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Summary

The level of oestrogenic isoflavones (biochanin A, formononetin,
genistein and pratensein) are determined on twenty species of the Trifo-
lium genus. These samples have been taken from the natural pasture gro-
§§E§ in the northern part of the province of Lérdova.

Isoflavones levels are generally low, only in the case ¢f T. bocco-
nei, T. lappaceun and T. scabrum the averages reached are higher than
in T. subterraneun. Nevertheless maximum levels are thrown in spring

at flowering time when they come levelled with T. subtferraneum without

meaning any danger unless the pasture 1s overriden by the latter.

Resumen

Se determinan los niveles de isoflavonas estrogénicas (biochanina
A, formononetina, genisteina y pratenseina) en veinte especies del género
Trifolium en pastos naturales del norte de la provincia de Cérdoba.
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Los niveles de iscoflavenas son en general bajos, solamente T.bocco-
nei, T. lappaceum y 7. scabrum tienen valores medios mas altos que los
de T. subterraneum; sin embargo, los valores méximos que se alcanzan
en primavera, al principio de la floracidn, corresponden a T. subterra-

neum, pero no representan ningln peligro a menos gue dicho trébol se
haga dominante en el pasto.

En trabajos anteriores se ha estudiade el nivel de fitoestrdgenos
en pastos naturales de la provincia de Cérdoba (15) y la influencia que
los factores estacionales (16) o de suele (11) podrian determinar sobre
la concentracién de isoflavenas estrogénicas en las mencionadas superfi-
cies herbéceas. La conclusién de aquelles trabajos, acerca de que la
composicién botédnica era uno de los principales factores determinantes
de la estrogenicidad, ha side la causa de que en el presente trabajo
se aborde el andlisis de los niveles de fitoestrdgenos existentes en
diversas especies del génerc Trifolium, como més caracteristico, que
junto con el género Medicago constituyen las principales leguminosas
de la imagen floristica del pastizal natural de la zona, y pueste que
el dltimo presenta en su dotacidn estrogénica fundamentalmente sustancias
derivadas del cumestano, parece conveniente considerar exclusivamente
el primero.

Material y métodos

S¢ estudian 754 muestras pertenecientes a veinte especies del género
Trifolium {tabla I} presentes en los pastos naturales de la parte norte
de la provincia de Cérdoba.

El material obtenido por separacidén manual, ha sido desecadc en
estufa de aire a 602  y extraido segdn la técnica de Beck (1) modificada
por Dedio y Clark (8), para la dosificacién espectrofotométrica de iso-

filavonas.
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Resultados y discusidn

En la tabla I se expone la proporcién de muestras positivas y valo-
res alcanzados para cada isoflavona en las distintas especies de Trifo-
lium estudiadas.

Son pardmetros a considerar la ausencia y presencia de aquellios
compuestos en las especies estudiadas y los niveles que alcanzan en las
mismas, asi{ como la existencia de las citadas isoflavonas en su totalidad
o parclalmente; circunstancias de las gue en conjunto depende su clasifi-
cacién especifica en cuanto a actividad estrogénica. En relacidn con
elioc, debe destacarse la ausencia de muestras positivas, aun a nivel
de trazas, para [. anqustifolium y 7. strictum; por el contrario,sobresa-
len tanto por el nivel de isoflavonas como por la frecuencia de hallazgos

positives T. ‘subterraneum, 7. lallaceum, T. scabrum y T. boccenei, y

aurque las mdximas concentraciones registradas corresponden claramente
a2 1. subterraneum si se consideran los valores medios para el conjunto

de las muestras de cada especie, son mis notorios los que alcanzan 7.
bocconei, T. scabrum y T. lappaceum (figura 1); especies que presentan
-cifras que suponen respectivamente el 321, 186,5 y 165,4 p.100 de los
valores correspondientes para T. subterraneum. Esta especie es la que

con mayor frecuencia se cita en la bibliografia como causante de los
trastornos téxicos y por elio se ha elegido como Indice 109. En este
sentido, no se dispone de datos respecte a T. bocconei y T. scabrum,
pero hay que sefialar que entre un centenar de especies australianas de

Trifolium, Francis, Millington y Bayley (9) destacan a T. lappaceum como
poseedora de aitas concentraciones de isoflavonas, que pueden suponer
hasta el 1 p.100 de la materia seca, para formononetina; 3 p.100, para
genisteina; y 1,2 p.100 para biochanina A; cifras que hacen a esta espe-
cie comparable a T. subterraneum.

