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Resumen
Los triterpenoides son metabolitos especializados altamente distribuidos en la naturaleza

y son usados por sus multiples actividades bioldgicas. La familia Fabaceae es una de las que
mas reportes de triterpenoides presenta. En esta revision se recopilé informacion relevante
acerca de las plantas de la familia Fabaceae de la Amazonia ecuatoriana con registro de
uso, en las cuales se han reportado triterpenoides o que presenten genes relacionados a
su biosintesis. Se realizdé una busqueda sin restricciéon de afio en las bases de datos de
SciELO Citation Index, WorldWide Science, PubMed/Medline, Researchgate y Google
Scholar, usando las palabras claves: triterpenoids, triterpenes, oxidosqualene cyclase
(0OSC), cytochrome P450 monooxygenase (CYP) y los nombres de las especies de los
géneros con mayor ocurrencia para cada subfamilia. Adema3s, se determiné su distribucién
usando el software QGIS3.16 y se analizd los avances biotecnoldgicos de produccién de
triterpenoides y aprovechamiento de los recursos genéticos. De las 13 especies objetivo se
identificaron 93 triterpenoides agrupados en cuatro esqueletos principales (oleanano,
lupano, ursano, friedelano). Ademas, no se encontraron estudios de genes de CYPs u OSCs
en las especies objetivo, a excepcion de P. vulgaris que posee CYPs de los clanes CYP71
(36%), CYP72 (43%) y CYP85 (21%). A pesar de que el material vegetal usado en los estudios
procede en su mayoria de paises diferentes al Ecuador, a excepcién de B. tarapotensis,
estas especies se distribuyen en la Amazonia ecuatoriana. La comprension del potencial
medicinal de estas especies aumentara la generacidon de estudios de propagacién y

aplicaciones de ingenieria genética, edicidn génica y biologia sintética.

Palabras claves: bioprospeccion, citocromo P450 monooxigenasa, leguminosa, Ecuador,
etnobotanica, triterpenoides pentaciclicos
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Abstract
Triterpenoids are specialized metabolites widely distributed in nature and useful for their

multiple biological activities. Among plant families, Fabaceae is one with the highest
number of reports on triterpenoids. In this review, we collected relevant information about
plant species with usage records of the Ecuadorian Amazon corresponding to the Fabaceae
family in which triterpenoids or genes related to their biosynthesis have been reported.
The following keywords were searched for all available years of the SciELO, Citation Index,
WorldWide Science, PubMed / Medline, Researchgate, and Google Scholar databases:
triterpenoids, triterpenes, oxidosqualene cyclase (OSC), cytochrome P450 monooxygenase
(CYP), and species of the genera with the highest occurrence for each subfamily. In
addition, we determined the distribution of the selected species using the QGIS3.16
software. We also analyzed biotechnological approaches to produce triterpenoids and
exploit genetic resources. From 13 species selected, a total of 93 triterpenoids grouped in
four main skeletons (oleanane, lupane, ursane, friedelane) were identified. Despite P.
vulgaris, which has CYPs of the clans CYP71 (36%), CYP72 (43%), and CYP85 (21%), no
studies of CYPs or OSCs genes were found in target species. Although the plant material
used in the public literature comes mostly from countries outside Ecuador, these species
are distributed in the Ecuadorian Amazon. The awareness of their medicinal and industrial
potentials will promote future studies related to its metabolomics, micropropagation,

genetic engineering, genome editing and synthetic biology.

Keywords: bioprospection, cytochrome P450 monooxygenase, legume, Ecuador,
ethnobotanical, pentacyclic triterpenoids
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1. Introduccion

Los triterpenoides (TTPs) son metabolitos especializados caracterizados por su esqueleto
de seis unidades de isoprenos con 30 carbonos (Hill & Connolly, 2018). Son compuestos
altamente distribuidos en la naturaleza y reconocidos por sus multiples actividades
bioldgicas (Institute of Food Biotechnology and Genomics, the NAS of Ukraine, Kyiv &
Karpov, 2015; Jager et al.,, 2009; Singh, 2018). Mediante estudios traslacionales se ha
demostrado que los TTPs tienen actividad anti-COVID-19 (Borkotoky & Banerjee, 2020;
Kumar et al., 2020), antiinflamatoria (Askari et al., 2018), anti-VIH (Jonnalagadda et al.,
2017; Xiao et al., 2018), antiparasitaria (Isah et al., 2016), antimicrobiana (Silva et al., 2019)
y anticancerigena (Parikh et al., 2014; Salvador et al., 2017; Valdés et al., 2016). También
tienen numerosas aplicaciones como agentes cosméticos, alimentarios y agrondmicos
(Miettinen et al., 2017; Peng et al., 2014). En la naturaleza, las plantas utilizan los TTPs
como moléculas de defensa (Aharoni et al., 2005; Serbian & Csuk, 2018; Zheng et al., 2015)
y como agentes alelopdticos (Pollier et al., 2011).

La familia Fabaceae presenta el mayor nimero de reportes de TTPs en la naturaleza (da
Silva Magedans et al., 2020; Hostettmann & Marston, 1995). A pesar de ello, la distribucién
de estos metabolitos especializados en Fabaceae permanece incompleta (Wink, 2013), y
las investigaciones recientes se han focalizado en estudios de sus compuestos fendlicos y
nitrogenados (Amen et al., 2015; Barreira et al., 2017; Lee et al., 2020; Saha et al., 2013;
Son et al., 2016; Wink, 2013). Ademas, persiste un vacio en cuanto a reportes de TTPs en
Fabaceae de la Amazonia, por lo que es necesario el estudio exhaustivo y la recopilacion
sistematizada de la informacién ya publicada al respecto (de la Torre et al., 2008; Duke &
Vasquez, 1994; Rios et al., 2007).

De ahi es que los conocimientos tradicionales y saberes ancestrales tienen un rol muy
importante en el descubrimiento de productos naturales bioactivos (Skirycz et al., 2016) al
constituirse en una guia para la bioprospeccién de compuestos de interés. Debido a que el
cambio climdtico desestabilizara la regidon amazdnica causando la reduccién de un tercio
de su superficie actual en 65 afios (Shanley & Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2011), las especies vegetales con registro de uso por las poblaciones
locales, se ven en riesgo de perderse incluso antes de ser estudiadas en profundidad.

En este contexto, se realiza una revisidon bibliografica de la informacién acerca de las



plantas de la familia Fabaceae de la Amazonia ecuatoriana con registro de uso en las cuales
se han reportado TTPs o que presenten genes relacionados a su biosintesis. Para cumplir
con esto, se plantearon los siguientes objetivos especificos: 1) Sistematizar la informacién
disponible acerca del contenido de triterpenoides, perfiles, distribucidon, genes
potencialmente involucrados en su biosintesis y usos de Fabaceae de la Amazonia
ecuatoriana. 2) Determinar la distribucidén geografica de Fabaceae con registro de uso que
produzcan triterpenoides o que presenten genes involucrados en su biosintesis. 3) Analizar
las perspectivas biotecnoldgicas para el aprovechamiento de los recursos genéticos de

Fabaceae de la Amazonia ecuatoriana con reportes de triterpenoides.

2. Métodos

Se hizo una revision de las referencias sobre plantas de la familia Fabaceae que cumplen
con los criterios contextualizados mas adelante. Para elaborar las tablas resumen, se
extrajo la informacién sobre el contenido de TTPs, érganos o tejidos de dénde fueron
aislados, tipo de extracto, actividad bioldgica o tipo de uso de la planta, y los genes
asociados a la produccion de TTPs. Para sintetizar la informacién y presentarla de una
manera dindmica se utilizados paquetes estadisticos del Software R, caracterizado por ser
de licencia libre y tener una buena capacidad para analisis de grandes cantidades de datos.
Para determinar la distribucién por género y especie de las plantas se generaron mapas
con el sistema de informacidon geografica de software libre y cédigo abierto QGIS3.16
(https://www.qgis.org/es/site/), debido a su potente capacidad de analisis de datos en un
entorno informatico amigable. Ademas, se generd graficas de un andlisis de conglomerados
para agrupar las especies por su similitud entre los perfiles de TTPs. Finalmente, se generd
un grafico de agrupamiento de referencias para establecer la cronologia de estudios sobre
TTPs de la familia Fabaceae y se analizaron las herramientas biotecnoldgicas para la
produccién sostenible de los mismos.

Para la seleccion de las especies, se aplicaron los siguientes criterios: 1. Especies con
registro de uso: para ello se hizo una revisién de las plantas de cinco obras etnobotanicas
de relevancia (de la Torre et al., 2008; Duke & Vdasquez, 1994; Franco Arango, 2012; Rios
et al.,, 2007; Tirira & Rios, 2019) (224 spp.), 2. Especies presentes en provincias de la
Amazonia ecuatoriana: para ello se emplearon especimenes georreferenciados del Global

Biodiversity Information Facilty GBIF (https://www.gbif.org/), y se filtraron los datos con
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mayor informacion sobre su ubicacién con el software R (224 spp. y 8775 especimenes). 3.
Géneros con mayor ocurrencia en cada subfamilia: para calcular la ocurrencia se usé la Hoja
de Calculo de Excel (Tabla S1) (74 spp. y 3926 especimenes), 4. especies con reportes de
TTPs o genes asociados a su biosintesis: para ello se realizé una busqueda sin restriccion de
afio en las bases de datos de SciELO Citation Index, WorldWide Science, PubMed/Medline,
Researchgate y Google Scholar. Para la busqueda se usé la permutacion de varias palabras
claves: triterpenoids, triterpenes, oxidosqualene cyclase (OSC), cytochrome P450
monooxygenase (CYP) ylos nombres de las especies enlistadas en la Tabla S2, incluyendo
sus sinénimos (Isah et al., 2016; Wise & Negrin, 2020). El grupo de especies que cumplieron
con todos los criterios se las denomind especies objetivo (Figura 1).

