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ABSTRACT

There are a number of medicinally active phytochemicals
isolated from hawthorn with most of the data generated in
studies of those species that are native to Europe and Asia.
Comparatively little is known about the North American,
specifically the Mexican Crataegus species. The objective of
this study was to evaluate phenolic compounds, flavonoids
and antioxidant activity of extracts of flowers from six
Mexican accessions of Crataegus in order to contribute
to the chemistry of the Germplasm Bank accessions at the
Universidad Autonéma Chapingo. Antioxidant activity was
evaluated using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
method and the flavonoids were identified by HPLC-MS.
Quercetin-  3-O-glucoside,  quercetin-3-O-rhamnoside,
quercetin  3-O-rhamnosyl-(1->6)-glucoside and quercetin
3-O-rhamnosyl-(1-2)-[thamnosyl-(1-6)]-glucoside ~ were
identified. Using the DPPH radical scavenging capacity
assay, accessions 52 and 77 showed the greatest antioxidant
activity (IC,=431.1%27.2 and 555.4*8.0 ug mL™"). Only
flavonoids glycosides were identified in all six species and the
phenolics content was higher than flavonoids. There were

not found differences in the phenolics total content.

Keywords: Cratacgus, flavonoids, flowers, Mexican hawthorn,

radical scavenging activity.
INTRODUCTION

rataegus is a large genus of shrubs or trees
from Eurasia and America. Species of
Crataegus native to North America make
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RESUMEN

Hay una serie de fitoquimicos medicinalmente activos ais-
lados del espino (Tejocote), con la mayoria de los datos ob-
tenidos de estudios sobre esas especies nativas de Europa y
Asia. Comparativamente, poco se sabe acerca de las especies
de América del Norte, especificamente la especie mexicana
Crataegus. El objetivo de este estudio fue evaluar los com-
puestos fendlicos, flavonoides y la actividad antioxidante de
extractos de flores de seis recolectas mexicanas de Crataegus
para contribuir a la quimica de las recolectas del Banco de
Germoplasma de la Universidad Auténoma Chapingo La ac-
tividad antioxidante se midié con el método DPPH (2,2-di-
fenil-1-picrilhidracilo) y los flavonoides se identificaron con
HPLC-MS. La quercetina-3-O-glucésido, quercetina-3-O-
ramnésido, quercetina 3-O-ramnosil-(1->6)-glucésido y
quercetina 3-O-ramnosil-(1->2)-[ramnosil-(1->6)]-glucésido
fueron identificadas. Usando la prueba de DPPH con capa-
cidad de barrido de radicales, las recolectas 52 y 77 mostra-
ron la mayor actividad antioxidante (IC,, = 431.1£27.2y
555.4+8.0 ug mL™"). Sélo se identificaron glucésidos de fla-
vonoides en todas las seis especies y el contenido de fendlicos
fue mayor que los flavonoides. No se encontraron diferencias

en el contenido total de compuestos fendlicos.

Palabras clave: Crataegus, flavonoides, flores, espino mexicano,

capacidad de barrido de radicales.
INTRODUCCION

rataegus es un vasto género de arbustos o 4r-
boles de Eurasia y América. Las especies de
Crataegus originarias de América del Nor-
te representan aproximadamente la mitad de todas
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up approximately half of all known species of the
genus (Phipps ez al., 2003). In México exists 13
species known as “tejocote” (Phipps, 1997; 1998).
The plants are also known by various local names
such as “manzanita’, “manzanilla” and “carasu” in
Tarasco (Michoacan state), “belohui” in Zapoteco
(Oaxaca state) and “pedyi” in Mazahua (Estado
de México), and these often do not correspond to
species (Martinez, 1979).

In México, there is an increasing interest in
under-utilized species, also known as minor,
secondary or alternatives species, and it is the
case of tejocote (Nieto-Angel, 2007). Tejocote has
several traditional medicinal uses: flowers, leaves
and fruits being used to treat ailments such as
heart or cough problems. However, in México the
medicinal properties of tejocote have not been fully
investigated.

The wide diversity and genetic variability of
tejocote in México is represented by 166 accessions
maintained by the Germplasm Bank of the
Universidad Auténoma Chapingo, México (Pérez-
Ortega et al., 2004; Nufez-Colin et al, 2008).
Using 37 morphological variables 92 accessions were
grouped in five (Nieto-Angel, 2007; Nieto-Angel ez
al., 2009); but no detailed taxonomic, phytochemical
or molecular studies have been performed. According
to Phipps (1997), there are difficult taxonomic
problems in Mexican Crataegus.

Phytochemical investigations of the Craraegus
genus have centered on the identification of phenolic
compounds and flavonoids (Liu ez al, 2011;
Edwards e al., 2012). They are used as taxonomic
markers because the patterns tend to be species
specific; they are also used to recognize new varieties
(Van Sumere et al, 1993; Iwashina, 2000). For
example, ecotypes of Crataegus azarolus collected
in different regions of Italy showed variation in the
sugar phenolic content of their fruits (Bignami ez
al., 2003). The presence of phenolic compounds
justifies in part the pharmacological activity reported
for Crataegus (Craig, 1999; Chang er al., 2002;
Cui et al., 2006). Beneficial effects are attributed
to the main active constituents, its flavonoid and
proanthocyanidin components (Chang ez al., 2002;
Cui et al., 2006; Liu e al., 2011). Various species
of Crataegus are used in Europe and Asia for their
medicinal properties (Ody, 1993; Craig, 1999;
Chang ez al., 2002). Chinese hawthorn (Crataegus
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las especies conocidas de este género (Phipps ez al.,
2003). En México hay 13 especies conocidas como
“tejocote” (Phipps, 1997; 1998). Las plantas también
se conocen localmente como manzanita, manzanilla
y carasu en tarasco (estado de Michoacdn), belohui
en zapoteco (estado de Oaxaca) y pedyi en mazahua
(Estado de México), y estos nombres no correspon-
den a las especies (Martinez, 1979).

