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RESUMEN

Los alcaloides tropolonicos son compuestos resultado del metabolismo secundario
de las plantas, sintetizados a partir de aminoacidos y que contienen nitrégeno en su
estructura. Su presencia ha sido contrastada en los géneros Colchicum, Merendera y
Gloriosa, y su funcion es actuar como defensa y adaptacion vegetal. Ademas, estos
compuestos llevan utilizdandose desde mucho tiempo atras en medicina humana. Debido a
la incertidumbre que existe en torno al comportamiento de estos alcaloides en las plantas,
su variacion temporal y espacial y su posible relacion con la cantidad de nitrégeno mineral
presente en el medio, el presente trabajo de fin de grado tiene por objeto la determinacion
de los alcaloides tropolonicos presentes en las hojas y bulbos de la especie Merendera
montana. Se han seleccionado nueve zonas de muestreo pertenecientes al territorio
aragonés: Cubilar de las Vacas, Puerto de Aisa, San Juan de la Pefia, Salto de Roldan,
Guasillo, Montmesa, Marcén, San Mateo de Gallego y Monzén. Para ello se ha utilizado la
cromatografia de liquidos con espectrometria de absorcion UV (HPLC-UV). Previamente
al analisis de las muestras se ha llevado a cabo una optimizacion de las etapas de
extraccion del material vegetal y la puesta a punto del proceso de separacion
cromatogréfica. Los compuestos identificados son el colchicésido, 3-demetilcolchicina,
colchicina y cornigerina. Los resultados de este trabajo muestran las diferencias existentes
entre hoja y bulbo de M.montana. Las hojas presentan mayor cantidad de alcaloides y en
ellas no se ha detectado el colchicosido. Se establece la correlacion entre el contenido total
de alcaloides, el contenido de nitrdgeno total en planta y el contenido de nitratos en los

suelos muestreados en las zonas de estudio.

PALABRAS CLAVE

Merendera montana, alcaloides tropolénicos, nitrdgeno planta, nitrégeno mineral, suelos,
cromatografia de liquidos..
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ABSTRACT

The tropolonic alkaloids are compounds resulting from the secondary metabolism of
plants, synthesized from aminoacids and that containing nitrogen in its structure. Its
presence has been contrasted in the genus Colchicum, Merendera and Gloriosa, and its
function is to act as a plant defense and adaptation. In addition, these compounds have
been used for a long time in human medicine. Because of the uncertainty that exists in the
behaviour of these alkaloids in plants, their temporal and special variation and their possible
relationship with the amount of mineral nitrogen present in the environment, the present
work of degree aims to the determination of tropolonic alkaloids present in the leaves and
corms of the species Merendera montana. Nine sampling areas belonging to the Aragonese
territory have been selected: Cubilar de las Vacas, Puerto de Aisa, San Juan de la Pefa,
Roldan Falls, Guasillo, Montmesa, Marcén, San Mateo de Gallego and Monzén. For this
purpose, liquid chromatography with UV absorption (HPLC-UV) has been used. Prior to the
analysis of the samples, an optimization of the extraction stages of the plant material and
the start-up of the chromatographic separation process was carried out. The identified
compounds are colchicoside, 3-demethylcolchicine, colchicine and cornigerina. The results
of this work are the differences between the leaf and the bulb of M.montana. The leaves
present a greater quantity of alkaloids and in them colchicoside has not been detected. The
correlation between the total alkaloid content, the total nitrogen content in the plant and the

nitrate content in the soils sampled in the study areas is established.

KEYWORDS

Merendera montana, tropolonic alkaloids, plant nitrogen, mineral nitrogen, soils liquid
chromatography.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

- Identificar, cuantificar y tratar de interpretar la variacion espacial de los compuestos
alcaloides tropolénicos, en hoja y bulbo de la Merendera montana, y su posible

relacién con el contenido de nitrégeno mineral del suelo.

> Objetivos especificos:

- Poner a punto el procedimiento analitico para separar y determinar alcaloides
tropolonicos en hoja y bulbo mediante Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (HPLC).

- lIdentificar y cuantificar los compuestos alcaloides tropoldnicos (principalmente
colchicésido, 3-demetilcolchicina y colchicina) en las muestras analizadas mediante
el uso de HPLC con detector de Espectrofotometria de Absorcién Ultravioleta-
Visible.

- Determinar el contenido de nitrégeno Kjeldahl total en las muestras de hoja y bulbo

y el contenido de nitratos y amonio en el suelo.

- Evaluar las posibles diferencias en el contenido de alcaloides entre las dos partes

de la planta (hoja y bulbo) y entre las localidades muestreadas.

- Evaluar la relacién entre el contenido total de alcaloides y el contenido total de

nitrégeno en la planta.

- Evaluar la relacién entre el contenido total de alcaloides, el contenido de nitrégeno

mineral del suelo y la altitud a la que se encuentran las localidades muestreadas.
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1. INTRODUCCION

1.1 Estatus taxondmico, distribucion y habitat de Merendera Montana

Merencera montana (L.) Lange (=M. bulbocodium Ramond, M.
((Pounet)/P.R.Fourn)) es una planta vascular perteneciente al género Merendera Ramond,
de la familia LILIACEAE. Entre sus nombres comunes en la region pueden citarse
“quitameriendas” y “espantapastores” que aluden a su particular fenologia ya que la planta

florece al final del verano cuando se hace ostensible el acortamiento del dia.

Muestra un parentesco muy cercano al género Colchicum, de manera que la
relaciébn de estos dos géneros ha sido muy discutida desde hace casi dos siglos, por
autores como K. Persson (2007), B. Stefanov (1926), o J. Manning (2007). Cada uno de
estos autores sostiene, con algunas variaciones en el numero de géneros a incluir, que el
género Colchicum debe aglutinar también los restantes géneros de la familia Colchicaceae
que se encuentran en el territorio de Flora Ibérica: Merendera, Bulbocodium vy
Androcymbium. Sin embargo, otros trabajos (Hoyo et al, 2009) consideran méas apropiado
seguir con el concepto restringido de Colchicum y mantener la separacion tradicional, de
los cuatro géneros mencionados. De esta manera las especies de Merendera quedarian
aisladas del resto de los Colchicum (Castroviejo et al, 1986-2012).

Para la elaboracion de este trabajo se va a considerar la clasificacion empleada en
el estudio taxonémico de la Flora de la Peninsula Ibérica e Islas Baleares desarrollado por
Castroviejo, 1986-2012.

La clasificacion sistematica de la Merendera montana se muestra en la Tabla 1, de

acuerdo con la sistematica de Cronquist (1992).

Tabla 1. Clasificacion sistematica de Merendera montana. Fuente: EURO+MED (2011).

Reino Plantae

Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Lilianae

Orden Liliales

Familia Liliaceae

Género Merendera
Especie Merendera montana
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Respecto a su distribucion, se trata de una especie ampliamente distribuida en la
Peninsula Ibérica y subendémica de dicho territorio ya que alcanza algunos puntos del
Pirineo francés. En su ambito peninsular la planta esta presente en la practica totalidad de
las provincias, aunque aparece muy dispersa en el tercio meridional (Rico en Castroviejo

et al. Flora ibérica).

M.montana es un pequefo gedfito perenne, alcanza 8-15 cm de longitud y sitla sus
flores de color lila a ras de suelo, junto con tres o cuatro hojas lineares y un cormo
subterraneo (Figuras 1 y 2). Generalmente, los gedfitos almacenan una cantidad
considerable de nutrientes en el cormo, de forma que esta parte de la planta se convierte
en un excelente recurso alimentario para muchos animales, sobre todo para los mamiferos
subterraneos (Gomez et al, 2004). Por ello, como gran parte de otros gedfitos desarrolla
estrategias de defensa y, en concreto, sintetiza y acumula alcaloides tropolénicos que
disuaden a los grandes herbivoros del consumo de sus hojas (Gémez et al, 2004).

Figura 1. Flor de Merendera montana. Figura 2. Hoja y bulbo Merendera montana.

Fuente: Herbario de Jaca. Fuente: Instituto Pirenaico de Ecologia.

En cuanto a la reproduccion, se puede producir de forma asexual, clonal, mediante
el desarrollo de un brote desde el apice del bulbo viejo durante el invierno, que puede
separarse facilmente de la planta madre danto paso a un nuevo individuo (como se puede
observar en la Figura 3 b). Por otro lado, a través de reproduccién sexual, donde la floracion
marca el inicio de un ciclo de vida anual de un nuevo 6rgano de almacenamiento que sera
sustituido por otro el afio siguiente (Gomez et al, 2004). Existen hipétesis acerca de que

hay una compensacion entre la reproduccion sexual y clonal, de manera que éstas pueden
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cambiar en funcion del entorno, el grado de las caracteristicas de perturbacion y de la

dindmica poblacional (Gémez et al, 2009).

La floracion se produce al final del verano (entre agosto y septiembre) y la flor se
desarrolla a partir de un nuevo bulbo subterraneo que crece junto y a partir del
correspondiente al afio anterior como se representa en la Figura 3a. Inmediatamente
después y una vez que se han marchitado las flores, emergen de la superficie tres (rara
vez cuatro) hojas, que permanecen verdes durante el otofio, invierno y hasta el final de la
primavera. El ovario subterrdneo tarda entre ocho y diez meses en desarrollar una cipsula
madura, permaneciendo bajo el suelo durante el otofio e invierno hasta mayo-junio del
siguiente afio, donde emerge y lleva a cabo la dispersién de sus semillas. Condiciendo con
la senescencia foliar, la dispersién de semillas ocurre en el verano, mientras el cormo
permanece latente. Sin embargo, en algunas ocasiones las capsulas no llegan a la
superficie, por lo que las semillas pueden germinar “in situ” (Figura 3c), de manera que se
desarrolla un grupo de plantulas y plantas jovenes que dara lugar a una colonia de
individuos clonales (o “neighborhood”) (Figura 3d) (Gémez et al, 2004).

a

(¢]

Figura 3. Reproduccién sexual y asexual Merendera montana. Fuente: Gomez et al (2004).

La anacronia de la emersion de las hojas y la floracion define a esta planta como
histeranta. En consecuencia, no hay érganos aéreos presentes durante la temporada de
verano, cuando la mayoria de las plantas de montafia crecen y florecen en este periodo
que les resulta el mas favorable en cuanto a condiciones climéticas y humedad del suelo.
Esta fenologia se adapta a un clima mediterraneo, que crea condiciones duras en verano

debido a las altas temperatura y la sequia. Por el contrario, en las altas altitudes de los

10
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Pirineos, este desarrollo fenoldgico obliga a la planta a permanecer con las hojas verdes a
través del otofio, invierno y primavera y hacer frente al periodo de nieves (Gomez et al,
2009).

En la Figura 4 se muestra el ciclo anual de M. montana descrito anteriormente, a
2000 y 200 metros de elevacion, para poder observar las diferencias temporales que
existen en la fenologia de estas plantas a lo largo del gradiente de elevacion (Gémez et al,
2009).

Fr S—

Gl

2000 m T |

.

Autamn Winter ,..Sprmg Summer
t&\l ¢! ‘:ﬂ !on ) lL’ iLJ

Fr S—
F —

Gl
Figura 4. Ciclo anual de la Merendera montana a 2000 y 200 metros de altitud.

Fuente: Gomez et al, 2009)

El hecho de que esta especie vegetal presente sus hojas en otofio, invierno y
primavera, podria corresponderse con el desarrollo y crecimiento asincrono, otro conocido
sistema de defensa frente a la actividad de los herbivoros. Con él, algunas plantas son
capaces de hacer coincidir las etapas mas importantes de su desarrollo, con las épocas de
minima actividad de los herbivoros, evitando al maximo su consumo, pisoteo y estercolado
(Azorin et al, 2008).

M. montana vive en suelos de distinta naturaleza, aunque parece preferir los que
se desarrollan en sutratos calizos (Gomez et al, 2003); las poblaciones que muestran
mayores densidades poblacionales se dan en suelos perturbados, bien por severos
regimenes de compactacion (como las causadas en pistas de montafia por el trafico
estacional de vehiculos), o bien por la actividad excavadora de micromamiferos (Gomez et
al, 2009).
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La distribucién a nivel nacional de esta especie se puede observar en la Figura 5.

Taxones seleccionados

® Merendera montana
(Fam. Liliaceae) y taxones infraespecificos

Figura 5. Mapa de distribucién de Merendera montana a nivel nacional.

Fuente: ANTHOS, 2012.

Por dltimo, en la Figura 6 se muestra la distribucién de la M. montana en la
Comunidad Autonoma de Aragén. En él se puede apreciar lo que se ha comentado

anteriormente acerca de su distribucién desde zonas de escasa altitud a los Pirineos (200
a 2300 metros aproximadamente).
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Figura 6. Mapa de distribucién de Merendera montana en Aragon.

Fuente: Atlas de la flora de Aragon (2005).
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1.2 Composicion quimica de Merendera montana: alcaloides tropoldnicos

Para tratar de entender el éxito ecoldgico de esta especie en términos de ocurrencia
espacial y abundancia, se han llevado a cabo diversos estudios centrados en conocer la
forma en que esta especie se adapta a este amplio rango ecoldgico, altitudinal y climético
(Gomez et al, 2003, 2004 y 2009); asi como su composicion fitoquimica (Ondra 1995;
Rosso et al, 1998). En dichos estudios se ha revelado la presencia de distintos metabolitos
secundarios, a los que las plantas destinan una cantidad significativa del carbono y
nitrégeno asimilado y de energia. Entre estos metabolitos destacan los denominados

alcaloides tropolonicos, objeto de este estudio.

Los alcaloides son una gran familia de metabolitos secundarios, sintetizados a partir
de aminoacidos, dependiendo de la estructura especifica del alcaloide (Cseke et al, 2006),
gue tienen en comun tres caracteristicas: son solubles en agua, contienen al menos un
atomo de nitrégeno en la molécula y exhiben actividad biolégica. La mayoria de ellos son
compuestos heterociclicos, aungue algunos son nitrogenados alifaticos (no ciclicos) como
seria el caso de la colchicina (Avalos et al, 2009). Hay una gran variedad de productos de
plantas diferentes que tienen nitrégeno en sus estructuras. Quizas el mas diverso de estos
tipos de compuestos (que se encuentran en 20 a 30% de las plantas vasculares) son los
alcaloides que, como la mayoria de los otros compuestos que contienen nitrégeno, se

sintetizan a partir de aminoacidos (Cseke et al, 2006).

Muchos de los alcaloides en los que se han descrito sus estructuras quimicas, se
caracterizan por sus propiedades en la defensa de plantas contra herbivoros y patégenos.
La potente actividad biolégica de algunos alcaloides también ha llevado a su explotacion
como productos farmacéuticos, estimulantes, narcéticos y venenos. Los alcaloides
derivados de las plantas, actualmente en uso clinico, incluyen los analgésicos morfina y
codeina, los agentes anticancerosos como vinblastina, la colchicina supresora de la gota,
el relajante muscular tubocurarina, la ajmalina antiarritmica, el antibiético sanguinarina 'y la
escopolamina como sedante. Otros alcaloides importantes de origen vegetal son por
ejemplo la cafeina, la nicotina, la cocaina o la heroina (Facchini, 2001). La quimica de los
alcaloides del género Colchicum ha sido ampliamente revisada debido a sus caracteristicas

estructurales Unicas y su amplia actividad biolégica (Rosso et al, 1998).

En cuanto a la clasificacién de los alcaloides, existen formas muy diversas en
funcion del punto de vista de los autores. En numerosas ocasiones la clasificacion se basa
en los anillos presentes en la molécula, de manera que encontramos: alcaloides

isoquinoléicos, alcaloides quinolizidinicos, alcaloides pirrolizidinicos, alcaloides tropanicos
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y alcaloides indélicos, como seria el caso del estudio de Facchini (2001). Como podemos
observar en ningln momento aparecen los alcaloides tropoldnicos, por lo que se ha optado
por seguir la clasificacion descrita en el trabajo de Sangster & Kenneth en 1964. En esta
revision, los alcaloides se han agrupado en lineas estructurales convencionales, de lo
simple a lo mas complejo en: derivados simples de amina, alcaloides tropanos, alcaloides
esteroidales, porrolizidinas, quinolizidinas, imidazoles, alcaloides tropolénicos,
piridina/piridona/piperidina alquidica, grupo isoquinolina, grupo amarylldaceae, grupo
quinoleico, grupo de acridina, alcaloides fenantroindolicidina/fenantroindolicidina,
indoles/alcaloides de dihidroindoles, quinazolina/alcaloides de quinazolina, grupo de
benxofenantridina, grupo de purinas y alcaloides miscelaneos.

Es importante distinguir entre alcaloides tropanos o tropanicos y alcaloides
tropoldnicos, ya que la similitud de los nombres puede llevar a confusion. Los alcaloides
pertenecientes al grupo de los tropanos tienen un espectro UV con maximos a 230, 274 y
281 nm (Sangster et al, 1964) y se encuentran principalmente en las plantas de la familia
de las Solanaceas, incluyendo los farmacos conocidos como atropina, hiosciamina,
escopolamina y la cocaiha. Ademas, se componen de un esqueleto de
azabiciclo[3,2,1]octano, siendo el nombre sistematico para el tropano el 8-metil-8-
azabiciclo (Lounasmaa et ak, 1993). Mientras tanto, los alcaloides tropolénicos poseen
maximos de absorcién en dos bandas, entre 245-260 nm y alrededor de 350 nm. Asimismo,
su presencia ha sido establecida de forma confiable tan s6lo en tres géneros de plantas:
Colchicum, Merendera y Bulbocodium, todos ellos pertenecientes a la familia LILIACEAE
(Yusupov et al, 1978).

Por otro lado, el grupo de los alcaloides tropol6nicos se puede clasificar en dos tipos
principales: el grupo colchicina y las lumicolcicinas, que se diferencian significativamente
en sus espectros de absorcion (Sangster et al, 1964). Debido a que la colchicina es el
alcaloide mas accesible en la mayoria de las especies, las propiedades de los alcaloides
tropolonicos se relacionan principalmente con este compuesto (Yusupov et al, 1978).
Andlisis fitoquimicos dentro del género Merendera revelaron que los alcaloides

tropolonicos constituyen los principales metabolitos secundarios (Husek et al, 1989).

Asimismo, estudios como el llevado a cabo por Ralphs et al (1997) o Gomez et al
(2003), indican que la composicién de los alcaloides tropolona experimenta una gran
variabilidad segun las partes de las plantas en las que se encuentre, durante las diferentes

etapas de crecimiento y periodos del afio.

En la Tabla 2 se pueden observar los distintos tipos de alcaloides tropoldnicos que

existen, junto con los compuestos que forman parte de cada grupo. Ademas, se incluyen

14



Trabajo de Fin de Grado Raquel Puerto

las longitudes de onda de maxima y minima absorcion UV. Los alcaloides objeto de este
estudio son la colchicina, colchicésido, 3-demetilcolchicina y cornigerina, de los cuales se

hablara mas adelante.

Tabla 2. Tipos de alcaloides tropolonicos. Fuente: Sangster et al, 1964.

TaeLe VIII
TropoLoNE (GRODP
Compound Meaary M Amips T
[Colchicines

Tropolone 228, 237, 320,

351
Allocolehiceine 278 254
Colchiceine 244, 351 -
Colchiceine 243, 267 gh, 302

350, 394zh
Colchiceine ethyl ether 233 sh, 244,

351
Colehicine 234 sh, 246, 220, 292

355
Cornigerine’ 238, 353 202
Demecolceine ethyl ether 245, 350 220, 290
Demecoleine 245, 355 215,280
Desacetylisocolchicine 244, 345 223,279
2-Desmethyleolchicine 245, 353 220, 202
3-Deamethyleolchicine 240, 353 220, 203
N-Formyldesacetyleolchicine 247,350 220, 292
Isocolehiceine ethyl ether 229, 247, 343 233, 253
Isocolchicine 244 345 226, 278
Isodemecolceine ethyl ether 247, 345 234, 206
Isndemeeolcine 245, 345 222,279
Oxycholchicine 234, 281 ..