Los criterios de inclusion de las referencias fueron: (1) estudios centrados en
triterpenoides, genes involucrados en la biosintesis de triterpenoides, plantas de la
Amazonia ecuatoriana pertenecientes a la familia Fabaceae y con registro de uso, (2)
articulos de investigacion originales revisados por pares, (3) articulos de revision, libros,
capitulos de libros, actas de congresos y opiniones cientificas y (4) documentos en espafiol,
portugués e inglés. Los criterios de exclusidon fueron: (1) resenas de libros, noticias,
patentes e informes no revisados por pares (2) estudios que no estén relacionados con
plantas que se encuentren la Amazonia ecuatoriana, ni con triterpenoides.

Para el proceso de seleccidn inicial, los resultados de la busqueda se analizaron en base a
una revision del texto completo, seguida por una revisidon de las referencias citadas en los
articulos recuperados para identificar otros estudios relevantes (Wise & Negrin, 2020). Los
nombres de las plantas se verificaron en la base de datos World Flora Online
(http://worldfloraonline.org/)(Borsch et al., 2020). Las subfamilias de las especies se
verificaron acorde a la reclasificacién filogenética propuesta por el LPWG (LPWG, 2017). Se
adopté la terminologia establecida por Rios 2007 (Rios et al., 2007) para el uso y actividad
biolégica de las plantas o compuestos. De la informacién descargado de GBIF, se
descartaron los vauchers o registros de especimenes georreferenciados sin una ubicacién
clara o sin coordenadas.

Se estudiaron 5 géneros tomando en cuenta el de mayor ocurrencia para cada subfamilia
de Fabaceae en la Amazonia ecuatoriana. Estos fueron Bauhinia (Cercidoideae), Brownea
(Detarioideae), Dialium (Dialioideae), Inga (Caesalpinioideae) y Phaseolus (Papilionoideae).

La subfamilia Duparquetioideae no fue considerada debido a que su Unica especie,


http://worldfloraonline.org/

Duparquetia orchidacea Baill., solo se encuentra distribuida en el trépico occidental del
continente Africano (Registry-Migration.Gbif.Org, 2021).

Utilizando la informacién bibliografica recopilada se realizé un andlisis jerdrquico de
conglomerados en R usando el paquete stats, para agrupar a las especies objetivo segun
sus perfiles de TTPs (R Core Team, 2021) y graficas de tablas de contingencia para visualizar
las frecuencias de esqueletos de TTPs, drganos/tejidos, extractos, actividades bioldgicas y
usos por género usando el paquete FactoClass (Pardo & Del Campo, 2007). Adicionalmente,
se hizo un analisis de correlacidn de referencias bibliograficas, con los articulos de Pubmed
encontrados con las palabras clave “Triterpene + Fabaceae”, utilizando el software

VOSviewerl.6.17 (https://www.vosviewer.com/) (Benjamim et al., 2020).

3. Resultados y discusion

Las especies que cumplieron con los criterios de seleccidon fueron: Bauhinia glabra,
Bauhinia tarapotensis, Bauhinia variegata, Brownea ariza, Brownea grandiceps, Brownea
macrophylla, Brownea rosa-de-monte, Dialium guineense, Inga edulis, Inga laurina, Inga
semialata, Inga punctata y Phaseolus vulgaris. A continuacidn, se presenta la revisiéon por
conceptos basicos y la informacion recopilada de las especies objetivo.

3.1. Triterpenoides y biosintesis

Los TTPs se pueden encontrar en mas de 1 600 especies de plantas pertenecientes a
alrededor de 140 familias botanicas (Miettinen et al., 2017). Cada especie produce un
conjunto de terpenoides y se han reportado que nuevos TTPs surgen continuamente en
linajes especificos de plantas como resultado de su coevolucién con otros organismos
(Pichersky & Raguso, 2018). La mayoria de los TTPs que se encuentran en la naturaleza son
tetraciclicos y pentaciclicos, sin embargo, también se pueden encontrar aciclicos,
monociclicos, biciclicos, triciclicos y hexaciclicos (Ghosh, 2016) (Figura 2). Basados en el
esqueleto de carbonos los TTPs pueden clasificarse en los grupos del escualeno,
curcubitano, cicloartano, dammarano, eufano, friedalano, gammacerano, holostano,
protostano, serratano, tirucallano, lanostano, dammarano, lupano, oleanano, ursano,
hopano, tetranortriterpenoides y cuasinoides (Ghosh, 2016; Hill & Connolly, 2018).

La biosintesis de TTPs comienza con el precursor 2, 3-oxidoescualeno a través de la via del
acido mevaldnico (MVA) citosdlico para la generacién de andamios de TTPs o esteroles que

resultan de la reaccién de ciclizacidn catalizada por las oxidoescualeno ciclasas (OSCs)
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(Baunach etal., 2015; Jacobowitz & Weng, 2020). En esta ciclizacion se genera el
intermediario carbocatién dammarenil, el cual da paso a la formacion de andamios de
triterpenoides con grupos hidroxilos en sus estructuras, conocidos como triterpenoles
(TTPLs). Luego, los TTPLs pasan por procesos de oxidacién catalizados por las enzimas
citocromo P450 monooxigenasas (CYPs) para finalmente ser glucosilados por UDP
glucosiltransferasas (UGTs) (Srisawat et al., 2019) u otras enzimas dando como resultado
triterpenoides glucosilados, también llamados saponinas triterpénicas (STTPs) (Figura 2).
3.2. Amazonia ecuatoriana

Los ecosistemas amazdnicos son megabiodiversos y albergan aproximadamente un 10% de
las especies conocidas en el mundo (Silman, 2007). La Amazonia ecuatoriana se ubica
dentro de la Amazonia occidental (comprendida entre Peru, Ecuador, Colombia y Brasil)
gue destaca por ser la regién mas diversa en plantas (Wade, 2015). La Amazonia
ecuatoriana se divide politicamente por seis provincias (Sucumbios, Napo, Orellana,
Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe). Dentro de esta regién, existen muchas
especies que han sido empleadas durante siglos por las poblaciones indigenas que habitan
en estos ecosistemas (Shanley & Food and Agriculture Organization of the United Nations,
2011; Tirira & Rios, 2019). Sin embargo, la informacién sobre TTPs producidos por las
especies vegetales de la Amazonia ecuatoriana es limitada (Wise & Negrin, 2020).

3.3. Fabaceae

Fabaceae es la tercera familia mas grande de angiospermas y la segunda mads importante
econdmicamente a nivel mundial. Estd compuesta por al menos 770 géneros con
aproximadamente 19 500 especies (LPWG, 2017; Wink, 2013). Los hdbitos de estas
especies pueden ir desde arboles tropicales, hierbas pequefias anuales, plantas trepadoras
anuales o perennes con zarcillos, arbustos, lianas lefiosas, hasta plantas acuaticas. Son
consideradas como elementos significativos de diversidad y abundancia en los bosques
tropicales hiumedos de tierras bajas de América del Sur. En el afio 2 016, la Asamblea
General de las Naciones Unidas declard la necesidad de promover el uso de esta familia por
sus beneficios nutricionales, agricultura sostenible, importancia en seguridad alimentaria,
interés en el combate al cambio climatico y la mitigacién de la pérdida de biodiversidad
(LPWG, 2017).

3.4. Perfiles de triterpenoides

Se revisaron 30 articulos con los cuales se establecieron los perfiles de TTPs de las especies



objetivo, cabe mencionar que el material vegetal utilizado en estas referencias
corresponde en su mayoria a paises fuera de la Amazonia ecuatoriana, a excepcion de B.
tarapotensis (Tabla 1). Los metadatos obtenidos de las especies objetivo se organizaron en
la Tabla $3. Los TTPs son mas comunes en las subfamilias Caesalpinioideae y Papilionoideae
que en el resto de taxones de Fabaceae (Wink et al., 2010). Se encontraron 93 TTPs
diferentes en las 13 especies objetivo de los cinco géneros analizados (Tabla 1). Asimismo,
los TTPs hallados se agruparon en cuatro esqueletos principales (oleanano, ursano, lupano
y friedelano). La mayoria de los TTPs son pentaciclicos, a excepcion de jujubasaponin VIy
licoricesaponin F3 aislados de P. vulgaris, que son hexaciclicos. Diecisiete TTPs no se
agruparon dentro de los cuatro esqueletos mencionados (Tabla S$4), se sugiere una revision
exhaustiva de las referencias donde se elucidaron las estructuras de estos compuestos.