En México hay un creciente interés en las especies
subutilizadas, también conocidas como menores, se-
cundarias o alternativas, y es el caso del tejocote (Nie-
to-Angel, 2007). El tejocote tiene varios usos medi-
cinales tradicionales: flores, hojas y frutos se utilizan
para tratar dolencias, como problemas al corazén o
tos. Sin embargo, en México las propiedades medici-
nales del tejocote no se han investigado plenamente.

La gran diversidad y variabilidad genética del te-
jocote en México estd representada por 166 recolec-
tas que tiene el Banco de Germoplasma de la Univer-
sidad Auténoma Chapingo, México (Pérez-Ortega
et al., 2004; Nunez-Colin ez al., 2008). Con 37 va-
riables morfolégicas, se clasificaron 92 recolectas en
cinco grupos (Nieto-Angel, 2007; Nieto-Angel ez al.,
2009), pero no se han realizado estudios taxonémi-
cos, fitoquimicos o moleculares detallados. Segiin
Phipps (1997), hay problemas taxonémicos dificiles
en la especie mexicana Crataegus.

Las investigaciones fitoquimicas del género Cra-
taegus se han centrado en la identificacién de com-
puestos fendlicos y flavonoides (Liu ez 4/., 2011; Ed-
wards et al., 2012). Ellos se usan como marcadores
taxondémicos porque los patrones tienden a ser es-
pecificos de especie; también se usan para reconocer
nuevas variedades (Van Sumere et 4/, 1993; Iwashina,
2000). Por ejemplo, los ecotipos de Crataegus azaro-
lus recolectados en diferentes regiones de Italia mos-
traron variacion en el contenido fenélico de azticar
de sus frutos (Bignami ez al., 2003). La presencia de
compuestos fendlicos justifica, en parte, la actividad
farmacoldgica reportada en relacién a  Crataegus
(Craig, 1999; Chang ez al., 2002; Cui ez al., 20006).
Los efectos beneficiosos se atribuyen a los principales
constituyentes activos, sus componentes flavonoides
y de proantocianidinas (Chang er 4/, 2002; Cui et
al., 2006; Liu ez al., 2011). Varias especies de Cra-
taegus se usan en Europa y Asia por sus propiedades
medicinales (Ody, 1993; Craig, 1999; Chang et /.,
2002). Los extractos del espino chino (Crazae-
gus pinnatifida) tienen efectos beneficiosos, como
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pinnatifida) extracts have beneficial effects, such as
antioxidants, anti-inflammatory and hypo lipidemic
(Cui et al., 2006), especially on the cardiovascular
system (Chang ez al., 2002), as well as positive effects
on the brain and vascular endothelium (Zhang ez /.,
2002). Crataegus spp. are used for treatment of heart
failure, hypertension, atherosclerosis, angina pectoris,
indigestion, and abdominal distension (Chang ez
al., 2002). The leaves, fruit, and flowers are used
for improving the pumping capacity of heart and
for treating angina, causing dilation of the smooth
muscles of the coronary vessels, thereby increasing
blood flow and reducing the tendency for angina
(Craig, 1999). These beneficial effects are attributed
to its flavonoid and proanthocyanidin components
(Chang ez al., 2002).

The aim of this study was to determine the total
phenolic compounds, flavonoids and antioxidant
activity of crude flower extracts from six Mexican
accessions of Crataegus spp. in order to contribute
to the chemistry of the Germplasm Bank accessions
at the Universidad Autonéma Chapingo. The
hypothesis was that the composition profiles of
phenolic compounds of flowers are different in the

Mexican species comparing with those of Europe and
Asia.

MATERIALS AND METHODS
Plant material

Flowers of tejocote were obtained from the Germplasm Bank
of the Universidad Autonoma Chapingo, México (19°29’ N and
98° 53’ W, and 2240 m altitude; Garcia, 1988). The climate is
C(Wo) (w)b (I")g, with moderate rain, temperate and the driest
of the sub humid climates, with rains in summer; the mean
annual temperature is 17.8 °C and the annual rainfall is 644.8 mm
(Garcia, 1988).

Preparation of extracts

Flower samples were taken randomly from six accessions
(probable specie) representative of the five groups in the
Germplasm Bank (Nieto-Angel, 2007; Nieto-Angel ez 4/., 2009).
Then 1 g of ground and dried sample was weighed, and each one
was suspended in 20 mL 95 % ethanol. After 24 h, the volume
was adjusted to 25 mL with 80 % ethanol, and the mixture was

centrifuged at 1409 g.

antioxidantes, anti-inflamatorios e hipolipidémicos
(Cui ez al., 2006), especialmente sobre el sistema
cardiovascular (Chang ez a/., 2002), asi como efectos
positivos en el cerebro y el endotelio vascular (Zhang
et al., 2002). Los Crataegus spp. se usan para el trata-
miento de la insuficiencia cardfaca, la hipertensidn,
la aterosclerosis, angina de pecho, indigestion y dis-
tensién abdominal (Chang ez /., 2002). Las hojas,
frutos y flores se usan para mejorar la capacidad de
bombeo del corazén y el tratamiento de la angina
de pecho, causando dilatacién de los musculos lisos
de los vasos coronarios, lo que aumenta el flujo san-
guineo y reduce la tendencia de la angina de pecho
(Craig, 1999). Estos efectos beneficiosos se atribuyen
a sus componentes flavonoides y proantocianidinas
(Chang ez al., 2002).