Lumicolchicince

g-Lumicolchicine 225, 266, 282 248, 322

gh, 340
y=Lumicolchicine Spcotrum identienl with g-isomer
Lumiisocolchicine 218, 260

Debido a sus propiedades fisicoquimicas, la colchicina, el colchicésido y sus
derivados tio no pueden ser detectados por otros métodos y técnicas de deteccion como
la conductividad, fluorescencia o electroquimia (Lu et al, 2006). Sin embargo, como se
puede observar en la tabla, tienen dos bandas de absorbancia de UV razonablemente
fuertes con Amax que se producen en la regién de 245-260 nm y alrededor de 350 nm. La
colchicina concretamente posee maximos de absorcion a 247 y 355 nm (Capraro et al,
1984). Cotejando con esta tabla de Sangster (1964), otros estudios, como los de Rosso
(1998) y Alali (2008), o el analisis realizado por el Laboratorio de Valencia con HPLC-MS,
podemos advertir que el resto de los picos mayoritarios que presenciamos en nuestros
cromatogramas, poseen bandas de maxima absorcion similares a los de este grupo. Sin

embargo, no nos ha sido posible identificar ninguno de ellos.

La colchicina y sus andalogos naturales (ver Tabla 3) consisten en tres nucleos
condensados con varios grupos funcionales: un anillo aromatico de seis miembros con

grupos hidroxi libres o alquilados (anillo A), un anillo cicloheptadieno con un grupo
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acetamido, amino o alquilamino (anillo B), y un anillo aromatico de siete miembros con

grupos carbonilo y metoxi (raramente hidroxi) (el anillo de tropolona C) (Yusupov et
al,1978).

Tabla 3. Alcaloides tropoldnicos objeto de este estudio. Fuente: Pubchem.

Compuesto Férmula Estructura quimica

Colchicina C2H25NO6

NS '_
1)
Cy7H33NO O
Colchicésido 27 T
SN
LT
0\6"' -~\I.f"‘"oq
L]
Vo
o,
. . C21H23NO
3-Demetilcolchicina st o
- =
0 N
Il
\
W
Cornigerina C21H21NOsg

En cuanto a las propiedades especificas de la colchicina, su nombre en la IUPAC
es N-[(7S)-1,2,3,10-tetrametoxi-9-ox0-5,6,7,9-tetrahidrobenzo[a]heptalen-7-ilJacetamida y
posee un peso molecular de 399,44 g / mol (Nirmala et al, 2012).
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Por otro lado, la colchicina tiene la caracteristica especifica, también mostrada hasta
cierto punto por otras sustancias, de llevar la division celular a una parada brusca en una
etapa particular. Otra faceta de la accién citologica de la colchicina se refleja en los

numerosos estudios de su efecto sobre el crecimiento tumoral (Cook et al, 1952).

Con la revision de las propiedades biolégicas de la colchicina, incluyendo la
toxicidad, la farmacologia y los efectos citolégicos generales, se puede comprobar como
ejerce una accién sobre el crecimiento tumoral, los efectos que produce sobre el
crecimiento de las plantas, la produccion de poliploidia en plantas, los efectos sobre
animales inferiores... Esto se debe a la capacidad inhibidora de este compuesto sobre las
células (haciendo que se detengan en la metafase al unirse a los microtibulos esenciales
para la mitosis) y la inhibicion de los leucocitos implicados en el proceso inflamatorio. Por
ello, se considera un potente agente antitumoral y para el tratamiento de gota (Caprato et
al, 1984).

Asi pues, la colchicina es un producto natural que se puede extraer de tres géneros
de plantas lilihceas: Gloriosa superba y de las distintas especies de Colchicum y
Merendera. Sin embargo, aunque la colchicina se extrae generalmente del azafran de
prado o Colchicum autumnale, esta no es la Unica fuente natural del alcaloide. A través de
la revision bibliografica realizada, se podrian enumerar muchas especies en las que se ha
detectado la colchicina. Buenos ejemplos de ello son los estudios de Khodadoust et al,
2015 sobre optimizacién de la extraccion de colchicina en Colchicum haussknechtii; el de
Al-Fayyad et al, 2002 acerca de la determinacion de colchicina en las especies Colchicum
hiersolymitanum y Colchicum tunicatum; el llevado a cabo por Ondra et al, 1995 donde se
determina el contenido de alcaloides en C.macrophyllum, Cturcicum, C.cilicium, C.kotschyi,
C.bornmuelleri, C.speciosum, C.triphyllum; Cook et al, 1952 esta vez en Merendera
caucasica, Merendera sobolifera y Gloriosa superba; los llevados a cabo por Gomez et al
en 2003, 2004 y 2009 sobre Merendera montana, Hussek et al 1989 determinando

alcaloides y fenoles en Merendera kurdica y Merendera manissadjianii, . ..

1.3 Antecedentes

Los estudios de la quimica de los alcaloides tienen una larga historia, que, segun
Clarke (1970), se remontan al asesinato judicial de Sérates en 399 AC, donde el uso de
este tipo de compuestos todavia no se encontraba regulado ni limitado exclusivamente
para fines medicinales. Sin embargo, no fue hasta el 78 DC cuando se registraron los
primeros indicios sobre la supuesta toxicidad del género Colchicum, de mano de
Dioscorides (Cook et al, 1952).
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Gran parte de la investigacion basada en la estructura de productos naturales que
comenzd hace alrededor de 150 afios se centr6 en los alcaloides, o "alcalis vegetales”,
como se les conocia. Las técnicas de aislamiento desarrolladas principalmente por
guimicos britanicos y alemanes permitieron el aislamiento de muestras analiticamente
puras que tenian efectos bioldégicos pronunciados, pero las estructuras quimicas eran
desconocidas. Los esfuerzos para determinar las estructuras quimicas de los alcaloides

comenzaron a mediados del siglo XIX y contintan hoy (Cseke et al, 2006).

Concretamente, la colchicina fue aislada por Pelletier y Caventou en 1820 y desde
entonces se ha utilizado en medicina para el tratamiento de la gota, convirtiéndose ademas
en la droga de eleccion en la fiebre mediterranea familiar recientemente. Desde ese
momento, se han resumido las propiedades bioquimicas y farmacoldgicas de la colchicina
y sus usos médicos mediante diversos estudios y/o trabajos (Muzaffar, 1991).

Las investigaciones en torno a la familia de los alcaloides tropolénicos fueron
iniciadas en 1883 por el quimico Simon Zeisel, que seguidas por las de otros trabajos,
especialmente por Windaus en 1921, culminaron con el establecimiento de la composicién
molecular y férmula estructural para el alcaloide colchicina (Yusupov et al, 1978). Poco
después, la obra de Dustin y Lits de 1934, en la Universidad de Bruselas, reveld por primera
vez las notables propiedades bilégicas que posee la colchicina en la divisién celular (Cook
et al, 1952).

Ulteriormente, la estructura tropol6nica de la colchicina propuesta por Dewar en
1945, fue respaldada por varias sintesis totales revisadas y esta en pleno acuerdo por los

resultados obtenidos por su degradacion quimica (Brossi et al, 1990).

Estos estudios no se vieron completados definitivamente hasta después de 1950,
mediante el andlisis estructural de rayos X llevada a cabo por King et al (1954 y la sintesis
completa de los alcaloides de Schrieber et al en 1961. Aun asi, son muchas las revisiones
gue se han llevado a cabo sobre el establecimiento de la estructura de la colchicina
(Orekhov et al 1955; Santavy et al, 1958; Henry et al, 1961...) (Yusupov et al, 1978).

No obstante, la quimica de los alcaloides del género Colchicum fue ampliamente
revisada en los siguientes cuarenta afios, siendo todavia objeto de investigaciones
adicionales, debido a sus caracteristicas estructurales Unicas y su amplia actividad

biol6gica (Rosso et al, 1998).

Asi pues, dado que la colchicina se encuentra en el cormo, semillas, flores y otros
tejidos de la especie Colchicum autumnale (familia Liliaceae), es por lo que los extractos
crudos de ésta se utilizaron durante muchisimo tiempo en medicina para el tratamiento de

gota (Cook et al, 1952). Durante mas de cien afios se crey6 que la colchicina era el Unico
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principio activo de esta especie, pero un examen mas detallado de esta y otras especies
dio como resultado el descubrimiento de nuevos y abundantes alcaloides tropolénicos, la

mayoria de ellos aislados antes de 1965 (Capraro et al, 1984).

Mas adelante, una vez pudo establecerse la estructura completa de la colchicina se
elaboraron estudios como el de Yusupov et al (1978), mas centrado en otros aspectos
como la determinacion de la naturaleza y las posiciones de sus grupos en su sistema
triciclico. Asi, este estudio se centra en la distribucion de las plantas que contienen
colchicina, los alcaloides tropoldnicos aislados en ellas y las transformaciones quimicas de
estos compuestos.

En dicho estudio se observd que existe una gran cantidad de géneros
pertenecientes a la familia LILIACEAE (Colchieum L., Merendera Ramond. Bulbocodium
L., Anthericum L., Hemeroeallis L., Ornithogalum L., Puschkinia Adams, Bellevalia
Lapeyrouse. Lilinm L., Tulipa L., Eremurus Bieb.) las cuales crecen principalmente en
Europa, Africa y Asia.

Por otro lado, de las especies de plantas colchicieonantes, se describen los 24
compuestos alcaloides mas difundidos en ese momento y sus correspondientes
estructuras. Entre ellos podemos encontrar N-Formildeacetilcochicina, 2-De ethilcolchicina,
3-emethilcolchicina, Colchamina, 2-Demethilcocharnina, Colchicésido, Colchiceina, 3-

emetil-N-deacetilcolchicina, Especiosina, Cornigerina... (Yusupov et al, 1978).

Mientras que los exdmenes anteriores discutieron principalmente la elucidacion de
la estructura de la colchicina y algunos de sus alcaloides menores, asi como su sintesis
total y propiedades biolégicas, el trabajo de Capraro et al (1984), considera nuevos
congéneres, la aplicacion de éstos en la determinacion estructural, la quimica de la
colchicina misma, y su conversién en alcaloides menores. Se hace hincapié también en los
efectos biologicos de la colchicina, su modo de accion y la exploracion de las
caracteristicas estructurales que afectan a la unién a tubulina y su toxicidad. Sin embargo,
las plantas investigadas mas tarde produjeron relativamente pocos alcaloides tropol6nicos

nuevos.

Las colchicinas fueron revisadas por Boyé y Brossi en 1992, las cuales apenas se
han actualizado desde entonces (Larsson et al, 2014). Como bien sefialaba Poutaraud
(1995), apenas se conocian datos sobre los factores que interfieren con la biosintesis de
los alcaloides de este tipo, impidiendo domesticar a las plantas del género Colchicum y
existiendo grandes dudas acerca de su inusual biologia. Asi, los hallazgos encontrados
desde 1984 en quimica y farmacologia de la colchicina han sido reunidos en trabajos como

el de Boyé et al (1992) o alguno mas actual como Nirmala et al (2012).
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Hoy en dia la colchicina sigue siendo la droga de eleccion para aliviar los ataques
agudos de gota; ademas, la colchicina y sus analogos se utilizan clinicamente para el
tratamiento de ciertas formas de leucemia y tumores soélidos. Debido a su potente afinidad
con la tubulina, la colchicina se utiliza en estudios biolégicos y de cria para producir
poliploidia, multiplicacion de los cromosomas en el nucleo celular y ensayos de union a

tubulina como control positivo (Al-fayyad et al, 2002).

Finalmente, cabe sefialar que a pesar de existir tres géneros de plantas a partir de
los cuales es posible obtener este tipo de alcaloides tropoldnicos, el género Colchicum es
sin duda el mas estudiado hasta la actualidad, a diferencia de Merendera y Gloriosa. Por
ello, el Instituto Pirenaico de Ecologia lleva varios afios trabajando con Merendera
montana, una de las especies mas ampliamente distribuidas por todo el territorio aragonés,
muy relacionada con el género Colchicum (incluye cerca de diez especies en Europa, Africa
y Asia), que se caracteriza por presentar este tipo de alcaloides y de la cual apenas se ha
estudiado la composicion quimica previamente. De esta manera, lo que se pretende es
incrementar la informacién acerca de esta especie, ya que también puede suponer una
fuente natural de este tipo de compuestos en un futuro.

Hasta la fecha, el equipo de investigacién del IPE ha llevado a cabo diferentes
trabajos que van a servir de punto de partida para este estudio. Entre ellos destacan el de
Gbdmez et al 2003, centrado en las variaciones estacionales y espaciales que sufren los
alcaloides en M.montana; el de Gomez et al 2004, que estudia el efecto de las
perturbaciones causadas por pequefios mamiferos excavadores sobre la estructura y
dindmica de las comunidades vegetales, y Gdmez et al 2009 acerca de la posible relacion
entre el rendimiento de la vegetacion y los disturbios a pequefia escala y elevacion.

Tras la lectura de los estudios llevados a cabo por Gémez et al en 2003, 2004 y
2009, nuestro objetivo es realizar un estudio que indague en la posible relacién del
contenido en alcaloides tropol6nicos en la planta con los diferentes recursos nitrogenados

en los suelos donde se desarrolla.

1.4 Métodos analiticos para la determinacién de alcaloides tropolénicos en
material vegetal

Debido a que no existe un método analitico estandar para la determinacion de
alcaloides, y méas concretamente de alcaloides tropolonicos, en material vegetal, ya que
depende del compuesto concreto del que se trate y del medio en el que se vaya a medir,
se ha llevado a cabo una revision bibliogréfica sobre las metodologias analiticas existentes

para tal fin. Generalmente, estas metodologias consisten en un tratamiento quimico de la
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muestra que permita extraer las especies alcaloides a estudiar, seguido de la aplicacion de

una técnica cromatogréfica para su separacion, identificacion y cuantificacion.

Durante muchos afios, diferentes procedimientos de extraccion, purificacion y
separacion se han utilizado para el aislamiento de alcaloides en material vegetal, y las
ventajas y desventajas de los métodos fueron discutidos criticamente, elaborandose
procedimientos mas simples. Se evaluaron los métodos de analisis de la colchicina,
descritos en varias farmacopeas, y se propusieron las modificaciones apropiadas. Se
descubrié como la presencia de alcaloides tropolénicos puede detectarse en el espectro
UV a 352 nm. Para el andlisis cualitativo, se describieron técnicas cromatogréaficas en papel
y en capa fina, utilizando alimina o gel de silice. Para la separacion de alcaloides de
Colchicum se utiliz6 también cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fases
normales o reversas y fue particularmente Util para separar colchicina de sus analogos. El
analisis por HPLC de muestras comerciales de colchicina revelo la presencia de alcaloides
menores (Caprato et al, 1984).

La extraccion es un paso importante en la recuperacion de los compuestos
presentes en los materiales vegetales (Khodadoust et al, 2015). La extraccion,
sélido/liquido, implica la utilizacion de disolventes afines a los analitos y se puede llevar a
cabo aplicando distintas técnicas (agitacion, maceracién, etc) a temperatura ambiente o
aportando calor para la recuperacion. Por lo general, casi todos los estudios relacionados
con la determinacion de alcaloides en especies de la familia Colchicaceae utilizan
disolventes organicos con cierta polaridad como metanol, etanol, acetona o cloroformo y
éter de petréleo en algunas ocasiones en los procesos de extraccion. Por un lado, en
algunos trabajos se opta por llevar a cabo una extraccién sencilla que no requiere aporte
de calor mediante una disolucién de metanol:agua o etanol:agua (Ellington et al, 2003;
Khodadoust et al 2015, Gomez et al, 2003) acompafiada con agitacién con ultrasonidos y/o
agitacion simple. Otros autores optan por las extracciones sucesivas con diversos
disolventes polares mediante agitacion mecanica o maceracion de las muestras (Dvorkov,
1984; Alfayyad, 2002; Alali, 2004).

Uno de los métodos de extraccion mas utilizados con aporte de calor es el Soxhlet,
el método estandar de extraccién para muestras solidas (Simanek et al 1992; Fell et al,
1966; Ondra et al 1995; Husek et al., 1990, Kannan et al., 2007; Shi et al., 2005) ya que se
obtienen excelentes recuperaciones. El método Soxhlet, presenta ciertas desventajas,
incluyendo el consumo de tiempo, el alto costo y la necesidad de grandes voliumenes de

muestras y disolventes orgénicos toxicos.
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Cabe destacar la extraccion ultrasonica o sonicacion, que es el proceso mas rapido
en comparacion con los métodos tradicionales de laboratorio, debido a la disrupcién de
particulas del material vegetal (Cseke et al, 2006). Ha sido utilizada en el proceso de
extraccion de varios analitos en diferentes matrices (Cao et al., 2009; Fan et al., 2012). Es
una alternativa barata, sencilla y eficiente a las técnicas de extraccién convencionales y se
propone como un procedimiento alternativo para el pretratamiento de muestras como
metodologia mas verde que permite una alta reproducibilidad en menos tiempo, facil
manipulacion, reduccién significativa en el uso de disolvente organico a baja temperatura

con menor energia (Khodadoust et al, 2015).

Finalmente, comentar que, dentro de las nuevas técnicas de extraccion, esta la
extraccion con fluidos supercriticos con CO2 como una alternativa a la utilizacion de
disolventes organicos, técnica cada vez mas utilizada por la industria farmacéutica
(Ellington et al, 2003).

En cuanto a las técnicas analiticas, son varias las técnicas que se han desarrollado
a lo largo del tiempo para la identificacién y determinacion de colchicina a niveles de traza,
tales como la voltametria (Fourier et al., 1994), la espectrofotometria (Singh et al., 2000) y
diversas técnicas de cromatografia liquida (Watterson et al., 2014, Al-Fayyad et al., 2002).
Hoy en dia, son las técnicas cromatograficas las mas utilizadas para separacién de
alcaloides, la purificacion y la identificacion de los mismos. Y en concreto, es la HPLC la

gue presenta mas prestaciones en cuanto a selectividad y sensibilidad.

En HPLC, para las separacion de estos compuestos se trabaja en fase reversa, con
columnas apolares tipo Cis y fases maviles polares, generalmente mezclas de disolvente
en gradientes lineales. En la mayoria de los casos se trabaja con temperaturas de columna
en torno a 30-35°C, para favorecer la separacion y se utilizan precolumnas para eliminara
interferencias. (Ellington et al, 2003; GOmez et al, 2003; Poutaraud et al, 2006; Gumustas
et al, 2015),

Es muy importante seleccionar la composicion de la fase mavil para que la
separacion de estos compuestos sea efectiva. En la mayoria de los estudios emplean
mezclas de acetonitrilo (CH3CN) con agua y/ometanol (MeOH) y con distintas proporciones
de acido ortofosférico, acido acético (CHsCOOH) o tampon de fosfato para favorecer la
separacion (Ellington et al, 2003; Alali et al, 2004; Khodadoust et al, 2015; Nirmala et al,
2012; Goémez et al, 2003). En otros trabajos se utilizan fases méviles compuestas de
metanol y agua, con pequefias porciones de acido férmico (CH.0,) o trietilamina
(N(CH,CHs5)3) (Ondra et al, 1995; Poutaraud et al, 2006; Gumustas et al, 2015; Alfayyad et
al, 2002).
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Tras la separacion cromatografica, existe la posibilidad de que los compuestos sean
identificados por dos sistemas de deteccion. Por lo general, casi todos los sistemas de
HPLC estan equipados con un detector de Espectrofotometria de Absorcion molecular
Ultravioleta-Visible. Dado que los alcaloides tropolonicos absorben radiacion
electromagnética en el ultravioleta y presentan espectros muy especificos con maximos de
absorcion de longitudes de onda muy concretas (comentadas en el apartado anterior), este
sistema de deteccion es el mas idéneo y por tanto el mas ampliamente utilizado para la
identificacion y cuantificacion (Ondra et al, 1995; Gomez et al, 2003). (Tradicionalmente,
estos detectores de UV eran de longitud de onda Unica, sin embargo, actualmente existen
los detectores “diode-array”, que permiten el escaneo del rango completo de UV-visible,
siendo de gran ventaja para la deteccion de productos naturales (Sangster et al, 1964), ya

que pueden poseer diferencias muy grandes en sus valores maximos de UV.

