de Acaciella formadoras de dcido acetildiamino
butirico (AADB), es éste el tinico género que lo presenta? resulta que NO todas las especies de
Acaciella lo presentaron, este no se detectd en A. angustissima.

Botanical Sciences

588
94 (3): 585-592, 2016



AMINOACIDOS NO PROTEICOS EN ALGUNAS ESPECIES DE LA SUBFAMILIA MIMOSOIDEAE CON ENFASIS EN EL GENERO ACACIA SENSU LATO

Kite (1997) no detectd dcido 2-amino-4-acetil amino butirico (AADB) en A. angustissima,
cabe aclarar que los instrumentos de andlisis no eran tan especificos como los de este trabajo.
En cuanto a los dcidos pipecolicos, estos se encuentran presentes en varios géneros de la tribu
Ingeae y en Monopetalanthus (Kite, 1997), género actualmente llamado Bikinia (ambas es-
pecies en la subfamilia Caesalpinioideae, de acuerdo a Wieringa 1999), de tal manera que no
caracterizara ni a la tribu Ingeae ni a los géneros de ésta.

La segunda pregunta que nos hicimos fue ;Es todo el grupo Acacia coulteri (= Mariosousa) sin-
tetizador de willardina y/o S-[B-carboxiisopropil]-L-cisteina? Los resultados que encontramos
indican que no estdn presentes estos compuestos en este grupo de Acacia.

La tercera pregunta de nuestros objetivos fue ;Existe alglin metabolito en especial que carac-
terice a este ultimo grupo? No se encontrd, no obstante, tres de las especies (A. coulteri, A.
dolichostachya y A. sericea presentaron principalmente AADP y AADB, lo cual puede sugerir
que A. sericea y A. dolichostachya (adquiriendo AADB esta ultima) fueron precursoras de A.
mammifera (metabolizando AP) y de A. coulteri (metabolizando AADP). Es decir que el AADP
y el AADB son los compuestos clave para la formacion de AP y AHP presentes s6lo en A. ma-
mmifera. Figura 1

Figura 1. AADPy el AADB

son los compuestos clave

para la formaciéon de AP y

AHP presentes sélo en A. ma-
mmifera

A+AHP ---->AADB  ---¢ ?--->AP A+AHP ------>AADB ---¢ ?---> AADP ------> AP

A+AHP ---a?\>AADB ----- > AADP
AP

Gomez-Acevedo et al. (2010) hacen notar que especies del grupo Acacia coulteri son parafi-
Iéticas y esta divergencia puede en parte apoyar los resultados de estos autores, cabe aclarar que
este grupo consiste en 12 especies y sélo se estudiaron cuatro. Sin embargo no existe un aminod-
cido en particular que se encuentre caracterizando a todas las especies del grupo A. coulteri

Es interesante notar que s6lo Acacia anegadensis, A. cornigera y A. rigidula , pertenecientes
al subgénero Acacia presentaron los compuestos con peso molecular de 145 y tiempos de reten-
cion de 5:76, 7:08 y 8:37 respectivamente. Los compuestos parecen ser diagndsticos para estas
especies, posiblemente estos aminodcidos sean ttiles como marcadores quimicos especificos
para las especies del subgénero Acacia; sin embargo, son compuestos no descritos y se necesita
investigar su naturaleza exacta.

En Acaciella chamelensis y en A. villosa se observé la presencia del dcido acetil diamino
butirico pero no asi en A. angustissima, Gmelin (1961) reporté willardina para Acaciella [como
Acacia]. lemmonii. Evans et al. (1985) estudiaron A. angustissima, A. tequilana y A. rosei'y
observan que especies de esta seccion Acaciella [= Filicineae] tienen un patrén muy caracte-
ristico diferente a los otros grupos de Acacia s.1., y sugieren que este grupo perdié la habilidad
de sintetizar dcido diamino propiodnico y subsecuentemente dcido acetil diamino propionico, sin
embargo mantuvo la sintesis de albizina. El género Acaciella consiste de al menos 15 especies,
unicamente seis de ellas han sido analizadas quimica y molecularmente.

Respecto al grupo de Acacia coulteri, los dcidos acetil diamino propionico y acetil diamino
butirico caracterizaron solo a tres de las especies estudiadas: A. coulteri, A. dolichostachya y
A. sericea pero no asi a A. mammifera. Seria interesante investigar si este compuesto estd pre-
sente en las otras ocho especies que forman este grupo y si existe algin patron de aminodcidos
en la mayoria de las 12 especies. Las especies del grupo A. couteri se restringen a las regiones
tropicales y subtropicales del suroeste de Estados Unidos, México y América Central. Ademds,
de sus cercanas afinidades geograficas, varios caracteres morfoldgicos y moleculares, separan a
este grupo que algunos llaman género Mariosousa (Seigler et al., 2006).

Posibles rutas metabdlicas. Si los compuestos de este tipo (aminodcidos no proteicos) son
marcadores bioquimicos de especies en diferentes subgéneros y secciones (por ejemplo en los
subgéneros Acacia, Aculeiferum 'y Acaciella) es importante explicar su origen para las especies
que en este trabajo se estudiaron por la presencia o ausencia de una ruta bioquimica especifica.
En este caso, se observa que casi todas las especies de Acacia s.l. presentaron albizina, que es un
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Figura 2. Estructura de algu-
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ureido derivado del dcido 2,3-diamino propidnico (Figura 2). Compuesto que hipotéticamente
se pudo haber formado por la adicién de un grupo ureido al dcido diaminopropidnico. Una ruta
alterna (Figura 3) pudo haber sido el desdoblamiento de una pirimidina para formar 5-amino
uracilo que al hidrolizarse forma la albizina, aunque hasta ahora el 5-amino uracilo no se ha
identificado en Acacia (Fowden et al., 1979).

En varias especies de Lathyrus se ha demostrado el origen bioquimico del dcido diamino
propidnico, el cual proviene de la degradacion de la f-(isoxazolin-5-ona-2-il)-alanina y del de-
rivado oxalilo, es decir del dcido oxalil-diaminopropiodnico, al analizarse la enzima que cataliza
estos cambios, la oxalil-CoA-sintetasa (Kuo y Lambein, 1991).

En el caso del origen del dcido acetil diamino propidnico ocurre a través de una reaccion
similar a la anterior seguida de una reaccion de acetilacion del dcido diamino propiénico con la
participacion de una acetil-CoA-sintetasa. El origen bioquimico del dcido acetil diamino buti-
rico hasta ahora es desconocido pero se ha sugerido que proviene de una ruta paralela a la que
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Figura 3. Ruta bioquimica
para la formacion de algunos
aminodcidos no proteicos en
las semillas de Acacia (adap-
tado de Evans, et. al. 1993).
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H
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produce el dcido acetil diamino propidnico, con la degradacidn de la 3-(isoxazolin-5-ona-2-il)-
homoalanina al dcido diamino butirico y su subsecuente acetilacion por una acetil-CoA-sinteta-
sa (Evans et al., 1993).

Con base en los datos generados en esta investigacion se puede sefialar que en los subgéneros
Acacia, Aculeiferum, Acaciella y el grupo Acacia coultieri, el dcido acetil diamino butirico y
los compuestos con pesos moleculares de 145 son los mds ttiles para sugerir grupos de especies
quimicamente similares.
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