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RESUMEN

En las interacciones de las plantas con su entorno se producen respuestas metabdlicas a través de la
sintesis de metabolitos secundarios y, por tanto, los factores ambientales y ecoldgicos que influyen en la
planta establecen variaciones en sus perfiles metabdlicos. En el caso de los alcaloides, que se encuentran
ampliamente distribuidos en plantas y son agentes activos en las interacciones evolutivas debido a que su
metabolismo esta controlado bajo regulacion genética, se convierten en componentes variables
relacionados con acondicionamiento debido a presiones externas. En este contexto, como parte del interés
del grupo en el estudio de respuestas metabdlicas de angiospermas basales, se evalud la variacion del
metaboloma y la composicion alcaloidal de la especie Magnolia grandiflora (Magnoliaceae) distribuida
en diferentes lugares. A partir de los extractos etanélicos de hojas y cortezas analizados por HPLC-DAD-
MS se detectaron 23 compuestos secundarios, de los cuales 13 correspondian a alcaloides, acompafiados
de lignanos y neolignanos, lactonas sesquiterpénicas, antraquinona, y triterpeno. En el anélisis por HPLC-
DAD-MS de los extractos alcaloidales de hojas y cortezas, se detectaron 28 compuestos secundarios de
los cuales 23 eran alcaloides entre los que se destacaron los tipos aporfinoide (dehidroaporfinas y
dioxoaporfinas), isoquinolinicos y bis-bencilisoquinolinicos, morfinanos, y alcaloides derivados del tipo
hasubanonina. El analisis multivariado supervisado (i.e., OPLS) con la cuantificacion de fenoles conectd
la naturaleza fendlica de ciertos alcaloides expresados por la planta que, en su mayoria, fueron del tipo
aporfinoide, los cuales concuerdan con la incorporacion de fenoles en su estructura por proceso
biosintético. En general, el analisis multivariado confirmé por consiguiente que existe variacion en los
perfiles metabdlicos y en la composicion alcaloidal en relacién a las partes de la planta evaluadas, los
tiempos de colecta y los ambientes establecidos. Asi mismo, varias muestras de hojas y cortezas
biosintetizaron compuestos secundarios especificos, incluidos los alcaloides, en tiempos de colecta
diferentes. Con los resultados obtenidos se puede establecer que la planta M. grandiflora presenta
quimiotipos ricos en alcaloides, especialmente del tipo aporfinoide, en respuesta a condiciones
ambientales y ecoldgicas diferentes.

Palabras clave: Magnoliaceae, Magnolia grandiflora, Respuesta metabodlica, Alcaloides, Metaboloma.
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CAPITULO 1

1 PROPIEDADES DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE
LA ANGIOSPERMA BASAL Magnolia grandiflora

1.1 INTRODUCCION

Las plantas y su historia evolutiva han sido un ejemplo claro de la constante adaptacion a las presiones
ambientales y la herbivoria y, por esta razon, las plantas se encuentran en practicamente todos los habitats
(Dey y Harborne, 1997). Dado este contexto, las angiospermas dominan especialmente la vegetacion de la
mayoria de los ecosistemas terrestres, con una importante diversificacién en el Cretéacico inferior hace
140 millones de afios (Crane et al. 1995). Las angiospermas muestran una flexibilidad de desarrollo y
evolucion, con estrategias adaptativas para crecer en diversas condiciones ambientales, dada por
modificaciones en sus caracteristicas morfolégicas, fisiol6gicas y bioquimicas (Dey y Harborne, 1997,
Feild et al. 2003). Un ejemplo son las especies que pertenecen a la antigua familia Magnoliaceae, dentro
de la cual encontramos a aquellas especies del género Magnolia, entre la que se distingue a Magnolia
grandiflora por su conocido nivel de acondicionamiento y adaptacion, asi como su alta representatividad.
El origen de la familia Magnoliaceae y la divergencia de sus subfamilias se remontan aproximadamente a
100 millones de afios en el Cretacico superior, lo cual refiere que sus estrategias adaptativas les ha
permitido predominar en los ecosistemas actuales (Dilcher y Crane, 1984). Las adaptaciones de las
plantas por medios bioquimicos en donde se involucra el metabolismo primario y secundario son de
interés debido a la produccion de compuestos secundarios que son utilizados por el hombre como
productos farmacéuticos, especias, pesticidas, estimulantes, perfumes, entre otros (Luckner, 1990, Dey y
Harborne, 1997, Taiz y Zeiger, 2010). Los metabolitos secundarios, en la mayoria de los casos, son
biosintetizados en respuesta a las presiones ambientales y ecoldgicas, como es el caso de los alcaloides.
Estos compuestos secundarios se encuentran en la mayoria de las plantas superiores y requieren
informacion genética para generarse participando asi en la adaptacion del organismo que los produce
(Dey y Harborne, 1997, Aniszewski, 2007, Arango, 2008). En este sentido, la flexibilidad quimica de los
alcaloides trae como consecuencia su amplia gama de actividades bioldgicas, como son sus propiedades
analgésicas, antivirales, antineoplasicas, antimicrobianas, antiparasitarias, biotdxicas, entre otras
(Aniszewski, 2007). Por lo anterior, el estudio holistico de aquellas especies del género Magnolia (i.e.,
Magnolia grandiflora), perteneciente a la primitiva familia Magnoliaceae, las cuales se encuentran
distribuidas en diferentes condiciones ambientales, permite establecer como varian los perfiles
metabolicos y la composicion alcaloidal en respuesta a los factores externos que estarian influyendo en la
planta. Bajo este proposito, cabe entender que se pueden establecer posibles quimiotipos metabélicos
ricos en alcaloides dependientes del ambiente.

1.2 CARACTERISTICAS DE LA FAMILIA MAGNOLIACEAE Y EL GENERO Magnolia L.

Es claro que las angiospermas han tenido un éxito adaptativo por ser las que dominan la vegetacion
terrestre con aproximadamente 352.000 especies existentes, mas que el resto de grupos de plantas
terrestres combinados. Por su parte, la familia Magnoliaceae se encuentra entre los principales grupos de



angiospermas y el género Magnolia L. es el principal dentro de la familia. La vigencia de estas plantas
primitivas esta dado en parte por las adaptaciones bioquimicas que pueden enfocarse en las variables
ambientales como son las sequias, salinidad, heladas, y toxicidad por metales pesados; o por la respuesta
de las plantas a otras formas de vida como las bacterias, hongos, insectos, moluscos y mamiferos de
pastoreo (Dey y Harborne, 1997, The Plant list, 2013).

Las plantas que pertenecen a la familia Magnoliaceae forman la base del desarrollo del grupo de las
angiospermas. Una de las caracteristicas que evidencia la antigiiedad de esta familia en el proceso
evolutivo es su estructura floral en donde los sépalos y pétalos no estan tan claramente diferenciados
como en la mayoria de las otras angiospermas (Gulz et al. 1992, Cicuzza et al. 2007). Por otra parte, el
registro fésil de la planta Archaeanthus proveniente del Cretacico medio, la sugiere como el ancestro
directo de la familia Magnoliaceae, lo que indica que esta familia presenta una larga historia evolutiva
(Dilcher y Crane, 1984). La familia Magnoliaceae se constituye de arboles y arbustos, reconociéndose
330 especies existentes en todo el mundo de las cuales la mitad se distribuye en el continente americano
(Vézquez-Garcia et al. 2015). Morfologicamente presentan hojas alternas y simples. Un androceo de
numerosos estambres dispuestos en espiral, un gineceo con multiples carpelos simples en espiral sobre un
eje alargado y tépalos separados. Flores solitarias bisexuales, raramente son unisexuales. Fruto formado
por foliculos libres o ligeramente unidos, semilla con exotesta roja a anaranjada (Chen y Nooteboom,
1993). Han sido numerosos los trabajos destinados a la clasificacion de esta familia y no se ha llegado a
un consenso definitivo. Sin embargo, el sistema de clasificacion que actualmente se acepta ubica a
Magnoliaceae en el clado basal Magnolidae y en el orden Magnoliales (Judd et al. 1999, APG liI, 2009).
Por anélisis de secuencia cloroplastica del gen ndhF se reconfirmé que esta familia se divide en dos
subfamilias: Liriodendroideae con un clado y la subfamilia Magnolioideae con 11 clados.
Adicionalmente, se reconoce Unicamente a los géneros Liriodendron L. y Magnolia L., 3 subgéneros y 12
secciones (Kim et al. 2001, Figlar y Nooteboom, 2004). En cuanto a su distribucién a nivel mundial, las
Magnolias se encuentran en diferentes lugares como son Asia, Norteamérica, Centroamérica y Suramérica
(Cicuzza et al. 2007). En Colombia se les encuentran en regiones de los Andes, Chocd, Amazonia,
Cundinamarca, Boyaca, Antioquia, Quindio, Arauca, Santander, Caldas, entre otros (Lozano, 1994).
Todas las especies de la familia Magnoliaceae presentes en Colombia pertenecen al género Magnolia L.
Por otro lado, las plantas pertenecientes a esta familia son de interés ornamental por la belleza de sus
flores y por el mejoramiento que aportan al paisaje urbano (Cicuzza et al. 2007, Garcia, 2007). Es por esta
razon que se les puede ver distribuidas en diferentes zonas de la capital Colombiana asi como en varios
escenarios urbanos del mundo.