Otro de los sistemas de deteccién acoplado a la HPLC es la espectrometria de
masas, que es la herramienta mas importante en la determinacién estructural de
compuestos organicos y de productos naturales gracias a su excepcional sensibilidad
(Cseke et al, 2006). Sin embargo, apenas se encuentran estudios en los que se emplee
este acoplamiento HPLC-MS para la determinacion de alcaloides tropol6nicos
exclusivamente y en material vegetal. Asi,Dvofackova et al (1983) utilizan ambos
detectores para la identificacion de alcaloides y deméas componentes presentes en Gloriosa
superba. Hayashi et al (1988) utiliza también ambas técnicas para la deteccién de los
alcaloides en extractos de Colchicum autummale.Lu et al (2006) utilizan espectrometria de
masas para determinar la presencia de colchicina, aunque en biofluidos humanos; Ondra
et al (1995) donde este método es usado para la determinacién de compuestos fendélicos
en el género Colchicum; o Sutherland et al, 2002 que desarrolla un método basado en este
tandem HPLC-MS para la determinacion de 3-desmetiltiocolchicina en plasma humano.
Esto puede deberse a diversas desventajas que presenta este acoplamiento, tales como
la complejidad de la interpretacion de los espectros de masas; que los iones moleculares
son dificiles de producir, y por tanto, las féormulas moleculares de los compuestos
desconocidos son dificiles de determinar; la necesidad de eliminar la enorme cantidad de
disolvente que acompafia al analito antes de su introduccion en el espectrémetro, para lo

cual es necesario utilizar interfases (Cseke et al, 2006).

Asi pues, tras la revision de diversos estudios encontrados a lo largo de la
recopilacion bibliogréafica, se llevara a cabo una puesta a punto de la metodologia analitica
empleada para la determinacién de alcaloides tropolénicos en planta de Merendera

montana.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Material y reactivos

A continuacion, se exponen todos los reactivos y equipos de laboratorio que se han
utilizado para poder llevar a cabo el presente trabajo (ademas del material de trabajo basico
de un laboratorio, como son pipetas, probetas, vasos de precipitado, matraces aforados y
frascos &mbar):

2.1.1 Material y equipos de laboratorio

> Etapa de extraccion:
- Balanza de precisién (Sartorius)
- Bafio ultrasonidos (Fungilab)

- Centrifuga (Mixtasel)

» Cromatografia:

- Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) equipado con un
Espectrofotometro de Absorcion Molecular en el rango ultravioleta-visible
“diode Array” (Waters 600 HPLC System)

- Bomba (Waters 600 Controller)

- Columna Waters nova-pack Cis (4um, 250 x 4,6 mm)

- Detector UV (Photodiode Array Detector Waters 996)

- Cromatografo de Liquidos de Liquidos de Alta Resolucion equipado con
Espectrémetro de masas (UPLC-qTOF/MS) (Waters).

> Nitrégeno Kjeldahl Total:
- Balanza de precision (Sartorius)
- Digestor Kjeldahl (Grupo Selecta)
- Destilador Kjeldahl (Btichi Distillation Unit, K-314)

» Nitratos, amonio y pH:
- Balanza de precision (Metler)
- Espectrofotometro ( Shimadzu, modelo UV-240)
- Phmetro (Thermo)

- Tamiz de 2 mm
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2.2.2 Reactivos

Para desarrollar las etapas mencionadas anteriormente, se han utilizado los

siguientes reactivos:

» Etapa de extraccion:

Metanol (CH30H)
Hexano (CeHa4)

» Cromatografia:

Metanol (CH3;OH) (Panreac)

Acido férmico 0,1% (CH20>)

Patrén de colchicosido (99% pureza, TRC Canada)
Patrén de 3-demetilcolchicina (99% pureza, TRC Canada)

Patrén de colchicina (95% pureza, Sygma)

» Nitrogeno Kjeldahl Total:

Pastilla catalizadora

Acido sulfarico concentrado (H2SO,)

Acido bérico 2% (HsBOx)

Indicador mixto (Rojo de metilo y Verde de bromocresol)
Hidroxido sédico concentrado (NaOH)

Acido sulfarico (H2SOa4) (0,02465 M)

Carbonato sddico (Na;COs)

» Nitratos, amonio y pH:

Cloruro potasico 2M (KCI)

Resinas de intercambio iénico (la mezcla de Amberlite IR120 y Amberlite
IRA410)

Salicilato sédico (NaC-sHsOs) y

Nitroprusiatosodico (Na:Fe(CN)sNO.5H,0)

Solucién amortiguadora (a partir de citrato de sodio y NaOH)

Hipoclorito (a partir de hipoclorito comercial 10% cloro activo)

Solucién estdndar de amonio (a partir de (NH4)2SO.)
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2.2 Muestreo y preparacion de muestras

2.2.1 Muestreo

Para poder realizar este trabajo de fin de grado, el primer paso es la toma de
muestras de la especie objeto de estudio. En este caso, se han tomado muestras de hoja
y bulbo de M.montana y del correspondiente suelo en el que viven. El muestreo fue llevado
a cabo por el personal de Instituto Pirenaico de Ecologia (IPE) durante los meses de febrero
y marzo de 2017, ya que era el punto éptimo de la fenologia de la planta, donde hojas y
bulbo se encuentran en perfecto estado (mas adelante las hojas se secan y pierden, de

acuerdo con el ciclo vegetativo descrito en la Figura 4).

Para los muestreos, se seleccionaron nueve localidades, todas situadas en Aragon:
Cubilar de las Vacas, Puerto de Aisa, San Juan de la Pefia, Salto de Roldan, Guasillo,
Montmesa, Marcen, San Mateo de Gallego y Monzén. En la Tabla 4 se indica el término
municipal, las coordenadas y la altitud de cada una de ellas. De esta manera, se tiene
representacion de un amplio rango altitudinal, desde las zonas mas altas en el Pirineo
Aragonés (a unos 1600 metros) hasta las zonas mas bajas como son las de Zaragoza (a
200 metros). En la Figura 7 y 8 se puede observar la ubicacién de los nueve puntos en el
territorio espafiol y aragonés, respectivamente. Ademas, en el Anexo | se recogen la

ubicacion de las zonas de muestreo mas detalladamente.

Junto al rango altitudinal, el criterio mas importante en la eleccion de estas zonas
de muestreo ha sido el tratar de recoger un gradiente en el contenido en nitrégeno mineral
en las distintas localidades. De esta manera, y atendiendo a los tipos de vegetaciéon
dominantes en cada zona, se esperaba encontrar suelos mas pobres en nitrégeno en las
localidades situadas a menor altitud y mas ricos en las estaciones mas altas. Con este
gradiente altitudinal y el de nitrbgeno en suelo se pretendia abordar la relaciéon del
contenido en los compuestos alcaloides tropolénicos de Merendera montana con dichas

variables.
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Figura 7. Localizacion municipios de muestreo de Merendera montana.

Fuente: Iberprix (Instituto Geografico Nacional).

o
A

-

17 Comunidad

PUERTO DE AISA ”
Foral de
L] SAN JUAN DE LA PERIA

P 0y P
/1 WY P
\jﬂd {\ SALTO DE ROLDAN
1

La Rioja WA
MONTMESA | Aragon

/\)2

AN Monzon

N Cataluna

SAN MATEO DE GALLEGO ‘ MARCEN

Castilla ZARAGOZA s *\

y Leon

Figura 8. Mun|C|p|os de muestreo de Merendera montana Fuente: IDEARAGON (2009).

En cuatro de las localidades indicadas la planta es escasa, por lo que Unicamente
se recolecté una muestra de hoja y bulbo junto a su correspondiente muestra de suelo; en

los cinco restantes se recolectaron tres muestras de planta y suelo. Las zonas con tan sélo
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una réplica de campo son Monzon, San Mateo de Gallego, Marcén y Montmesa, mientras
gque Guasillo, Salto de Roldan, San Juan de la Pefa, Puerto de Aisa y Cubilar de las Vacas
disponen de tres réplicas de campo. En total se recogieron 57 muestras, 19 de hoja, 19 de
bulbo y 19 de suelo, teniendo en cuenta ademas que cada muestra de M.montana esta

formada por 20 individuos.

En cuanto a la forma en que se recolectaron estas tres réplicas de campo de la
planta, en los lugares en los que fue posible, se intenté que éstas estuviesen lo mas
alejadas posible unas de otras, pero siempre manteniendo la homogeneidad de la zona en
cuanto a la topografia y vegetacion. En el caso de las muestras de suelo se utilizd el mismo
criterio, siendo tomados a cinco centimetros de profundidad e inmediatamente debajo de
las plantas muestreadas.

En la Tabla 4 se muestra un resumen de las caracteristicas climatoldgicas,
precipitacion y temperatura media anual, en las coordenadas y altitud en las que se

encuentra cada una de las zonas de muestreo, para que se puedan apreciar las diferencias.

Tabla 4. Caracteristicas climatoldgicas y coordenadas de las zonas de muestreo. Fuente: AEMET.

Periodo de Afio de estudio
Localidades Fecha de Coordenadas | Altitud 30 afos (2016-2017)
muestreo UTM (m) Tm Ppm Tm Ppm
(°C) (mm) (°C) (mm)
g:wg;sse 20/03/2017 i(; 2359532 . | 1603 | 918 | 1258,88 | 871 | 108121
i}gto de | 51/03/2017 i(; fggjggg 1557 | 10,00 | 1080,38 | 11,18 | 1171,20
gg‘rl‘a‘];:ga 16/03/2017 i(; 2%782720 1208 | 12,32 | 587,20 | 1525 | 576,21
ggllgoé?]e 21/02/2017 \i( 4761851655129 1009 | 13,70 | 680,20 | 10,23 | 989,07
Guasillo 23/02/2017 | 399925 | 806 | 11,18 | 78333 | 988 | 74993
Montmesa | 21/02/2017 | 0o 002430 | 427 | 1380 | 42535 | 1274 | 54393
Marcén 14/02/2017 5:: ngggfz 405 | 14,66 | 419,03 | 13,69 | 52,34
gg‘%’!ﬁgg 14/02/2017 é géi 288 | 14,98 | 347,78 | 14,17 | 327,29
Monz6n 02/2017 3( 4265497571285 278 | 14,69 | 391,72 | 144 | 367,29

Para la obtencién de estas medias, se ha necesitado de la colaboracién de la
Agencia Estatal de Meteorologia de Aragdn, la cual nos ha facilitado series de datos de 30
afos, de las estaciones meteoroldgicas mas cercanas a las localidades de estudio. Gracias

a ella, se dispone de series de datos lo suficientemente prolongadas en el tiempo como
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para gue las medias anuales obtenidas sean representativas para la descripcién general
del territorio. Esta serie abarca desde el afio mas reciente del cual se disponen datos
completos, en este caso 2016, hasta 1986. Por otro lado, gracias a los datos
proporcionados por AEMET de los afios 2016-2017, también se ha podido llevar a cabo

una determinacién de la temperatura y precipitacion media anual del afio de estudio.

En cuanto a los hébitats en los que se sitlan las zonas de estudio, se incluyen
ambientes aridos en Marcén, San Mateo de Gallego y Monzon correspondientes a claros
de matorral y comunidades herbaceas del &mbito de la encina carrasca (Quercus ilex L.
ballota (Desf.) Samp.) y la coscoja (Quercus coccifera L.); pastos mesofilos (Bromion erecti)
en San Juan de la Pefia; comunidades nitréfilas o majadas para el descanso del ganado
(Rumicion pseudoalpini) en Cubilar de las Vacas y el Puerto de Aisa, pastos muy
transitados y caminos en Guasillo y pastos xerdfilos/mesoéfilos con paso ocasional de
ovejas en el Salto de Roldan.

2.2.2 Preparacion de las muestras

Una vez tomadas las muestras de material vegetal y suelo, es necesario llevar a
cabo una etapa previa de preparacion y conservacion de las mismas, que fue elaborada

por el personal del IPE para facilitar los andlisis posteriores.

La preparacion de las muestras de la especie objeto de estudio, tanto de hoja como
de bulbo, ha consistido en un lavado de las mismas, con su correspondiente secado en
estufa de aire a 40°C, durante 3-4 dias. Una vez secas, es necesaria su molienda con un
molino de bolas para disminuir su tamafio y poder obtener muestras homogéneas. Secas
y molidas, ambos tipos de muestra se guardan en pequefios botes de plastico, con una
etiqueta con la zona donde fueron recogidas cada una ellas, la fecha y su correspondiente
namero de réplica (Figura 9). Finalmente, todas ellas se almacenan en condiciones de

ausencia de luz y refrigeradas.
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Figura 9. Recipientes con muestras de hoja y bulbo de algunas zonas de muestreo.

Por otro lado, las muestras de suelo tomadas bajo los individuos muestreados se
almacenan en bolsas cerradas herméticamente, en camara fria (4°C) y en ausencia de luz
hasta su analisis. Después, los suelos frescos se tamizan con un tamiz de 2 mmy con una

alicuota de 50 gramos aproximadamente se calcula la humedad de los mismos.

2.3 Metodologia analitica

2.3.1 Determinacion de nitratos, amonio y pH en suelos

Para la determinacion del pH se ha utilizado un pHmetro, de manera que la

medicion se lleva a cabo en extracto de suelo fresco, tamizado con un tamiz de 2 mm y

utilizando una parte de suelo con dos partes de agua desionizada (1:2 v/v).

En la determinacion de nitratos y amonio, primero se realiza una extraccion,

tomando 5g de suelo y afiadiendo 50ml con KCI 1M, durante una hora en agitador orbital.
Posteriormente, se somete a un centrifugado unos diez minutos a 3000 rpm y finalmente
los extractos se filtran. De esta forma, la determinacion se hizo sobre dichos extractos,
siguiendo el método descrito por Kaneko et al, 2010 en el caso de los nitratos, y el de

Kempers et al 1986 para el amonio, ambos métodos espectrofotométricos.

La determinacién de nitratos se realiza mediante espectrofotometria de absorcion
molecular en el UV, a una longitud de onda de 220 nm. Como el carbono organico disuelto
(DOC) y presente en los extractos, también absorbe a dicha longitud de onda, es necesario
realizar una segunda medida de correccion a 260 nm, longitud en la cual solo absorbe el

DOC. Antes de comenzar, es necesario obtener los espectros de absorcion de cada
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extracto en el rango 200-300 nm mediante un espectrofotémetro para poder conocer la

relacién de la absorbancia a 220 y 260 nm, que en este caso es:

[ [UV220] NOs = [UV220] - [UV260] * K220/ 26(

Aqui, [UV220] es un valor de absorbancia a 220 nm en los extractos. [UV260] es un

valor de absorbancia a 260 nm en los extractos. K220 / 260 es la relacién entre la
absorbancia a 220 nm y la a 260 nm originada a partir de DOC.

Seguidamente, tras medir las absorbancias en cada extracto a 220 y 260 nm, se
puede estimar la absorbancia de 220 nm originada por los nitratos mediante dicha férmula.

Para el calibrado se preparan patrones de nitratos en un rango de concentracion
entre 0,05y 20 ppm. En la Figura 10 se representa la recta de calibrado obtenida.

Recta de calibrado NO3-
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Figura 10. Recta de calibrado nitratos (NO3z).

Por otro lado, la determinacion de amonio se realiza mediante el método
colorimétrico del salicilato de Kempers et al, 1986, consiste en la formacion de un indofenol
sustituido con salicilato de sodio como reactivo fendlico. Para ello, se toman 4 ml de
extracto de KCI para introducirlos en un tubo de centrifuga protegido de la luz incidente
(por pintura negra o en un bloque de madera con perforaciones), junto con 0,9 ml de un
reactivo formado por 1 parte de salicilato sodico (elaborado a partir de NaC/HsOs y
NazFe(CN)sNO.5H,0) y dos partes de solucion amortiguadora (a partir de citrato de sodio
y NaOH). El tubo se introduce inmediatamente en un vortex y se afiade 0,1 ml de reactivo
de hipoclorito. Los tubos de la centrifuga deben permanecer en la oscuridad, a temperatura
ambiente durante unos 120 minutos, hasta desarrollar el color azul esmeralda. Una vez

pasado este tiempo, estan listos para medir la absorbancia del cromoforo, a 647 nm.
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Finalmente, la concentracion de amonio en los extractos se determina también con ayuda
de una recta de calibrado previamente elaborada. Para ello se preparan patrones en un
rango de concentracién entre 0,01 y 1 ppm. En la Figura 11 se representa la recta de

calibrado obtenida.

Recta de calibrado NH4+
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Figura 11. Recta de calibrado amonio NH4*.

La razén de que se utilice KCI para la extraccién de amonio es porque el potasio
permite desplazar al amonio del complejo de cambio donde se encuentra retenido, de

manera que se obtenga una correcta determinacién del amonio intercambiable.

Finalmente, cabe sefialar que tanto en la determinacion de pH, como en la de

nitratos y amonio, en analisis de cada muestra de suelo se ha llevado a cabo por duplicado.

2.3.2 Determinacion de Nitrogeno Kjeldahl Total (NKT) en hojay bulbo en planta de
M. montana

El método mas comunmente utilizado para la determinacién del nitrégeno total de
una muestra es el denominado método Kjeldahl. De esta forma, el Nitrdgeno Kjeldahl Total
abarca el nitrégeno organico junto al nitrgeno amoniacal, debido a que otras especies
nitrogenadas como los nitratos y nitritos se consideran pequefas fracciones despreciables
(Garrido, 1993).

Para comenzar, la muestra se descompone mediante una digestion en medio acido
y a ebullicion, por lo que se transpasan 0,2 g de la muestra a tubos digestores y se afiaden

10 ml de acido sulfarico concentrado junto con una pastilla de catalizador que acelera el
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proceso. Las muestras permanecen alrededor de una hora en el digestor hasta una
temperatura maxima de 420°C, cuando el color de la disolucién torna a transparente, sefial

de que se ha completado la digestion total de la muestra.

Una vez finalizada la digestion, se sacan los tubos del digestor y se dejan enfriar
antes de proceder a la destilacion. En el aparato destilador se coloca, por un lado, un
erlenmeyer con 50 ml de acido borico (HsBOs3) al 2% junto con tres gotas de indicador
mixto, y por otra, uno de los tubos al que se aflade sosa concentrada (NaOH). El destilado

se recoge en el erlenmeyer, una vez el indicador ha virado a verde.

Por dltimo, el destilado contenido en el erlenmeyer se valora con una disolucién
deécido sulfarico 0,025 M, previamente estandarizada, hasta que se produce nuevamente

un viraje a rosa.

Para conocer la cantidad de NKT presente en las muestras, se deben tener en

cuenta las siguientes reacciones quimicas:

Norg + 2H2SO4 = NH4* + 2S04* (Digestion acida)
NH," + NaOH > NHa (g) + HO + Na” } (Destilacion y retencion amonio)
HsBOs+ NH3 > NH,*+ H,BOs y

2H;BO3 + H2SO4 > 2H3BO3 + SO4% (Valoracién &cido-base)

2.3.3 Determinacion de alcaloides tropoldnicos en hojay bulbo de M montana

En primer lugar, se desarrolla el método de andlisis aplicado a las hojas y bulbos
de M.montana para la determinacién de los compuestos alcaloides tropolonicos
seleccionados para el estudio. El método requiere una etapa previa de extraccién seguida
de la separacién y cuantificacion de los compuestos extraidos mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). Seguidamente se muestran los ensayos previos
realizados para la puesta a punto tanto del método de extraccién como de la separacion

cromatogréafica.