El 31,2% de TTPs totales se aislaron de la raiz, siendo el érgano con mayor diversidad de
compuestos entre las especies objetivo. Mientras que en las hojas se han encontrado todos
los grupos de TTPs estudiados, ademas de otros triterpenos no identificados (Tabla 1).
Inga es el Unico género que produce TTPs de los cuatros tipos de esqueletos principales,
mientras que Dialium y Phaseolus producen exclusivamente TTPs de tipo oleanano (Figura
3a). Phaseolus es el género con mayor niumero de tejidos que acumulan TTPs entre las
especies objetivo, estos tejidos son principalmente de la semilla, mientras que, Dialium es
el género con menor cantidad de tejidos que acumulan TTPs (e.g. hojas y fruto) (Figura 3b).
Bauhinia es el género en el cual se ha estudiado la mayor cantidad de extractos que poseen
TTPs, llegando a 10 diferentes, mientras que en Dialium solo se han hallado en el extracto
acuoso (Figura 3c). Ademads, Inga es el género con mds actividades bioldgicas o usos
reportados, mientras que Dialium y Phaseolus son los géneros con menor cantidad de
actividades bioldgicas, molusquicida e hipoglucémica, respectivamente (Figura 3d).

El grupo del lupano es el que se encuentra distribuido en mas especies (n=7), seguido del
grupo del oleanano y sus saponinas (n=6). El lupeol, el acido oleanolico y la a-amirina son
los precursores mas comunes en la biosintesis de TTPs, por lo que son los compuestos
reportados en mas especies (n=3) (Gershenzon & Mabry, 1983; Srisawat, 2019). Entre
estos, el lupeol presenta mas estudios, tomando en cuenta su ocurrencia en diferentes
tejidos, extractos, usos y actividades (Tabla 1).

Con respecto a la cuantificacién de TTPs las mayores cantidades de compuestos con

esqueleto de lupano, se alcanzaron usando extractos de acetato de etilo llegando a



obtenerse hasta 8 800 mg lupeol/kg de extracto crudo en las ramas de /. semialata. Para el
grupo del ursano se alcanzaron usando extractos de cloroformo llegando a obtener entre
100-1 000 mg de a-amirina/kg de peso seco de hojas de B. variegata. Para el grupo del
oleanano, los extractos de etanol se utilizaron para obtener hasta 250,75 mg 8-amirina/kg
de extracto crudo, en las hojas de B. variegata var. candida. Finalmente, para la mayoria
de STTPs de tipo oleanano los niveles mads altos se obtuvieron con los extractos de metanol
en P. vulgaris, con un maximo de 4 010 mg de soyasaponina A/kg de hilum seco. Por otro
lado, aun no se ha cuantificado los niveles de TTPs de tipo friedelano en las especies
objetivo (Tabla 1).

3.4.1. Bauhinia

El género Bauhinia L. contiene alrededor de 300 especies, con distribucién pantropical (Vaz,
2011). Las plantas de este género tienen varios habitos de crecimiento como arbustos,
arboles y lianas. Algunas de sus caracteristicas morfoldgicas principales son sus llamativas
flores (que se asemejan a flores de orquideas), y hojas bilobadas o bifoliadas (que se
asocian a la forma de la “pata de vaca”) (Mahler & Shinners, 2006). Ademas, se han
identificado al menos 100 especies de Bauhinia en la Amazonia (GBIF.org, s. f.; Vaz, 1993).
En Ecuador, se encuentran 18 especies de Bauhinia, y |la regién con el mayor numero es la
amazodnica (Fabaceae in GBIF Secretariat, 2021).

Se han reportado ocho especies de Bauhinia (B. forficata (Srisawat, 2019), B. glabra, B.
purpurea (Kuo & Chu, 2002), B. rufescens (Muhammad & Sirat, 2013), B. sirindhorniae
(Athikomkulchai et al., 2003), B. tarapotensis, B. ungulat (de Sousa et al., 2016) y B.
variegata) que producen TTPs, de las cuales seis se encuentran en el Neotrdpico. B.
sirindhorniae y B. rufescens son las Unicas especies que no se distribuyen en América del
Sur. La mayoria de los especimenes fueron colectados en Centro América, El Caribe y la
parte oriental de América del Sur (GBIF.org, s.f.). Sin embargo, existe una escasez de
informacién sobre especies de Bauhinia que produzcan TTPs en la Amazonia ecuatoriana
(Guaiia y Fukushima, 2020, informaciéon no publicada).

En las especies objetivo de Bauhinia se encontraron tres esqueletos principales de TTPs
(oleanano, ursano, lupano) y triterpenos no identificados (Figura 3a). El oleanano se
reporta como el grupo con mayor numero de TTPs, seguido del ursano y lupano. La mayor
diversidad de TTPs se encuentra en las hojas, es decir 16 TTPs identificados (88,9%) y otros

no identificados. En B. glabra se reportan TTPs del grupo del lupano y triterpenos no
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identificados. En B. variegata se han encontrado TTPs de tipo lupano, oleanano y ursano.
Mientras que en B. tarapotensis se ha encontrado TTPs de todos los grupos de esqueletos
antes mencionados, junto con B. variegata son las especies que mayor aporta a la
diversidad de estos compuestos (Tabla 1).

De los 18 TTPs hallados en este género (44,4%), existen ocho que no han sido cuantificados.
La a-amirina es el compuesto con mayor acumulacion, llegando a obtenerse hasta
aproximadamente 1 000 mg/kg hojas secas de B. variegata (Tabla 1). Los compuestos que
no han sido cuantificados en su mayoria pertenecen a B. tarapotensis.

3.4.2. Dialium
El género Dialium L. contempla alrededor de 43 especies y presenta una distribucidon

pantropical con cinco especies en el neotrdpico. Son arboles de hasta 35 m de alto (WFO,
2021b).

En D. guineense se encontraron esqueletos de TTPs solo del grupo del oleanano y su mayor
diversidad esta en el fruto, es decir 4 TTPs (80%). EIl compuesto con mayor acumulacion es
la saponina 1y se aisld del extracto acuoso llegando a 1 360 mg/kg en peso seco del fruto
(Tabla 1). Hasta el momento, no hay reportes de las cantidades acumuladas de &cido
oleanolico en el fruto y las hojas.

3.4.3. Brownea
El género Brownea Jacg. contiene alrededor de 30 especies, con distribucidon neotropical.

Son arbustos y arboles de hasta 10 m de alto. Una de sus principales caracteristicas
morfoldgicas son sus llamativas flores rojas brillantes (WFO, 2021a). En Brownea aun no se
han identificado ni cuantificado los TTPs presentes en las especies objetivo, sin embargo,
se ha reportado resultados positivos de pruebas cualitativas para triterpenos en hojas,
corteza y tronco (Klitgaard, 1994; Mack-Weng et al., 2011; Salazar et al., 2014). Ademas, se
sospecha que la corteza del tallo de B. rosa-de-monte y la flor de B. macrophylla pueden
contener TTPs, debido a la similitud en las actividades bioldgicas atribuidas a TTPs de este
género (Gomes et al., 2010; Otero, Nufiez, Barona, et al., 2000; Otero, Nuiez, Jiménez,
et al., 2000) (Tabla 1).

3.4.4. Inga
El género Inga Mill. comprende alrededor de 300 especies, distribuidas en regiones

humedas de los tropicos y subtrépicos de América. Sus habitos de crecimiento son arbustos
y arboles. Una de sus principales caracteristicas morfoldgicas son sus hojas pinnadas y

paripinnadas, ademas de sus frutos verdes, subcilindricos, aplanados o en espiral, con una
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arilo blanco, carnoso y dulce (WFO, 2021c).

Inga contiene TTPs del grupo del friedelano, oleanano, lupano y ursano, ademas de otros
triterpenos e ingasaponina (Figura 3a, Tabla 1), de la cual no estd claro a qué grupo
pertenece su esqueleto (lactona del acido acacico) (Cruz et al., 2016). La mayor diversidad
de TTPs se encuentra en las hojas, es decir 8 TTPs (72,7%). Ademas, en este género se
reportan presencia de triterpenos no identificados (Tabla 1).

De los 11 TTPs identificados en Inga, existen ocho que no han sido cuantificados,
representando el 72,7% del total para este género. El lupeol es el compuesto con mayor
acumulacion, llegando a obtenerse 8 800 mg/kg de extracto crudo de las ramas de /.
semialata.

3.4.5. Phaseolus
El género Phaseolus L. comprende alrededor de 170 especies que estan altamente

distribuidas en el planeta debido a su importancia econdmica. Sus habitos de crecimiento
son vides, hierbas o subarbustos. Una de sus principales caracteristicas morfoldgicas son
sus hojas pinnadas trifoliadas y sus frutos verdes (cuando frescos) a pardo pélido (cuando
secos) con semillas sin arilo (WFO, 2021d).

En P. vulgaris se identificaron TTPs del grupo del oleanano, solo en forma de saponinas,
ademas, de otras STTPs que no se pudieron clasificarlas por sus esqueletos. La mayor
diversidad de TTPs se encuentra en la raiz de la planta adulta y en plantulas, es decir 30
TTPs (46,9%). De los 64 TTPs identificados en P. vulgaris, existen 42 que no han sido
cuantificados, representando el 65,5% del total para este género. Los compuestos de tipo
soyasaponina A son los que tienen mayores niveles en dicha especie, llegando a obtenerse
hasta 4 009,8 mg/kg a partir del hilum seco (Tabla 1).