En el género Magnolia L. se ha reconocido tres subgéneros: Magnolia, Yulania y Gynopodium (Figlar y
Nooteboom, 2004). La lista roja de Magnoliaceae registra 243 especies del género Magnolia L. (Cicuzza
et al. 2007). Este género se caracteriza por tener flores solitarias, bisexuales, tépalos de 9-21, carpelos de
muchos a pocos, 6vulos de dos rara vez cuatro o cinco (Kubitzki et al. 1993). Las especies de
Magnolia L. presentan una especiacion alopétrica en donde nuevas especies se forman como resultado del
aislamiento geografico y nuevas presiones de seleccidn. Las especies actuales del género Magnolia L. se
distribuyen en zonas templadas y regiones tropicales. En Asia se encuentran en India, Sri Lanka,
Indochina, Malasia, China, Corea, Jap6n y Nueva Guinea. En el continente americano se extienden desde
el norte de Estados Unidos hasta el sur de Brasil (Azuma et al. 2001, Cicuzza et al. 2007).



1.3 FITOCONSTITUYENTES DE LA FAMILIA MAGNOLIACEAE Y EL GENERO
Magnolia L.

Debido a que las adaptaciones bioquimicas involucran el metabolismo secundario, es importante
identificar la trascendencia que tienen los metabolitos secundarios en la adaptacion. Los metabolitos
secundarios se caracterizan por individualizar a las especies debido a que se pueden expresar
selectivamente en organismos Unicos o0 grupos de organismos especificos (Dey y Harborne, 1997,
Dewick, 2009). Las moléculas sintetizadas en el metabolismo secundario son, en su mayoria,
bioldgicamente activas, proporcionado efectos como defensa contra depredadores, competencia, agentes
colorantes, atrayentes, etc. La sintesis de metabolitos secundarios supone un bienestar para la planta que
los produce (Dewick, 2009). Adicionalmente, los metabolitos secundarios han demostrado relevancia por
estar relacionados a diversos aspectos de la ecologia, bioquimica, sistemética animal y vegetal, fisiologia
de plantas, estudios evolutivos, micologia, y quimica organica (Seigler, 1998). Dado esto, un instrumento
para comprender las adaptaciones bioquimicas de las plantas a través de la produccion de metabolitos
secundarios es una herramienta emergente conocida como metabol6mica, la cual ha permitido grandes
logros en la caracterizacion de las interacciones de los organismos con su entorno (Morrison et al. 2007).
La metaboldmica ha servido en las ciencias ambientales para entender la respuesta metabdlica por parte
de un organismo a estresores naturales como la temperatura, la salinidad, la limitacion de nutrientes, las
sequias, la radiacion, asi como a factores antropogenicos tales como la contaminacion (Kell y Oliver,
2004, Glass y Hall, 2008).

En las Magnoliaceas se han encontrado estructuras antioxidantes como los lignanos magnolol y honokiol
de uso farmacéutico y alimenticio. También estructuras con propiedades antimaléricas, antiplaquetarias,
antiinflamatorias y citotoxicas (Veldsquez y Serna, 2005). Hegnauer (1969, 1990), analizd las
caracteristicas quimicas de la familia Magnoliaceae encontrando una ocurrencia general de lactonas
sesquiterpénicas que pertenecen a los grupos germacranolidos, eudesmanolidos, elemanolidos vy
guayanolidos. En las hojas reportaron compuestos fendélicos representados principalmente por flavonoles,
procianidinas y el &cido cafeico. Los lignanos y neolignanos se han generalizado en la familia y
representan al menos 12 tipos estructurales diferentes. También reportaron compuestos cianogénicos
derivados de tirosina en la planta Liriodendron tulipifera (taxifolina y triglochinina) y en Magnolia
sprengeri (taxifolina).

En el género Magnolia L. se han aislado una serie de compuestos secundarios entre los que se cuentan
alcaloides en 23 especies, flavonoides en 21 especies, lignanos y terpenoides en 16 especies, y
neolignanos en 17 especies. Los compuestos anteriormente nombrados se han encontrado en estructuras
tales como corteza, hojas, flores, semillas y raices (Nitao et al. 1991, Azuma et al. 1997, Luo et al. 2001).
El honokiol y magnolol son las principales moléculas que se encuentran en la mayoria de taxones de
Magnolia L., cuya principal utilidad esta relacionada al tratamiento de cancer y como biopesticidas (Koo
et al. 2001, Martinez et al. 2006). Por ejemplo, el compuesto bioactivo honokiol ha sido obtenido de
varias especies como son M. officinalis, M. obovata y M. grandiflora. Dentro de propiedades biol6gicas
adicionales atribuidas al honokiol, se incluyen su actividad como antiarritmico, antiinflamatorio,
antitrombocitopénico, antiangiogénesis, antitumoral, antioxidante, ansiolitico, antimicrobiano, antifungico
y antiviral sobre el virus de la inmunodeficiencia humana (Arora et al. 2012).
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1.4 CARACTERISTICAS DE LA ESPECIE Magnolia grandiflora

La especie Magnolia grandiflora perteneciente a la familia Magnoliaceae y objeto de estudio en el
presente trabajo, es nativa del sudeste de los Estados Unidos y se cultiva en zonas subtempladas alrededor
del mundo. Esta especie es un arbol de hoja perenne que se caracteriza por cubrirse en el envés de una
pelusa de color marrén rojizo. Los arboles pueden alcanzar alturas de hasta 30 metros, con ramas que
forman una densa corona piramidal y flores blancas, grandes, vistosas y fragantes (Lim, 2014). Esta
especie puede crecer en sombra parcial o a pleno sol, tiene una tolerancia a la sequia moderada, prefiere
los suelos acidos pero puede llegar a admitir suelos ligeramente alcalinos. No resiste las inundaciones y
las heladas. Tiene buena tolerancia a la salinidad del suelo. Presenta una sensibilidad aceptable al ozono y
la salud del arbol, a largo plazo por lo general, no se ve afectado por plagas. Aunque se presenten
infestaciones, los arboles logran crecer fuertes pero puede ser antiestético. El gorgojo del tulipan alamo
(gorgojo de sasafras), se alimenta como un minador de la hoja cuando son jévenes y cuando son adultos
dejan agujeros en la estructura foliar (Gilman y Watson, 1994). Por otra parte, M. grandiflora puede verse
afectada por enfermedades producidas por hongos como el moho negro que cubre las hojas y es causado
por Meliola amphitrichia, Meliola magnoliae, Trichodothis comata e Irene araliae. También puede
presentar el tizon de la hoja causado por el hongo Ceratobasidium stevensii. La hoja de costra, causado
por el hongo Elsinoé magnoliae. El punto de alga en donde las ramas y hojas son infestadas por la alga
Cephaleuros virescens dejando parches de color marrén rojizo aterciopelados. El tizon bacteriano que
provoca manchas en las hojas de M. grandiflora, la cual también es susceptible al marchitamiento
causado por Verticillium albo-atrum. Por otra parte esta planta se ve afectada por la invasion de una
especie de acaros eriofidos que le causan crecimientos anormales (Gilman y Watson, 1994, Hartman et al.
2000).