2.3.3.1 Método aplicado

Se describe el procedimiento de extraccion, las condiciones cromatogréaficas
empleadas para la separacion y como se lleva a cabo el andlisis cualitativo y cuantitativo
mediante HPLC-UV.
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Procedimiento de extraccion

El procedimiento de extraccion es el siguiente. Se pesan 0,2 gramos de hojas y
bulbo secas y trituradas, se depositan en un tubo de ensayo &mbar, se adicionan 5 ml de
metanol y se lleva a un bafio ultrasonidos durante 45 minutos. Posteriormente, se
centrifuga durante 10 minutos para favorecer la decantacion del material vegetal y facilitar
la retirada del extracto metandlico. Tras dejar reposar unos minutos en la nevera. Con
ayuda de una pipeta Pasteur, se traspasa el extracto y se filtran antes de su paso a un vial
ambar con un filtro de jeringa. En el caso de los extractos de hojas es necesario diluir una
alicuota al 50% con metanol en otro vial ambar antes de introducirlo en el HPLC. Los

extractos se guardan en nevera hasta su andlisis.

Cuantificacion de alcaloides en extractos

Se dispone de patrones solidos de tres de los cuatro alcaloides seleccionados
(colchicosido, 3-demetilcolchicina y colchicina). A partir de los mismos, se prepararon
disoluciones patron madre para cada compuesto, en metanol, en concentracion de 1000
mg/L. A partir de las disoluciones anteriores, se preparan, por un lado, disoluciones patrén
individuales diluidas en metanol, y, por otro lado, disoluciones multipatrén en la cual estaran
los tres compuestos citados. Para la preparacion de las disoluciones multipatron se toma
un volumen conocido de cada uno de los patrones individuales en funcion de la
concentracion que se desea obtener y se afiade metanol hasta obtener un volumen final

de 2 ml de disolucién.

La preparacién de estas disoluciones patrén y multipatrén, se lleva a cabo
gravimétricamente, empleando una balanza de precisién, por lo que las concentraciones
de cada compuesto en la disolucion se pueden calcular en ug/g (ademas de en mg/L),
osea, en microgramos de compuesto por cada gramo de disolucién. Sin embargo las

unidades que se van a utilizar en todo momento son mg/L.

A lo largo de la realizacion del trabajo se prepararon diferentes disoluciones
multipatrén, todas ellas almacenadas en el congelador (a -18°C) con el frasco envuelto en
parafilm para evitar su alteracion y en condiciones de oscuridad. Este almacenamiento se

lleva a cabo para intentar preservar los compuestos y evitar su degradacion.

Previo analisis de las muestras de hoja y bulbo es necesario preparar rectas de
calibrado con las disoluciones multipatron elaboradas. Para ello se inyectan en el
cromatégrafo cada una de las disoluciones patrén, y una vez inyectados todas, en los
distintos cromatogramas obtenidos se mide el area del pico de los tres compuestos (Figura

12). El rango de concentraciones de los multipatrones va desde 5 mg/L hasta 30 mg/L. En

34



Trabajo de Fin de Grado Raquel Puerto

la Tabla 5 se muestran los datos obtenidos en el calibrado para la realizacion de los
célculos del proyecto (a lo largo del periodo de analisis se han efectuado varios calibrados)

y en la Figura 13 su representacién conjunta.
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Figura 12. Ejemplo de cromatograma multipatrén de 10 ppm obtenido por HPLC-UV a 245 nm.

Tabla 5. Rectas de calibrado de los alcaloides tropolénicos de interés.

Al Ecuaqlon recta R2
calibrado
Colchicoésido Y=80961x + 47491 0,9969
3-Demetilcolchicina | Y=112170x - 600294 0,9900
Colchicina Y=101340x + 124617 0,9917
Rectas de calibrado CLS, 3DM y CLN
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Figura 13. Rectas de calibrado multipatrén de alcaloides.
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Cabe sefialar que tan soOlo se dispone de patrones sélidos de tres de los
compuestos seleccionados: colchicdsido, 3-demetilcolchicina y colchicina, a excepcién de
la cornigerina. La cuantificacion de este compuesto se llevar4 a cabo con la recta de

calibrado propia de la colchicina.

Separacién cromatografica de alcaloides en extractos

La separacion de los compuestos contenidos en los extractos metandlicos, su
identificacion y la cuantificacion de los alcaloides, se ha llevado a cabo mediante un equipo
de Cromatografia Liquida de Alto Resolucién (Waters 600 HPLC System) equipado con un
Espectrofotémetro de Absorcion Molecular “diode Array”. ultravioleta-visible Todos los
cromatogramas se han registrado a la longitud de onda de 245 nm debido a que es el pico

de maxima absorcién de la colchicina.

Para la separacion cromatografica se trabaja en modo “fase reversa”, que se basa
en una fase moévil liquida polar que fluye a través de la columna con fase estacionaria
apolar. Asi pues, la separacion que realiza este tipo de cromatografia es el resultado de
las interacciones especificas entre las moléculas que contiene la muestra con ambas fases,

movil y estacionaria, debido a la diferencia entre sus polaridades.

Las muestras son inyectadas por duplicado (tanto hoja como bulbo) en el equipo
mediante una microjeringa, de manera que la fase mévil actda de portadora de la muestra
por el equipo. La fase mévil se encuentra formada por una mezcla de acetonitrilo y agua
con &cido férmico al 0,1% suministrada por una bomba cuaternaria y un programa de
gradiente lineal. Para ello se preparan cuatro fases (A, B, C y D), compuestas por
proporciones distintas de acetonitrilo y agua conacido férmico, que se irdn modificando en
funcion del gradiente aplicado. De esta manera se va variando la polaridad de la fase movil,
de mayor a menor polaridad segun el porcentaje de agua. De esta manera, los compuestos
presentes en los extractos van siendo retenidos por la fase estacionaria en funcion de su
afinidad, provocando diferentes tiempos de retencion, que seran caracteristicos de cada
compuesto. En la Tabla 6 se resumen las condiciones cromatogréficas utilizadas y en la
Tabla 7 la composicion de las fase movil y el gradiente aplicado. El hecho de utilizar
mezclas con acidos, en este caso acido férmico, es porque se trata de favorecer la

separacion de estos compuestos que son de caracter idnico.
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Tabla 6. Condiciones cromatograficas de trabajo en HPLC-UV.

Columna apolar Waters nova-pack Cig (4um, 250 x 4,6
mm)

Precolumna Altech Cig

T2 de la columna 35°C

Fase movil polar Acetonitrilo/Agua (0,1% &cido férmico)

Volumen de inyecciéon muestra 20 pl

Flujo 0,8 mi/min

Condiciones EAM uv-vis 200-400 nm

Tabla 7. Composicion gradiente fase movil HPLC.

Téﬁm;o (nfl'/‘#?n) % A %B %C %D
0 0,8 100 0 0 0
5 0.8 100 0 0 0
7 0.8 0 100 0 0
12 0.8 0 100 0 0
15 0.8 0 0 100 0
25 0.8 0 0 100 0
27 0.8 0 0 0 100
35 0.8 0 0 0 100
40 0.8 100 0 0 0

* Composicion de las distintas fases en %écido formico y %agua(con 0,1% de ac.formico):
Fase A= 15:85; Fase B= 25:75; Fase C= 35:65; Fase D= 50:50.

La razén por la que se lleva a cabo la preparacion de las cuatro fases por separado
es que el equipo empleado presenta problemas para realizar de manera automatica el
gradiente. Se forman burbujas lo que provoca cambios en la presién, y por lo tanto
variaciones en los tiempos de retencién con el consiguiente retraso de los picos y/o
solapamientos de los mismos. Este problema no se ha conseguido solventar del todo, a
pesar de las distintas modificaciones que se han llevado a cabo para optimizar el proceso
de separacion. Por lo tanto, se trabaja con un “falso gradiente”. Esta caracteristica ha

provocado algunos problemas de principio a fin durante el analisis de las muestras.

En la figura 14 se muestra un ejemplo de cromatograma obtenido en el analisis de

un extracto de hoja.
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Figura 14. Ejemplo de cromatograma HPLC-UV a 245 nm para una muestra de hoja de Aisa.

Antes de escoger estas condiciones cromatogréficas se han llevado a cabo varias
pruebas en torno a la variaciéon de la composicion de la fase moévil, concretamente el
gradiente empleado para conseguir una mayor eficacia en la separacion de los
compuestos. Sin embargo estos cambios de gradiente ocasionan numerosos problemas

debido al desplazamiento de los picos.

Identificacion alcaloides en los extractos

Seguidamente a la obtenciébn de los cromatogramas de cada muestra, la
identificacion de los compuestos se lleva a cabo teniendo en cuenta los tiempos de
retencién y sus correspondientes espectros de absorcién obtenidos en el mismo equipo
instrumental (barrido de longitudes de onda) y cotejados con los espectros de los patrones
certificados de dichos compuestos o con los obtenidos a través de diferentes bases

bibliograficas consultadas.

2.3.3.2 Andlisis mediante HPLC-MS

Para completar este estudio y poder ampliar la informacion sobre los compuestos
presentes en las muestras a estudio y dadas las limitaciones de la técnica de
Espectroscopia UV para la identificacion de compuestos basados solo en los espectros de
absorcion, se ha realizado un andlisis mediante cromatografia liquida de alta definicion
acoplado a un Espectrometro de masas (UHPLC-MS, Q-TOF). Estos analisis se han
llevado a cabo en el Servicio de Metabol6mica del
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (UPV-CSIC).

Para ello, se ha analizado uno de los extractos de hoja de la muestra Aisa y a través
de los espectros de masas de los picos separados, se puede realizar una tentativa o

confirmacion de los compuestos presentes. Se ha trabajado en las dos modalidades de
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ionizacién, en modo positivo (ES+) y en modo negativo (ES-). Ademas, el equipo esta
también acoplado a un Espectrofotometro diode array, por lo que también se obtienen los
espectros UV-vis. Con el perfil cromatografico obtenido y comparando con nuestros

analisis, o bibliografia consultada, se puede ampliar la informacion.

A modo de ejemplo en la figura 15 se muestra el cromatograma de un extracto de
hoja (Aisa) obtenido a 245 nm. Como se puede observar, comparando con el
cromatograma de la figura 16, la separacion con este equipo es mucho mas definida y el

tiempo empleado en la cromatografia es mucho menor.
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Figura 15. Cromatograma muestra hoja Aisa analizado por UHPLC-uv a 245 nm (UPV).

Las condiciones separacion croméaticas y de trabajo son las siguientes:
- Columna Agilent Eclipse XD8-C18

- Fase movil formada por agua con 0,1% de acido férmico (fase A) y
acetonitrilo (fase B). Gradiente: .85% A (5 min), 85—-80% de A hasta 5 min,
80-75% de A hasta 10 min, 75-65% de A hasta 10 min, 65-50% de A hasta
10 min, y retorno a 95% de A en 1 min, y acondicionamietno con 95%
durante 5 minutes mas.

- Flujo fase movil: 0.4 ml/min.

- Sistema ionizacion espectrometro: 300 °C y 2.9 kV. Registro de masas en
el rango: 100 -1200 m/z. Modo de adquisicion datos: en positivo y negativo.

- -Espectrofotémetro uv-vis: longitudes de onda registro, de 200 a 800 nm.
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2.3.3.3 Ensayos previos de separacion cromatogréfica de alcaloides mediante
HPLC

Son varias las pruebas que se han realizado antes de proceder al andlisis de las
muestras para conseguir que la separacion de los compuestos presentes en los extractos

de planta sea efectiva.

La separacion cromatografica se ha llevado a cabo en todo momento en fase
reversa, columna apolara y fase movil polar. Se han empleado dos columnas
cromatogréficas, con y sin precolumna columna apolar C18 y fases movil polar de distinta
composicion y gradiente.. nicialmente las primeras pruebas de separacion cromatografica
se realizaron con la columna Terra RP18, con unas dimensiones distintas a la columna
waters empleada. Los resultados no eran reproducibles y finalmente se desestimé. Las
distintas pruebas realizadas en estos ensayos previos giran todos en torno a la variaciéon
de la composicién de la fase mévil, concretamente del gradiente empleado para conseguir
una mayor eficacia en la separacion de los compuestos. Se apostd desde el principio por
la fase mas cominmente utilizada en este tipo de estudios, mezcla acetonitrilo/agua (0,1%
acido férmico) (Ellington et al, 2003; Alali et al, 2004; Khodadoust et al, 2015; Nirmala et
al...). La razén de utilizar mezclas con acidos, en este caso acido formico, es favorecer la
separacion de estos compuestos que son de caracter iénico. Resaltar que también se
probaron otras fases con mezclas de metanol y disolucién tampdén de fosfato pero se

desestimé por los problemas ocasionados en el equipo, problemas de presion.

Se trabaja con un gradiente que partede una Fase A, formado por la mezcla de
acetonitrilo/agua 15:85, hasta llegar a la Fase D, en proporcion 50:50. Los tiempos se van
modificando pasando por las fases intermedias, de tal manera que las separaciones
pueden mas o menos efectivas a la hora de evitar posibles solapamientos, lo que provoca
a su vez que varie el tiempo cromatografico (pasando de 25 a 45 minutos). Tras todas las

pruebas realizadas se selecciaron las condiciones expuestas en la tabla 7.

Comentar que debido a la gran cantidad de cambios realizados y por lo tanto de
cromatogramas obtenidos en cada una de las pruebas, se ha optado por no mostrar en la
presente memoria. Al margen de esto, fueron muchos los problemas que dio el equipo
cromatogréfico lo que provocaba que los tiempos de retencion se desplazan utilizando las

mismas condiciones.
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2.3.3.4. Ensayos previos de procedimientos de extraccion de alcaloides en material
vegetal

Tomando como referencia los articulos cientificos relacionados con la extraccion de
este tipo de compuestos alcaloides -principalmente los de Gémez y Rosso mencionados
en la introduccién se han llevado a cabo una serie de ensayos para optimizar la etapa de
extraccion de los alcaloides del material vegetal y observar con cuél de ellos se obtienen
mejores resultados. De esta manera, se trata de conseguir un procedimiento de extraccion
que nos permita obtener las mejores sefiales cromatogréficas, a la vez que una reduccién

en la cantidad de reactivos necesarios y en el tiempo empleado.

Entre los distintos sistemas de extraccion estudiados en la bibliografia consultada,
se observa que normalmente los métodos de extraccion solido liquido se basan en la
adicién de disolventes organicos, con una polaridad similar a la de los analitos que se
pretende extraer, y luego la mezcla es calentada o puesta en un bafio ultrasonidos para
facilitar la extraccién. Dado que la principal forma de calentamiento es mediante el uso de
un sistema Soxhlet, que implica el uso de un gran volumen de disolventes no beneficiosos
para el medio ambiente, ademas de un tiempo de extraccion elevado, se opta por el uso
del bafio ultrasonidos. De esta manera, se escoge la alternativa con menor incidencia sobre

el medio ambiente y que requiere menor inversion de tiempo de extraccion.

Asi pues, se seleccionan ocho procedimientos para la optimizacién de la extraccion,
utilizando en todos ellos el metanol (MeOH) como extractante, pero con variaciones en las
condiciones como: periodo de maceracion o agitacion previa, limpieza previa con hexano,
% metanol o volumen extractante. Estos ensayos se ejecutan sobre unas muestras de hoja
y bulbo aleatorias, determinando el area de los cinco picos 0 compuestos principales
observados en los cromatogramas obtenidos. La razén de utilizar este extractante reside
en que de acuerdo con los estudios similares consultados, éste es el disolvente mas
adecuado para la extraccion de este tipo de compuestos (disolvente de caracter polar, afin
a los compuestos alcaloides de estudio) (Ellington et al, 2003; Ondra et al 1995; Gumustas
et al, 2015; Fahim et al, 2015; Gomez et al, 2003).

En la Tabla 8 se muestra de forma simplificada el procedimiento de cada uno de los

métodos de extraccion.
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Tabla 8. Condiciones de los métodos de extraccion de alcaloides en planta.

Método 1 0,2 g muestra +5 ml MeOH 45 min US -> extraccién
Método 2 0,2 g muestra + limpieza hexano + US + 5 ml MeOH + 45 min US -> extraccion
Método 3 0,2 g muestra + 5 ml MeOH + maceracién noche + US -> extraccion
Método 4 0,2 g muestra + 5 ml MeOH:H20 (80:20) + 45 min US -> extraccion
Método 5 0,2 g muestra + 10 ml MeOH + 45 min US -> extraccion
Método 6 0,2 g muestra + 5 ml MeOH + 45 min US -> extraccion +

5 ml MeOH + 45 min US -> extraccion
Método 7 0,2 g muestra + 5 ml MeOH + 18 h agitacién noche + 45 min US -> extraccion
Método 8 | 0,2 g muestra + 5 ml MeOH + 10 min agitacion magn. + 45 min US -> extraccion

En todos los casos se emplea el ratio muestra/disolvente 1:25, que para minimizar
la cantidad de disolvente se toman 0,2 g de material vegetal por cada 5 ml de extractante.
Se incluyen dos variaciones con doble cantidad de extractante en una Unica etapa o en
etapas consecutivas. Ademas uno de los procedimientos incluye la utilizaciéon de hexano,
un disolvente apolar que se usa para eliminar posibles interferencias (como por ejemplo
ceras) y otro aflade cierta cantidad de agua al extractante para comprobar si se facilita su
extraccion al aumentar la polaridad. Y finalmente, se mantiene previa a la extraccion con

ultrasonidos, un tiempo en maceracion o agitacion.

La optimizacion del procedimiento de extraccion se lleva a cabo al inicio del
proyecto, a falta de patrones con los que poder llevar a cabo una identificacion de
compuestos. Por ello, estos ensayos se centran en hallar el método con el cual se obtienen
mejores resultados en la cuantificacion de la Colchicina, que es el principal alcaloide objeto
de estudio. También se tendran en cuenta los demas picos mayoritarios, sefialados en el

siguiente cromatograma de la Figura 16.

AU

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
Minutes

Figura 16. Cromatograma método 1 muestra hoja analizado por HPLC-UV a 245 nm.
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Ademas, para poder obtener el espectro de la colchicina, se tomé como referencia
un preparado farmacéutico (Colchimax) que contiene como principio activo colchicina, lo

que permitié la identificacion de ésta en uno de los picos observados en el cromatograma.

En las Figuras 17 a 21 se recogen los resultados obtenidos para cada método de
extraccién, es decir, las areas registradas para cada uno de los cinco picos/componentes

de las muestras de hoja.

Pico 1 Pico 2
1,20E+07 1,80E+07
1,60E+07
1,00€+07 1,40E+07
8 8,00E+06 8 1,20E+07
g 'S 1,00E+07
s 6,00E+06 o 8,00E+06
& 4,00E+06 = 2,88?82
, +
2,00E+06 2,00E+06
0,00E+00 0,00E+00
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Métodos de extraccion Métodos de extraccion
Figura 17. Resultados cuantificacion Figura 18. Resultados cuantificacion
pico 1 en hoja. pico 2 en hoja.
Pico 3 Pico 4 (Colchicina)
2,00E+06 1,50E+06

IIII Ehop

1,50E+06
1,00E+06
1,00E+06 '
5,00E+05
5,00E+05
0,00E+00 0,00E+00
1 2 3 4 5 6 7 8

1 2 3 4 5 6 7 8

Area picos
Area picos

Métodos de extraccion Métodos extraccion
Figura 19. Resultados cuantificacion Figura 20. Resultados cuantificacion
pico 3 en hoja. pico 4 en hoja (Colchicina).
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Pico 5

1,00E+07

8,00E+06

6,00E+06
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1 2 3 4 5 6 7 8

Métodos extracciéon

Area picos

Figura 21. Resultados cuantificacién pico 5 en hoja.