El objetivo de este estudio fue determinar los
compuestos fenélicos totales, los flavonoides y la ac-
tividad antioxidante de los extractos crudos de flores
de seis recolectas mexicanas de Crataegus spp., para
contribuir a la quimica de las recolectas del Banco de
Germoplasma de la Universidad Auténoma Chapin-
go. La hipétesis fue que los perfiles de la composicién
de los compuestos fendlicos de las flores son diferen-
tes en las especies mexicanas comparados con los de

Europa y Asia.
MATERIALES Y METODOS

Materia vegetal

Las flores de zejocore se obtuvieron del Banco de Germoplas-
ma de la Universidad Auténoma Chapingo, México (19° 29° N
y 98° 53’ O, y 2240 m de altitud; Garcia, 1988). El clima es C
(Wo) (w) b (1) g, con lluvia moderada, templado y el mds seco
de los climas subhimedos, con lluvias en verano, la temperatu-
ra media anual es 17.8 °C y la precipitacién anual es 644.8 mm

(Garcia, 1988).
Preparacion de extractos

Las muestras de flores se tomaron al azar de seis recolec-
tas (especies probables) representativas de los cinco grupos del
Banco de Germoplasma (Nieto-Angel, 2007; Nieto-Angel ez al.,
2009). Luego 1 g de muestra seca y molida se pesd, y cada una
fue suspendida en 20 mL de etanol de 95 %. Después de 24 h
el volumen se ajusté a 25 mL con 80 % de etanol, y la mezcla se

centrifugé a 1409 g.
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Quantification of total phenols

The total phenols content was quantified according to
the method proposed by Waterman and Mole (1994). The
concentration was obtained from a standard curve based on
phenol (y = 0.0014x; R?=0.997). Results were expressed as mg of

phenol equivalent per 1 g of dry tissue.
Quantification of total flavonoids

An aliquot of the ethanolic extract (0.5 mL) was mixed with
1.5 mL of 95 % ethanol, 0.1 mL of 10 % AICL, 0.1 mL of 1M
potassium acetate and 2.8 mL of distilled water. After 30 min at
room temperature the absorbance was obtained, at 415 nm, and
a standard curve (y=0.0122x — 0.0067; R?=0.965) was obtained
using quercetin (Sigma-Aldrich®, St Louis Missouri, USA) as
standard. Results were expressed as quercetin equivalents (mg of
quercetin equivalent per 1 g of dry weight). The analyses were

carried out in triplicate (Chang ez 4/., 2002).
Identification of flavonoids by HPLC-MS

Analyses were performed using a Thermo Scientific HPLC-
MS (Thermo Scientific, Walthman, MA, USA) system consisting
of autosampler, pumps and PDA and a LCQ classic ion trap mass
spectrometer (Thermo Scientific, Walthman, MA, USA), fitted
with an API source. Chromatography was performed on a 150
x 4.6 mm i.d., 5 um Phenomenex Luna C18 column (Torrance
CA, USA), using a 1 mL min~" linear mobile phase gradient of
20 to 50 % aqueous methanol (containing 1 % acetic acid)
in 30 min. The compounds were identified by interpretation
of their mass spectra, through the MS/MS Library View™
Software (AB Sciex, Foster City CA, USA) and using an in-house
library of MS/MS spectra of flavonoid aglycones, compiled from
authentic standards (Cuychens and Claeys, 2004).

Antioxidant activity

The analysis was made following the method proposed by
Amico et al. (2008), which is based on the transformation of
the DPPH*(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, ~Sigma-Adrich®;
St. Louis, Missouri, USA) as stable radical to reduced DPPH,
reaction was monitored at 515 nm by the gradual color change
(purple to yellow), which increases gradually according to the
number of electrons accepted (Cotelle ez al., 1996).

Ten g of dry flowers were suspended in 100 mL of 80 %
methanol, left for 48 h at 20 °C, filtered and the extract was
evaporated to dryness in a Biichi evaporator R-210° (Flawil,

Switzerland) and lyophilized in a freeze dryer Labconco, Mod
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Cuantificacién de los fenoles totales

El contenido de fenoles totales se cuantificé de acuerdo con
el método propuesto por Waterman y Mole (1994). La concen-
tracién se obtuvo a partir de una curva estdndar basada en fenol
(y=0.0014x; R =0.997). Los resultados se expresaron en mg de

fenol equivalente a 1 g de tejido seco.
Cuantificacién de los flavonoides totales

Una alicuota del extracto etanélico (0.5 mL) se mezclé con
1.5 mL de 95 % de etanol, 0.1 mL de 10% de AICI3, 0.1 mL
de 1 M de acetato de potasio y 2.8 mL de agua destilada. Des-
pués de 30 min a temperatura ambiente se obtuvo la absorbancia
a 415 nm, y también una curva estdndar (y=0.0122x—0.0067;
R,=0.965) usando quercetina (Sigma-Aldrich®, St Louis Mis-
souri, EE.UU.) como esténdar. Los resultados se expresaron
como equivalentes de quercetina (mg de quercetina equivalen-
te por 1 g de peso seco). Los andlisis realizaron por triplicado

(Chang ez al., 2002).
Identificacién de los flavonoides por HPLC-MS

Los andlisis se realizaron usando un Thermo Scientific
HPLC-MS (Thermo Scientific, Walthman, MA, EE.UU.), que
consta de un inyector automdtico, bombas y PDA y un espec-
trémetro de masas con trampa de iones LCQ cldsico (Thermo
Scientific, Walthman, MA, EE.UU.), provisto de una fuente
API. La cromatografia se realizé en una columna Phenomenex
Luna C18 (Torrance CA, EE.UU.), de 150 x 4.6 mm i.d., y 5 mm,
usando un gradiente lineal de 1 mL min~" de 20 a 50 % de me-
tanol acuoso (que contiene 1 % de 4cido acético) en 30 min. Los
compuestos se identificaron mediante la interpretacién de sus es-
pectros de masas, a través del MS/MS Library ViewTM Software
(AB Sciex, Foster City CA, EE.UU.) y usando una biblioteca de
espectros MS/MS de agliconas de flavonoides, compilado desde
esténdares auténticos (Cuychens y Claeys, 2004).

Actividad antioxidante

El andlisis se realizé con el método propuesto por Amico ez
al. (2008), basado en la transformacién del DPPH* (2.2-difenil-
1-picrilhidracilo, Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EE.UU.)
como radical estable para DPPH reducido. La reaccién se mo-
nitoreé a 515 nm, por el cambio gradual de color (ptrpura a
amarillo), que aumenta gradualmente de acuerdo con el nimero
de electrones aceptados (Cortelle ez al., 1996).