1.5 FITOCONSTITUYENTES DE LA ESPECIE Magnolia grandiflora

En la especie M. grandiflora se han identificado varias clases de compuestos, entre ellos los
sesquiterpenoides (El-Feraly y Chan, 1978, Yang et al. 1994, Ganzera et al. 2001, Luo et al. 2001, Hong
et al. 2007), cumarinas (Yang et al. 1994), fenilpropanoides (Clark et al. 1981), lignanos (Schuhly et al.
2009), glucosidos (Rao y Juneau, 1975), alcaloides (Rao, 1975, Ziyaev et al. 1999), entre otros.

1.5.1 Fitoquimicos de las hojas de M. grandiflora

Los fitoquimicos mas representativos reportados como aislados de las hojas de M. grandiflora
fueron los alcaloides anonaina, liriodenina, magnoflorina y lanuginosina (Tomita y Kozuka,
1967, Mohamed et al. 2010). Los alcaloides remerina y liriodenina fueron aislados de hojas
maduras y en ramas joévenes encontraron la liriodenina (Ziyaev et al. 1999). También reportan
lactonas sesquiterpénicas como el partendlido y costundlido, y el sesquiterpeno triciclico
ciclocolorenona (Castaneda-Acosta et al. 1995). Analisis cuantitativos de diferentes muestras de
M. grandiflora muestran que el partendlido es la lactona sesquiterpénica dominante con
concentraciones desde 0.019% en el fruto a 0.335% en hojas (w/w) (Ganzera et al. 2001).
Muestras de hojas artificialmente dafiadas mostraron compuestos volatiles (en pg/ 12 h/100 cm?
area foliar) en donde dominaban los sesquiterpenos, especialmente B-elemeno (7.65), a-
bisaboleno (6.23), biciclogermacreno (7.65), cariofileno (2.73), y-cadineno (2.50) y (E)-4,8-
dimetil-1,3,7 -nonatrieno (2.48). En contraste, con muestras de hojas no dafiadas, no se producian
estos compuestos de terpenos en cantidades apreciables. Otros volatiles menores reportados,
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incluian los monoterpenos: B-mirceno (0.24), limoneno (0.09), el alifatico (2)-3-Hexenol (0.30) y
4 compuestos desconocidos (Azuma et al. 1997). En otro anélisis reportan que se separ0 e
identifico 48 constituyentes a partir de los componentes volatiles de hojas frescas de M.
grandiflora en donde los principales incluian los terpenos y-elemeno (15.67%), 2,6-dimetil -
6.biciclo [3.1.1]hept-2-ene (11.60%), cariofileno (9.03%), isocariofileno (4.92%) y espatulenol
(6.51%) (Wang et al. 2009). En el aceite esencial de las hojas se encontraron principalmente
componentes tipo terpeno como el B-elemeno (13.6%), B-pineno (23%) y a-pineno (6.3%)
(Rehman et al. 2013).

Fitoquimicos de las cortezas y madera de M. grandiflora

En cuanto a los fitoquimicos reportados en los tallos de M. grandiflora, se identifico el alcaloide
magnoflorina del tipo aporfinoide en las cortezas (Nakano, 1954b, 1954c). En la madera aislaron
alcaloides como la anolobina, anonaina, N-nornuciferina y liriodenina (Tomita y Kozuka, 1967).
En la planta en general encontraron alcaloides como la magnoflorina y la salicifolina (Tomita et
al. 1961). A partir de extractos alcohélicos de madera aislaron un alcaloide con estructura de tipo
amonio cuaternario, este principio fenolico cuaternario toxico era la menisperina, tres glicésidos
(magnolidina, magnolenina y magnosidina), asi como los alcaloides magnoflorina y candicina de
la corteza (Rao, 1975). Las lactonas sesquiterpenicas costunoélido, partendlido y 1,10-
epoxipartenélido fueron aislados de la corteza del tallo (Ahmed y Adeglegaleil, 2005).

Fitoquimicos de las flores de M. grandiflora

En las flores de M. grandiflora se han aislado principalmente compuestos monoterpenoides y
sesquiterpenoides producidos por la via del mevalonato. También acetogeninas por via del etilo-
malonato y fenilpropanoides por la via del shikimato (Yasukawa et al. 1992). En los pétalos
aislaron un sesquiterpeno denominado vulgarenol (Del Valle-Mondragon et al. 2007). En el
aceite esencial de la flor encontraron 28 constituyentes de los cuales 3 eran monoterpenos
hidrocarbonados (3.9%), 14 sesquiterpenos hidrocarbonados (80%), 7 sesquiterpenos oxigenados
(13.5%) y 4 componentes de cadena larga (2.7%) (Garg y Kumar, 1999). Entre estos, 17
constituyentes fueron identificados y el p-cariofileno (34.8%) fue el principal componente en el
aceite esencial. También se encontraron como componentes abundantes en el aceite esencial
floral la ciclocolorenona (39.6%), el biciclogermacrano (25.2%), el germacreno D (23.8%),
acetato isobornilo (16.0%), metil miristato (15.3%), B-pineno (14.6%), B-elemeno (12.8%),
(2Z,6E)-farnesol (15.0%) y (2E,6E)-farsenol (12.5%) (Davé et al. 2011).

Fitoquimicos de las semillas de M. grandiflora

En semillas de M. grandiflora se han aislado principalmente el magnolol, honokiol y 4-O-
metilhonokiol a partir de extractos crudos de aceite de semillas (Schihly et al. 2009). EI 4-O-
metilhonokiol fue el mayor neolignano encontrado en los extractos de semilla (10%), seguido por
el magnolol, el honokiol y el 4-mono-O-metilhonokiol (Rao y Davis, 1982). A partir de extractos
de aceite esencial de semillas se identificaron 16 compuestos que incluian 40.91% de terpenos,
13.97% de esteres, 13.05% de compuestos nitrogenados y 3.64% de acidos (Luo et al. 2012).
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1.6 CLASIFICACION DE LOS ALCALOIDES

Los metabolitos secundarios o productos naturales se dividen en tres grupos principales segln su ruta
biosintética: los terpenos, los compuestos fendlicos y los compuestos secundarios que contienen nitrégeno
(Hoffmann, 2003, Sinha, 2004). En este ultimo grupo se encuentran los alcaloides que son biosintetizados
a partir de aminodacidos y su importancia bioldgica se relaciona con el hecho de que el metabolismo de
alcaloides esta codificado genéticamente, en donde han aislado mas de 30 genes que codifican las
enzimas implicadas en la sintesis de estos compuestos. Por ejemplo, en el caso de los alcaloides de nicleo
quinolizidina, al eliminar completamente la expresion de estos compuestos en Lupino por medio de
mutagénesis dirigida, se llevé a la muerte de la planta. Ademas, los alcaloides quinolizidinicos son
capaces de modificar sus configuraciones quimicas estructurales bajo condiciones variantes de pH celular.
Lo anterior sugiere que los alcaloides son importantes para la actividad celular dependiente del genotipo,
reflejando que los alcaloides cumplen su funcion en relacion con familias de genes que se activan en
respuesta a un estimulo ambiental o estrés, para expresar enzimas que promuevan la sintesis de estos
compuestos secundarios. Asi mismo, los alcaloides pueden tener actividad biolégica diferente en diversas
condiciones celulares y en diferentes receptores, pero todo este proceso tiene que ser regulado por control
genético (Wysocki et al. 2001, Chung et al. 2003, Aniszewski, 2007). En relacion con las angiospermas
gue han co-evolucionado con los animales polinizadores, lo cual ha contribuido con la diversidad genética
vegetal para ocupar diferentes ecosistemas, los alcaloides han favorecido dicha
co-evolucidn por la interdependencia entre la quimica vegetal y animal (Benson et al. 1976, Leonardo y
Mondor, 2006, Sadava et al. 2008). Estos metabolitos se encuentran principalmente en vegetales,
especialmente en plantas superiores y en mas de 100 familias de Fanerégamas (gimnospermas y
angiospermas). Por otra parte, se han caracterizado mas de 27000 alcaloides diferentes de los cuales
21000 son de plantas (Arango, 2008, Dewick, 2009).

Los alcaloides se clasifican generalmente por sus precursores moleculares basados en la via bioldgica
utilizada para construir la molécula. Desde el punto de vista estructural, los alcaloides se dividen seguln
sus formas y origenes en tres tipos principales: alcaloides verdaderos, protoalcaloides y pseudoalcaloides.
Los alcaloides verdaderos y los protoalcaloides derivan de aminodcidos, mientras que los
pseudoalcaloides no derivan de estos compuestos. Asi mismo, los alcaloides se clasifican a menudo de
acuerdo con la naturaleza de la estructura que contiene nitrogeno por ejemplo pirrolidina, piperidina,
quinolina, isoquinolina e indol, entre otros (Aniszewski, 2007, Dewick, 2009).