En las Figuras 22 a 25 se recogen los resultados obtenidos para cada método de
extraccion, en este caso, las areas registradas para cada uno de los picos/componentes
de las muestras de bulbo. En el caso del bulbo el tercer pico no ha sido detectado.
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1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Métodos de extraccion Métodos de extraccion
Figura 22. Resultados cuantificacion Figura 23. Resultados cuantificacion
pico 1 en bulbo. pico 2 en bulbo.
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Figura 24. Resultados cuantificacion Figura 25. Resultados cuantificacion
pico 4 en bulbo (Colchicina). pico 5 en bulbo.
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Teniendo en cuenta que los cambios de recipiente pueden provocar pérdidas de
extracto o contaminacién exterior, y que se usa una mayor cantidad de extractante, se toma
la decision de prescindir de los métodos 5 y 6, ya que no parecen mostrar diferencias

significativas en las areas obtenidas.

Por otro lado, el hecho de realizar una limpieza con hexano no ayuda en la
obtencion de mejores sefiales cromatograficas (o cromatogramas mas “limpios”), ademas
de ser necesarias un mayor numero de etapas secuenciales, y por lo tanto, mas tiempo

para realizar el proceso de extraccion. Por ello se descarta también el método 2.

Obviamente la maceracion y la agitacion requieren de una gran cantidad de tiempo,
hecho que no fomenta la extraccién de los compuestos, derivando en su eliminacién como

posibles procedimientos de extraccion (métodos 3, 7 y 8).

Por ultimo, se obtienen los métodos 1 y 4, los cuales parecen muy similares en
cuanto a eficacia de extraccion se refiere. Acto seguido, se llevan a cabo nuevos ensayos
para corroborar clal de estos dos métodos es éptimo para llevar a cabo la extraccion de
alcaloides del material vegetal. Finalmente, se toma la decisién de que el procedimiento
mas 6ptimo de extraccion para la obtencién de los mejores resultados en la cromatografia

liguida, y que a su vez implica un menor tiempo de trabajo, es el método 1.

Finalmente se muestra un esquema (Figura 26) de las etapas llevadas a cabo para

la extraccién de los compuestos.

0,2 g de hoja/bulbo seco y triturado en tubo de ensayo ambar|
+5 ml MeOH
45 minutos en ultrasonido
10 minutos en centrifuga
Centrifugar 5 minutos
Tomar disolvente con pipeta Pasteur

Filtrado con jeringa vy filtro

Trasvasar extracto a vial ambar

Figura 26. Proceso de extraccion seleccionado.para determinacién de alcaloides tropolénicos

en planta Merendera Montana.

45



Trabajo de Fin de Grado Raquel Puerto

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Andlisis del suelo: pH y nitrégeno inorganico

Una de las principales incognitas en torno a la fabricacion de alcaloides, radica en
conocer cuanto nitrégeno dedican las plantas para la fabricacién de estos compuestos.
Como ya se ha comentado, de acuerdo con la bibliografia consultada, en este estudio se
parte de la suposicién de que cuanto mas rico sea un suelo en nitrdgeno, mayor sera su
destinacién a la sintesis de metabolitos secundarios (Stuart et al, 1990). Por ello, se lleva
a cabo el estudio de la fertilidad del suelo, concretamente de los nitratos y el amonio, las

formas de nitrégeno inorganico mas asimilables por las plantas.

La razén de que se haya llevado a cabo un andlisis del pH de los suelos reside en
gue es un factor que afecta a diversas propiedades fisicas, quimicas y biolédgicas, entre las
gue encontramos la disponibilidad de nutrientes, la mineralizacién del nitrégeno y/o el

grado de solubilidad de los minerales presentes en el suelo (Jordan, 2005).

Como ya se ha comentado en el apartado correspondiente, el Instituto Pirenaico de
Ecologia procedio al andlisis de las muestras de suelo presentes en los individuos de
Merendera montana muestreados. De esta manera, a través del procedimiento descrito,
los pardmetros edaficos determinados son la concentracion de nitratos y amonio, asi como
el pH. En la el Anexo 2 se muestran mas detalladamente los valores obtenidos para cada
una de las réplicas de campo y de laboratorio, ya que como las muestras de suelos suelen
presentar heterogeneidad, algunos de los resultados difieren. Por otro lado, en la Tabla 9

se exponen los resultados medios obtenidos para cada parametro.

Resefar que las muestras de suelos son muestras puntuales tomadas en el mismo
momento de recoleccion de las plantas y diferenciadas en cuanto al tiempo de muestreo,

dato a tener en cuenta a la hora de interpretar los resultados.
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Tabla 9. Valores de pH y concentracion de nitratos y amonio (mg/kg) en las muestras de suelo.

Nitratos (NOz) | Amonio (NHs")
MRS Concentracién (mg/kg) pH
suelo = = —
X o X o o
CUBILAR DE
LAS VACAS 85,00 13,75 9,17 0,83 5,48 0,06
PUERTO DIz 108,29 23,84 7,23 0,61 6,53 0,11
AISA
SAN JUAN DE
LA PENA 70,69 19,91 6,90 0,97 6,91 0,78
SALTO DE
ROLDAN 87,38 33,94 7,31 3,68 7,82 0,13
GUASILLO 26,72 6,62 3,90 1,18 8,12 0,14
MONTMESA* 11,16 3,05 5,84 0,83 8,33 0,04
MARCEN* 90,13 0,13 13,42 0,45 8,02 0,01
SAN MATEO
DE GALLEGO* 64,99 5,02 19,34 0,19 8,16 0,04
MONZON* 34,64 0,42 31,99 0,52 8,69 0,03

* No hay réplicas de campo. Media y desviacion estandar de las réplicas analiticas.

En la Figura 27 se muestran graficamente los resultados de estos tres parametros,

para poder observar la variabilidad de las concentraciones obtenidas, en funcion de la zona

a la que pertenezcan las muestras de suelo.

Concentracion de Ninorganico y pH en muestras de suelo
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Figura 27. Comparacion concentracion de nitratos y amonio y pH en las muestras de suelos.

Valor medio (mg/kg) y desviacion estandar.
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Asi pues, el nitrdgeno mineral del suelo se encuentra en forma de amonio (NH4") y
nitrato (NO3’), dos formas que las plantas son capaces de asimilar. Aungue de manera
general muchas veces se comenta que la mayor parte del nitrdgeno es absorbido por las
plantas en forma de nitrato ya que el amonio se encuentra absorbido en el complejo de
cambio del suelo (el amonio es positivo y los compuestos arcillo himicos negativos), es
muy dificil determinar la disponibilidad del nitrégeno del suelo para ser tomado por la planta.
Por un lado, el nitrato, sufre procesos de desnitrificacion hasta formas gaseosas de
nitrégeno, inmovilizacion microbiana y lixiviacion de nitratos. Por otro lado, en el caso del
amonio, existe la posibilidad de que se produzca su volatilizacion como amoniaco, que sea
absorbido por el coloide arcilloso-humico del suelo y el proceso de nitrificacion (UAM,
2008).

Si se observan los resultados obtenidos en la determinacién de nitratos y amonio
en suelo, se puede comprobar que en todos ellos la presencia de nitratos es mayor a la de
amonio. La Unica excepcidn que se aprecia es en una de las réplicas de campo de San
Juan de la Pefia (Anexo 2), donde se obtiene el caso contrario (78,66 mg/kg NOs y 88,04
mg/kg NHs*). Ademas, la concentracion de amonio difiere considerablemente de los otros
dos valores (6-7 mg/Kg frente a 88 mg/Kg). Dado que este valor tan fuera de lo comun
provoca una alteracion considerable en la media y desviacion de la concentracion de
amonio en este punto de muestreo, se decide prescindir de esta réplica de campo en los

calculos.

Este dato an6malo se debe posiblemente a que, en el momento del muestreo, esta
zona estaria encharcada o con nieve, de manera que se crea un ambiente hidromorfo que
no permiten la oxidacion del amonio a nitrato y haciendo que éste aparezca en mayor
cantidad. Generalmente, la presencia de nitratos en suelo suele ser mayor debido a que el
ion amonio (NHs"” se oxida a nitrito (NO2) por un proceso denominado Nitritacién y
posteriormente a ion nitrato (NOs’) por Nitratacién (Garrido, 1993). Sin embargo, cabe
sefialar que en algunos estudios como el llevado a cabo por Badia et al (2008a), acerca de
la quimica del suelo en zonas de majada, se encuentra que la concentracién de amonio es
superior a la de nitrato en este tipo de medio. Ademas, las zonas de mayor concentracion
de nitrégeno inorganico se corresponden con la zona central de la majada, disminuyendo
su concentracion conforme se aleja hacia la periferia, produciéndose grandes variaciones
en la concentracion en un espacio de apenas 50 metros. Algo similar ocurre en otro estudio
realizado por Badia et al (2008b) donde la determinacién de las caracteristicas de un suelo
ocupado por un refugio de pastores revela que la concentraciéon de amonio es mucho
mayor a la de nitratos, reduciéndose ambas conforme se aumenta la distancia al refugio.

Esto quiere decir que algunos datos pueden estar condicionados tanto por el hecho de que
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se traten de muestras puntuales, como de las zonas y momentos donde hayan sido

tomados.

A continuacion, se analizan los resultados de cada uno de los parametros de forma
individual. Como se podr4 ver mas adelante, los andlisis estadisticos, correlaciones y

analisis multivariantes, no existen correlaciones significativas entre estos tres parametros.

Tal y como se menciona al inicio del trabajo, la razén de elegir estas zonas de
estudio concretamente reside en la suposicion de que el gradiente altitudinal y la riqueza
en nitrogeno de los suelos, poseen una relacion directamente proporcional. Esto se debe
a que la topografia o el relieve, afecta al contenido de nitrdgeno del suelo a través de su
influencia sobre el clima, la escorrentia, la evaporacion y la transpiracion. Harradine y
Jenny (1958) encontraron que las cantidades de nitrdgeno en los suelos de las laderas
occidentales de las montafias de Sierra Nevada en California estaban relacionadas con el
clima, es decir, que el contenido de nitrégeno del suelo aumentaba con la disminucion de
la temperatura y el aumento de la precipitacion. También Knoepp et al, en su estudio de
1998, sefial6é que las tasas de mineralizacion del nitrdgeno fueron mayores en los sitios de
mayor elevacion. Por esto, cabe esperar que el mayor contenido tanto de nitratos como de
amonio sea el de Cubilar de las Vacas, y este vaya disminuyendo en el resto de los puntos

de muestreo, siendo Monzoén el de menor cantidad.

Comenzando por el contenido de nitratos, obviamente esto no es lo que se muestra
en la Figura 27. Si bien es cierto que las zonas con mayor altitud poseen mayor riqueza en
nitratos, como son Puerto de Aisa, Salto de Roldan, Cubilar de las Vacas y San Juan de la
Pefia (de 108,29 a 85,0 mg/kg), las zonas intermedias como Guasillo y Montmesa, poseen
los valores mas bajos (26,72 y 11,16 mg/kg), superados por los de las supuestas como
zonas pobres o de menor contenido, Marcén, San Mateo de Gallego y Monzén (entre 90 y
34 mg/kg).

Como se puede observar, a pesar de que lo mas normal seria que en las majadas,
que ademas de estar a mayor altitud, se corresponden con zonas donde descansa el
ganado, se disparara la presencia de nitratos, esto no ocurre. Por el contrario, la
concentracion de nitratos es mayor en una de las zonas mas meridionales y aridas como
es el caso de Marcén, a pesar de que la vegetacion existente y caracteristica de suelos
pobres, también parecia indicar una baja riqueza en nitrégeno. Esto puede deberse a varias
causas, como, por ejemplo, que los suelos de montafia se encuentren mas lavados por la
mayor cantidad de precipitaciones que reciben, provocando el lixiviado de los nitratos a
horizontes més profundos del suelo (Garrido, 1993), o por el paso de algin ganado ovino

en las zonas aridas, del cual se desconocia su existencia.
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Para el caso del contenido de amonio, el comportamiento esperado tampoco se
cumple de manera exacta. Los puntos con mayor riqueza en amonio se corresponden con
las zonas mas bajas, Monzén, San Mateo de Géllego y Marcén (31,99 a 13,42 mg/kg),
seguidas de las zonas mas altas (supuestamente las mas ricas en NH4*), Cubilar de las
Vacas, Salto de Roldan, Puerto de Aisa y San Juan de la Pefia (9,17 a 6,90 mg/kg) y

finalizando con las zonas intermedias como son Montmesa y Guasillo (5,84 y 3,90 mg/kg).

Esto seguramente también se deba a un aporte de nitrdgeno provocado por el
ganado que ha circulado inesperadamente por estas zonas mas meridionales. No obstante,
existe una gran cantidad de factores que pueden influir en esto, ya que como hemos
comentado son muestreos puntuales, de manera que el muestreo se ha podido llevar a
cabo en un momento en el que acababa de llover, donde se ha producido un paso de
ganado recientemente, que exista variacion estacional... o circunstancias totalmente

contrarias.

En cuanto al pH, teniendo en cuenta que todas las localidades donde se ha llevado
el muestreo se encuentran en suelos calizos, es légico pensar que los valores de pH de
todos ellos deberian ser valores por encima de la neutralidad, ya que la alcalinidad es
caracteristica en este tipo de superficies. Sin embargo, como podemos observar en el
grafico de la Figura 27, ademas de suelos basicos, también encontramos valores

ligeramente acidos y neutros.

Asi pues, las zonas de San Mateo de Gallego, Marcen, Monzén, Montmesa, Salto
de Roldan y Guasillo se corresponderian con las zonas basicas, ya que su pH esta en torno
a 8. Por otro lado, San Juan de la Pefia y Puerto de Aisa tienen un pH mas cercado a 7,
osea a la neutralidad. Finalmente, la localidad de Cubilar de las Vacas es la que posee el

valor mas acido, de 5,5.

Como en el caso del pH el aspecto que mas influye son las precipitaciones
existentes, a continuacion, se expone la Figura 28. En ella se incluyen las precipitaciones
(mm) correspondientes a cada zona de muestreo durante el Ultimo afio previo a las fechas
de muestreo, periodo comprendido entre febrero de 2016 y marzo de 2017. Recordar que
la temperatura (en °C) y precipitaciones (mm) correspondiente a cada zona durante el

tltimo afio 2016-2017 se encuentran en la Tabla 4.
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Figura 28. Variacién concentracién de nitratos y amonio en suelos y precipitaciones

en las zonas de muestreo.

El clima influye directamente sobre el suelo mediante la humedad y la temperatura,
siendo el principal agente de alteracion quimica del suelo, asi como de fragmentacion
mecanica de determinados tipos de sustratos (Jordan, 2005-2006). Por ello, aunque se
parta de un suelo rico en bases, dependiendo del clima, el pH puede no ser tan alto como

cabria esperar si existe un lavado por las altas precipitaciones.

Tal y como muestra la Figura 28, el pH experimenta un aumento conforme
disminuye la altura a la que se sitdan los puntos de muestreo. Consultando los valores de
pluviometria que existen en cada una de las zonas, se puede observar que este hecho
coincide con que en las zonas de mayor altitud se produce una mayor cantidad de lluvias
respecto a las zonas mas bajas, que como ya se intuia son mas aridas. De esta manera,
las condiciones de alcalinidad (en torno a 8 o mas) se dan preferentemente en zonas aridas
0 semiaridas con escasez de agua/lluvias, como es el caso de las localidades de Monzén,
San Mateo de Gallego, Marcén, Montmesa y Guasillo. Los niveles de pH mas neutros, en
torno a 7, se encuentran en los términos medios o praderas, en los que hay mayores
precipitaciones, pero no predominan excesivamente. Este es el caso de Sato de Roldan y
San Juan de la Pefia. Finalmente, las localidades de Cubilar de las Vacas y Puerto de Aisa
son las que poseen los valores mas acidos de pH, entre 5,5y 6,5. Estos valores son

normales teniendo en cuenta que poseen una precipitacién anual bastante elevada.

Cabe sefalar que la mejor manera de poder obtener unos valores representativos
y con los que se puedan establecer ciertas relaciones con estas variables, es llevando a
cabo un andlisis a lo largo de un tiempo determinado. Sin embargo, como los Trabajos de

Fin de Grado suponen una limitacion temporal importante, se tiene que reducir el estudio
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a un analisis de la situacion temporal del suelo. Para ello, se presupone una cierta
constancia en la riqueza de los suelos, ya que la variacion existente en los pardmetros
edaficos (tanto espacial como temporalmente hablando) es la regla que rige el

comportamiento de los suelos.

3.2 Contenido de Nitrogeno Kjeldahl Total en planta Merendera montana

Dado que los alcaloides tropolénicos son compuestos nitrogenados, se ha
determinado el contenido de Nitrégeno Kjeldahl Total (NKT) en hoja y bulbo de la planta
Merendera montana. El NKT representa la cantidad total de nitrégeno organico

(mayoritario) y amoniacal que esta presente en la planta.

Como ya se ha comentado, la disponibilidad de nitrégeno en el suelo para ser
tomado por la planta depende de muchos factores. Pero, a eso hay que afadirle que la
absorcion que lleva a cabo la raiz del nitrégeno existente en el suelo, también se encuentra
condicionada por las caracteristicas del medio. Asi, la absorcion de los nitratos por las
raices se inhibe a bajas temperaturas, y se fomenta en medios ligeramente &cidos. Por
otro lado, la temperatura no parece ser un factor condicionante en la absorcién del amonio,

pero si el pH alcalino, donde se absorbe mejor.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 10 y se expresan como % de N
en cada muestra junto con la media y la desviacién obtenidas en cada una de las

localidades. Ademas, se ha calculado el NKT total en toda la planta.

Tabla 10. Concentracién de NKT en hoja y bulbo de Merendera montana

(valor medio en %N y desviacion estandar).

Hoja | Bulbo | Total en planta
Localidad _ % N_KT en muestra _
X o X (o] X
Cubilar de 2,67 0,09 0,93 0,19 3,60
las Vacas
Puerto de Aisa 2,78 0,18 1,40 0,15 4,18
Sel e e 2,38 0,42 0,64 0,26 3,02
la Pefia
Saltode 2,43 0,25 0,67 0,16 3,10
Roldan
Guasillo 2,01 0,28 0,52 0,02 2,53
Montmesa* 1,98 0,05 0,46 0,03 2,44
Marcén* 2,28 0,00 0,70 0,02 2,08
*
S i 2,54 0,07 0,70 0,02 3,24
de Géllego
Monzén* 2,42 0,02 0,61 0,05 3,03

* No hay réplicas de campo. Media y desviacion estandar de las réplicas analiticas.
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Teniendo en cuenta que el contenido en peso seco de nitrdgeno en planta oscila
entre el 2 y el 5%, se puede comprobar como las cantidades de NKT obtenidas en cada

uno de los puntos de muestreo se encuentran dentro de este rango descrito.

Ademas, en la Figura 29 se representan graficamente estos resultados, para poder

observar la variabilidad que existe entre las distintas partes de la planta y entre las distintas

localidades.
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Figura 29. Porcentaje de Nitrdgeno Kjeldahl Total en hoja, bulbo y planta.

Estos datos nos indican que la cantidad de nitrégeno es mucho mayor en la hoja de

la planta que en el bulbo, independientemente de la zona en la que se encuentre ésta.

Ademas, si tenemos en cuenta la proximidad y los ambientes en los que se sitla
cada localidad, podemos percatarnos que las zonas cercanas con caracteristicas similares

también poseen niveles de NKT semejantes:

- Puerto de Aisa y Cubilar de las Vacas, ambos situados en majadas de
pastoreo poseen unos valores medios muy similares en hoja, aunque algo
menos en bulbo.

- San Mateo de Géllego, Marcen y Monzén, todos en zonas &ridas, con
valores muy parecidos en hoja y practicamente idénticos en bulbo.

- Montmesa y Guasillo, correspondientes a caminos o zonas de paso aridas,
poseen casi los mismos porcentajes de NKT, tanto en hoja como en bulbo.