3.5. Distribucidn geografica

Se descargaron 1672 observaciones botanicas georreferenciadas para determinar la
distribucién de las especies objetivo. La distribucion por género muestra que la zona norte
presenta mayor densidad de observaciones botanicas georreferenciadas (Figura 4) y que la
mayoria de especies de Brownea, como B. ariza, B. grandiceps y B. macrophylla, se
restringen a la zona nororiental. Aqui se encuentra Orellana, la provincia amazdnica con
mayor nimero de especies objetivo exceptuando dos, Brownea rosa-de-monte y Dialium
guineense. En la zona centro de la Amazonia no se evidencia un patron de concentracién

especifico por género, ya que se distribuyen algunas especies de la mayoria de géneros



como B. glabra, B. tarapotensis, B. rosa-de-monte, I. edulis, I. laurina, |. semialata, |.
punctata y P. vulgaris. Mientras en la zona sur, especificamente en la provincia de Zamora
Chinchipe, predominan todas las especies de los géneros Inga y Phaseolus (Figura S1).

Las especies I. edulis, I. laurina, I. semialata, I. punctata y P. vulgaris se encuentran
presentes en todas las provincias amazodnicas. Sin embargo, P. vulgaris se distribuye en la
parte occidental de la Amazonia ecuatoriana, en zonas cercanas a la cordillera de los Andes.
A su vez, B. tarapotensis se distribuye en casi todas las provincias, a excepcién de Zamora
Chinchipe. En cambio, otras especies se encuentran en una sola provincia como B.
variegata en Orellana, Brownea rosa-de-monte en Morona Santiago y D. guineense en
Napo (Figura S1).

Como se observa en la Figura S2, 9 especies objetivo fueron organizadas en clisteres
respecto a los TTPs especificos que acumulan, evidencidndose que éstas no se agrupan en
un cluster por género. Este fendmeno se ha observado en estudios quimio-taxonémicos,
en los que mencionan que un grupo particular de metabolitos secundarios a menudo se
limita a un grupo de especies o géneros sistematicamente no relacionados (Wink et al.,
2010). Las especies I. punctata y B. glabra comparten el mismo cluster debido a que
contienen un solo TTP con esqueleto lupano, mientras que, P. vulgaris corresponde al
grupo saliente. En Inga la escalada filogenética de terpenoides no estd clara (Pichersky &
Raguso, 2018), esta puede ser la razén por la cual sus especies se encuentran agrupadas en
clusteres con especies de otros géneros. Sin embargo, es importante mencionar que esta
agrupacion entre especies de diferentes géneros puede estar sesgada por la carencia de
estudios metaboldmicos.

En la Figura S2 se observa que las especies de Inga se agrupan en varios subniveles, es
decir, que cada una contiene en su mayoria un subgrupo de TTPs o esqueletos de TTPs con
diferentes combinaciones. Por consiguiente, I. semialata es la especie que abarca la mayor
cantidad de compuestos identificados en Inga (Tabla 1). No obstante, la diversidad
interespecifica de los perfiles de TTPs entre especies estrechamente relacionadas de Inga
surge de nuevas combinaciones de compuestos comunes, y no por la evolucién de
innovaciones biosintéticas, posiblemente como resultado en los cambios de regulacién
génica (Coley etal.,, 2018). Aunque, siguen surgiendo nuevos terpenoides en linajes
especificos de plantas, como resultado de la coevolucidn con enemigos naturales

(Pichersky & Raguso, 2018).
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La razon de la amplia variedad de TTPs sigue siendo tema de debate e incertidumbre. Hasta
el momento existen dos postulados, el primero es que los TTPs surgieron de forma
independiente en los diferentes taxones, y el segundo es que los genes relacionados a la
biosintesis de TTPs evolucionaron al inicio de la divergencia de Fabaceae, pero se regularon
acorde a las necesidades ecoldgicas de cada especie (Wink et al., 2010). En consecuencia,
para aportar al conocimiento sobre diversidad de TTPs en Fabaceae, es imprescindible al
menos, la realizacién de mas estudios metaboldmicos y contrastarlos con la ecologia de las
especies objetivo que tienen menor informacién como Brownea, Bauhinia y Dialium.

3.6. Avances biotecnoldgicos

En el buscador de PubMed se encontraron 23 articulos con las palabras clave “Fabaceae +
triterpene”. El andlisis de agrupamiento de articulos evidencia que las fabaceas
productoras de TTPs estan representadas por una sola especie, el regaliz (Glycyrrhiza spp.),
ampliamente usado en la medicina tradicional china. A partir de la segunda mitad del 2018,
prevalecen los estudios relacionados con el acido glicirretinico (TTP activo del regaliz y
antiinflamatorio). Desde el 2015, se observé una predominancia de articulos de revisién
(Figura 5), denotando la carencia de estudios de investigacion sobre nuevas fuentes
potenciales de TTPs bioactivos.

En este estudio, se encontré que los TTPs en las especies objetivo tienen hasta 23
diferentes usos potenciales en el area médica, agricola y como alimentos nutraceuticos
(Tabla 1, Figura 3d). Es asi que, en esta seccidn se analizan herramientas biotecnolégicas
importantes para seleccionar, multiplicar y generar bioproductos novedosos, seguros,
eficaces, estandarizados y de alta calidad de acuerdo con las normas internacionalmente
aceptadas.

3.6.1. Técnicas de produccion vegetal

Los métodos convencionales de propagacién se dividen en sexuales y asexuales. La primera
implica la fertilizacion que conduce a la formacién de semillas y la segunda consiste en
generar clones a partir de partes vegetativas de la planta (e.g. esquejes, division, injertos,
cutting). No obstante, los métodos de cultivo de tejidos in vitro, especificamente la
micropropagacion son modernos y proveen de varias ventajas ante los otros (Bhatia &
Sharma, 2015). La micropropagacion es la practica de multiplicar rapidamente el material
de la planta madre para producir un gran nimero de plantas de progenie mediante el uso

de métodos modernos de cultivo de plantas (Kayser & Quax, 2007). Existe escasez de
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informacidn cientifica sobre la propagacién de las especies objetivo, con la excepcidn de B.
variegata, I. edulis y P. vulgaris.

Los métodos convencionales de propagacién en Bauhinia no son generalmente exitosos,
especialmente la propagacion por semillas. Se sabe que los métodos convencionales tienen
éxito entre algunas especies, y B. variegata es la Unica de las especies objetivo de este
género que se tiene reportes de propagacion exitosa por esquejes (Akoumianaki-loannidou
et al., 2004) o por semillas in vitro (Pendota et al., 2017). Hasta la actualidad, existen
protocolos confiables para la micropropagacion en algunas especies de Bauhinia, de las
cuales, B. variegata es la mas estudiada. Se puede regenerar plantas de B. variegata a partir
de explantes nodales de arboles adultos, meristemos, cotiledones, hipocdtilos y nddulos
de plantulas germinadas (Teixeira Da Silva, 2013). Sin embargo, existe carencia en aplicar
las técnicas de micropropagacién in vitro en este género, por lo que es necesario la
evaluacion de estas en las otras especies objetivo (Akoumianaki-loannidou et al., 2004) .
Las semillas de I. edulis son recalcitrantes por lo que su propagacién por esta via se dificulta.
Sin embargo, se logré propagarla vegetativamente usando plantulas para generar mini
esquejes. La concentracidon de auxinas exdgenas entre 2 000 y 4 636,96 mg kg mejora el
enranciamiento de estos mini esquejes, ademas, este puede ocurrir sin el uso de acido
indol-3-butirico (Berude et al., 2019).

Los nédulos cotidelonarios se utilizaron como explantes para la regeneracion in vitro de P.
vulgaris (Thao et al., 2013). Ademas, se reportd protocolos de regeneracion organogénica
usando ejes embrionarios de semillas maduras de los cultivares comerciales “Flor de Junio
Marcela” y “Flor de Mayo Anita”. La eficiencia de regeneracién varié considerablemente
entre los dos cultivares siendo la primera la que tuvo mayor formacién de racimo de yemas
y regeneracion total de planta (Delgado-Sanchez et al., 2006). La resistencia en la
regeneracion in vitro y el enraizamiento obstaculizan significativamente las posibilidades
de mejorar a esta especie (frijol comun) que sufre muchas limitaciones bidticas y abidticas.
Por lo tanto, un sistema eficaz y reproducible para la regeneracion de una planta completa
es aun requerido apra esta especie (Hnatuszko-Konka et al., 2014).

A medida que el interés medicinal y/o comercial de las especies objetivo aumente,
incrementaran las investigaciones sobre su micropropagacién in vitro o generacién de
semillas sintéticas. Los métodos de fitomejoramiento son de gran importancia en la

biotecnologia de plantas utiles, debido a que proporcionan mejores caracteristicas
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agrondmicas y medicinales (Kayser & Quax, 2007). Asimismo, con la produccién en masa
del material vegetal o sus derivados se facilitaria la caracterizacién fisiolégica, genética,
molecular y el analisis de ingredientes activos vegetales.