1.6.1 Alcaloides verdaderos

Los alcaloides verdaderos derivan de aminoacidos y comparten un anillo heterociclico con
nitrégeno. Son altamente activos con propiedades bioldgicas incluso en dosis bajas. Los
alcaloides de este tipo pueden ocurrir en las plantas en estado libre, en forma de sales y como
amina-N-oxidos. Se producen en un nimero limitado de especies y familias. Los 4tomos de
nitrégeno en los alcaloides proceden del aminoacido, y en general el esqueleto de carbono del
aminoécido precursor es en gran parte retenido intacto en la estructura del alcaloide, aunque el
carbono del &cido carboxilico se pierde mediante descarboxilacién. Los precursores primarios de
los alcaloides verdaderos son los aminoécidos tirosina, ornitina, lisina, &cido antranilico,
triptéfano, histidina y acido nicotinico. Los bloques de construccion como el acetato (Acetil
CoA), el shiquimato, o el mevalonato metil eritritol fosfato son también incorporados en las
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estructuras de los alcaloides. Dentro de los alcaloides verdaderos se encuentran la cocaina, la
quinina, la dopamina, la morfina, entre otros (Aniszewski, 2007, Dewick, 2009).

Los Protoalcaloides

Los protoalcaloides son compuestos en los que el &omo de nitrégeno deriva de un aminoacido
pero no presentan un atomo de nitrégeno heterociclico, como en el caso de los alcaloides
verdaderos. Tales alcaloides incluyen compuestos derivados de tirosina y triptéfano. Este tipo de
alcaloides tienen un anillo cerrado, siendo alcaloides perfectos pero estructuralmente simples.
Dentro de estos tipos de alcaloides se encuentran una minoria como la hordenina, la mescalina y
la yohimbina (Aniszewski, 2007, Dewick, 2009).

Los Pseudoalcaloides

Los pseudoalcaloides son compuestos con esqueletos basicos de carbono pero que no derivan de
aminodcidos. Tienen un anillo heterociclico con nitrégeno que no se obtiene de aminoacidos
directamente. Este grupo de alcaloides adquieren sus atomos de nitrégeno a través de reacciones
de transaminacion introduciendo s6lo el nitrogeno de un aminoécido, mientras que el resto de la
molécula deriva del acetato o shiquimato, o también pueden provenir de terpenoides o esteroides.
Las reacciones de transaminacién por lo tanto estdn conectadas con las vias de los precursores o
los post-cursores (derivados de proceso de degradacion) de aminoacidos. Dentro de este grupo se
encuentran la efedrina, cafeina, teobromina, pinidina y capsaicina (Aniszewski, 2007, Dewick,
2009).

Alcaloides derivados de la Tirosina

Dentro de los alcaloides provenientes de la tirosina que tienen anillo heterociclico con nitrégeno
se encuentran las aminas simples o fenil etil aminas, las isoquinolinas simples, los derivados
bencilisoquinolinas: tales como las bencilisoquinoleinas (BIQ), los alcaloides morfinanos y los
aporfinoides (Arango, 2008, Dewick, 2009).

Bencilisoquinoleinas

En este grupo se hallan las bencilisoquinolinas simples (BIQ), benciltetrahidroisoquinolinas
(BTHIQ) vy las bisbenciltetrahidroisoquinolinas (BBTHIQ). Estos compuestos son derivados del
acido shiquimico presentando patrones de oxidacion caracteristicos. Las bencilisoquinolinas se
biosintetizan a partir de dos moléculas de tirosina en donde una se descarboxila y se presenta una
transaminacion, luego el aldehido formado con la amina se condensan por la reaccion tipo
Mannich para formar la reticulina (Herbert, 1985, Bermejo et al. 1995) como se observa en la
figura 1.
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Figura 1 Biosintesis de la reticulina
(Tomada de Arango, 2008)

Por su parte, las BBTHIQ con las BTHIQ representan mas de 400 estructuras que se encuentran
en familias como las Menispermaceae, Ranunculiaceae, Berberidaceae, Monimiaceae,
Annonaceae y Laureaceae. Los compuestos BBTHIQ dependen del tipo de enlace o puente
(bifenilico o de tipo éter), segin el nimero de puentes (mono, di o tripuente), segin el tipo de
sustitucion y la presencia de dos centros asimétricos, aumenta la complejidad de los compuestos.
Dentro de estos compuestos bisbencilisoquinoleicos se encuentran los curares que comprenden la
tubocurarina (Arango, 2008, Dewick, 2009).

Alcaloides morfinanos

Los alcaloides morfinanos exclusivos del género Papaver, se clasifican en cuatro grupos: morfina
(morfina, tebaina, codeina), papaverina o Bencil Iso Quinoleina (BIQ), narcotina o noscapina:
Bencil Tetra Hidro Iso Quinoleina (BTHIQ) y la narceina. La biogénesis de estos alcaloides es a
partir de la reticulina en donde se gira la molécula por una linea imaginaria entre el metoxilo en 2
y el carbono en 6 que es vecino del nitrdgeno, luego presenta un acoplamiento oxidativo de
fenoles para formar el nicleo fenantrénico (Arango, 2008) como se observa en la figura 2.
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Figura 2 Biosintesis de alcaloides derivados de morfina
(Tomada de Arango, 2008)

1.6.4.3 Aporfinoides

El término aporfinoide incluye las aporfinas ampliamente distribuidas y sus derivados como
aporfinicos, oxoaporfinicos y fenantrenicos (Guinaudeau et al. 1975, Cavé et al. 1986, Dewick,
2009). El aporfinoide esta ligado a la morfina que por un re-arreglo estructural en medio acido,
genera la apomorfina que es una aporfina hemisintética. La apomorfina le dio el nombre a los
aporfinoides y se ha reportado que hay mas de 600 estructuras de este tipo que se encuentran en
familias del orden de las Magnoliales como la Lauraceae, Menispermaceae, Monimiaceae y
Magnoliaceae, entre otras (Arango, 2008). Los aporfinoides pueden ser biosintetizados a partir de
benciltetrahidroisoquinolinas (coclaurina o reticulina) a partir de un acoplamiento oxidativo
directo o por reagrupamiento dienona-fenol en donde se forma el intermediario proaporfinol, y al
realizar otro reagrupamiento dienol-benceno se consigue los aporfinoides no sustituidos en el
anillo D (Shamma y Guinaudeau, 1984), lo cual se observa en la figura 3. Dentro de los
aporfinoides se contemplan las aporfinas y sus derivados tales como las oxoaporfinas, dioxo 4,5
aporfinas, dehidroaporfinas, azaantraquinonas, azafluorenonas y los dimeros bisaporfinas
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(Guinaudeau et al. 1975, Cavé et al. 1986). En la figura 4 se observa las estructuras de los

derivados de las aporfinas.

benciltetrahidroisoquincleina

Figura 3 Biosintesis de alcaloides aporfinicos
(Tomada de Shamma y Guinaudeau, 1984: citado en Arango, 2008)
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(Tomada de Arango, 2008)
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1.7 ALCALOIDES DE M. grandiflora Y SUS PROPIEDADES BIOACTIVAS
En la tabla 1, se registra los alcaloides que han sido reportados para la especie M. grandiflora

Tabla 1 Alcaloides reportados para la especie M. grandiflora

Alcaloide Parte de la planta Referencia
Anonaina Hoias v maderas Tomita y Kozuka, 1967, Mohamed
1asy et al. 2010

Tomita y Kozuka, 1967, Ziyaev et
al. 1999, Mohamed et al. 2010
Nakano, 1954b, 1954c¢, Tomita et al.
Magnoflorina Hojas, cortezas, planta en general 1961, Tomita y Kozuka, 1967, Rao,
1975, Mohamed et al. 2010

Tomita y Kozuka, 1967, Mohamed

Liriodenina Hojas, ramas (maderas)

Lanuginosina Hojas et al. 2010

Remerina Hojas Ziyaev et al. 1999

Anobolina Maderas Tomita y Kozuka, 1967
N-nornuciferina Maderas Tomita y Kozuka, 1967
Salicifolina Raices, Planta en general Nakano, 1954a, Tomita et al. 1961
Menisperina Maderas Rao, 1975

Candicina Raices y cortezas Nakano, 1954a, Rao, 1975

En las figuras 5 se observan las estructuras quimicas de los alcaloides identificados en la especie
M. grandiflora.