- Y San Juan de la Pefia y Salto de Roldan, que también poseen valores

analogos en hoja y bulbo.
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En cuanto a la cantidad total de nitrogeno presente en la planta, se observa que no
necesariamente en las zonas cuyo suelo es mas fértil (dispone de mayores recursos
nitrogenados) posee mayor cantidad de este recurso en sus plantas, como plantean
algunos estudios (como el de Johnson et al, 1987). Esto se puede corroborar por ejemplo
con Marcén, donde se observa una de las mayores concentraciones de nitrato en suelo, vy,

por el contrario, uno de los menores porcentajes de nitrégeno en planta.

De acuerdo con el estudio realizado por Stuart et al (1990), las plantas pueden llevar
a cabo diferentes formas de acumulacion y movilizaciéon de recursos a lo largo de tiempo
en funcién de sus necesidades, tanto para crecimiento como para otras funciones. Ademas,
existe también el fenémeno del reciclaje de recursos, el cual ademas de apoyar las posibles
aportaciones de recursos que requiera la planta, se encarga de reducir al maximo la

pérdida de éstos por descomposicion.

Por otro lado, en el trabajo citado se sefiala que el nitrdgeno se acumula
normalmente bajo condiciones de alto contenido en nitrégeno en suelo y que algunas
plantas productoras de alcaloides aumentan su contenido en nitrégeno en estas
condiciones de superavit. Por el contrario, en condiciones de estrés de nitrdgeno, algunos
alcaloides se descomponen para poder favorecer al crecimiento de la planta. Si se compara
el contenido de nitrégeno en planta con las reservas existentes de nitratos en suelo, se
puede advertir como en general las zonas si poseen mayor 0 menor porcentaje de NKT en
planta en funcién de los nitratos presentes en el suelo. Mas adelante, en el apartado de
analisis estadistico se comentara en profundidad la correlacion existente entre estas dos

variables.

Sin embargo, el almacenamiento de reservas ha sido demostrado en solo unos
pocos estudios, lo que hace muy dificil detectar cualquier patron ecoldgico en el
almacenamiento de reservas. No obstante, observando el ciclo vegetativo anual que
experimenta esta planta, cabe pensar que en las hojas tiene que existir algin tipo de
reciclado de nitrégeno, de manera que cuando éstas vayan a desaparecer, permitan el

aprovechamiento de este recurso.

De acuerdo con el estudio de Stuart, durante la senescencia, s6lo el 10% del peso
de la hoja se pierde en material respirado o reabsorbido, y la mayor parte de esto puede
explicarse por los compuestos nitrogenados reciclados. Claramente se necesitan muchos
mas estudios para demostrar las condiciones bajo las cuales actla el reciclaje. Aun asi,
también se sefiala cabe la posibilidad de que este nitrégeno reciclado vaya a parar al bulbo,

ya que los rizomas acumulan recursos que se reciclan de las hojas senescentes.
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Adicionalmente, en este trabajo también se recalca el hecho de que el
almacenamiento estacional de nutrientes se encuentra mejor desarrollado en plantas de

entornos de recursos bajos.

3.3 Identificacion y cuantificacion de compuestos alcaloides tropoldnicos en
hojay bulbo de Merendera montana

Identificacion de alcaloides mediante HPLC-UV

A continuacién, se comentan los resultados obtenidos en el andlisis realizado a
través del HPLC-UV.
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Figura 30. Cromatograma muestra hoja analizada por HPLC-UV a 245 nm.
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Figura 31. Cromatograma muestra bulbo analizada por HPLC-UV a 245 nm.

Las Figuras 30 y 31 muestran los cromatogramas obtenidos en las muestras de
hojay bulbo de la localidad de Aisa, respectivamente. En ellos se sefialan ademas los picos
identificados como colchicésido, 3-demetilcolchicina y colchicina, cuyos tiempos de

retencion se encuentran normalmente en torno a 5, 16 y 22 minutos respectivamente.
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Existen dos posibilidades para llevar a cabo esta identificacion de compuestos: por
un lado, disponer de patrones de este compuesto, con los que obtener el tiempo de
retencién y espectro de absorcion; o en el caso en que no se dispongan de patrones, jugar
con los datos bibliograficos existentes en estudios similares donde se han detectado estos
compuestos. En este caso, se dispone de patrones certificados de los tres compuestos, a
partir de los cuales se ha podido determinar y obtener sus tiempos de retencion y espectros
de absorcion. Aunque esta informacion también ha sido adquirida a partir de la bibliografia
consultada, en informes como los de Rosso et al, 1998 o Gomez et al, 2003.

Como se puede observar en el cromatograma del bulbo, el pico correspondiente al
3-demetilcolchicina no es apreciable a simple vista, es necesario llevar a cabo una
ampliacion de la zona. Este pico no se ha logrado separar completamente a pesar de las
modificaciones realizadas en el proceso previo de optimizacion, lo que dificulta su
cuantificacion automéatica y conlleva a error si se realiza la medicion del area de forma
manual. Por ello ha sido necesario realizar un rastreo manual a lo largo del pico para
comprobar en qué momento el espectro de absorcion cambiaba y adoptaba la forma del
compuesto, es decir, comenzaba la aparicién del alcaloide. Por otro lado, en los
cromatogramas también se puede apreciar que el colchicdsido es un componente que tan

s6lo ha sido hallado en los bulbos de la planta, y no en las hojas.

Asi, en las Figuras 32 a 34 se muestran los espectros de absorcion propios de cada
uno de estos tres compuestos, obtenidos a partir del analisis en HPLC-UV a una longitud
de onda de 245 nm.
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Figura 32. Espectro de absorcion colchicosido.  Figura 33. Espectro de absorcion 3-Demetil.
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Figura 34. Espectro de absorcion de la Colchicina.

Como se pueden observar en las figuras, estos tres compuestos, pertenecientes a
la misma familia de alcaloides, poseen espectros de absorcién y maximos de absorbancia
muy similares. Asi, las longitudes de onda de méxima absorcion del colchicosido se sittan
en 246,2 y 350,4 nm, las del 3-demetilcolchicina son 246 y 355,2 nm, y por ultimo las de la
colchicina 245,0 y 352,8 nm.

A continuacion, también se muestran los espectros de absorcion del resto de picos
mayoritarios presentes en los cromatogramas, en las Figuras 35 a 40.

0,60

AU

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00
Minutes

Figura 35. Cromatograma hoja analizada por HPLC-UV a 245 nm, con la representacion

de los picos mayoritarios no identificados.
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Ya que se disponen de diversos estudios que incluyen mas congéneres de la
colchicina determinados en especies similares a la M.montana, junto con sus tiempos de
retencidn y espectros, se estudia la posibilidad de que estos pudieran estar presentes
también en esta especie vegetal. Sin embargo, a pesar de intentar cotejar los
cromatogramas, espectros y tiempos de retencién de estos con distintas fuentes de
informacién, se ha encontrado una gran dificultad para identificarlos, ya que sus espectros

y maximos de absorcion no coinciden con la literatura consultada.

Identificacion mediante HPLC-MS:

A continuacion, se muestra el cromatograma obtenido de este analisis (Figura 41),
junto con sus espectros de masas en modo ESI+ y ESI- (Figura 42 y 43 respectivamente).

Como se puede comprobar en el primer cromatograma, la sefial obtenida es mucho
mas alta (méas del doble) que la obtenida con el HPLC-UV de la escuela, ademas los picos
poseen mayor altura y estan mucho mejor separados. También se observa que mientras
con el HPLC-UV se necesitan entre 25 y 30 minutos para analizar una muestra, con HPLC-
MS apenas se tarda 20 minutos. Por otro lado, el perfil del HPLC-MS en modo positivo y

negativo, es muy similar.

Mediante la utilizacion de este otro método de identificacion HPLC-MS, se confirma
la presencia de los alcaloides ya determinados (colchicdsido, 3-demetilcornigerina vy
colchicina) ademas de un cuarto compuesto, sucesivo a la colchicina. El pico en cuestién
se corresponde con un compuesto perteneciente a los alcaloides tropolénicos y, por tanto,
con un espectro de absorcidn propio de este grupo, denominado cornigerina. Ademas de
la informacion obtenida de este andlisis, se ha realizado una comparaciéon con algunos
estudios donde este compuesto también habia sido determinado, para poder cotejar el
tiempo de retencién, espectros, picos de maxima absorcion y masa molecular (Alali et al,
2008; Ondra et al, 1995; Husek et al, 1989; Simmek et al, 1992).
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Figura 41. Cromatograma muestra AISA analizada por HPLC-UV a 245 nm (UPV).
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Figura 42. Cromatograma muestra hoja AISA analizada a 245 nm por HPLC-MS

en modo ESI + (UPV).
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Figura 43. Cromatograma muestra hoja AISA analizada por HPLC-MS a 245 nm

en modo ESI - (UPV).

En las Figura 44 y 45 se representan los espectros de absorcién y de masas,

obtenidos mediante este equipo compuesto por ambos detectores, UV y MS.
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Figura 44. Espectro de absorcion de la Cornigerina (UPV).
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La cornigerina posee sus maximos de absorcién en 235,31 y 355, 31 nm, como
podemos observar muy similares a los de los compuestos determinados anteriormente.

Ademas, su tiempo de retencion se encuentra en 16,85 nm.
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Figura 45. Espectro de masas de la Cornigerina analizado por HPLC-MS

a 245 nm en modo ESI+ (UPV).

Tanto los cromatogramas y espectros masas obtenidos del HPLC-MS, como los
espectros de absorcién de HPLC-UV del resto de los picos presentes en la muestra, se
encuentran recopilados en el Anexo 3. No obstante, seguidamente se muestra la Tabla 11,
con un resumen de la informacién obtenida para cada uno de los diez picos detectados,
ademas de recordar cudles han sido los compuestos que se han podido identificar con este

segundo equipo y cuéles no.

A pesar de que los espectros de absorcion obtenidos por este nuevo equipo son
similares a los nuestros, y que toda la informacion obtenida (tiempos de retencién,
longitudes de onda de maxima absorcion, espectros de masas...) ha sido contrastada con
la disponible en otros articulos como los de Alali et al, 2008 como de Rosso et al, 1998 y
Sangster et al, 1964 nuevamente no ha sido posible identificar el resto de picos presentes
en la muestra. Se descarta la posibilidad de que alguno de los picos encontrados se

correspondan con alguno de los obtenidos por HPLC-MS o consultados.
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Tabla 11. Tiempos de retencién (Tr), longitudes de maxima absorcion (UVmax) y datos espectrales
de masa de los picos cromatograficos de la Figura 41.

UV LC-(+)-APCI
Pico n° Tr (min) (nr’;;X fragmentos masa (m/z) Compuesto
m/z ESI- m/z ESI+
1 1,39 268,31 314,99 No
268,31
2 2,1 33731 447,05 No
254,31
3 3,07 348 31 609,12 611,07
254,31
4 5,53 348 31 447,04 449,29
254,31
5 6,08 349 31 593,14 595,09
3_
6 6,77 ggjgi 384,11 386,46 Demetilcolchicina
’ (Mm= 385,15)
267,31
7 8,81 33831 447,06 449,34
220,31
8 11,06 339 31 775,27 No
240,31 Colchicina
9 14,05 355 31 No 400,43 (Mm= 399,22)
236,31 Cornigerina
10 16,85 355 31 No 383,35 (Mm= 383,14)

Cuantificacion de alcaloides

En la Tabla 12 se muestran las medias de los resultados obtenidos, en mg/g para
cada una de las especies alcaloides estudiadas (colchicésido, 3-demetilcolchicina,
colchicina y cornigerina), en hoja y bulbo, en cada localidad, y el contenido total de

alcaloides en la planta.
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Tabla 12. Concentracién (mg/g) de colchicésido, 3-demetilcolchicina, colchicina y cornigerina en hoja y bulbo y contenido total (mg/g) de alcaloides en planta.

A COLCHICOSIDO | 3-DEMETILCOLCHICINA | COLCHICINA [ CORNIGERINA ALCALOIDES
Localidad v: ZrtI:I mg alcaloide/g muestra TOTALES
9 X o X o X o X o EN PLANTA
Cubilar de Hoja ND - 0,92 0,07 1,70 0,03 3,46 0,28 6,08
las Vacas Bulbo 0,37 0,02 0,25 0,01 0,93 0,07 0,08 0,01 1,63
Puerto de Hoja ND - 1,25 0,05 1,36 0,05 2,91 0,18 5,52
Aisa Bulbo 0,65 0,02 0,49 0,16 1,20 0,06 0,05 0,01 2,39
Sa”dJua” Hoja ND - 0,92 0,10 1,57 0,93 2,98 0,33 5,47
e
la Pefia Bulbo 0,26 0,12 0,19 0,02 0,57 0,18 0,03 0,01 1,05
Salto de Hoja ND - 0,92 0,01 0,62 0,12 2,58 0,15 4,12
Roldan Bulbo 0,25 0,00 0,20 0,01 0,40 0,05 0,03 0,02 0,88
Guasillo Hoja ND - 0,82 0,04 0,62 0,22 3,05 0,44 4,49
Bulbo 0,16 0,03 0,18 0,02 0,41 0,04 0,03 0,01 0,78
Hoja ND - 1,00 0,04 0,60 0,02 1,90 0,05 3,50
Montmesa* . . .

Bulbo 0,24 0,03 0,19 0,01 0,26 0,03 0,03 0,01 0,72
ArEET Hoja ND - 1,04 0,02 0,94 0,03 3,60 0,07 5,58
Bulbo 0,55 0,01 0,29 0,00 0,72 0,01 0,08 0,00 1,64
San Mateo Hoja ND - 0,94 0,00 0,73 0,13 2,27 0,53 3,94
de Gallego* Bulbo 0,30 0,03 0,24 0,03 0,04 0,03 0,04 0,00 0,62
VS Hoja ND - 0,98 0,01 0,70 0,00 2,76 0,07 4,44
Bulbo 0,47 0,15 0,26 0,00 0,53 0,05 0,06 0,00 1,32

* No se dispone de réplicas de campo.
**En las muestras de hoja no se ha detectado el compuesto colchicésido (ND).



En las Figura 46 a 54, se representan graficamente los resultados obtenidos,
para ver la posible variabilidad en la cantidad de los distintos alcaloides en hoja y bulbo
en cada uno de los puntos de muestreo. Ademas, se adjunta la Figura 55 con la
representacion gréafica de los alcaloides totales en hoja y bulbo, en las diferentes zonas

de muestreo.
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Figura 46. Concentracion de alcaloides (mg/g) en las muestras de Cubilar de las Vacas.

Valor medio y desviacion estandar.
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Figura 47. Concentracion de alcaloides (mg/g) en las muestras de Puerto de Aisa.

Valor medio y desviacién estandar.
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Figura 48. Concentracién de alcaloides (mg/g) en las muestras de San Juan de la Pefia.
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Figura 49. Concentracion de alcaloides (mg/g) en las muestras de Salto de Roldan.
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Valor medio y desviacién estandar.
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Figura 50. Concentracion de alcaloides (mg/g) en las muestras de Guasillo.

Valor medio y desviacion estandar.
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Figura 51. Concentracién de alcaloides (mg/g) en las muestras de Montmesa.
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Figura 52. Concentracion de alcaloides (mg/g) en las muestras de Marcén.
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Valor medio y desviacion estandar (sin réplicas de campo).
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Figura 53. Concentracién de alcaloides (mg/g) en las muestras de San Mateo de Géllego.

Valor medio y desviacion estandar (sin réplicas de campo).
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Figura 54. Concentracién de alcaloides(mg/g) en las muestras de Monzon.

Valor medio y desviacion estandar (sin réplicas de campo).
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Figura 55. Comparativa concentracion total de alcaloides en las muestras

de hoja y bulbo de cada localidad. Valor medio (mg/g).

Como se puede observar en todos los gréficos, la cantidad de alcaloides

presentes en la hoja es siempre mayor que en el bulbo, en todos los puntos de muestreo
y para los cuatro compuestos determinados. De acuerdo con algunos estudios como
Ondra et al 1995 esta caracteristica también se encuentra en plantas de otros géneros
como Colchicum o Gloriosa. Sin embargo, también existen otras especies de dichos
géneros, que contienen mayores cantidades de estos compuestos en el cormo en vez
de en la hoja (Alfayyad et al 2002; Husek et al 1989). En el caso de las hojas, se
encuentra que el compuesto mayoritario es la cornigerina en todos los puntos de
muestreo, seguido de la colchicina en el caso de las tres zonas mas altas (Cubilar de
las Vacas, Puerto de Aisa y San Juan de la Pefia) o del 3-demetilcolchicina en el resto
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de localidades muestreadas. Sin embargo, en el bulbo, el compuesto mayoritario en casi
todos los casos es la colchicina, seguido del colchicésido, el 3-demetilcolchicina y
finalizando con la cornigerina como compuesto minoritario. Una excepcion a esta
tendencia es San Mateo de Gallego, donde el colchicésido aparece como compuesto
mayoritario, seguido del 3-demetilcolchicina y la colchicina y cornigerina en ultimos

lugares.

Por un lado, el colchicésido es un alcaloide que no ha sido detectado en las
muestras de hoja (0 que se encuentra por debajo del limite de deteccién de método
empleado) en ninguno de los puntos de muestreo, pero si en bulbo. Los bulbos de
Puerto de Aisa y Marcén son los que contienen mayores cantidades de este compuesto
(0,65 y 0,55 mg/g), frente a Montmesa y Guasillo, que poseen las menores (0,24 y 0,16
mg/g).

En cuanto al 3-dementilcolchicina, cabe destacar que todas las localidades
poseen valores muy similares de concentracion de este compuesto, tanto en sus hojas
(en torno a 1 mg/g) como en bulbos (en torno a 0,2 mg/g). Las muestras de Puerto de

Aisa serian las Unicas que se alejan significativamente de estos valores.

Las concentraciones de colchicina por otro lado son muy dispares y nada
semejantes entre las distintas localidades. En este caso las muestras que presentan
una mayor cantidad de colchicina en sus hojas son Cubilar de las Vacas y San Juan de
la Pefa, con valores de 1,70 y 1,57 mg/g, al contrario que en Salto de Roldan, Guasillo
y Montmesa, los cuales poseen tan solo 0,62 y 0,6 mg/g respectivamente. En cuanto a
las cantidades encontradas en los bulbos, Puerto de Aisa y Cubilar de las Vacas
disponen de las mayores reservas de colchicina (1,20 y 0,93 mg/g) y Montmesa y San
Mateo de Gallego las menores (0,26 y 0,04 mg/g). A pesar de que anteriormente se ha
mencionado que este compuesto es el mas representativo de este grupo de alcaloides,
y que en la mayoria de los estudios la colchicina es el principal alcaloide tanto en hojas
como en bulbos (Gomez et al 2003; Ondra et al 1995; Poutaraud et al, 2005; Gumustas

et al 2015...) en este caso no es asi.