3.6.2. Metaboldmica

A pesar de los avances biotecnolégicos, las plantas siguen siendo fuentes importantes para
el descubrimiento de nuevos productos naturales. Una de las razones es porque ciertas
moléculas (e.g. triterpenoides pentaciclicos) en su mayoria, alin no se pueden sintetizar o
modificar en laboratorio debido a su complejidad, carencia de sistemas dptimos de
produccién, desconocimiento en rutas metabdlicas, entre otras. Asi, los métodos para
identificar nuevos compuestos en plantas aun son indispensables. Uno de los métodos que
ha surgido en los ultimos afios es la metaboldmica. Esta se considera la ciencia omica mas
reciente y con la cual se analiza cualitativa y cuantitativamente todos los metabolitos de un
organismo, y una de sus aplicaciones es identificar compuestos activos (Kayser & Quax,
2007).

En las especies objetivo, los estudios metabolémicos son escasos, a excepcién de B.
tarapotensis (Sosa et al., 2002) , Inga (Coley et al., 2018) y P. vulgaris (Perez de Souza
et al., 2019; Ramirez-Jiménez et al., 2015). No obstante, queda abierta la posibilidad de
realizar perfiles metabdlicos para identificar moléculas de los extractos activos de Brownea
provenientes de las partes aéreas de las plantas (Figura 3b). Asi como también, se podrian
estudiar las hojas y vid de B. glabra, hojas de I. laurina y corteza de I. semialata, debido a
gue todavia no se han identificado los TTPs en estos drganos (Tabla 1). Con el perfilado
metabdlico, se podria establecer una base para proporcionar valor agregado a los
productos derivados de estas especies. Estos resultados darian lugar a la postulacién de
dos estrategias para obtener TTPs. Estrategia 1: el uso de plantulas para la produccién de
estos compuestos al corto plazo y con costos reducidos. Estrategia 2: el uso de la raiz como
fuente primaria de TTPs para proporcionarle un valor agregado a los residuos comerciales
de las plantas de frejol.

3.6.3. Modificacidn y edicion genética de plantas

La transformacién de plantas, un aspecto importante de las tecnologias de ingenieria
genética, consiste en una serie de procesos que comienzan con la seleccidon de un gen de
interés, el vector, la integracién del material genético en las células de la planta, la

expresion, y el crecimiento de una planta completa transformada. El uso de herramientas
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biotecnoldgicas para la modificacidn y edicidon genética en leguminosas que no son de
interés alimenticio, es escaso (Kayser & Quax, 2007).

Se tiene avances en modificaciones genéticas de al menos nueve leguminosas cultivadas,
de las cuales solo las de soja (Glycine max) han sido aprobadas para ser usadas en los
cultivos, y el resto aun no se consideran adecuadas (Choudhury & Rajam, 2021). Estas
especies pertenecen a la subfamilia de las plantas modelos (Papilionoideae) en Fabaceae,
por lo que permanece la escasez de informacidn sobre modificaciones genéticas en
especies de otras subfamilias de leguminosas. Una considerable limitacion para aplicar
técnicas de modificaciones o ediciones genéticas es la falta de informacién gendmica de
alta calidad. También, la resistencia a la regeneracion in vitro y la alta dependencia del
genotipo son limitaciones principales para la generacidn exitosa de cultivos biotecnoldgicos
de leguminosas (Eapen, 2008).

Actualmente, no se han modificado o editado genéticamente a las especies objetivo, a
excepcion de P. vulgaris, con la cual se generd el transgénico HVA1 a nivel in vitro,
expresando genes de resistencia a la sequia (Kwapata et al., 2012). Aunque se ha logrado
un progreso notable, la tasa de recuperacion de estas lineas transgénicas sigue siendo baja
(Hnatuszko-Konka et al., 2014). Por otro lado, se evidencia una escasez en estudios
genéticos de las especies objetivo, a pesar de que estas tengan potencial comercial debido
a sus usos y compuestos.

El mejoramiento genético puede contribuir a dar mejores rendimientos o aumentar el valor
agregado a los productos de estas especies. Sin embargo, la resistencia de la sociedad a los
cultivos biotecnoldgicos puede generar limitaciones en los avances cientificos, por lo que
se necesita informar a los diferentes actores sociales, asi como, generar estudios de
evaluacidén de riesgos. A su vez, gracias a los avances en ingenieria metabdlica se pueden
generar compuestos de las leguminosas en otras especies, evitando la modificacion de los
cultivos.

3.6.4. Ingenieria metabdlica y biologia sintética

El aumento en la produccién de productos naturales (PNs) de plantas ha dirigido el interés
en las modificaciones genéticas, especialmente de biologia sintética, debido a que se
necesitan mejores sistemas de obtencién de moléculas. Actualmente, se estan
biosintetizando un nimero mayor de PNs derivados de TTPs, pero en pequefias cantidades,

debido a la complejidad en sus estructuras, asi como el desconocimiento de los
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mecanismos de regulacién y rutas metabdlicas. El uso de cultivos de células vegetales,
bacterianas o levaduras modificados genéticamente ofrece un enfoque racional para
permitir la sobreexpresién de genes que codifican enzimas biosintéticas, como las OSCs o
CYPs y superar los pasos limitantes de la biosintesis (Figura 2) (Kayser & Quax, 2007).

La biologia sintética consiste en disefiar organismos, con material genético exdgeno de
interés y sistemas de regulacién, con el fin de que produzcan compuestos que
naturalmente no producen. A los organismos que se usan como plataformas de produccion
se los conoce como huéspedes heterdlogos (Reed et al., 2017). Por ende, los TTPs también
se pueden producir con herramientas de biologia sintética en huéspedes heterdlogos
mediante la ingenieria de sus rutas metabdlicas (Ji et al., 2020; Reed et al., 2017; Srisawat
et al., 2019; Srivastava et al., 2020; Yu et al., 2018). Con el fin de mejorar la produccién en
cantidad y especificidad de TTPs obteniéndose asi productos Unicos con mejores
rendimientos (Srisawat, 2019). Sin embargo, para cumplir con este propdsito, se requiere
identificar genes y enzimas involucradas en las rutas metabdlicas de los TTPs (Miettinen
etal.,, 2017; Wen et al., 2017).

Con la informacién actual sobre las especies objetivo, para la produccién heterdloga de
TTPLs se podrian estudiar las OSCs con actividades a-amirina sintasa, lupeol sintasa de B.
variegata e . semialata, respectivamente. Ya que en estas especies se han hallado altos
niveles de estos compuestos (Tabla 1). Ademas, se pueden usar genes de CYPs con
actividad C28 oxidacién de I. semialata, D. guineense y B. tarapotensis para evaluar un
sistema de produccion de acido maslinico, sin embargo, primero se deben cuantificar los
niveles de acido oleandlico y dcido maslinico en las plantas para corroborar si existe una
alta acumulacion de estos TTPs.

Por otro lado, se encontraron 48 genes putativos de CYPs relacionados a la biosintesis de
TTPs en P. vulgaris, los cuales pertenecen a los clanes CYP71 (36%), CYP72 (43%) y CYP85
(21%) (Tabla 2). No obstante, solo el gen CYP93E9 (Phaseolus vulgaris) ha sido usado para
expresion heterdloga de TTPs. El sistema que expresé dicho gen en Saccharomyces
cerevisiae TM3 fue el que tuvo mas especificidad (79.4%), en la conversidon de 8-amirina en
24-hidroxi-8-amirina, de entre los saccharomycetos modificados hasta la actualidad
(Moses et al., 2014). El resto de genes putativos de CYPs se han identificado y asociado
mediante andlisis transcriptémicos, filogenéticos y bioinformaticos (Perez de Souza et al.,

2019; Shailendar Kumar et al., 2015).
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No se encontraron estudios de genes de CYPs u OSCs en otras especies objetivo. Sin
embargo, la distribucién ubicua de TTPs y STTPs, ademas de sus estructuras basicas
comunes, favorecen a una amplia presencia de genes biosintéticos de estos metabolitos en
el reino vegetal (Wink et al., 2010). Por lo que es imprescindible dirigir investigaciones de
identificacion de genes relacionados a la biosintesis de TTPs en mas clados aun no
explorados de Fabaceae, asi como profundizar en estudios de regulacién y funcién de los

genes putativos ya identificados en las leguminosas.

4. Conclusiones

En conclusidn, los 30 articulos revisados permitieron establecer los perfiles de TTPs en las
13 especies objetivo, encontrandose 93 compuestos de tipo oleanano, ursano, lupano y
fridelano. El género con mas diversidad de extractos es Bauhinia y con mas actividades
bioldgicas/usos es Inga. Ademas, los TTPs en las especies objetivo presentaron hasta 23
diferentes usos potenciales en el d&rea médica, agricola y como alimentos nutraceuticos.
Las 1672 observaciones botdnicas georreferenciadas permitieron obtener la distribucion
de las especies objetivo, siendo la mas diversa la nororiental de la Amazonia ecuatoriana,
destacdndose Orellana como la provincia con mas especies. El género Inga se encuentra
presente en todas las provincias amazdnicas. No obstante, se sugiere contrastar los
estudios metaboldmicos con la ecologia de las especies para contribuir en la compresion
de la quimio diversidad de TPPs en Fabaceae.

La produccion sostenible del material vegetal es viable en P. vulgaris, I. edulis y B. variegata.
Cabe mencionar que, P. vulgaris es la Unica especie en la cual se han identificado genes de
biosintesis de TTPs, especificamente 48 genes putativos de CYPs. Para el disefo de sistemas
de produccion con ingenieria genética, se sugiere ejecutarse mas investigaciones sobre
identificacidon de genes relacionados a la biosintesis de TTPs en clados alun no explorados
de Fabaceae.