Figura 5. Alcaloides aislados de M. grandiflora

Anonaina (1), liriodenina (2), magnoflorina (3), lanuginosina (4), remerina (5),
salicifolina (6), candicina (7), anolobina (8), N-nornuciferina (9), menisperina (10)
(Tomado de Pubchem, 2016)

En la tabla 2 se sintetiza a partir de los alcaloides de M. grandiflora reportados, de qué tipo son y que
propiedades bioactivas poseen.
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Tabla 2 Alcaloides de M. grandiflora y sus propiedades bioactivas

Alcaloides Tipo de alcaloide Propiedades bioactivas Referencias
Actividad citotdxica contra la linea
celular del carcinoma hepatocelular
(HepG2) y células Hel a en ratones.
Vasodilatador. Antibacteriano contra
Bacillus cereus, Escherichia coli, Tsai et al. 1989, Martinez
Micrococcus sp., Staphylococcus et al. 1992, Chulia et al.
S aureus y Staphylococcus epidermidis. 1995, Mohamed et al.
Anonaina Isoqu_lno_llnlco tipo Antifangico contra Trichophyton 2010, Chen et al. 2011,
aporfinoide . ;
rubrum y Microsporum gypseum. Graziose et al. 2011,
Antioxidante. Anticancerigeno contra Martinez-Vazquez et al.
las células del cancer de pulmon 2012
humano (H1299). Efectos
antidepresivos. Antiplasmaodico y
toxicidad selectiva contra Plasmodium
falciparum
Actividad citotéxica y anticancerigeno
contra las células CAOV-3 del cancer than et al.h2002, Pylo et
de ovario humano. Antiplasmédico al. 2003, Chang et al.
. . Isoquinolinico tipo contra Plasmodium falciparum. 2004, Rahman et al. 2005,
Liriodenina Mohamed et al. 2010,

Magnoflorina

Lanuginosina

Remerina

Salicifolina

Candicina

aporfinoide(oxoaporfina)

Isoquinalinico tipo
aporfinoide

Isoquinolinico tipo
aporfinoide
(oxoaporfina)

Isoquinolinico tipo
aporfinoide

Protoalcaloide

Protoalcaloide (deriva de
la tirosina)

Antidepresivo. Antimicrobiano contra
bacterias Gram positivas. Antifingico.
Anti-arritmico. Antiviral. Anti-
plaquetario

Actividad citotdxica contra la linea
celular del carcinoma hepatocelular
(HepG2) y la linea celular del tumor
cerebral (U251). Antifingico contra
Penicillium avellaneum. Antioxidante.
Hipocolesterolémico. Anticoagulante.
Antitrombético. Antihistaminico.
Antiinflamatorio. Anti-leishmania.
Insecticida. Antibacteriano

Actividad citotdxica contra la linea
celular del carcinoma hepatocelular
(HepG2) y la linea celular del tumor
cerebral (U251). Inhibidor de la
agregacion plaquetaria.
Antitripanosémico al inhibir la forma
tripomastigote del Trypanosoma cruzi
Actividad vasodilatadora. Efecto
relajante sobre la musculatura lisa.
Incrementa las energias esenciales del
cuerpo

Alivia la congestion nasal, sinusitis,
rinitis, coriza, dolor de cabeza y
vértigo. Antihipertensivo, ténico para
tratar la malaria y causa aborto
espontaneo

Actividad como estimulante de los
ganglios autdnomos, bloqueador
neuromuscular del tipo despolarizante.

Graziose et al. 2011,
Martinez-Vazquez et al.
2012, Nordin et al. 2015

Kosar et al. 2008, Chen et
al. 2009, Mohamed et al.
2010, Weerakkody et al.
2010, Sharmeen et al.
2012

Zhou et al. 2011,
Mohamed et al. 2010

Huang, 1999, Valiente et
al. 2004

Duke y Ayensu, 1985,
Chiu y Chang, 1995,
Huang, 1999

Deguchi et al. 1963,
Huang, 1999
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Antibacterial, estimula la actividad
fagocitica de los leucocitos, tratamiento
para la disenteria

Anolobina Isoqu_lno_lmlco tipo Actividad in vitro antlpl_asmodlal Fadaeinasab et al. 2015
aporfinoide contra Plasmodium falciparum
I Isoquinolinico tipo Actividad como antidepresivo y Zelenski, 1977, Martinez-
N-nornuciferina L . X f
aporfinoide antimicrobial Véazquez et al. 2012

Actividad citotdxica frente a linea
celular VERO que procede de células
Isoquinolinico tipo del rifidn de mono verde Cercopithecus
aporfinoide cuaternario aethiops y efecto antitumoral sobre la
linea celular HEP-2 del carcinoma
epidermoide laringeo humano

Menisperina Rojas et al. 2004

En la tabla 2 se puede observar que ocho alcaloides de los diez reportados como aislados de
M. grandiflora son isoquinolinicos del tipo aporfinoide y, dentro de ellos, dos son oxoaporfinas. Los otros
dos alcaloides son del tipo protoalcaloides. La principal propiedad bioactiva reportada de estos alcaloides
es la actividad citotdxica sobre lineas celulares cancerigenas, esta propiedad esta presente en la anonaina,
liriodenina, magnoflorina, lanuginosina y menisperina. La actividad antimicrobiana que incluye las
propiedades antibacterianas, antifingicas y antiparasitarias estan presentes en varios de los alcaloides de
M. grandiflora. La anonaina y la magnoflorina tienen actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos
y parasitos, siendo reportada la magnoflorina como anti-leishmania. La liriodenina por su parte, es el
Unico alcaloide reportado para M. grandiflora que tiene un efecto antiviral. En cuanto a la actividad
antiparasitaria; liriodenina, anonaina y anolobina comparten el efecto antiplasmédico contra Plasmodium
falciparum, mientras que el alcaloide salicifolina no tiene un efecto contra el Plasmodium sino es usado
como tonico para tratar los sintomas durante la malaria. La lanuginosina es la Gnica que tiene un efecto
antitripanosémico contra Trypanosoma cruzi que causa la enfermedad de Chagas. Otras propiedades
bioactivas que se presentan, favorecen al sistema cardiocirculatorio como son los efectos vasodilatadores
de anonaina y remerina; efecto antihipertensivo de la salicifolina, antiarritmico de la liriodenina, e
hipocolesterolémico de la magnoflorina. La liriodenina, lanuginosina y magnoflorina comparten la
actividad de evitar la formacion de trombos, bien sea alargando el tiempo en que se forma el coagulo o
evitando que se agrupen las plaquetas que forman el coagulo. Estan los efectos antihistaminicos presentes
en magnoflorina y salicifolina; y el efecto antidepresivo caracteristico de anonaina, liriodenina y N-
nornuciferina. La anonaina y magnoflorina son los Unicos de este grupo de alcaloides reportados que
tienen un efecto antioxidante. Por Gltimo, la candicina se caracteriza por ser un blogueador neuromuscular
y estimular la actividad fagocitica de los leucocitos. En definitiva, la magnoflorina, la anonaina y la
liriodenina son los principales alcaloides aporfinoides dentro de los reportados para M. grandiflora debido
a su amplia gama de propiedades bioactivas.