Finalmente, en el caso de las muestras de hoja, la cornigerina es el principal
alcaloide que se encuentra en ellas, independientemente del lugar de muestreo. Dentro
de las distintas localidades, existe una gran diferencia entre la cantidad encontrada en
Marcén o Cubilar de las Vacas, en torno a 3,5 mg/g y las correspondientes a San Mateo
de Gallego o Montmesa, mas cercanas a 2 mg/g. De forma contraria, en el bulbo este
compuesto es el menos representativo, aunque con valores muy similares en todas las
muestras de bulbo (de 0,08 a 0,03 mg/qg).
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El contenido de alcaloides de las hojas y bulbos de M.montana, podria
relacionarse con las necesidades de defensa de la planta. Teniendo en cuenta que las
hojas permanecen visibles un largo periodo de tiempo (desde el otofio hasta finales de
primavera), con un color verde brillante y muy atractivo, cuando la mayor parte de la
vegetacion estd agostada, una mayor defensa de las hojas parece razonable. Sin
embargo, las bajas concentraciones de alcaloides presentes en los bulbos resultan
sorprendentes si se considera que dichos érganos almacenan la principal fuente de
reservas de la planta (en forma de almidon predominantemente) y son fundamentales
en la persistencia de la misma. Los estudios citados de Gomez et al., sugieren y que M.
montana podria promover (0, al menos, no trataria de evitar) el consumo de sus bulbos
por micromamiferos. Los resultados de sus experimentos demuestran que las
poblaciones de M. montana parcialmente depredadas muestran una mayor proliferaciéon
de plantulas y la expansion de bulbos jovenes que verian aumentadas sus posibilidades
de persistencia en los suelos removidos y sin la competencia de las otras especies que
no soportan la remocion. La alta presencia y densidad poblacional de la planta en suelos
perturbados frente a la que se encuentra en ambientes estables y con alta cobertura
vegetal, avala esta hipétesis. Por dltimo, la particular fenologia de M. montana que
permanece subterranea en la época de mayor pisoteo (e incluso del paso de vehiculos
en los pastos de montafa) explicaria la ventaja de la planta en la ocupacién de terrenos
sometidos a mayor frecuentacién de ganado. La presencia exclusiva y en inmensas
poblaciones de la planta en pastos muy utilizados, vias de trashumancia e incluso en

rodadas de vehiculos ganaderos parece responder a esta causa.
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3.4 Analisis multivariante de los resultados

Con el objeto de corroborar si las diferencias que hemos ido comentando
anteriormente entre los distintos componentes de alcaloides tropoldnicos identificados
y cuantificados y entre las zonas de estudio, asi como las posibles correlaciones entre
las distintas variables estudiadas (contenido de nitrégeno inorgénico y pH del suelo,
contenido de nitrdgeno organico y contenido de alcaloides en planta, temperatura,
precipitaciones y altitud) se lleva a cabo un andlisis multivariante de los datos, con el
programa estadistico SPSS 20.0.

El primer resultado de la aplicacién del analisis estadistico que se va a presentar
es la matriz de correlaciones por pares de variables. Con ella se puede observar como
se relacionan las distintas variables entre si gracias a un coeficiente de correlacién
denominado de Pearson, que oscila en un rango entre -1 y +1. Este coeficiente es una
medida de la relacion lineal entre dos variables cuantitativas. Este programa proporciona
ademas un indice de significancia estadistica (o valor p). Se considera una correlaciéon

significativa entre variables a nivel de 0,05y 0,01.

A partir de la misma se aplica el andlisis factorial (analisis de componentes
principales). Se obtienen unos factores comunes que expliquen las interrelaciones entre
variables y se seleccionan aquellos factores que aportan la mayor parte de la
informacion con el objeto de observar las posibles diferencias entre las muestras de

planta analizadas. Los resultados se muestran en gréaficos bidimensionales.

Se realizan dos estudios. En primer lugar, se consideran los resultados obtenidos
en el andlisis de hoja, bulbo y suelo alcaloides en hoja y bulbo; NKT en planta; nitratos,
amonio y pH en suelos. En las Tablas 13 y 14 se muestra la matriz de correlaciones
reducida y la matriz de los componentes extraidos, que representa el peso especifico
de las variables originales en las tres nuevas componentes extraidas. Se han
seleccionado las dos primeras componentes que aportan el 80% de la informacion. La

matriz de correlaciones completa se encuentra en el Anexo 4.
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Tabla 13. Matriz de correlaciones de las variables: alcaloides individuales y totales en hoja y bulbo; NKT en planta; nitratos, amonio y pH en suelos.

cLs DM CLN COR | ALCAL TOT NKT NITRATOS | AMONIO PH
Correlacion CLS 1,000 -,746 -,216 -,826 -,704 -,735 214 126 -,085
DM -746 1,000 574 933 942 973 147 017 -.075
CLN
- 216 574 1,000 571 741 647 524 -183 -716
COR -.826 933 571 1,000 970 939 095 -,008 -,090
ALCAL_TOT -704 942 741 970 1,000 959 241 -,030 -,252
NKT
-735 973 647 939 959 1,000 233 016 -194
NITRATOS 214 147 524 095 241 233 1,000 -139 -.619
AMONIO 126 017 -183 -.008 -.030 016 -139 1,000 436
PH -085 _075 -716 -.090 -252 -194 -.619 436 1,000

a. Esta matriz no es cierta positiva.




Tabla 14. Matriz de componentes.

Matriz de componente?

Componente
1 2 3
ALCAL_TOT ,987 ,050 ,066
NKT ,973 117 ,087
COR ,955 ,240 -,018
DM ,946 ,216 ,056
CLN , 746 -,539 ,132
CLS -, 743 -,465 ,352
PH -,319 ,872 ,099
NITRATOS ,282 -, 761 342
AMONIO -,103 ,452 ,858

Método de extraccion: analisis de componentes
principales.

a. 3 componentes extraidos.

En las Figuras 56 y 57 se representan la distribucion o proyeccion de las
variables estudiadas, y de las muestras analizadas en el plano de las dos componentes
extraidas, respectivamente. Mediante la comparacion de ambas graficas se podran
observar las similitudes o diferencias entre las muestras de hoja y bulbo de M.montana

analizadas, y la distribucion de cada alcaloide y parametro estudiado.

Se puede advertir una clara separacién entre las muestras de hoja y bulbo. Las
muestras de bulbo se sitan en torno al colchicésido y las de hoja en el lado apuesto,
ya que en ellas no se ha detectado la presencia de este compuesto. Atendiendo a la
componente 1, las muestras de hoja se agrupan y se caracterizan por presentar

mayores contenidos de alcaloides (a excepcion del colchicésido).

Existen varios casos de correlacion entre las especies alcaloides, todas ellas
positivas a excepcion de las del colchicésido que son negativas. Los alcaloides que
poseen las correlaciones mas altas se encuentran situados mas proximos en el grafico
(3-demetilcolchicina, cornigerina y colchicina). Respecto a la relacion entre los
alcaloides, no existen estudios que expliquen las vias metabdlicas, el posible
intercambio que se pueda dar entre ellos o las zonas u 6rganos donde se sintetizan

estos compuestos.

El contenido total de alcaloides tiene correlaciones significativas con todos los
alcaloides individuales. Se desconoce cudl puede ser el motivo por el que el colchicésido

presente todas sus relaciones negativas, pero tal vez se deba a que como es el Unico
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compuesto glicosilado puede actuar de manera diferente frente al resto de los
alcaloides.

Todos los alcaloides presentan correlaciones significativas con el contenido en
NKT. Los bulbos se agrupan y caracterizan por tener menor contenido en estos

alcaloides y NKT. Los alcaloides totales también tienen una correlacion muy alta con el
NKT.

Tan soélo la colchicina y los nitratos se encuentran relacionados, por ello
aparecen en el mismo cuadrante del grafico de componentes. El amonio por su parte

no posee ninguna relacién con ninguna variable. La colchicina es el unico alcaloide
relacionado con el pH.
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Figura 56. Distribucién de las variables estudiadas.
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Figura 57. Distribucion de las muestras analizadas.

Si se observa la componente 2, se pueden ver las diferencias entre las muestras
de hojas. Las hojas de las localidades de Puerto de Aisa, Cubilar de las Vacas y San
Juan de la Pefia presentan mayores contenidos en colchicina, y zonas como Guasillo,
San Mateo de Gallego, Montmesa y Monzén, menores, por ello se localizan de esta
manera en el grafico (de mas cerca a mas lejos de la colchicina). Las muestras de bulbo
de las localidades con mayor altitud y nitratos en sus suelos tienen mas colchicésido.
Marcén sigue siendo la excepcion a esta tendencia, ya que nuevamente presenta un

contenido muy alto para las caracteristicas que posee.

En el segundo estudio que se va a realizar, se han excluido los cuatro alcaloides
individuales y se han incluido las variables climatol6gicas de precipitacion y temperatura,
ademas de la altitud. De esta forma, las variables a analizar van a ser: alcaloides totales,
NKT, nitratos, amonio, pH, altitud, precipitaciones y temperatura. La Tabla 15 muestra
esta nueva matriz de correlaciones simplificada, con nuevas relaciones entre variables.

La matriz de correlaciones completa aparece en el Anexo 4.

Como se puede apreciar, en el primer caso se ha llevado a cabo un andlisis de

las variables por separado (hoja y bulbo) con sélo los parametros quimicos de planta y
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suelo, para que el analisis sea mas coherente. Sin embargo, se ha decidido hacer este
segundo andlisis multivariante con todas las variables de planta, pero en este caso
mediante sus medias. La razén se debe a que como se desconoce cual es el
metabolismo de los alcaloides, sus vias de sintesis, como los asimila la planta, si existen
transposiciones a otras partes de la planta... tiene mas sentido usar los valores medios
en toda la planta. Ademas, en el caso del nitrégeno inorganico, éste también se vera

favorecido por el uso de las medias.

Seguidamente, en la Tabla 16 se muestra la matriz componentes extraidos. Se
han seleccionado las dos primeras componentes ya que aportan el 81% de la

informacion original.

La cantidad de alcaloides totales y NKT en planta y los nitratos y pH en suelos

se encuentran relacionadas, siendo negativas las del pH.

En cuanto al pH, muestra una correlacion negativa con la altitud, la cual se

relaciona también con las variables climatologicas, precipitaciones y altitud.

Por dltimo, las Figuras 58 y 59 se representan la distribucién o proyeccion de las
once variables estudiadas, y de las muestras analizadas en el plano de las dos

componentes extraidas, respectivamente.

Si se solapan los dos gréaficos, podemos observar como al incluir la variable
altitud, las localidades aparecen ordenadas de mayor a menor altitud, de forma que las
mas cercanas son Aisa y Vacas y las mas lejanas San Mateo de Gallego y Monzén. Lo
Mismo ocurre con las precipitaciones y temperatura. Por otro lado, parece légico que
estos puntos de muestreo también se encontraran ubicados en unas zonas u otras de
la grafica de acuerdo con su mayor o menor concentracién de alcaloides y NKT. Sin
embargo, como se puede comprobar esto no es asi. Este hecho se debe a las
concentraciones anormalmente altas de amonio obtenidas en las zonas éaridas, como

Monzon y Marcén, provocando que el amonio distorsione los resultados.
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Tabla 15. Matriz de correlaciones de las variables:

alcaloides en hoja y bulbo; NKT en planta; nitratos, amonio y pH en suelos; y la variable altitud.

Matriz de correlaciones

ALCAL_TOT NKT NITRATOS | AMONIO PH ALTITUD | PRECIPIT T

Correlacién ALCAL_TOT 1,000 711 712 -,087 -,741 662 ,308 -,204
NKT 711 1,000 810 052 678 642 532 225
NITRATOS 712 810 1,000 -,139 -,619 585 339 -,169
AMONIO 087 052 -139 1,000 422 564 517 485
PH -, 741 -,678 -,619 422 1,000 -,915 -,673 473
ALTITUD 662 642 585 564 915 1,000 857 575
PRECIPIT 308 532 339 -517 -,673 857 1,000 -,765
T -,204 225 -, 169 485 473 -575 -,765 1,000




Componente 2

Tabla 16. Matriz de componentes.

Matriz de componente?

Componente
1 2
ALTITUD ,959 -,144
PH -,923 -,043
PRECIPIT ,815 -,422
NKT 779 ,503
ALCAL_TOT , 751 478
NITRATOS , 733 497
T -,613 ,581
AMONIO -,474 ,669

Método de extraccion: andlisis de componentes

principales.

a. 2 componentes extraidos.
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Figura 58. Distribucién de las variables estudiadas.
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Figura 59. Distribucién de las muestras analizadas.

3.5 Comparacion con datos bibliograficos y con otros estudios (otras
especies Colchicum)

En este Ultimo apartado se va a llevar a cabo una comparacion de los resultados
obtenidos en este Trabajo de Fin de Grado con otros articulos cientificos, tanto dentro

del mismo género Merendera, como con estudios referidos a otras especies Colchicum
0 Gloriosa.

Asi pues, la tabla 17 muestra la comparativa entre los resultados obtenidos en
este estudio y los presentes en el estudio llevado a cabo por Gémez et al en 2003,
acerca de las posibles variaciones estacionales y espaciales que sufren los alcaloides
tropolonicos colchicésido, 3-demetilcolchicina y colchicina en la hoja de esta misma
especie vegetal, M.montana.
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Tabla 17. Comparativa cantidad de alcaloides en hoja, expresado como %.

COMPARATIVA EN HOJAS
Localizacion Resultados Colchicésido 3-Der_’n_et|I Colchicina Hlie ol
colchicina totales
Cubilar de | Estudio propio ND 0,092 0,170 0,262
las Vacas | ggtydio Gémez 0,069 0,029 0,103 0,202
Estudio propio ND 0,125 0,136 0,261
Aisa
Estudio Gémez 0,047 0,150 0,047 0,277
Estudio propio ND 0,082 0,062 0,144
Guasillo
Estudio Gémez 0,050 0,025 0,071 0,145
Salto de Estudio propio ND 0,092 0,062 0,154
Roldan | ggtydio Gémez 0,037 0,103 0,077 0,217
Estudio propio ND 0,099 0,060 0,159
Montmesa
Estudio Gémez 0,031 0,065 0,078 0,174

*En las muestras de hoja no se ha detectado el compuesto colchicésido (ND).

Se debe tener en cuenta que en el presente trabajo se ha llevado a cabo un
muestreo puntual, a diferencia del realizado por Gomez et al, dénde las plantas fueron
recolectadas bimensualmente de octubre de 1996 a agosto de 1997, excepto al final del
periodo vegetativo, donde se realizaron muestreos mensuales. De esta manera, los
datos a comparar son producto de una media elaborada a partir de los ratos recopilados
en un afio. Con ello se pudo comprobar que existe una variacion estacional en el
contenido total de alcaloides en hoja, de manera que se mantiene sin fluctuaciones
importantes durante el ciclo vegetativo hasta el mes de mayo/julio donde se produce
una acumulacion de alcaloides. Este aumento se debe principalmente a la acumulacién
de 3-demetilcolchicina en hojas (excepto en Cubilar de las Vacas, donde este
compuesto no fue detectado en esos meses). Ademas, otra variacion se produce al final
del periodo vegetativo de la planta, donde el contenido total de alcaloides disminuye en
gran proporcion, coincidiendo con la senescencia de esta especie. Como ya se ha
discutido anteriormente, esto podria deberse a que en este periodo seria menos
importante para la planta la defensa quimica y probablemente pueda estar relacionada

con el reciclaje de nitrégeno.

Como se puede observar, en este estudio externo si que se ha podido identificar
el alcaloide colchicosido en las muestras de hoja, a diferencia del estudio propio. Sin
embargo, no se ha llevado a cabo la identificacion de la Cornigerina, también

perteneciente a la familia de los alcaloides tropoldnicos.
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En el caso de la colchicina, existen localidades donde los resultados son
bastante similares a los del IPE, como es el caso de Montmesa, Salto de Roldan y
Guasillo, pero otras en las que son muy distintos, como Cubilar de las Vacas y Aisa. Por
otro lado, en el estudio propio, el 3-demetilcolchicina se ha detectado en mayores
cantidades en Cubilar de las Vacas, Guasillo y Montmesa, y en valores similares a los

recopilados por este estudio en Aisa y Salto de Roldan.

En cuanto al porcentaje de alcaloides totales, a pesar de no haber detectado
colchicdsido en las muestras de hoja y a excepcion de Cubilar de las Vacas y Salto de
Roldan donde hay una diferencia més pronunciada, el resto de los datos son

practicamente analogos.

Seguidamente en la Tabla 18, se recoge esta misma comparativa, pero en el
caso de los bulbos. Coincidiendo con los resultados producidos en este Trabajo de Fin
de Grado, las hojas mostraron una mayor cantidad de alcaloides que los bulbos. Sin
embargo, en el caso del estudio de Gomez, Montmesa y Salto de Roldan no presentaron
este comportamiento en el mes de junio, y Cubilar de las vacas en diciembre,

obteniéndose mayores concentraciones en bulbo.

Tabla 18. Comparativa de la cantidad de alcaloides en bulbo, expresado como %.

COMPARATIVA EN BULBOS
Localizacion Resultados Colchicésido 3'De‘.“?“' Colchicina Hleslleliles
colchicina totales
Cubilar de Estudio propio 0,037 0,025 0,093 0,155
las Vacas | ggtydio Gémez 0,046 0,018 0,056 0,120
Estudio propio 0,065 0,049 0,120 0,234
Aisa
Estudio Gémez 0,046 0,020 0,057 0,123
Estudio propio 0,016 0,018 0,041 0,075
Guasillo
Estudio Gémez 0,044 0,021 0,030 0,094
Salto de Estudio propio 0,025 0,020 0,040 0,085
Roldan | ggtydio Gomez 0,062 0,017 0,038 0,117
Estudio propio 0,024 0,019 0,026 0,069
Montmesa
Estudio Gomez 0,064 0,022 0,035 0,117

En cuanto a los bulbos, en este caso es el colchicosido el que presenta menores
similitudes entre los resultados de ambos estudios. La cantidad de alcaloides obtenida
en el estudio propio es menor en todos a la del estudio externo, salgo en Aisa, donde
se encuentra algo por encima. Los valores que se aproximarian algo mas son los de

Cubilar de las Vacas y Aisa, pero el resto se encuentran en general muy por debajo a
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los del articulo. Por otro lado, en 3-demetilcolchicina los valores son muy similares a los
del estudio citado, a diferencia de Aisa donde distan un poco mas. En cuanto a la
determinacion de la colchicina, parece que en las localidades de Cubilar de las Vacas y
Puerto de Aisa ha sido mucho mayor a la del IPE (en algunas ocasiones incluso en torno
al doble). El resto de lugares tienen mayor similitud entre pares de datos, aunque
también son algo superiores, e inferior en Montmesa. Por dltimo, la cantidad de
alcaloides totales muestra valores cercanos en las zonas de Cubilar de las Vacas y
Guasillo, y son mas dispares en el resto de los puntos de muestreo.

El estudio acerca de las variaciones estacionales y espaciales de estos
alcaloides tropolonicos en M.montana también se incluye una determinacion de la
cantidad de NKT presente en planta. A continuacion, se adjunta la Tabla 19 con la

comparacion entre ambos estudios.

Tabla 19. Comparativa de la cantidad total de nitrégeno en planta, expresado como %NKT.

COMPARATIVA NKT
Localizacién Resultado % NKT en planta
. Estudio propio 3,60
Cubilar de las Vacas - -
Estudio GOmez 3,47
) Estudio propio 4,18
Aisa - -
Estudio Gémez 3,05
) Estudio propio 2,53
Guasillo - -
Estudio Gémez 2,82
i Estudio propio 3,10
Salto de Roldan - -
Estudio GOmez 2,58
Montmesa Estud!o pr?plo 2,44
Estudio GOmez 3,53

Obviamente es muy complicado que el porcentaje de nitrégeno total encontrado
en nuestras muestras de suelo coincida con los datos de este estudio, ya que existen
una gran cantidad de variables que influyen en la disponibilidad del nitrégeno en el suelo
(pH, precipitaciones, temperatura, encharcamientos, heladas, ganado, agricultura...)
ademas del hecho de que nuevamente se trata de la comparacion de una media anual

frente a datos puntuales.

Es por eso que no se encuentran grandes similitudes entre los pares de datos,
salvo en Cubilar de las Vacas y Guasillo, donde los datos si son algo mas proximos. Es
por ello que algunos datos distan bastante, aunque las cantidades de algunas zonas

como Cubilar de las Vacas y Guasillo posean pocas diferencias entre ambos estudios.
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Seguidamente, se va a llevar a cabo una comparacion entre los resultados
obtenidos del Trabajo de Fin de Grado realizado sobre la Merendera montana y otro
estudios acerca de otras especies pertenecientes a este mismo género Merendera.
Husek et al determinaron el 1989 los compuestos alcaloides presentes en tres especies
de este género: M. kurdica, M. manissadjianii y M. sobolifera. Los alcaloides trpolonicos
encontrados y determinados en este estudio fueron colchicina, 3-demetilcolchicina y
cornigerina, al igual que en el presente trabajo, y ademdas los conocidos como 2-
demetilcolchicina, N-Formyl-N-deacetilcolchcina y demecolcina. ElI material vegetal
sobre el que se determinan es hojas, bulbos y flores. En la Tabla 20 se resume el
contenido de alcaloides encontrado en las muestras de hoja (aunque tan sélo se
documenta para una de las especies) y cormo de estas tres especies Merendera.