Finalmente, se evidencia que el material vegetal utilizado en los estudios de las especies
objetivo no procede de la Amazonia ecuatoriana, a excepcion de B. tarapotensis. Sin
embargo, estas especies se distribuyen en la regidn, indicando que existe un alto potencial

de recursos genéticos y TTPs para ser estudiados.
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8. Graficos y figuras

30 874 especies de Fabaceae
en el mundo

- Fabaceae in GBIF Secretariat 2021

- de la Torre 2008 Enciclopedia de 600 especies de Fabaceae en
las plantas utiles del Ecuador Ecuador

5 obras de relevancia:

- 4libros Con registro de uso
- 1 tesis de maestria

- Base de datos GBIF Amazonia ecuatoriana
“software R (datos georreferenciados)

Géneros con mayor

- Hoja de Calculo de Excel ocurrencia en cada
subfamilia
73 especies
- Buscadores de Google Schoolar, Con reporte de triterpenoides o

SciELO, Researchgate y

WorldWideteion e genes asociados en la biosintesis

13 spp.

Figura 1. Diagrama de seleccién de especies objetivo
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9. Tablas

Tabla 1. Perfiles y actividad bioldgica de TTPs en cada género, con mayor ocurrencia para cada subfamilia de Fabaceae, distribuidos en la Amazonia ecuatoriana.

Especie Tejido/ Compuesto (nombre en inglés) Cantidad [mg/kg] | Pais de Actividad Referencias
drgano origen
Dialium hojas oleanolic acid + dw? Nigeria (Houghton
guineense 3-O-[B-D-xylopyranosyl] oleanolic acid (saponin 4) 520 dw? molusquicida etal., 1997;
Willd. fruto oleanolic acid + dw? Odukoya
3-0-8-p-glucopyranosiduronic acid oleanolic acid (saponin 1) 1360 dw? molusquicida etal., 1996)
3-0O-[B-D-xylopyranosyl( 1-3)-f-D-gluco-pyranosiduronic acid] oleanolic acid (saponin 2) 700 dw?
3-O-[a-L-rhamnopyranosyl(1-3)-8-D-gluco-pyranosiduronic acid] oleanolic acid (saponin 3) | 820 dw?
Bauhinia hojas triterpenes-steroids + dwPe Ecuador cicatrizante, (Chaglla
tarapotensis antiinflamatorio, Criollo,
Benth antidiabetico § 2015)
ursolic acid + dw ¢ antiinflamatoriot | (Sosa et al.,
oleanolic acid 2002)
maslinic acid
2a-hydroxyursolic acid
2a,3a-dihydroxy-urs-12-en-28-oic acid
2a,3a,23-trihydroxy-urs-12-en-28-oic acid
2a,3a-dihydroxy-olean-12-en-28-oic acid
2a,3a,23-trihydroxy-olean-12-en-28-oic acid
3B-0O-palmitoyl-lupeol + dw*®
Bauhinia hojas 23-hydroxy-3a-[0-a-.-1C,-rhamnopyranosyl-(1"—4')-O-a-L- 4 C;-arabinopyranosyl- 370 dw' Egipto antinociceptive, (Mohamed
variegata L. oxylolean-12-en-28-oic acid O-a-.-*C,-rhamnopyranosyl-(1"""—4"")-0-f-p-*C;- antiinflamatoriot | et al., 2009)
glucopyranosyl-(1""—6"")-0-B-p.*C;- glucopyranosyl ester
28-di hydroxyl olean-12-enyl-palmitate 50 (mg) dw India (Santanu
Sahaetal.,
2011)
lupeol 6,8 ce® Brasil (Gobo et al.,
2016)
10-100 dw 94 (Schmidt
et al.,, 2018)
45 (mg) dw*® India (Santanu
Saha et al.,
2011)
+ antineoplasico, (Nunes
antiparasitario, et al., 2020)
antiinflamatoriof
maslinic acid 10-100 dw 94 Brasil (Schmidt
et al., 2018)
nor-a-amyrin 45 (mg) dw*® India (Santanu
Saha et al.,
2011)

37




a-amyrin 50,12 ce® Brasil (Gobo et al.,
2016)
10-100 dw?¢ (Schmidt
100-1000 dw ¢ et al., 2018)
70 (mg) dw® India (Santanu
Saha et al.,
2011)
B-amyrin 10-100 dw 94 Brasil (Schmidt
et al., 2018)
26,96 ce® (Gobo et al.,
2016)
triterpenoids + dweah India (Modh et al.,
2011,
Sudheerkum
ar et al.,
2015)
aereas 3B-trans-(3,4-dihydroxycinnamoyloxy)olean-12-en-28-oic acid 6 dw' antiinflamatorio* | (Rao et al.,
no 2008)
leflosas
tallo lupeol 107,407dw' (Jash et al.,
2014)
110 dw* (Gupta
et al., 1980)
hojas, triterpenoids +¢ (Nageshwar
tallos et al., 1984)
Bauhinia hojas a-amyrin 28,98 ce® Brasil (Gobo et al.,
variegata 46 ce? 2016)
var. candida B-amyrin 250,75 ce®
Voigt 26,17 ce?
lupeol 204,8 ce®
31 cef
hojas, triterpenoids +¢ India (Nageshwar
tallos et al., 1984)
Bauhinia tallo lupenone 91,182 hwe* Brasil (de Sousa,
glabra Jacq. 2016)
vid, triterpenes + dw' (Maribondo
hojas et al., 2020)
Inga semilla acacic acid lactone in Ingasaponin 184,6 hw' Brasil adyuvante *, T (Cruz et al.,
laurina (Sw.) ' 2016)
Willd. hojas betulin +¢ larvicidat (Sugauara
et al., 2020)
triterpenes +¢ antioxidante* (Falcoski
et al., 2021)
Inga hojas friedelin +¢ Brasil alimento§ (Jacob et al.,
edulis Mart. lupeol 2020; Lima,
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olean-18-ene acid Andrade,
a-amyrin et al., 2020)
Inga hojas fatty ester of a-amyrin +¢ Brasil (Lima, 2015)
semialata olean-18-ene ester
(Vell.) Mart.
friedelin antipaldico* (Lima, 2015;
lupeol Lima, de
Marqui,
et al., 2020)
oleanolic acid (Lima, de
a-amyrin Marqui,
et al., 2020)
rama lupeol 8800 ce? antioxidante*, (Rieger,
antihelmintico*, 2011)
téxicot
lupenone 2840 ce? antioxidante*,
antihelminticot,
friedelin toxicot
corteza triterpenoids +¢ Colombia ictiotéxicot (Calle
+© antibacteriana, Alvarez
antimicotico, etal., 1998)
depresora*
Inga betulinic acid + anticancerigeno | (Kingston &
punctata Munjal,
willd. 1978)
Brownea corteza, | triterpenoids +¢ antiofidico (Mack-Weng
ariza Benth. hojas et al, 2011)
Brownea corteza ? ?¢ antihemorragico | (Otero,
rosa-de- de tallo *, antiofidico* Nufiez,
monte Barona,
Bergius et al., 2000;
Otero,
Nufez,
Jiménez,
et al., 2000)
? ?¢ antiofidico*,t (Nufiez
et al., 2004)
hojas triterpenes +¢ anticoagulante*; | (Salazar
antihemorragico | etal., 2014)
*
Brownea hojas, triterpenoids + (Klitgaard,
tronco 1994)
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grandiceps

Jacg.
Brownea flor ? ?a Venezuela | antihemorragico | (Brazon &
macrophylla * Pereira,
Linden 2013)
Phaseolus cotiledo | soyasaponin A 67,9hw' (Guajardo-
vulgaris L. nes soyasaponin Af (acetyl A2) 67,9hw’ Flores et al.,
frescos | soyasaponin B 208,3hw/' 2012;
soyasaponin Ba (V) ME 44, 4hw! Ramirez-
soyasaponin Bb (1) 54,8 hw' Jiménez
soyasaponin Bb’ (lIl) 37,1hw etal., 2015)
soyasaponin ag 59hw/
soyasaponin 8g 57,4hw'
cotiledo | soyasaponin A 20,2dw'
nes soyasaponin Af (acetyl A2) 20,2 dw'
germina | soyasaponin B 58,1dw’
dos soyasaponin Ba (V) 10dw'
secos soyasaponin Bb (1) 12,5dwf
soyasaponin Bb’ (Ill) 9dw'
soyasaponin ag 15,3 dw'
soyasaponin 8g 11,3 dw'
flor Azl (FDB008448) + (Perez de
Azll (FDB013047) Souza et al.,
AzIIl (FDB013048) 2019)
AzIV (FDB020270)
lablabsaponin |
lablabsaponin | + 162
putative_Soyasaponin bg
putative_Soyasaponin IV
soyasaponin Il
soyasaponin VI
soyasaponin VI -glu
soyasaponin yg
hilum deacetyl soyasaponin Ae (A5) 75,2hw' (Guajardo-
fresco deacetyl soyasaponin Af (A2) 71,5hw Flores et al.,
deacetyl soyasaponin Ah (A3) 63,1hw 2012;
phaseoside | 87,1hw' Ramirez-
soyasaponin A 2742,9hw' Jimenez
soyasaponin Af (acetyl A2) 2446,2hw' etal., 2015)
soyasaponin B 1816,6hw'!
soyasaponin Ba (V) 217, 2hw'
soyasaponin Bb’ (I1l) 65,4hw'
soyasaponin ag 1394,6hw'!
soyasaponin 8g 66,2hw'
soyasaponin yg 73,2 hw!
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hilum
seco

deacetyl soyasaponin Ae (A5)