Con la revision realizada de la familia Magnoliaceae, el género Magnolia y la especie M. grandiflora, se
considerd en el presente trabajo un estudio que permita describir la variacion de los perfiles metabolicos y
la composicion alcaloidal, debido a la historia evolutiva de esta planta por ser una angiosperma basal y
por su adaptabilidad desde las modificaciones bioquimicas a los cambios ambientales y ecol6gicos. Asi
mismo, por los reportes de alcaloides aporfinoides en la especie M. grandiflora y al ser los alcaloides
moléculas activas en las interacciones evolutivas por tener su biosintesis bajo regulacion genética, son los

20



compuestos secundarios adecuados para identificar quimiotipos que puedan resultar en respuesta a
diferentes condiciones ambientales o ecoldgicas.
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CAPITULO 2

2 IDENTIFICACION DE LAS VARIACIONES DEL
METABOLOMA POR MEDIO DEL ANALISIS POR HPLC-
DAD-MS DE HOJAS Y CORTEZAS DE Magnolia grandiflora

EN DIFERENTES AMBIENTES

2.1 INTRODUCCION

Las tecnologias 6émicas de alto rendimiento como la metabolémica, protedmica, transcriptomica, y
gendmica, han proporcionado una enorme cantidad de datos que permiten comprender complejidades
fundamentales de la vida (Morrison et al. 2007). Con la metaboldémica se puede analizar (0 medir) todos
los metabolitos presentes (metaboloma) de una célula o muestra de manera absoluta o relativa. Por medio
de técnicas de perfilado, como la cromatografia liquida de alta resolucion acoplada a espectrometria de
masas (HPLC-DAD-MS), se consigue medir dichas cantidades relativas o absolutas de los componentes
de una muestra y el nimero de componentes medidos dependerd de la resolucién del sistema
cromatografico y su especificidad. Respecto a esto, un espectrémetro de masas puede ser altamente
especifico y utilizado para identificar los elementos quimicos que componen una muestra bioldgica
(Halket et al. 2004). Esta nueva disciplina entre las émicas tiene un amplio rango de aplicaciones que
incluyen la investigacion basica y clinica, el desarrollo farmacéutico, la toxicologia medioambiental, la
optimizaciéon de cultivos y la ciencia alimentaria (Agilent, 2010). Los campos de aplicacion de la
metabolémica van desde la agricultura (con la mejora en el diagnostico y rendimiento de cosechas), hasta
la industria farmacéutica con el desarrollo de farmacos, siguiendo con las aplicaciones medioambientales
(referente a los metabolitos relacionados con estresores del ambiente) y la industria de alimentos aplicado
al valor nutricional de los metabolitos (Abadia y Alvarez, 2009). Por su parte, los compuestos fenélicos
(uno de los grupos mas grandes de metabolitos secundarios y ampliamente distribuidos en plantas)
proceden biogenéticamente de dos rutas metabdlicas: la ruta del &cido shiquimico y la ruta del acido
acético (Scalbert y Williamson, 2000, Sanchez-Moreno, 2002). Por la via del Shigquimato, se obtiene la
biosintesis de los aminoacidos aromaticos L-fenilalanina, L-tirosina y L-triptéfano en bacterias, hongos y
plantas. En plantas superiores, la via del shiquimato es comun para la formacion de una serie de
metabolitos secundarios como los alcaloides, cumarinas, flavonoides, precursores de lignina, derivados de
indol y otros compuestos fenolicos (Gilchrist y Kosuge, 1980, Dewick, 2009). Al compartir los
compuestos fendlicos y los alcaloides la misma ruta biosintética, la cuantificacion de fenoles en los
extractos etanolicos de hojas y cortezas de M. grandiflora, proporciona informacion util para discriminar
el metabolismo expresado en el marco de un modelo supervisado en el andlisis estadistico multivariado.
Este andlisis supervisado con la cuantificacion de fenoles como variable continua, permite diferenciar por
consiguiente el cambio en el metaboloma de los extractos etandlicos con base a mayor o menor cantidad
de fenoles presentes en las muestras (Goodacre et al. 2004, Talavera-Bustamante et al. 2013). Para
evaluar los cambios en los perfiles metab6licos se implementé el estudio en dos tipos de ambientes, los
cuales se establecieron usando como criterio principal la contaminacion del aire por emisiones
provenientes del parque automotor. Como los vehiculos de transporte publico y de carga funcionan con
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motores diésel, esto trae como consecuencia que sea la principal fuente de altas concentraciones de
material particulado. Las particulas suspendidas se depositan sobre las superficies vegetales provocando
reduccion de la fotosintesis y esto conlleva a alteraciones en los procesos metabdlicos de las plantas
(Mudd y Kozlowski, 1975, Giraldo y Behrentz, 2006). Dado lo anterior, se establecieron dos ambientes
segun la proximidad con el parque automotor. Por lo tanto, como la especie M. grandiflora es una
angiosperma basal capaz de acondicionarse a diversos ambientes, la cual se encuentra ampliamente
distribuida en diferentes locaciones de Bogotéa (segun el levantamiento de informacién obtenido por el
Jardin Botanico José Celestino Mutis), el presente trabajo empled por consiguiente esta planta como
objeto de estudio, para identificar/establecer, por perfilado metabdlico, como varia el metaboloma en
respuesta a diferentes condiciones ambientales y ecolégicas.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Recoleccion del material vegetal

Se hizo un disefio experimental factorial de 1x2x2x9, en donde el primer factor fue la planta Magnolia
grandiflora. El segundo factor fueron las dos partes de la planta (hojas y cortezas). El tercer factor fueron
dos ambientes establecidos por: 1) un ambiente mediamente perturbado que corresponde a los arboles de
M. grandiflora ubicados en jardines o parques, y 2) un ambiente altamente perturbado que corresponde a
los arboles de M. grandiflora ubicados en separadores viales, interconexiones o sobre vias con alto trafico
vehicular. El cuarto factor fueron los nueve sitios de muestreo por cada ambiente para un total de 18 sitios
muestreados. Por cada sitio muestreado se registrd las coordenadas geograficas y descripcion de la
condicién de los arboles. En la tabla 3 se observa los datos registrados para cada sitio de colecta.

Se realizaron dos réplicas en el tiempo, con una diferencia promedio de dos meses entre réplicas. La
seleccidn de los sitios de muestreo se realiz6 a través de la informacion de levantamiento reportada por el
Jardin Botanico José Celestino Mutis y mediante salidas de campo. Para las muestras se escogié un arbol
al azar en los diferentes sitios seleccionados y ese mismo arbol fue muestreado para las dos réplicas en el
tiempo. Se utilizd una desjarretadora para colectar las ramas y las hojas, las cuales se guardaron en bolsas
ziploc debidamente rotuladas con fecha, tipo de ambiente y sitio. Se tom6 muestras de diferentes zonas de
la planta para abarcar toda el area del arbol. Un espécimen testigo de cada sitio fue colectado para
incluirlo en el Herbario Nacional Colombiano para su debida clasificacion y asignacion de nimero de
coleccion. Finalmente las muestras fueron transportadas al laboratorio de Quimica Bioorganica de la
UMNG.

Tabla 3 Informacion de los sitios muestreados segin el microambiente

Ambiente  Sitio Coord’enadas Descripcion del arbol
geogréaficas ]
AP 1. Av. esperanza N 4°39°26.7"’ Arbol de 5.50 m de alto aproximadamente,
calle 24 - Kra69 D W 74°06°49.4" lesiones clordticas en hojas
2 Carrera 74 B con calle Arbol de 5 m de alto aproximadamente, lesiones
' . N 4°39°46.0”’ cloroticas en hojas, invadido por un eucalipto que
MP 23 Parque Canal Boyacé on— ’s .
- - W 74°07°20.6 se apoya en la copa del &rbol y obstruye la
(Barrio Modelia) N
radiacion
AP 3. Interconexion Av. N 4°39°33.0’ Arbol de 4 m de alto aproximadamente, manchas
esperanza calle 24 con Av. W 74°06°53.8”’ grisaceas y cafés en hojas
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AP

AP

AP

AP

MP

AP

AP

MP

MP

MP

AP

MP

MP

MP

MP

Boyaca al norte. (Sector
Carlos Lleras Restrepo)

4. Interconexion Av. calle
26 con Av. Kra 68 al sur
5. Av. Kra 68 con calle 63
(Frente al Coliseo Cubierto
El Salitre)

6. Av. Boyaca con calle
134 (separador vial)

7. Av. carrera 19 con calle
116 (separador vial)

8. Carrera 6 A con calle
114 Parque Usaquén
Sector 2 (Hacienda Santa
Barbara)

9. Interconexion Autopista
Norte con Av. calle 100 al
sur

10. Av. calle 80 con
carrera 68h (frente a la
estacion de Transmilenio
Av. 68)

11. Biblioteca Publica
Virgilio Barco. (Hacia la
transversal 59 A)

12. Parque de los Novios.
Av. Calle 63

13. Parque del
Renacimiento. Avenida el
Dorado con Carrera 19B
14. Calle 66 con carrera 69
(Barrio Estrada)

15. Parque Francia. Calle
106 con carrera 15

16. Humedal Santa Maria
del Lago

17. Parque Simén Bolivar.
(Hacia la carrera 60)

18. Jardin Botanico José
Celestino Mutis.

N 4°39°18.9”
W 74°06°11.5”’