Se suspendieron 10 g de flores secas en 100 mL de metanol

80 %, y se dejaron 48 h a 20 °C; se filtraron y el extracto se
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75034 (Labconco, Co. Missouri, USA). Prior to the analysis
of the antioxidant activity, both the solution of DPPH* and of
the sample were maintained in an ice bath. To calculate the 50
inhibitory concentration (IC,) three concentrations (1.0, 0.5
and 0.1 mg mL~" in methanol) of each extract were prepared; 0.1
mL of each solutions was mixed with 3.9 mL of 0.1mM DPPH*.
Immediately, zero time and after 30 min reading were made, at
515 nm, in a Spectronic 20° spectrophotometer (Rochester, N
Y, USA). Quercetin solution (1.0 mg mL™") was used as positive
control. The low absorbance of the reaction mixture showed high
antioxidant activity.

The initial concentration of DPPH* radical in methanol
was controlled for every experiment from a calibration curve
(y=0.016x+0.033; R*=0.994) made by measuring the absorbanceat
515 nm of standard DPPH* solutions at different concentrations
(Amico et al., 2008). The percentage of DPPH* was calculated
with the formula: % DPPH*= (A -A__ )*100/A__
A

control

absorbance obtained after 30 min of each sample with 0.1 mM

» where

sample

is the control absorbance (DPPH* 0.1mM), Aﬂmplc is the
DPPH*. To calculate the ICSO, a linear regression was performed
of the calibration curve (% of DPPH* vs. concentration of
the added extract). IC, values are concentration of the sample

required to scavenge 50 % free radical DPPH.
Statistical analysis

This study consisted of six accessions with three replicates
each one. A replication consisted of three samples of flowers from
the same tree (experimental unit) An ANOVA was performed
and means were compared using Tukey test (p=<0.05) by means

of SAS (1996).
REsuLTS AND DISCUSSION
Quantification of phenols and flavonoids

Content of phenols was higher that flavonoids
(Table 1). Bahorum ez al. (1994) observed the same
behavior in extracts of C. monogyna. Content of
phenolic compounds was not statistically different
within accessions (p>0.05) (Table 1). Results (7.77-
14.87 mg g~' dry weight) were similar to that in
flowers of seven species from Europe and Asia
(0.45 — 10.14 mg g~" dry weight) (Edwards ez 4/,
2012).

The flavonoid content (2.85-7.23 mg g~' dry
weight) was lower than in 12 European species (3.18
- 19.4 mg g™' dry weight) (Edwards ez 4/, 2012). A
tendency of the flavonoids content was not observed
within origin and type of accession. Edwards ez al.

evapord hasta secarse en un evaporador Biichi R-210° (Flawil,
Suiza), y se liofilizé6 en un liofilizador Labconco, Mod 75034
(Labconco, Co. Missouri, EE.UU.). Antes del andlisis de la acti-
vidad antioxidante, la solucién de DPPH* y la de la muestra se
mantuvieron en un bafio de hielo. Para calcular la concentracién
inhibitoria 50 (IC, ), se prepararon tres concentraciones (1.0, 0.5
y 0.1 mg mL™" en metanol) de cada extracto; 0.1 mL de cada
solucién se mezclé con 3.9 mL de DPPH*0.1 mM. Se hicie-
ron lecturas: al tiempo cero y después de 30 min, a 515 nm, en
un espectrofotémetro Spectronic 20° (Rochester, NY, EE.UU.).
Una solucién de quercetina (1.0 mg mL™") se usé como testigo
positivo. La absorbancia baja de la mezcla mostré una actividad
antioxidante alta.

La concentracidn inicial del radical DPPH* en metanol se
controld para cada experimento desde una curva de calibracién
(y=0.016x + 0.033; R, = 0.994) obtenida al medir la absorbancia
a 515 nm de las soluciones estdndares de DPPH¥*, a diferentes
concentraciones (Amico ez a/ ., 2008). El porcentaje de DPPH*
se calculé con la férmula: % DPPH* = (A -A_ ) *100/
A p donde A .. cs la absorbancia de control (DPPH* 0.1
mM); A es la absorbancia obtenida después de 30 min de

cada muestra con 0.1 mM DPPH*. Para calcular ICsO, se realizd

‘muestra

una regresién lineal de la curva de calibracién (% de DPPH* vs.
la concentracién del extracto afiadido). Los valores IC son la
concentracién de la muestra requerida para secuestrar 50 % de los
radicales libres DPPH.

Andlisis estadistico

Este estudio consistié en seis recolectas con tres repeticiones
cada una. Una repeticién tenfa tres muestras de flores del mis-
mo érbol (unidad experimental). Se realiz6 un ANDEVA vy se
compararon las medias con la prueba de Tukey (p=0,05) usando

SAS (1996).
REsuLTADOS Y DISCUSION
Cuantificacién de los fenoles y flavonoides

El contenido de fenoles fue mayor que el de los
flavonoides (Cuadro 1). Bahorum ez /. (1994) ob-
servaron el mismo comportamiento en los extractos
de C. monogyna. El contenido de compuestos fend-
licos no fue estadisticamente diferente dentro de las
recolectas (p> 0.05) (Cuadro 1). Los resultados (7.77
a 14.87 mg g~' de peso seco) fueron similares a los
de las flores de siete especies de Europa y Asia (0.45
a10.14 mg g~" de peso seco) (Edwards ez al., 2012).

El contenido de flavonoides (2.85 a 7.23 mg de

g~! peso seco) fue menor que en 12 especies europeas

GARCIA-MATEOS ez al. 655
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Table 1. Phenols and flavonoids content in flowers of six accessions of Crataegus spp. (n=3).
Cuadro 1. Contenido de fenoles y flavonoides en flores de seis accessiones de Crataegus spp. (n=3).