80,2dw/

deacetyl soyasaponin Af (A2)

78,5dw/

deacetyl soyasaponin Ah (A3)

79,4dw'

phaseoside |

88,4dw/

soyasaponin A

4009,8dw'

soyasaponin Af (acetyl A2)

88,4dw/

soyasaponin B

2740,1dw'

soyasaponin Ba (V)

241,8dw'

soyasaponin Bb’ (lll)

72,3dw/

soyasaponin ag

2153,1dw'

soyasaponin yg

84,4dw'

soyasaponina g

188,5dw'

plantula

Azl (FDB008448)

AzIl (FDB013047)

Azlll (FDB013048)

AzIV (FDB020270)

Azukisaponin IV

Azukisaponin VI

cynarasaponin C

jujubasaponin VI

lablabsaponin | + 162

madecassoside

olaxoside

pisumsaponin |

saponin_Oleanolic acid der

soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex
soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex + hex
soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex + hex + dohex
soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex + hex + gIcA
soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex + hex + hex
soyasaponin A2

soyasaponin A3

soyasaponin |

soyasaponin IV

soyasaponin VI

soyasaponin VI -glu

soyasaponin yg

+i

(Perez de
Souza et al.,
2019)

raiz

Azl (FDB008448)
Azll (FDB013047)
Azlll (FDB013048)
AzIV (FDB020270)
azukisaponin IV
azukisaponin VI
cynarasaponin C
jujubasaponin VI
lablabsaponin | + 162

+!

(Perez de
Souza et al.,
2019)
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madecassoside

olaxoside

pisumsaponin |

putative_soyasaponin bg

putative_soyasaponin IV

saponin_oleanolic acid der

soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex
soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex + hex
soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex + hex + dohex
soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex + hex + glcA
soyasapogenol B + gIcA + xyl + hex + hex + hex
soyasaponin A3

soyasaponin |

soyasaponin Il

soyasaponin IV

soyasaponin VI

soyasaponin VI -glu

soyasaponin yg

soyasapogenol-B 50 dw?f (Katsui
soyasapogenol-E 77,272 dw?f etal., 1972)
semilla 3B,226-dihydroxy olean-12-en-24-O--D-glucopyranoside (soyasapogenol-B glucoside) 300 dw' (Jain et al.,
1988)
phaseoloside A +f (Chirva
phaseoloside B et al.,, 1970;
phaseoloside C Kinjo et al.,
phaseoside | 1998; Kretsu
soyasapogenol-C in phaseoloside D etal., 1972)
soyasapogenol-C in phaseoloside E
soyasaponin |
soyasaponin V
soyasaponin Ba 15,6-218,4dw*
soyasaponin Bb 14,3-146,6 dw®
soyasaponin Bd 25,2-246,6 dw® Italia Hipoglucémica* | (Bianco
soyasaponin Be 17,2-157,3 dw® etal., 2018)
soyasaponin ag 24,2-232,8 dw*
soyasaponin g 6,3-286,3 dw®
soyasaponin Bb' 5,6—82,0 dw*
soyasaponin yg 2,3-230,2 dw*
testa deacetyl soyasaponin Af (A2) 31,3 hw' (Guajardo-
fresca soyasaponin A 188 hw' Flores et al.,
soyasaponin Af (acetyl A2) 156,7 hw' 2012;
soyasaponin B 234.8 hw' R’_amirez—
soyasaponin Ba (V) ME 38,1 hw' Jimenez
soyasaponin ag 110,3 hw' etal., 2015)
soyasaponin 8g 59,9 hw'
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soyasaponin yg 26,5 hw'
testa deacetyl soyasaponin Af (A2) 31,8 dw'
germina | soyasaponin A 107 dw/
da seca | soyasaponin Af (acetyl A2) 75,2 dw'
soyasaponin B 108,1 dwf
soyasaponin Ba (V) ME 31,8 dw'
soyasaponin ag 43,7 dwf
soyasaponin 8g 32,6 dw'
vainas lablabsaponin | + (Perez de
putative_soyasaponin bg Souza et al.,
putative_soyasaponin IV 2019)
soyasaponin Il
licoricesaponin F3 +
putative_soyasaponin
putative_soyasaponin beta-A
putative_soyasaponin gamma-A
putative_soyasaponin |
saponins_putative
virgaureasaponin |

*. in-vitro; t: in-vivo; ¥: in-silico; §: etnofarmacoldgico; a: acuoso, b: éter etilico; c: etanol; d: cloroformo; e: n-hexano; f: metanol; g: acetato de etilo; h: éter de petrdleo; i:
hydroalcoholic; j: buffer de extraccidn; dw: peso seco; hw: peso hiumedo; ce: extracto crudo.
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Tabla 2. CYPs relacionados a la biosintesis de triterpenoides de Phaseolus vulgaris L.

Gen Numero de accesién | Clan Familia/Enzima | Funcién (nombre en inglés) Referencias
PHAVU_008G248600g XM_007141992 CYP71 | CYP71D

PHAVU_005G0634001g XM_007149292 CYP71 | CYP72A

PHAVU_005G063200g XM_007149290 CYP71 | CYP72A

PHAVU_005G063300g XM_007149291 CYP71 | CYP72A

PHAVU_005G064100g XM_007149302 CYP71 | CYP72A

PHAVU_005G063900g XM_007149300 CYP71 | CYP72A

PHAVU_005G065000g XM_007149314 CYP71 | CYP72A

PHAVU_005G063800g XM_007149299 CYP71 | CYP72A

PHAVU_005G053600g XM_007149179 CYP85 | CYP87D

PHAVU_002G1544009g XM_007158401 CYP85 | CYP87D (Perez de Souza et al., 2019)
PHAVU_005G053500g XM_007149178 CYP85 | CYP87D

PHAVU_005G053400g XM_007149177 CYP85 | CYP87D

PHAVU_002G005900g XM_007156592 CYP85 | CYP88D

PHAVU_006G123500g XM_007147363 CYP85 | CYP88D

PHAVU_008G128700g XM_007140572 CYP71 | CYP93E 8 -amyrin hydroxylation

PHAVU 011G161400g XM 007133157 CYP72 | CYP72A B-amyrin C-30 oxidase

PHAVU_011G161600g XM_007133159 CYP72 | CYP72A B-amyrin C-30 oxidase

PHAVU_011G161700g XM_007133160 CYP72 | CYP72A B-amyrin C-30 oxidase

PHAVU 011G000200g XM _ 007131213 CYP72 | CYP72A61 24-hydroxy- B -amyrin-C-22b-hydroxylation
PHAVU_008G034400g XM_007139433 CYP85 | CYP716A77 triterpene C-28 oxidase

PHAVU_002G302100g XM_007160147 CYP85 | CYP716A76 triterpene C-28 oxidase (Perez de Souza et al., 2019; Shailendar Kumar et al., 2015)
PHAVU_008G0345009g XM 007139434 CYP85 | CYP716A82 triterpene C-28 oxidase

Pv-CYP71A52 Phvul.005G002400.1 | CYP71 | CYP71A52

Pv-CYP71A53 Phvul.009G172000.1 | CYP71 | CYP71A53

Pv-CYP71A54 Phvul.009G172100.1 | CYP71 | CYP71A54

Pv-CYP71A55 Phvul.009G172200.1 | CYP71 | CYP71A55

Pv-CYP71A56P* (pseudogene) | Phvul.003G206100.1 | CYP71 | CYP71A56

Pv-CYP72A295 Phvul.011G000200.1 | CYP72 | CYP72A295

Pv-CYP72A296 Phvul.005G063500.1 | CYP72 | CYP72A296

Pv-CYP72A297 Phvul.005G063800.1 | CYP72 | CYP72A297

Pv-CYP72A298 Phvul.005G063900.1 | CYP72 | CYP72A298

Pv-CYP72A299 Phvul.005G064100.1 | CYP72 | CYP72A299

Pv-CYP72A300 Phvul.011G161100.1 | CYP72 | CYP72A300 (Shailendar Kumar et al., 2015)
Pv-CYP72A301 Phvul.011G161200.1 | CYP72 | CYP72A301

Pv-CYP72A302 Phvul.011G161700.1 | CYP72 | CYP72A302

Pv-CYP72A303 Phvul.005G063200.1 | CYP72 | CYP72A303

Pv-CYP72A304 Phvul.005G063300.1 | CYP72 | CYP72A304

Pv-CYP72A305P* (pseudogene) | Phvul.011G166000.1 | CYP72 | CYP72A305

Pv-CYP72A306 Phvul.005G063400.1 | CYP72 | CYP72A306

Pv-CYP72A307 Phvul.005G065000.1 | CYP72 | CYP72A307

Pv-CYP72A308 Phvul.011G161900.1 | CYP72 | CYP72A308

Pv-CYP72D11 Phvul.009G081700.1 | CYP72 | CYP72D11

Pv-CYP93E9 Phvul.008G128700.1 | CYP71 | CYP93E9

Pv CYP93E9 KF906540 CYP71 | CYP93E9 B-amyrin C-24 oxidase (Luchnikova et al., 2020; Moses et al., 2014)

CYP: citocromo P450 monooxigenasa, CYP: gen de citocromo P450 monooxigensa, PV=PHAVU: Phaseolus vulgaris
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10. Material suplementario
Tabla 3. Ocurrencias de cada género, con registro de uso en la Amazonia ecuatoriana. Los
géneros resaltados de color verde son los de mayor ocurrencia de cada subfamilia.