Quizds lo més notable de los resultados obtenidos es la pequefia
concentracién de isoflavonas en lz mayoria de las especies estudiadas,
como se desprende de la figura 1 y de la tabla I. tos valores méximos
alcanzados por la formononetina (la isoflavona méds activa desde el punto
de vista estrogénicc) no exceden de 0,060 p.100 en las especies conside-
radas, 2 excepcidén de las cuatro dltimamente mencionadas; lo que con-
cuerda con lo observado por Francis, Millington y Bailey (9}, quienes
pusiercn de manifiesto contenidos de iscflavonas despreciables en trébo-
les espontdneos australianos, entre los que se pueden citar T. hirtum,
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T. cherleri, T. campestre, T. angustifelium, T. tomentosum, T. glomeratum
y T. cerauum, también considerados en este trabajo, lo gque naturalmente
resta peligrosidad a los pastizales en que dominan. En este sentido debe
sefialarse que Curnow y Ressiter {6) no encuentran genistefna en T. angus-
tifolium, T. arvense, T. cernuum, T. glomeratum, ¥. hirtum, T. spumosunm
y T. tomentosum, en coilncidencia con lo aqui registrado, aunque los re-
sultados de estos auteres presentan clerta contradiccién con las peguefias
cantidades de genisteina que junte a la formononetina se han apreciado
en algunas muestras de T. repens, que confirman les hallazgos de Medina
Blanco y Nifio Larrd (17); y parcialmente, los de Bickoff {2) y Wong (21),
quienes encontraron formononetina, genisteina y daldzeina pero no biocha-
nina A, que tampoco pudo detectar Chury (4) en este trébol. De otro lado,
los resultados obtenidos en este trabajo estén de acuerdo con los de Cur-
now y Rossiter (6), quienes hallaron genisteina en T. campestre, aungue
a niveles mucho mds elevados que las minimas concentraciones registradas
aqui en algunas pocas muestras.

Hay que sefialar que las cuatre 1soflavonas dosificadas en este tra-
bajo s6le aparecen de forma sistematica en T. subterraneum y T. lappa-
cceur, mientras que en el resto de las especies el denominador comin
es la formononetina, que va acompafiada, en algunos casos,de biochanina
Ay genisteina, pero siempre en proporciones muy escasas.

Concretando, a la vista de lo anterior, las consideraciones sobre
el espectro isoflavdnico a T. subterraneum y T. lappaceum, hay que indi-
car que en el primero la isoflavona registrada en mayores concentracio-
nes, salve en un par de zonas, es la pratenseina, mientras que en T.
lappaceum las dominantes son alternativamente aguélla o la biochanina
A. Observacién importante, ya gue la pratenseina no ha sido mencionada
habitualmente como isoflavona presente en la dotacién de los distintos
cultivares de T. subterraneum. Son précticamente los treabajos de Wong
{21 y 22) los Gnicos gue han puesto de manifiesto su presencia, apuntando
Bickoff (2) que formononetina, biochanina A, y genisteina y daidzeina
son las cuatro isoflavonas estrogénicas de este trébol, y Beck (1) mani-
fiesta la escasa significacién de la pratenseina y de la daidzeina, lo
que hace pensar que el hecho aqui registrado podria interpretarse conec-