Accession Origin Species Phenols’ Flavonoids®
2 Chiapas C. stipulosa 13.27 = 3.41 a' 3.10 £ 0.47d
6 Chiapas C. stipulosa 14.87 = 1.88 a 4.90 £ 0.44 ¢
11 Puebla C. mexicana 11.02 £ 0.48 a 2.85 +0.09d
48 Puebla C. mexicana 7.77 £1.25a 723 £0.08a
52 Chiapas C. nelsoni 8.68 £0.23a 437 £0.18 ¢
77 Chiapas C. nelsoni 14.30 = 1.00 a 6.13+0.10b

"mg g~ dry mass ¢ mg g~! de peso seco.

*Values with different letters in a column are significantly different (p=<0.05) % Los valores con diferentes letras en una columna son

significativamente diferentes (p=<0.05).

(2012) pointed out the wide variability of flavonoid
content on hawthorn within and between species.
Flavonoid content was highest in accessions 48
and 77 and lowest in accession 11 (Table 1). The
difference in flavonoid content is possibly due to the
presence of procyanidins or other phenolic acids as
described by Cui ez 4/ (2006) and Liu ez al. (2011)
for fruits of C. pinnatifida containing procyanidins
(19.7 %), phenols (1.27 % chlorogenic acid) and
flavonoids (0.48 %). Bignami ez al. (2003) report
similar results of total flavonoids and phenols
content in five accessions of C. azarolus L. flowers.
The environmental factors do not seem to influence
the phenolic compounds content among species
and accessions analyzed, and the variations of the
metabolites may be of genetic origin (Bignami ez
al., 2003). There is no relationship between the total
phenolic content and the antioxidant activity of
berry, fruit wines and liquors (Robards ez al., 1999),
a fact which should be taken into account when
interpreting the results of any study, because some
others metabolites can contribute to this activity.
Therefore, it is useful to associate individual phenolic
compounds with antioxidant activity because
their particular structural characteristics can easily
neutralize free radicals (Bors ez al., 1990; Cotelle ez
al., 1996; Robards et al., 1999).

In our study the highest percentage of flavonoids
was 0.72 %, close to the values described by Chang
et al. (2002) and by Melikoglu ez al. (2004) in leaves
and flowers of Crataegus spp. and C. microphylla (0.7 %).
According to Chang ez a/. (2002), flavonoid content
varies from 0.1 to 1.0 % in Crataegus sp. fruits and
from 1 to 2 % in leaves and flowers, which could
be due to the method of extraction and analysis.
However, the variation in the content of these
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(3.18 a 19.4 mg de peso seco g') (Edwards et al.,
2012). No se observé una tendencia del contenido
de flavonoides en el origen y tipo de accesién. Ed-
wards ez al. (2012) sefalaron la gran variabilidad de
contenidos de flavonoides en el espino dentro de las
especies y entre ellas. El contenido de flavonoides fue
mis alto en las recolectas 48 y 77 y menor en la 11
(Cuadro 1). La diferencia en el contenido de flavo-
noides posiblemente se debe a la presencia de pro-
cianidinas u otros 4cidos fendlicos, segtin describen
Cui ez al. (2006) y Liu ez al. (2011) para frutos de
C. pinnatifida que contienen procianidinas (19.7 %),
fenoles (1.27 % de 4cido clorogénico) y flavonoides
(0.48 %). Bignami ez al. (2003) reportan resultados
similares en el contenido de los flavonoides y fenoles
totales en cinco recolectas de flores de C. azarolus.
Los factores ambientales parecen no influir en el con-
tenido de compuestos fendlicos entre las especies y
recolectas analizadas, y las variaciones de los metabo-
litos pueden ser de origen genético (Bignami ez /.,
2003). No hay relacién entre el contenido fendlico
total y la actividad antioxidante, de bayas, vinos de
frutas y licores (Robards ez al., 1999), lo cual deberia
considerarse al interpretar los resultados de cualquier
estudio, debido a que otros metabolitos pueden con-
tribuir a esta actividad. Por lo tanto, es util asociar los
compuestos fendlicos individuales con la actividad
antioxidante debido a que sus caracteristicas estruc-
turales particulares pueden ficilmente neutralizar los
radicales libres (Bors ez al., 1990; Cotelle ez al., 1996;
Robards ez al., 1999).

En este estudio, el porcentaje més alto de flavo-
noides fue 0.72 %, préximo a los valores descritos
por Chang ez al. (2002) y por Melikoglu ez al. (2004)
en hojas y flores de Crataegus spp. y C. microphylla
(0.7 %). Segtin Chang er al. (2002), el contenido
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metabolites therein some Crataegus species may be
related to environmental conditions. The phenolic
composition of fruits is determined by genetic and
environmental factors but may be modified by
oxidative reactions during processing and postharvest
(Robards ez al., 1999). Kirakosyan ez al. (2003; 2004)
found high levels of phenolic compounds in leaves of
C. laevigata and C. monogyna grown under drought
and cold stress conditions.

Identification of flavonoids by HPLC-MS

The analysis by HPLC-MS allowed to tentatively
identify four glycosides of quercetin (Figure 1;
Table 2). Using soft ionization techniques such
as electrospray with serial mass spectrometry, the
molecular mass and product ion spectrum of the
aglycone moiety of a flavonoid O-glycoside can be
obtained relatively easily, particularly in positive ion
mode, and the aglycone spectrum can be compared
with those of standards in a mass spectral library.
All accessions showed the typical UV spectra of
quercetin  3-O-glycosides, and serial MS analysis
confirmed quercetin as the aglycone. Glycosides
1, 3 and 4 have not been reported in Crataegus
from America. Flavonoid 2 was confirmed as rutin
(quercetin 3-O-rhamnosyl-(1—06)-glucoside) against

OH
OH
HO 0]
OR
@)
Metabolite Sugar
Quercetin R=H
1 R = Rham-Rham-Glu-
2 R = Rham-Glu-
3 R = Glu-
4 R = Rham-

Figure 1. Structures of glycosides of quercetin in flowers of

Crataegus spp.