Género Namero de
Senna 1100
Erythrina 362
2ygia 323
Parkia 282
Calliandra 244
Macrolobium 230
Arachis 154
Abarema 139
Browneopsis 129
Swartzia 127
Pterocarpus 117
c 89
Mimosa 85
Clitoria 79
Cedrelinga 72
Dussia 71
Grona 69
Senegalia 62
Desmodium 59
Piptadenia 59
Hymenaea 58
i 57
Stryphnodendron 55
Tachigali 52
Crotalaria 46
Andira 45
Entada 45
Otholobium 39
Dalbergia 36
Diplotropis 35
Lecointea 35
Myroxylon 34
Enterolobium 33
Dioclea 32
Deguelia 30,
Ormosia 30
Machaerium 26
Mucuna 26
Caesalpinia 25
Indigofera 25
25
Tephrosia 21
i i 20
Trifolium 20
Pachyrhizus 18
Tara 17
‘Aeschynomene 11
Lonchocarpus 10
Vatairea 10
Albizia 7
c 7
Geoffroea 7
Zornia 7
Cajanus 3
Rhynchosia 6
Vigna 5
Amicia 4
Cojoba 4
Canavalia 3
3
3
Zapoteca 3
Apuleia 2
Centrosema 2
Cl i 2
Nissolia 2
2
Gliricidia 1
Libidibia 1
Poiretia 1
Total general 8774
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Tabla 4. Nombres cientificos de especies que se utilizaron para la buisqueda de TTPs o genes
en las bases de datos. Nombres de los géneros resaltados con negrita.

Bauhinia

arborea Wunderlin
brachycalyx Ducke

glabra Jacq.

guianensis Aubl.

rubiginosa Bong.

rutilans Spruce ex Benth.
tarapotensis Benth

variegata L.

Dialium

congestum M. J. Falcdo & Mansano
guianense (Aubl.) Sandwith
guineense Willd.

Schnella

outimouta (Aubl.) Wunderlin
Brownea

ariza Benth.

grandiceps Jacq.

macrophylla Linden ex Mast.
multijuga Britton & Killip
rosa-de-monte O.Berg
Phaseolus

dumosus Macfad.

vulgaris L.

Inga

fagifolia G.Don

acreana Harms

acrocephala Steud.

acuminata Benth.

alata Benoist

alba (Sw.) Willd.

auristellae Harms

bourgonii (Aubl.) DC.

capitata Desv.

cayennensis Sagot ex Benth.
chartacea Poepp.

ciliata C. Presl

ciliata subsp. subcapitata T.D. Penn.
cinnamomea Spruce ex Benth.
cordatoalata Ducke

coruscans Humb. & Bonpl. ex Willd.
densiflora Benth.

edulis Mart.

gracilifolia Ducke

heterophylla Willd.

ilta

ingoides (Rich.) Willd.
laevigata M.Martens & Galeotti
lallensis Spruce ex. Benth.
laurina (Sw.) Willd.
leiocalycina Benth.

lineata Benth.

macrophylla Humb. & Bonpl. ex Willd.
marginata Willd.

multijuga Benth.

multinervis T.D. Penn.

nobilis Willd.

nobilis Willd. subsp. quaternata (Poepp.) T.D. Penn.
obidensis Ducke

oerstediana Benth. ex Seem.
paraensis Ducke

pilosula (Rich.) J.F. Macbr.
poeppigiana Benth.

pruriens Poepp.

punctata Willd.
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quaternata Poepp.

ruiziana G. Don

rusbyi Pittier

sapindoides Willd.

semialata (Vell.) Mart.

sertulifera DC

spectabilis (Vahl) Willd.

splendens Willd.

stenoptera Benth.

stipulacea G. Don

striata Benth.

suaveolens Ducke

tenuistipula Ducke

tessmannii Harms

thibaudiana DC.

tocacheana D.R. Simpson

tomentosa Benth.

umbellifera (Vahl) Steud. ex DC.

umbratica Poepp. & Endl.

velutina Willd.

venusta Standl.

vera subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.

vera Willd.

vismiifolia Poepp.

yacoana J.F. Macbr
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Tabla 5. Compuestos aislados de las especies objetivo y sus tipos de esqueletos.

Compuesto (nombre en inglés) Tipo de esqueleto (nombre en inglés)

29 30

friedelin

betulin

betulinic acid

lupenone

lupeol

3B-0-palmitoyl-lupeol

Lupane

28-di hydroxyl olean-12-enyl-palmitate
3B-trans-(3,4-dihydroxycinnamoyloxy)olean-12-en-28-oic acid

olean-18-ene acid

olean-18-ene ester

2a,3a,23-trihydroxy-olean-12-en-28-oic acid

2a,3a-dihydroxy-olean-12-en-28-oic acid

maslinic acid

oleanolic acid

B-amyrin

23-hydroxy-3a-[0-a-L-1C4-rhamnopyranosyl-(1”"->4’)-0-a-L- 4 C1-
arabinopyranosyl-oxy]olean-12-en-28-oic acid O-a-L-1C4-rhamnopyranosyl-
(1""">4"""")-0-B-D-4C1-glucopyranosyl-(1"""’—>6’"’)-O-B-D-4C1- glucopyranosyl ester

3-0-[a-L-rhamnopyranosyl(1-3)-B-D-gluco-pyranosiduronic acid] oleanolic acid
(saponin 3)

3-0-[B-D-xylopyranosyl( 1-3)-B-D-gluco-pyranosiduronic acid] oleanolic acid
(saponin 2)

3-0-[B-D-xylopyranosyl] oleanolic acid (saponin 4)

3-0-B-D-glucopyranosiduronic acid oleanolic acid (saponin 1)

3B,22B-dihydroxy olean-12-en-24-0-B-D-glucopyranoside (soyasapogenol-B
glucoside)

Deacetyl soyasaponin Ae (A5)

Deacetyl soyasaponin Af (A2)

Deacetyl soyasaponin Ah (A3)

phaseoloside A

phaseoloside B

phaseoloside C

phaseoside |

putative_Soyasaponin

putative_Soyasaponin beta-A

putative_Soyasaponin bg

putative_Soyasaponin gamma-A

putative_Soyasaponin |

putative_Soyasaponin IV

N

S

Oleanane
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Saponin_Oleanolic acid der

Soyasapogenol B + glcA + xyl + hex

Soyasapogenol B + glcA + xyl + hex + hex

Soyasapogenol B + glcA + xyl + hex + hex + dohex

Soyasapogenol B + glcA + xyl + hex + hex + glcA

Soyasapogenol B + glcA + xyl + hex + hex + hex

soyasapogenol-B

soyasapogenol-C in phaseoloside D

soyasapogenol-C in phaseoloside E

soyasapogenol-E

soyasaponin A

Soyasaponin A2

Soyasaponin A3

Soyasaponin Af (acetyl A2)

soyasaponin B

soyasaponin Ba

Soyasaponin Ba (V)

Soyasaponin Ba (V) ME

soyasaponin Bb

soyasaponin Bb'

Soyasaponin Bb (1)

Soyasaponin Bb’ (Il1)

soyasaponin Bd

soyasaponin Be

soyasaponin |

Soyasaponin Il

Soyasaponin IV

soyasaponin V

Soyasaponin VI

Soyasaponin VI -glu

Soyasaponin yg

Soyasaponin og

Soyasaponin Bg

Soyasaponin yg

&

2a,3a,23-trihydroxy-urs-12-en-28-oic acid

3

2a,3a-dihydroxy-urs-12-en-28-oic acid

2a-hydroxyursolic acid

fatty ester of a-amyrin

nor-a-amyrin

ursolic acid

a- amyrin caprylate

a-amyrin Ursane

triterpenes

triterpenes-steroids

triterpenoids

acacic acid lactone in Ingasaponin

Azl (FDB008448)

Azl (FDB013047)

Azlll (FDB013048)

AzIV (FDB020270)

Azukisaponin IV

Azukisaponin VI

No asignad
Cynarasaponin C 0 asignado

Jujubasaponin VI

Lablabsaponin |

Lablabsaponin | + 162

Licoricesaponin F3

Madecassoside

Olaxoside

Pisumsaponin |

Saponins_putativo

Virgaureasaponin |
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Figura 6. Distribucidn de Fabaceae con registro de uso, que producen triterpenoides en la Amazonia ecuatoriana,
por especies a) Bauhinia glabra, b) Bauhinia tarapotensis, c) Bauhinia variegata, d) Brownea ariza, e) Brownea
grandiceps, f) Brownea macrophylla, g) Brownea rosa-de-monte, h) Dialium guineense i) Inga edulis, j) Inga
laurina, k) Inga semialata, 1) Inga punctata, m) Phaseolus vulgaris.
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Figura 7. Andlisis de conglomerados de TTPs en linajes vegetales.
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