tado de alguna forma con la menor estrogenicidad de las muestras de va-
riedades indigenas y esponténeas de T. subterraneum que se estudian en
este trabajo.
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No se han encontrado diferencias acentuadas entre las zonas, que
no puedan explicarse bien como consecuencia de la evolucidn estacional,
ya estudiada en un trabajo anterior (16). Asi, en T. subterraneun se
aprecia que las muestras correspondientes al Valle de los Pedroches pre-
sentan valores mds elevados que las de las restantes zonas, pero aguéllas
corresponden al muestreo del mes de abril, miemtras que las nuestras
de las otras zonas se obtienen en el mes de mayo, y probablemente esta
distancia en el tiempo puede justificar esos diferentes niveles. Ademés,
debe tenerse en cuenta gue Cunnigham y Hogan {5} no detectaron diferen-
cias de estrogenicidad con respecto a la localizacidn geogréfica de cepas
de 1. subterraneum, y el hecho de gue la posible influencia de factores
nutricionales, por io menos dentro de ciertes ranges, se debe mds que
a una accidn directa sobre las concentraciones de sustancias fitoestrogé-
nicas, al efecto sobre las wmodificaciones en la composicidn botdnica
del conjunto del pastizal (11}, que no deben tenerse en cuenta en este
caso por haberse realizado las determinaciones sobre plantas exclusiva-
mente de cada una de las especies gconsideradas.

De todos modos, deberia tenerse presente que los niveles de isofla-
vonas en T. subterraneum, en la mayoria de las zonas, son notablemente
bajos, 1o que darfa lugar a su menor peligrosidad frente a cepas importa-
das, apuntada en otras ccasiones {14}. Incide en esta afirmacién el hecho

de que aproximadamente en las mismas fechas de muestrec {mayo) otras
especies del género Trifolium {lappaceum, scabrum y bocconei) presentan
valores considerablemente mas elevados; eépecies que, de otro lado, no
significan una proporcidén importante en los pastizales en que se han
obtenido y que por tanto sen de escasa trascendencia en cuanto a posibles
~efectos sobre el ganado, pero sirven para justificar que los bajos valo-
res registrados en esta época para las muestras de T. subterraneum no

se deben exclusivamente a condiciones ambientales.

Por 1o que se refiere 2 la evolucidn del contenido isoflavénico,
deben ‘considerarse dos aspectos: wuno, la evolucién estrictamente por
fechas, en las que, con las irregularidades del muestreo realizado en
zonas diferentes, se manifiestan claramente los maximos primaverales
ya sefialados en otra ocasién {16) y la disdminucién de estos valores
a medida que el tiempo pasa {figura 2); lo que corresponde a la observa-
cién de Rossiter y Beck (20) de que el envejecimiento de las hojas produ-
ce declinacién del nivel de isoflavenas (salvo diadzeina, no dosiFicada"
agul, y que puede considerarse como un indicador de senectud foliar).

-5
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Debe tenerse en cuenta que la produccién de nuevas hojas en los momentos
en que se obtiene la mayoria de las muestras, practicamente se ha limita-
do al minimo; aspecto que ha sido considerado por Beck {1), quien afirma
que la concetracidn de isoflavonas en las hojas de T. subterraneum decli-
na a partir del momento de la floracién, y que podria completarse con

el hecho de que la proporcién de hojas, mas ricas en isoflavonas, con
respecto a los tallos y peciolos, disminuye (20). Desde el otro criterio,
paralelo al meramente cronolégico, cual es el estudio del grado de desa-
rrollo vegetativo en relacién con el contenido de 1soflavonas de las
muestras correspondientes, se puede deducir que, en general, el momento
del comlienzo de la floracidén coincide con la méxima carga estrogénica,
que después se hace menor a medida que se completa el citade desarrollo
y, finalmente, se alcanza la maduracidn del fruto y semillas; lo que
coincide con lo generalmente admitido de que la floracidn es un momento
importante en relacién con la concentracién de fitoestrdgencs (13, 18,
19 y 3). Krause {12} y francis Quinlivan (10) han encontrado las cifras
méximas de concentracidn antes o al comienzo de esta etapa, come conse-
cuencia, al parecer, de que las isoflavonas se degradan en el momento
de la floracidn de forma que sus metabolitos puedan ser utilizados en
el proceso {7). Debe destacarse de todos modos gque, normalmente, es du-
‘rante los perfodos en que adn hay crecimiento vegetativo activo, 2l menos
en las muestras de T. subterraneum, y que las modificaciones correspon-

dientes al perfodo reproductive final son casi siempre referentes a con-
centraciones mas bajas. Lo que dicho de otro modo significa que el des-
censo de concentraciones que se inicia a partir de los picos primaverales
se mantiene y coincide con la avolucidn de la planta hacla su total madu-
rez; momento en que las concentraciones suelen hacerse minimas,