Figura 1. Estructuras de glucésidos de quercetina en flores de

Crataegus spp.

de flavonoides varia de 0.1 a 1.0 % en los frutos de
Crataegus sp. y de 1 a 2 % en hojas y flores, lo cual
podria deberse al método de extraccidon y andlisis.
Sin embargo, la variacién en el contenido de estos
metabolitos en algunas especies de Crataegus puede
estar relacionada con las condiciones ambientales.
La composicién fendlica de frutos estd determinada
por factores genéticos y ambientales, pero puede ser
modificada por reacciones oxidantes durante el pro-
cesamiento y la poscosecha (Robards ez al., 1999).
Kirakosyan ez al. (2003, 2004) encontraron niveles
altos de compuestos fendlicos en las hojas de C. lae-
vigata 'y C. monogyna cultivados bajo condiciones de
sequia y frio.

Identificacién de los flavonoides

por medio de HPLC-MS

El anilisis con HPLC-MS hizo permitié identifi-
car provisionalmente los cuatro glucésidos de querce-
tina (Figura 1, Cuadro 2). El uso de técnicas de ioni-
zacion suaves tales como el electrospray- espectrome-
tria serial de masas, la masa molecular y el espectro
de masas de la fraccién aglicona de un flavonoide
O-glicésido pueden obtenerse con relativa facilidad,
especialmente en el modo de ion positivo, y el espec-
tro de la aglicona se puede comparar con los de es-
tindares de una biblioteca de espectros de masas. To-
das las recolectas revelaron los tipicos espectros UV
de quercetina 3-O-glicésidos, y el andlisis serial MS
confirmé la quercetina como la aglicona. Los glucé-
sidos 1, 3 y 4 no se han reportado en la Crataegus de
América. El flavonoide 2 se confirmé como rutina
(quercetina 3-O-ramnosil-(1->6)-glucésido) frente a
un estdndar, y se supuso que la glucosa era también
principalmente azicar glicosidico en el mono hexo-
sido 3, y el glucésido ramificado tri 1, quercetina —
triglycosido no estd reportado en el género Crataegus
(Liu ez al., 2011). El espectro de masas de 1 coincidi6
como quercetina 3-O-ramnosil-(1=>2) - [ramnosil
(1->6)]-glucésido a través de una biblioteca de espec-
tros. Ademds el andlisis de los espectros de MS/MS,
a través de la Biblioteca View TM Software (de AB
Sciex, Foster City CA, EE.UU.), permitié confirmar
estas observaciones. El flavonoide 4 mostré la pérdi-
da de 146 después del andlisis MS/MS vy asi fue asig-
nado como quercetina 3-O-ramnésido (quercitrina).

La quercetina estd presente en las especies euro-

peas C. microphyila, C. oxyacantha, C. sinaica 'y C.
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Table 2. Retention times and 72/z values of the base ion [M+H]* of flavonoid glycosides in the flowers of Crataegus spp.
Cuadro 2. Tiempos de retencién y valores 7/z del ion base [M+H]* de glucésidos flavonoides en las flores de Crataegus spp.

No. Flavonoid [M+H]"* (m/z) Retention time (min)
1 Quercetin 3-O-rhamnosyl-(1->2)-[thamnosy-(1->6)]- glucoside 757.0 8.27
2 Quercetin 3-O-rhamnosyl-(1->6)-glucoside (rutin) 611.0 9.91
3 Quercetin 3-O-glucoside 465.0 10.15
4 Quercetin 3-O-rhamnoside 449.0 11.14

a standard, and it was assumed that glucose was also
primary glycosidic sugar in the mono hexoside 3 and
the branched tri glycoside 1, quercetin-triglycoside
have not been reported in Crazaegus genus (Liu ez al.,
2011). The serial MS spectra of 1 matched as quercetin
3-O-rhamnosyl-(1->2)-[rhamnosyl(1=6)]-glucoside
in an in-house spectral library. Besides the analysis
of the MS/MS spectra through the Library View
™ Software (from AB Sciex, Foster City CA, USA)
allowed to confirm these observations. The flavonoid
4 showed the loss of 146 following MS/MS and so was
assigned as quercetin 3-O- rhamnoside (quercitrin).
Quercetin is present in the European species
C. microphyila, C. oxyacantha, C. sinaica and C.
monogyna (Rehwald ez al., 1994; Shahat ez al., 2002;
Melikoglu ez al., 2004). Furthermore, Urbonaviciute
et al. (2006) and Zhang ez al. (2001) suggested that
rutin is commonly detected in C. monogyna. Rohr
et al. (1999) identified by HPLC (-)-epicatechin
and several procyanidins in Crataegus leaves and
flowers, whereas Dauguet ez al. (1993) identified
some derivatives of kaempferol and other flavonoids
from bee pollen of C. monogyna. Vitexin-2"-O-
rhamnoside, acetylvitexin-2”-O-rhamnoside, rutin,
hyperoside, vitexin, and chlorogenic acid are found
in leaves and flowers of C. monogyna (Rehwald ez
al., 1994). Fong and Bauman (2002) point out that
the composition profile of phenolics in European
hawthorn species also suggest that flavonoids were
the markers for the differentiation of C. monogyna,
C. laevigata, and C. pentagyna from one another.
The flavonoid glycosides 1-4 differed qualitatively
or quantitatively between the six accessions.
Accessions 2 and 6, as well as 52, had the same
flavonoids but their relative abundance was different
(Table 3). Also these accessions showed four
glycosides and they had greatest relative abundance
of quercetin 3-O-rhamnoside and accessions 11
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monogyna (Rehwald ez al., 1994; Shahat ez al, 2002;
Melikoglu ez al, 2004). Ademads, Urbonaviciute ez a/.
(2006) y Zhang ez al. (2001) sugirieron que la rutina
se detecta frecuentemente en C. monogyna. Rohr et
al. (1999) identificaron por medio de HPLC (-)-epi-
catequina y varias procianidinas en hojas y flores de
Crataegus, mientras que Dauguet ez a/. (1993) iden-
tificaron algunos derivados de kaempferol y otros
flavonoides de polen de abeja de C. monogyna. La
vitexina- 2”-O-ramnésido, acetylvitexin-2”-O-ram-
nésido, rutina, hiperdsido, vitexina, y el dcido cloro-
génico estdn presentes en hojas y flores de C. mono-
gyna (Rehwald ez al., 1994). Fong y Bauman (2002)
sefialan que el perfil de los compuestos fenélicos en
las especies de espino europeas también sugiere que
los flavonoides son los marcadores para distinguir
entre C. monogyna, C. laevigata, y C. pentagyna.