Tabla 20. Comparativa cantidad alcaloides en hoja y bulbo, expresado como mg/g.

Fuente: Husek et al (1989).

. M.kurdica | M.manissadjuanii | M.sobolifera
Alcaloides | Parte planta
mg/g (peso seco)
Colchicina 192 0,29 = -
Bulbo 0,42 0,76 2,14
3-Demetil Hoja 0,29 - -
colchicina | Bulbo 0,08 0,11 0,53
Cornigerina Hoja N. D* ~ -
Bulbo 0,002 N.D* 0,22

* En el caso de la cornigerina no ha podido ser detectada en M.manissadjuanii por ser cantidades
por debajo del limite de deteccion.

Como se puede observar, la cantidad de colchicina determinada en las hojas de
M.kurdica se encuentra se encuentra muy por debajo de los valores obtenidos para
M.montana (se sitia entre 1,70 y 0,60 en las muestras con menor cantidad). Sin
embargo la determinacion de colchicina en los bulbos de estas tres especies si posee

valores similares a los de M.montana.

En el caso del 3-demetilcolchicina ocurre lo mismo, las flores de M.kurdica
poseen valores mucho menores a los de las hojas de M.montana. Por contra, los bulbos
de estas tres especies contienen cantidades similares a los de M.montana e incluso
M.sobolifera se encuentra algo por encima. Finalmente la cornigerina sélo ha podido ser
detectada en dos de las especies: M.kurdica, con una cantidad minima pero cercana a
la encontrada en M.montana, y M.sobolifera con una concentracion muy elevada
teniendo en cuenta que en M.montana este valor no sobrepasa los 0,08 en ninguna de

las zonas de muestreo.
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Asi pues, mientras en M.montana el alcaloide mayoritario en hojas es la
cornigerina, en estas tres especies pertenecientes a su mismo género, son tan bajas
gque en algunos casos ni siquiera puede llegar a ser detectada. Por ello es la colchicina

es el principal alcaloide en estas especies.

Por otro lado, se ha podido comprobar como existe un mayor nimero de estudios
centrados en la determinacion de alcaloides tropolénicos en el género Colchicum, frente
a los que analizan las especies del género Merendera. Por ello, ulteriormente se van a

comentar algunos ejemplos de la gran variedad encontrada.

Una de las especies donde se han llevado a cabo mayor nimero de estudios
acerca de la presencia de este tipo de compuestos a lo largo de la historia, es Colchicum
autumnale. Existe una gran variedad de estudios, como por ejemplo: el de Ellington et
al (2003) y Poutaraud et al (2005) donde se determina el contenido de colchicésido, 3-
demetilcolchicina y colchicina en semillas; el de Lu et al (2006), que estudia la
separacion y deteccion de absorbancia en colchicina y sus derivados tio (tiocolchicésido
y tiocolchicina); o el de Malichova et al de 1979, en el que se estudian los alcaloides
presentes en las hojas y flores de esta especie. En este Ultimo estudio se muestran las
concentraciones obtenidas en el caso de la colchicina, 2-demetilcolchicina y 2-
demetildemecolcina. De esta manera, los valores obtenidos en la cuantificacién de la
colchicina en esta especie rondan los 0,20-0,30 mg/g en hojas, valores mucho mas

bajos a los presentes en M.montana.

Seguidamente, en la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos en la
cuantificacién del colchicésido, 3-demetilcolchicina y colchicina llevada a cabo por
Ondra et al en 1994, en diversas especies del género Colchicum. En este caso no se

compararan las hojas y bulbos, sino las cantidades totales presentes en planta.

Tabla 21. Cuantificacion de alcaloides en cormos de distintas especies, expresado en mg/g.
Fuente: Ondra, 1994.

Especie del 3-Demetilcolchicina Colchicina Cornigerina
genero Colchicum Alcaloides (mg de alcaloide / g muestra)
C.macrophyllum 2,276 2,223 No determinado
C. turcicum 0,056 0,323 0,007
C. cilicium No determinado 0,300 No determinado
C.kotschyi 0,289 1,058 No determinado
C.bornmuelleri 0,844 3,063 0,0005
C. speciosum 0,010 4,245 0,187
C. triphyllum 0,088 0,958 0,075
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Teniendo en cuenta que la concentracion del compuesto 3-demetilcolchicina en
Merendera montana se encuentra entre 0,18 en la zona de menor concentracién y 0,49
en la de mayor, algunas de estas especies poseen valores algo superiores a lo que
estamos acostumbrados a ver, como C.bornmuelleri, 0 muy superiores, como
C.macrophyllum. En el caso de la Colchicina, siendo el rango habitual de M.montana
0,04-1,2 mg/g, C.macrophyllum, C.bornmuelleri, C. speciosum, son especies que
poseen cantidades mucho mayores a los de dicha especie. Por ultimo, esta vez el
compuesto no determinado es el colchicésido y el que si aparece es la cornigerina.
Aungue en tres de estas especies no se ha determinado, en C. turcicum y C. triphyllum
se sigue la dinamica encontrada en M.montana, con valores que apenas llegan a una
décima. En cambio, C.speciosum posee mucho mayor cantidad de este compuesto y

C.bornmuelleri una cantidad infima.

Existen muchas mas especies del género Colchicum donde se ha llevado a cabo
la determinacion de compuestos alcaloides tropolénicos. Algunas de ellas son: C.
crocifolium (Alali et al, 2008), C.haussknechtii (Khodadoust et al, 2015), .Csteveni y C.
hierosalymitanum (Alali et al, 2004), C.tunicatum (Al-Fayyad et al, 2010), C.ritchii y
C.luteum (Fell et al, 1966).

Por ultimo, cabe sefalar los estudios que se han llevado a cabo sobre el género
Gloriosa, otro de los conocidos como contenedores de este tipo de compuestos. Asi
pues, la especie Gloriosa superba se constituye como una de las mas estudiadas,
pudiendo encontrar estudios como los de Dvorackova et al de 1983, donde se
determinan un gran numero de compuestos alcaloides tropolénicos presentes en el
cormo de esta especie (colchicina, N-formil-N-deacetilcolchicina, 3-demetilcolchicina, -
lumicolchicina, y-lumicolchicina, 3-demetil-N-formil-N-deacetilcolchicina...); o el llevado
a cabo por Bharathi et al (2006), donde se estima la cantidad de colchicina presente en
seis especies diferentes del género Superba (Gloriosa superba, Gloriosa rothchildiana,
Gloriosa planti, Gloriosa lutea, Gloriosa casuariana y Gloriosa vuchuria). De estas seis,
Gloriosa planti exhibié el nivel mas alto de colchicinas, seguido de Gloriosa lutea,
Gloriosa casuariana y Gloriosa superba. Por ello, cabe pensar que éstas podrian
utilizarse como medio de abastecimiento del alcaloide colchicina, pudiendo llegar a

sustituir a las del género Colchicum.
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4. CONCLUSIONES

Tras analizar los resultados obtenidos en los diversos analisis expuestos en los

apartados anteriores, se pueden sacar las siguientes conclusiones:

1) Se ha propuesto un método de analisis de material vegetal de M.montana
mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion junto con Espectrofotometria
de Absorcion Molecular (HPLC-UV) que permite separar, identificar y cuantificar los
compuestos alcaloides tropolénicos.

2) Se ha optimizado el tratamiento quimico de la muestra para extraer los
alcaloides de la planta. La extraccién se lleva a cabo con metanol en bafio ultrasonidos,
sin necesidad de una etapa previa de limpieza con hexano y sin aplicar tratamiento

previo de maceracion.

3) Se ha puesto a punto las condiciones cromatograficas para conseguir una
buena separacion de los compuestos presentes en los extractos de planta de Merendera

montana.

4) Se han identificado y cuantificado los siguientes alcaloides tropol6nicos:
colchicosido, 3-demetilcolchicina, colchicina y cornigirina en hoja y bulbo de Merendera
montana tomadas en las nueve localidades de Aragén objeto de estudio (Cubilar de las
Vacas, Puerto de Aisa, San Juan de la Pefia, Salto de Roldan, Guasillo, Montmesa,

Marcén, San Mateo de Gallego y Monzén).

5) De los 4 compuestos sefalados, la presencia de cornigirina en M. montana
representa un hallazgo del presente estudio ya que no habia sido previamente citado
entre los alcaloides de este género y en el conjunto de las plantas incluidas en la
subfamilia COLCHICACEAE.

6) Se han encontrado diferencias en la distribucion y contenido de alcaloides
entre hoja y bulbo y entre las distintas zonas estudiadas.

- Las concentraciones de cada una de las especies alcaloides
varian en funcion de la muestra analizada, y de la zona donde se haya
muestreado.

- El colchicdsido solo ha sido detectado en bulbos.

- Las hojas se caracterizan por presentar mayores concentraciones

en alcaloides totales que en bulbos.
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- La cornigerina es el compuesto mayoritario en muestras de hoja
de todos los puntos de muestreo. La colchicina cumple la misma tendencia en
bulbo, a excepcion de las muestras de San Mateo de Gallego, donde es

superada por la concentracion de colchicésido.

7) Se ha determinado el contenido de Nitrdgeno Kjeldahl Total en muestras de
hoja y bulbo presentando una correlacion positiva con el contenido de alcaloides
totales en planta.

8) Se han analizado muestras de suelo de cada una de las zonas de muestreo,
determinando su contenido en nitrégeno inorganico (nitratos y amonio) y el pH.

- La concentraciébn de amonio es muy variable entre las zonas
muestreadas.

- A mayor altitud, los suelos presentan menores valores de pH
(suelos menos alcalinos y zonas con mayores precipitaciones) y una tendencia
a aumentar la concentracidon de nitratos. La excepcidon son las muestras de
Marcén y San Mateo de Gallego que presentan contenidos relativamente altos

en nitratos.

9) Se constata una correlacién positiva entre la cantidad de nitratos presente

en el suelo y el contenido total de alcaloides en planta.
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ANEXOS

Anexo 1: Localizacidn de las zonas muestreadas

Y

% r - )
*

Localizacién Cubilar de las Vacas (Sallent de Gallego). Fuente: Iberpix (IGN).

’ Coordenadas
s MGRS:

.

“

Y
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»

Coordenadas MGRS:
30T, XN, 91802,

N2

Coordenadas MGRS:
30T, YM, 15652, .

Localizacién Salto de Roldan (Nueno). Fuente: Iberpix (IGN).
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Coordenadas MGRS:
30T, XM, 92430,

e

Localizacién Montmesa (Lupiﬁén-rtilla). Fuente: Iberpix (IG)
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Coordenadas
| MGRS:

Localizacién San Mato de Gallego (Zaragoza). Fuente: Iberpix (IGN).
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; Coordenadas :
L MGRS: .

™

' m .
o4

Localizacion Monzdn (Huesca). Fuente: Iberpix (IGN).
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Anexo 2: Resultados de las diferentes réplicas analiticas llevadas a cabo
en el andlisis de suelos

Concentracion de nitratos (mg/kg) en suelos.

Nitratos
Muestra Réplicas (mg NOs/kg suelo) Media | Desviacion
suelo de campo Réplica 1 Re|32I|ca (B) (o)
Vacasl 87,23 86,85
CLXEH\_/QE A'?SE Vacas?2 74.65 6602 | 85,00 13.75
Vacas3 97,43 97,79
Aisal 85,14 76,57
PUEAITIS-Q 2IE Aisa2 123,33 124,58 108,29 23,84
Aisa3 124,84 115,26
Pefial 47.88 48,17
DSEAE'AJ;JQQ'A Pefia2 89069 | 8106 | 70,69 19.91
Pefa3 77,18 80,14
Roldanl 49,70 47,21
SRASIS A[l)\lE Roldan2 | 10248 | 10338 | 87.38 33,94
Roldan3 115,31 106,2
Guasillol 25,82 25,79
GUASILLO Guasillo2 23,91 17,31 26,72 6,62
Guasillo3 34,42 33,08
MONTMESA* | Montmesa 13,32 9,00 11,16 3,05
MARCEN* Marcén 90,03 90,22 90,13 0,13
SAN MATEO
DE Mateo 68,54 61,44 64,99 5,02
GALLEGO*
MONZON* Monzén 34,34 34,93 34,64 0,42

* No hay réplicas de campo. Media y desviacion estandar de las réplicas analiticas.
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Concentracion de amonio (mg/kg) en suelos.

Amonio
Muestra Réplicas (mg NH4*/kg suelo) Media | Desviacién
suelo de campo Réplica 1 Rep2I|ca (B) (o)
Vacasl 8,06 8,42
CL/lig'\L/AAFé ESE Vacas2 9.19 1044 9.17 0.83
Vacas3 9,83 9,08
Aisal 7,67 8,11
PUEAFg(A) DE ™ Aisa2 6.57 6.82 723 061
Aisa3 7,06 7,11
Pefal 6,06 6,36
DSEAI_NAJILDJI'EAII\INA Pefia2 734 782 33,94 46,85
Pena3 84,91 91,17
Roldanl 3,41 3,69
SQSISA?VE Roldan2 10,58 11,24 7,31 3,68
Roldan3 7,28 7,67
Guasillol 3,36 3,87
GUASILLO Guasillo2 5,01 5,37 3,90 1,18
Guasillo3 2,7 3,06
MONTMESA* | Montmesa 5,25 6,42 5,84 0,83
MARCEN* Marcén 13,1 13,73 13,42 0,45
SAN MATEO
DE Mateo 19,2 19,47 19,34 0,19
GALLEGO*
MONZON* Monzén 31,62 32,36 31,99 0,52

* No hay réplicas de campo. Media y desviacion estandar de las réplicas analiticas.
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pH en suelos.
(17 pH . C
Muestra Réplicas Réplica Media Desviacion
suelo de campo | Réplical p2 (B) (o)
Vacasl 5,39 5,44
CL/lig'\L/AAFé ESE Vacas2 547 550 548 0,06
Vacas3 5,53 5,53
Aisal 6,58 6,58
PUEAFgg DE ™ Aisa2 6.41 6.40 6.53 011
Aisa3 6,60 6,61
Pefial 7,69 7,75
DSEAI_NAJILDJI'EAII\INA Pefia2 6.8 6.84 6.01 078
Pena3 6,15 6,17
Roldanl 7,98 7,96
SQSISA[I)\IE Roldan2 7,80 7,75 7,82 0,13
Roldan3 7,72 7,71
Guasillol 8,13 8,06
GUASILLO Guasillo2 7,99 7,98 8,12 0,14
Guasillo3 8,23 8,28
MONTMESA* | Montmesa 8,30 8,35 8,33 0,04
MARCEN* Marcén 8,02 8,01 8,02 0,01
SAN MATEO
~DE Mateo 8,13 8,18 8,16 0,04
GALLEGO*
MONZON Monzén 8,71 8,67 8,69 0,03

* No hay réplicas de campo. Media y desviacion estdndar de las réplicas analiticas.
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Anexo 3: Espectros de absorcion uv-vis obtenidos con el analisis del
hplc-ms
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Anexo 4: Matrices de correlacion anélisis SPSS

Matriz de correlaciones de las variables: alcaloides individuales y totales en hoja y bulbo; NKT en planta; nitratos, amonio y pH en suelos.

CLS DM CLN COR ALCAL_TOT NKT NITRATOS AMONIO PH
CLS Correlacion de Pearson 1 -, 746" -,216 -,826™ -, 704" -,735" 214 ,126 -,085
Sig. (bilateral) ,000 ,390 ,000 ,001 ,001 394 ,620 ,738
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18
DM Correlacion de Pearson -, 746" 1 574" ,933™ ,942™ ,973™ ,147 ,017 -,075
Sig. (bilateral) ,000 013 ,000 ,000 ,000 561 947 768
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18
CLN Correlacion de Pearson -,216 574" 1 571" 741" 647" 524" -,183 -, 716"
Sig. (bilateral) ,390 ,013 ,013 ,000 ,004 ,026 ,468 ,001
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18
COR Correlacion de Pearson -,826™ ,933™ 571" 1 ,970™ ,939™ ,095 -,008 -,090
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,013 ,000 ,000 , 707 ,976 723
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18
ALCAL_TOT | Correlacién de Pearson -, 704" ,942" 7417 ,970™ 1 ,959™ 241 -,030 -,252
Sig. (bilateral) ,001 ,000 ,000 ,000 ,000 ,335 ,907 314
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18
NKT Correlacion de Pearson -, 735" 973" 647" ,939™ ,959™ 1 ,233 ,016 -,194
Sig. (bilateral) ,001 ,000 ,004 ,000 ,000 ,352 ,951 440
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18
NITRATOS Correlacion de Pearson 214 ,147 524" ,095 ,241 ,233 1 -,139 -,619"
Sig. (bilateral) 394 561 026 707 335 352 581 ,006
N 18 18 18 18 18 18 18 18 18
AMONIO Correlaciéon de Pearson , 126 ,017 -,183 -,008 -,030 ,016 -,139 1 ,436
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Sig. (bilateral) ,620 947 ,468 ,976 ,907 ,951 ,581 ,070

N 18 18 18 18 18 18 18 18 18
PH Correlacién de Pearson -,085 -,075 -, 716" -,090 -,252 -,194 -,619™ ,436 1

Sig. (bilateral) 738 768 ,001 723 314 440 ,006 ,070

N 18 18 18 18 18 18 18 18 18
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Matriz de correlaciones de las variables: alcaloides en hoja y bulbo; NKT en planta; nitratos, amonio y pH en suelos; y

la variable altitud.

ALCAL TOT NKT NITRATOS AMONIO PH ALTITUD PRECIPIT T
ALCAL_TOT Correlacion de Pearson 1 7117 7127 -,087 -, 7417 ,662 ,308 -,204
Sig. (bilateral) ,032 ,032 824 ,022 ,052 420 ,599
N 9 9 9 9 9 9 9 9
NKT Correlacion de Pearson 711" 1 ,810" ,052 -,678 ,642 ,532 -,225
Sig. (bilateral) ,032 ,008 894 ,045 ,062 ,140 561
N 9 9 9 9 9 9 9 9
NITRATOS Correlacion de Pearson 712" ,810™ 1 -,139 -,619 ,585 ,339 -,169
Sig. (bilateral) ,032 ,008 721 ,076 ,098 372 ,663
N 9 9 9 9 9 9 9 9
AMONIO Correlacion de Pearson -,087 ,052 -,139 1 422 -,564 -,517 ,485
Sig. (bilateral) ,824 ,894 721 ,258 , 113 ,154 ,185
N 9 9 9 9 9 9 9 9
PH Correlacion de Pearson - 7417 -,678 -,619 422 1 -,915™ -,673" AT3
Sig. (bilateral) ,022 ,045 ,076 ,258 ,001 ,047 ,199
N 9 9 9 9 9 9 9 9
ALTITUD Correlacién de Pearson ,662 ,642 ,585 -,564 -,915" 1 ,857" -,575
Sig. (bilateral) ,052 ,062 ,098 ,113 ,001 ,003 , 105
N 9 9 9 9 9 9 9 9
PRECIPIT Correlacion de Pearson ,308 ,532 ,339 -517 -,673 857" 1 -, 765"
Sig. (bilateral) 420 ,140 372 154 ,047 ,003 016
N 9 9 9 9 9 9 9 9
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T Correlacién de Pearson -,204 -,225 -,169 ,485 473 -,575 -, 765 1
Sig. (bilateral) ,599 ,561 ,663 ,185 ,199 ,105 ,016
N 9 9 9 9 9 9 9 9

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (2 colas).

** | a correlacién es significativa en el nivel 0,01 (2 colas).
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