De todas las consideraciones antericres debe deducirse, en primer
lugar, que los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan
con las deduccicnes anteriores, de que las diferencias en la cifra de
fitoestrégenos en las distintas zonas, mds que al efecto directo de los
factores del suele sobre su concentracidn, deben atribuirse a la posible
influencia que de ellos pudiera derivarse sobre la presencia més o menos
abun'dante de una determinada especie en el conjunto floristice. En segun-
do lugar, se confirma que las épocas primaverales, en el comienzo de
la floracién, son las gue comportan mayor carga estrogénica en los trébo-
les esponténeos; lo que se evidencia naturalmente en el conjunto del

6
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Tabla I. Porcentaje de muestras positivas y valores mlximos y medios
de las isoflavonas estrogénicas en distintas especies del géne-
ro Trifelium.

% de po  Valor Valor % de po Valqr Valor
sitivas  wmedio maximo sitivas medlo méximo
Especie Bochanina Formenonetina

Lampestre 0 - - 9 0.0606 Q.006 .

Angustifelium 0 - - - - -

Arvense 0 - - 93 0.611% 0.026

Bocconel 0 - - 100 0.167 0.275

Cernuum 0 - - 42 0.008 0.007

Cherleri 0 - - 50 0.022 0.047

Cemellum 0 - - 66 0.009 0.024

Glomeratum 0 - - 65 0.0606 0.009‘

Hirtum 0 - - 26 0.007 0.011

Lappaceun 100 0.125 .208 160 0.086 0.173

Repens 0 - - 20 - 0.012° 0.012

Resupinatum 15 G.039 .066 54 8.018' 0.033

‘Scabrun 30 0.030 045 100 0.093  0.145

Spumesum 0 - - 33 0.011 0.011

Squarrosum 0 - - 100 0.011 G.011

Stellatum 0 - - 73 0.007 0.011

Striatum 0 - - 86 0.006 0.013

Strictunm 0 - - 0 . -

Subterraneum 34 0.080 401 100 0.052 0.354

Tomentcosum 0 - - 160 0.027 0.060
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Tabla I. (Continuacién).

% de po  Valor .Valor % de po  Valor Valor
sitivas  medio - maximo sitivas  medio maximo
Especie Bochanina Formononetina
Campestre g 0.006 0.006 0 - -
Anqustifolium 0 - - 0 - -
Arvense 0 - - 0 - _
Bocconel 0 - - 0 - -
Cernuum 0 - - 0 - -
Cherleri 0 - - ¢ - -
Cemelium 11 0.031 0.031 0 - -
Glomeratunm 0 - - 0 - -
Hirtum 0 - - 0 - -
Lappaceun 100 0.070 (.198 100 0.130 0.259
Repens 20 0.043 0.057 0 - -
Resupinatum Il; 0;{]45 0.045 0 - -
Scabrum 0 - - 0 - -
Spumosum 0 - - 0 - -
Squarrosum { 0 - - ] - -
Stellatum .0 - - 0 - -
Striatum 0 - - 0 - -
Strictum 0 - - 0 - _
Subterraneum B4 0,058 0,136 17 0.138. ¢.320
Tomentosum 0 - -

0 - -
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pastizal, comc efectivamente ha sido comprobade con anterieridad vy, a-
demds, se registra que el avance en el estado de desarrolle se traduce
en disminucién del nivel de isoflavonas en la mayoria de las especies;
fenémeno que también coincide con lo habitualmente detectado. Por dltimo,
y esta conclusidn debe ser especialmente considerada, que el nivel de
isoflavonas en muestras de T. subterraneum espontdneo y, en general,

de la mayoria de las especies estudiadas, es lo suficientemente bajo
come para no provocar ningin tipo de trastornc en leos animales de pasto-
reo, particularmente por el hecho de que su proporcidn habitual en el
pastizal no es en exceso alta.
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