N 4°39°56.2”’
W 74°05’39.6”’

N 4°43°35.6”’
W 74°04°14.9”
N 4°41°55.8”
W 74°02°59.6°"

N 4°41°28.7”
W 74°01°55.3”’

N 4°41°15.3’
W 74°03’31.9”

N 4°41°10.9”’
W 74°04°48.1"’

N 4°39°20.4”
W 74°05°20.7°’

N 4°39°21.9”
W 74°04°53.9”"

N 4°37°10.1’
W 74°04°41.8”’

N 4°40°32.1’
W 74°05’34.2°"
N 4°41°24.8”
W 74°02°48.4°"

N 4°41°39.2”
W 74°05’38.2"’

N 4°39°29.0”’

W 74°05°25.0”’

N 4°40°04.1”
W 74°05°59.0”"

Arbol de 5 m de alto aproximadamente, lesiones
cloroticas en hojas

Arbol de 6 m de alto aproximadamente, hojas con
diversas lesiones (manchas foliares marrones,
presencia de herbivoria, hojas marchitas)

Arbol de 5 m de alto aproximadamente, lesiones
cloréticas en hojas

Arbol de 4.5 m de alto aproximadamente, lesiones
cloréticas en hojas, presencia de herbivoria

Arbol de 7.5 m de alto aproximadamente, lesiones
cloroticas en hojas

Arbol de 6 m de alto aproximadamente, lesiones
cloroticas en hojas, presencia de herbivoria e
insectos blancos en el envés de las hojas

Arbol de 7 m de alto aproximadamente, lesiones
cloréticas en hojas, presencia de hojas marchitas

Arbol de 3 m de alto aproximadamente, la
mayoria de las hojas afectadas por plagas en el
envés tipo insectos blancos. Poco frondoso

Arbol de 2.5 m de alto aproximadamente, con
hojas levemente afectadas por manchas cloréticas
Arbol de 8 m de alto aproximadamente, hojas con
presencia en el envés de un tipo de hongo
blanquecino

Arbol de 5 m de alto aproximadamente, hojas con
abundantes lesiones provocadas por la herbivoria
Arbol de 7.5 m de alto aproximadamente, hojas
con lesiones cloroéticas

Arbol de 8 m de alto aproximadamente, presencia
de musgo en el tronco, competencia con otros
arboles por la luz solar, hojas con lesiones
cloroticas. Proximidad del arbol con cuerpo de
agua.

Arbol de 4.5 m de alto aproximadamente, poco
frondoso, hojas con abundantes lesiones
cloréticas y marchitas

Arbol de 7.5 m de alto aproximadamente, hojas
con presencia de plaga tipo insectos blancos en el
enves de las hojas

AP: Microambiente altamente perturbado. MP: Microambiente medianamente perturbado

En la figura 6, se puede observar la ubicacién de los diferentes sitios muestreados relacionando el tipo de
microambiente y el nimero de sitios como se muestra en la tabla 3.
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9 Microambiente medianamente perturbado

CARVAJAL

° Microambiente altamente perturbado
2.2.2 Preparacion de los extractos etandlicos
El material vegetal colectado fue sometido a los siguientes procedimientos
Las hojas se maceraron con Nitrogeno liquido. EI material vegetal se dispuso en frascos de
compota previamente pesados Yy rotulados. Posteriormente, se secaron las muestras por

. .
liofilizacidn (Gerhardt y Heldt, 1984, Ap Rees y Hill, 1994, Fiehn et al. 2000)
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e Las ramas se secaron al ambiente en invernadero. La corteza se separ0 de la madera de manera
manual y las cortezas se redujeron de tamafio por medio de un triturador de cuchillas. EI material
vegetal seco se dispuso en frascos de compota previamente pesados y rotulados.

e Se pesaron 2 gramos del material vegetal seco tanto de hojas y cortezas. En tubos de centrifuga se
dispuso el material vegetal y se agregaron 15 mL de etanol al 96%. Los tubos se sometieron a
sonicacion por 30 minutos, el contenido se filtré y se centrifugdé por 5 minutos a 3000 rpm. El
proceso desde la adicion del etanol, se repitié dos veces. El sobrenadante centrifugado se llevé a
rotaevaporar. El extracto se paso a viales previamente pesados y se llevé al horno para secar los
extractos (Streeter y Strimbu, 1998, Benthin et al. 1999).

2.2.3 Cuantificacion de fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron mediante el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. Se usé
una curva de calibracion construida con acido galico como patrén. El contenido de fenoles de cada
extracto se expresd en pg/g de peso seco del material vegetal, basandose en la curva de calibracion del
acido galico (unidades de acido galico equivalentes por gramo de material vegetal seco). Se pes6 25 mg
de cada extracto de hojas y cortezas. Se adicion6 10 mL de etanol para obtener una muestra stock con una
concentracién de 2.5 mg/1 mL. Se utilizaron placas microtituladoras de 96 pozos, con un volumen total
por pozo de 210 pL. Los volumenes agregados por pozo fueron: 5 pul. de muestra, 15 pul. de agua
destilada, 40 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau, y 150 pL de carbonato de sodio (Na,COs3). El blanco se
constituy6 a partir de 20 uL de agua destilada, 40 pL del reactivo Folin-Ciocalteau y 150 uL de carbonato
de sodio. La concentracion de carbonato de sodio (Na,CO3) fue de 7.35% y del reactivo de Folin-
Ciocalteau fue de 10%. Se realizd la medicion de 4 repeticiones por muestra. Las placas microtituladoras
se dejaron en reposo a temperatura ambiente y en la oscuridad por un periodo de 2 horas. Transcurrido
este tiempo se llevo al lector de microplacas EZ Read 2000 biochrom y se midi6 la absorbancia a 765 nm.
Los datos obtenidos fueron analizados por el software R donde se aplicaron las pruebas estadisticas de
Anovay Tukey (Gutiérrez et al. 2008).

2.2.4 Andlisis por HPLC-DAD-MS de los extractos etandlicos de hojas y cortezas de M.
grandiflora

Los extractos etanolicos de hojas y cortezas de M. grandiflora fueron perfilados por cromatografia liquida
de alta resolucion en fase reversa acoplada a espectrometria de masas por medio del equipo LC-MS
Shimadzu QP2020 del Laboratorio de Quimica Bio-organica de la UMNG. Para los extractos etanolicos
se utilizaron las muestras stock a una concentracion de 2.5 mg /1 mL de etanol. Las muestras pasaron por
una columna Synergi C-18 con las siguientes dimensiones: 150 mm (longitud) x 4.6 mm (didametro
interno) x 4 pm (tamafio particula). La fase A era acido formico al 0.1% en agua y la fase B era
acetonitrilo. El volumen de inyeccion de la muestra en todos los casos fue de 15 pL y el flujo de la fase
movil fue de 0.9 mL/min. En la Tabla 4 se muestra el gradiente del disolvente B. Con este método se
determinaron las absorbancias molares de las muestras a una longitud de onda a 270 nm y 330 nm. Este
protocolo para el perfilado de extractos fue estandarizado en el Laboratorio de Quimica Bioorganica de la
UMNG. Con la informacion del espectro de masas de los extractos se consultd la base de datos
KNApSACcK para realizar la anotacién de las sefiales correspondientes que permitio la identificacion
tentativa de los compuestos.
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Tabla 4 Gradiente de la Fase B para el perfilamiento por HPLC-DAD-MS de los extractos etanolicos de
M. grandiflora

Tiempo (min) % Fase B

10
2 10
20 30
25 100
28 100
34 10
37 10

2.2.5 Analisis multivariado

Una vez obtenidos los perfiles cromatograficos de los extractos etandlicos de M. grandiflora se
exportaron los datos crudos y se alinearon en el programa MATLAB por el método de Alineamiento de
Correlacion Optimizado (COW). Este método de alineamiento opera por segmentos y hace alineamientos
de una muestra con otra de referencia por medio de dilatacion o expansion del segmento de la muestra
usando interpolacién lineal (Nielsen et al. 1998). Una vez alineados los datos se procedié a normalizar y
autoescalar con el fin de estandarizar los datos y hacerlos comparables (Rozo y Mendoza, 2013).
Posteriormente, los datos se exportaron al software SIMCA (13.3 Umetrics) y se construy6 los diagramas
de correlacion (Score Plots) mediante el andlisis de componentes principales (PCA) y regresion de
minimos cuadrados parciales ortogonales (OPLS-DA). También se construyd los graficos de cargas
(Loading lines) y los dendogramas mediante HCA. El software SIMCA (Soft Independent Method of
Class Analogy) es un algoritmo de clasificacion supervisado consistente en realizar un modelo de PCA
para cada una de las clases (Wold y Sjostrom, 1977). El algoritmo OPLS-DA se utilizé con el objetivo de
encontrar modelos que permitan la maxima separacién entre las distintas clases de muestras (Barker y
Rayens, 2003). Se realizaron analisis no supervisados y supervisados con los datos cromatogréaficos de los
extractos etanolicos monitoreados por LC-DAD a 270y 330 nm.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Anélisis por HPLC-DAD-ESI-MS de los extractos etanolicos de hojas y cortezas de M.
grandiflora