Los glucésidos flavonoides 1-4 difirieron cuali-
tativa o cuantitativamente en las seis recolectas. Las
recolectas 2 y 6, asi como la 52, tuvieron los mismos
flavonoides pero su abundancia relativa fue diferen-
te (Cuadro 3). También estas recolectas revelaron la
presencia de cuatro glucésidos y tuvieron la mayor
abundancia relativa de quercetina 3-O-ramnésido, y
las recolectas 11 (58 %), 48 (54 %) y 77 (66 %) mos-
traron mayor abundancia relativa de rutina. Estas re-
colectas revelaron la presencia de sélo tres glucésidos
(1,2,y3), y su perfil de flavonoides fue diferente a las
de Europa y Asia (Rehwald ez al., 1994; Kirakosyan
et al., 2003; Cui et al., 2006).

El glucésido 4 fue el mds abundante en las reco-
lectas 2 (58 %) y 6 (88 %) probablemente debido
a que pertenecen a la misma especie (C. stipulosa) y
tienen el mismo origen (Chiapas). El glucésido 2 se
encontré en mayor proporcién en las recolectas 11
(58%) y 48 (54 %) de C. mexicana, de Puebla. En las
recolectas 52 y 77 de C. nelsoni los glucésidos 4 y 2
fueron los mds abundantes (62 y 66 %) y vienen de
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(58 %), 48 (54 %) and 77 (66 %) showed greatest
relative abundance of rutin. These accessions showed
only three glycosides (1, 2, and 3), and its flavonoids
profile was different to those of Europe and Asia
(Rehwald ez al., 1994; Kirakosyan ez al., 2003; Cui
et al., 20006).

Glycoside 4 was the most abundant in the
accessions 2 (58 %) and 6 (88 %) probably due to the
fact that they belong to the same specie (C. stipulosa)
and have the same origin (Chiapas). Glycoside 2 was
found in higher proportion in the accessions 11 (58 %)
and 48 (54 %) of C. mexicana, from Puebla. In the
accessions 52 and 77 of C. nelsoni the glycosides 4
and 2 were the most abundant (62 and 66 %) and
they come from Chiapas. These differences could be
due to a genetic factors (similar within species) and
not to their origin (Bignami ez a/., 2003). Edwards ez
al. (2012) point out that this discrepancy indicate the
need for a long-term phytochemical study performed
using a validated analytical method, and involves
looking at the chemistry of a single species collected
from multiple locations over a number of years.
Such study may answer the question of whether
previously reported concentration values vary as a
result of species, location, seasonality, or research
methodology. It would also allow for quantitative
determination of chemotaxonomic  differences
between the species.

Antioxidant activity

The antioxidant activity of extracts is due, in
part, to the quercetin, but the presence of flavones
and procyanidins, not studied in the present work,
also might contribute to this activity (Robards ez

Chiapas. Estas diferencias podrian deberse a factores
genéticos (similares dentro de las especies) y no a su
origen (Bignami ez al., 2003). Edwards ez al. (2012)
senalan que esta discrepancia indica la necesidad de
realizar un estudio fitoquimico de largo plazo utili-
zando un método analitico validado, y consistiria en
observar la quimica de una sola especie recolectada
en diversos lugares durante varios anos. Dicho estu-
dio podria responder a la pregunta de si los valores
de concentracién ya reportados varfan dependiendo
de la especie, la ubicacidn, la estacién del ano, o la
metodologia de investigacién. También permitiria
determinar cuantitativamente las diferencias quimio-
taxondmicas entre las especies.

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos se debe
en parte a la quercetina, pero la presencia de flavonas
y procianidinas, no estudiada en el presente trabajo,
también podria contribuir a esta actividad (Robards
et al., 1999; Harborne y Williams 2000; Chang ez 4/.,
2002). Al respecto, la actividad antioxidante de los
flavonoles y flavonas se relaciona con su estructura
quimica. Las moléculas con grupos de hidroxilo en
las posiciones 3’ y 4’ del anillo B y OH en C-3 per-
miten estructuras estables y eficientes para capturar
radicales libres, un requisito para obtener la méxima
capacidad antioxidante (Bors ez a/., 1990; Cotelle ez
al., 1996; Robards ez al., 1999). En este caso, la quer-
cetina, que tiene un grupo 3,5,7,3’, 4-pentahidroxi,
mostré una mayor actividad DPPH eliminadora de
radicales libres que el kaempferol; éste tiene un gru-
po 3,5,7,4 -tetrahidroxi, en el anillo B del esqueleto
flavonol, que podria aumentar la actividad radical

Table 3. Relative abundance of flavonoids and antioxidant activity in flowers of Crataegus spp.
Cuadro 3. Abundancia relativa de los flavonoides y la actividad antioxidante en las flores de Crataegus spp.

Sample Flavonoids noted DPPH IC,,
(relative abundance of base ion) (%) (ug mL™)

Quercetin _ 97.203 a' 220.7 = 4.8d
Accession 2 1(6),2(26),3 (9),4 (58) 61.437 b 7243 * 16.2a
Accession 6 1(1),2 (4),3 (6),4 (88) 93.870 a 585.3 = 159b
Accession 11 1(9),2(58),3(33),4 (0) 92.620 a 606.6 = 8.6b
Accession 48 1(9),2 (54),3 (37),4 (0) 79.730 ba 692.3 £ 6.7a
Accession 52 1(6),2(22), 3 (10), 4 (62) 94.350 a 431.1 £27.2¢
Accession 77 1 (0), 2 (66), 3 (34),4 (0) 88.663 a 555.4 = 8.0b

"Values with different letters in a column are significantly different (p=<0.05) ¢ Los valores con letras diferentes en una columna son

significativamente diferentes (p=<0.05).
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al., 1999; Harborne and Williams 2000; Chang ez
al., 2002). To this respect, the antioxidant activity
of flavonols and the flavones is associated with their
chemical structure. Those molecules with hydroxyl
groups in 3’ and 4’ positions of the B ring and
OH in C-3 permit stable and efficient structures to
capture free radicals, a requirement for the maximum
antioxidant capacity (Bors ez al., 1990; Cotelle ez al.,
1996; Robards ez al., 1999,). In this case, quercetin
having a 3,5,7,3’,4-pentahydroxy group showed
stronger DPPH radical scavenging activity than
kaempferol; this has 3,5,7,4’-tetrahydroxy group,
in the B-ring of flavonol skeleton, which might
enhance DPPH radical reducing activity (Rice-Evans
et al., 1996; Okawa et al., 2001). It is important
to mention that some of the glycoside derivatives
present lower antioxidant activity than the aglycones,
since the hydroxy group at C-3 in 3-O-glycoside
may not contribute to scavenge the DPPH radical
(Okawa ez al., 2001). This information explains the
moderate antioxidant activity found in relation to
the glycosides structure in the present study.

Pharmacokinetic studies indicate that the sugar
fraction in the quercetin is important because retards
its absorption due to the fact that the flavonol is
absorbed well in the small intestine, whereas rutin
is absorbed in the colon, after intestinal bacteria
hydrolysis (Harborne and Williams, 2000).

Other studies indicate properties of the glycosides
of quercetin; for instance higher spasmolytic activity
than of quercetin has been demonstrated, due to
its effect on the relaxation of the skeletal muscle.
Additionally, numerous  physiological  effects
beneficial to human health are attributed to the
flavonoids as anticancer agents. Their action in
vitro with low density lipoproteins inhibits the
development of vascular diseases when they are
consumed in a diet of fruits and vegetables (Rice-
Evans et al., 1996; Okawa et al., 2001; Schramm and
German, 1998).

In this study were analyzed the type of flavonoids
present in species of Crataegus found in Mexico.
Furthermore, the profile and the abundance of
the flavonoids detected in six accessions of the
Germplasm Bank of the Universidad Auténoma
Chapingo, Mexico, will contribute to the chemistry
of the 92 accessions morphologically characterized.
Analysis of more accessions of the different plant
species would be necessary to determine whether
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DPPH eliminadora (Rice-Evans ez /., 1996; Okawa
et al., 2001). Es importante mencionar que algunos
de los derivados glucésidos presentan menor activi-
dad antioxidante que las agliconas, ya que el grupo
hidroxi en C-3 en 3-O-glucésido no puede contri-
buir a captar el radical DPPH (Okawa ez a/., 2001).
Esta informacién explica la actividad antioxidante
moderada que se encontré en relacién con la estruc-
tura de glucésidos en el presente estudio.

Los estudios farmacocinéticos indican que la frac-
cién de azdcar en la quercetina es importante porque
retarda su absorcién debido a que el flavonol se ab-
sorbe bien en el intestino delgado, mientras que la
rutina se absorbe en el colon después de la hidrélisis
bacterial intestinal (Harborne y Williams, 2000).

Otros estudios indican propiedades de los glucé-
sidos de quercetina; por ejemplo, mayor actividad
espasmolitica, debido a su efecto sobre la relajacién
del musculo esquelético. Ademds, numerosos efec-
tos fisiolégicos beneficiosos para la salud humana se
atribuyen a los flavonoides como agentes anticance-
rigenos. Su accién in vitro con lipoproteinas de baja
densidad inhibe el desarrollo de enfermedades vas-
culares cuando se consumen en una dieta de frutas
y verduras (Rice-Evans ez al., 1996; Okawa et al.,
2001; Schramm y German, 1998).

En este estudio, se analizé el tipo de flavonoides
presentes en especies de Crataegus que se encuentran
en México. Ademds, el perfil y la abundancia de los
flavonoides detectados en seis recolectas del Banco
de Germoplasma de la Universidad Auténoma Cha-
pingo, México, contribuird a la quimica de las 92
recolectas morfolégicamente caracterizadas. Serfa ne-
cesario analizar un mayor niimero de recolectas de las
diferentes especies de plantas para determinar si estas
diferencias son especificas de la especie o se deben a
variaciones entre individuos (Edwards et 4/., 2012).

CONCLUSIONES

No hay diferencias en el contenido de fenoles
totales dentro de las recolectas; tampoco se observd
alguna tendencia sobre el contenido de flavonoides
en el origen y el tipo de accesién. El contenido de
fenoles totales fue similar a los de las flores de las sie-
te especies de Europa y Asia. Se detectaron cuatro
glucésidos de flavonoides en las flores de las especies
mexicanas de Crataegus y proporcionaron evidencia
de la actividad antioxidante de los extractos de flores.
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these differences were species specific or due to inter-
individual variation (Edwards et 4., 2012).

CONCLUSIONS

There are not differences in the content of total
phenolics within accessions; it was not observed
a tendency of the content of flavonoids within the
origin and the type of accession neither. The content
of total phenolics was similar to those of the flowers
on seven species from Europe and Asia. Four flavonol
glycosides were detected in flowers of Mexican species
of Crataegus and provide evidence of the antioxidant
activity of the extracts of flowers. The flowers of one
accession presented the higher antioxidant activity
and contrasts to the other accessions. This is the
first report of composition and content of phenolic
compounds and profile of flavonoids in the flowers
of Crataegus spp. from Mexico.
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