A través del analisis por HPLC-DAD-ESI-MS se detectaron 23 compuestos secundarios. En la figura
7(A), se observa el cromatograma obtenido de los extractos etandlicos de hojas y cortezas de M.
grandiflora a una longitud de onda de 270 nmy en la figura 7(B) el cromatograma a una longitud de onda
de 330 nm. En el cromatograma de 270 nm se observa nueve sefiales mayoritarias compartidas entre las
diferentes muestras, siendo los nimeros 1 y 2 constantes entre las muestras de hojas y cortezas. Por su
parte, las sefiales 3 y 4 se presentaron en hojas, mientras que la sefial 5 se presentd principalmente en
muestras de cortezas. Las sefiales 6, 7 y 9, se presentaron en muestras de hojas y cortezas, pero no fueron
constantes en todas las muestras como si sucede con las sefiales 1 y 2. Finalmente, la sefial 8 evidencid un
fitocomponente mayoritario para las muestras de hojas y cortezas del sitio de muestreo 2, cuya
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informacion se registra en la tabla 3. En la sefial 8 se destaca con la flecha azul el pico mayoritario
correspondiente a la muestra de corteza del sitio 2 de primera colecta (IC2) que puede pertenecer a lo
identificado tentativamente en la tabla 7 de anexos relacionado al compuesto Soulangianolida B. Este
compuesto es una lactona sesquiterpénica que se ha probado como un aleloquimico y puede estar
relacionado con el hecho de que en este sitio, el arbol muestreado esta en cercanias a un Eucalipto.

A 1 2

Muestras de
hojas.
Colecta

I

v

Muestras de
cortezas
Colecta

1

] 5 10 15 20 z5 30 35
Tirme (rmin)

B
Muestras de
hojas.
Colecta
|
* — — o =
— == 1 - il
| e — = —— = =5
= el =z
== = ——— =E1
Muestras de == —— Al F— EE‘:
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Figura 7 Cromatogramas de los extractos etanélicos de M. grandiflora monitoreados a 270 nm (A) y
330 nm (B).
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En cuanto al cromatograma de los extractos etandlicos a 330 nm de la figura 7(B), se observaron 11
sefiales mayoritarias. La sefial nUmero 1 es la Gnica constante entre todas las muestras de cortezas y hojas,
mientras que las sefiales 2, 6, 10 y 11 se expresan entre las diferentes partes de la planta pero no de
manera persistente en todos los sitios muestreados. Especificamente la sefial 6 exhibe mayor intensidad
entre las muestras de cortezas, mientras que la sefial 10 tiene mayor intensidad en hojas. La sefial 2 tiene
ciertos picos mayoritarios en las muestras de colecta | en hojas, mientras que en cortezas no hay tal
distincion porque se presentd tanto en la colecta | como la Il. Por su parte, las sefiales 3, 4 y 5, se
manifestaron de manera marcada en las muestras de hojas. Las sefiales 7 y 8 se expresan casi de manera
exclusiva en muestras de cortezas. Finalmente la sefial 9, se manifestd6 unicamente en la muestra de
corteza del sitio 9 de la segunda colecta (11C9).

2.3.2 ldentificacion de compuestos por espectrometria de masas

En la tabla 7 de anexos se pueden observar los compuestos identificados por anélisis de espectrometria de
masas de los extractos etandlicos de M. grandiflora. Estos compuestos identificados corresponden tanto
para hojas como para cortezas, como resultado del proceso de anotacion de sefiales a través de la base de
datos KNApSAcK utilizando los datos por espectrometria de masas. De este proceso, se obtuvo la
informacion de veintitres (23) compuestos, de los cuales veintidos (22) fueron anotados a través de lo
reportado y recuperado de la base de datos, por lo que uno (1) de ellos se registro en la tabla como
desconocido. Los compuestos secundarios que asociaron mayor nimero de muestras entre hojas y
cortezas de las diferentes colectas fueron los nimero 3, 22, 18, 2, y 35, respectivamente. EI compuesto 3
se evidencié principalmente en el tg 7.6 min, expresandose tanto en hojas como cortezas, este
fitocompuesto se anotd como el alcaloide morfinandiona, Pallidinina. Este alcaloide ha sido aislado de las
hojas de Ocotea acutangula, una especie de la familia Lauraceae que pertenece a la misma division
Magnoliopsida de la familia Magnoliaceae (Vechietti et al. 1981, Li et al. 2004, Arango, 2008). El
compuesto 22 se presentd tanto en hojas como cortezas y se anotd como el alcaloide Dehidrodicentrina.
Este alcaloide aporfinoide (dehidroaporfina) fue aislado de Ocotea macropoda de la familia Lauraceae
relacionada también con la familia Magnoliaceae (Cava y Venkateswarlu, 1971, Pérez et al. 2010). El
compuesto 18 se encontro en hojas y cortezas y se anoté como el alcaloide aporfinoide (dehidroaporfina),
1,2-Metilendioxi-8-metoxi-dehidrostefanina, el cual fue aislado de Stephania cepharantha de la familia
Menispermaceae relacionada con Magnoliaceae (Kashiwaba et al. 1996). El compuestos nimero 2 se
encontrd en hojas exclusivamente y se anoté como desconocido. Finalmente, el compuesto 35 se encontrd
en hojas y cortezas, se anoté como el alcaloide bis-bencilisoquinolinico, Tetrandrina, el cual fue aisaldo
de Stephania tetrandrae de la familia Menispermaceae (Zhang et al. 2009).

Los compuestos secundarios reportados en la tabla 7 de anexos que se presentaron en diferentes muestras
solo de cortezas fueron el 16, 21, 23, y 29. Los compuestos anteriores fueron el lignano (-)-Galbacina
(Arango, 2008), el lignano (+)-Lariciresinol (Milder et al. 2005), el alcaloide Isoquinolinico
Tetradehidroreticulina (Tanahashi et al. 2000), y la lactona sesquiterpénica Soulangianolida B (El-Feraly,
1983), respectivamente, mientras que los compuestos reportados solo entre muestras de hojas fueron 2, 7,
12, 15, 25, y 33. Los compuestos anteriores fueron un desconocido, la antraquinona Magnoquinona (Deng
et al. 2001), el neolignano Magnolignano H (Sarker y Maruyama, 2002), el lignano (+)-Sesamina
(Kamal-Eldin et al. 2011), el lignano Magnolina (Miyazawa et al. 1993), y el alcaloide aporfinoide
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Lanuginosina (Tomita y Kozuka, 1967, Mohamed et al. 2010), respectivamente. Por otra parte, de los
compuestos mencionados anteriormente, tres compuestos secundarios se anotaron de manera exclusiva en
determinados sitios y partes de la planta de muestreo. Esos tres compuestos fueron: 12, 21, 29, y 33. Las
muestras que tuvieron dichos compuestos secundarios especificos fueron IH9, IC6, IC2, y IIH14,
respectivamente.

La tabla 7 de anexos refleja que en las muestras de hojas hubo mayor variedad de compuestos secundarios
anotados frente a las muestras de cortezas. Esto podria ser un indicativo que, en las hojas, se presenta un
metabolismo secundario mas dindmico enfocado a compuestos detectables al UV-Vis a comparacion del
expresado en cortezas. Esto se puede deber al hecho de que las hojas presentaron mayores lesiones que las
cortezas. Como se registro en la tabla 3, practicamente todas las hojas colectadas exhibian dafios por
herbivoria, presencia de plagas, o lesiones cloréticas. Adicionalmente, por ser la hoja la estructura vegetal
principal en realizar la fotosintesis y como se menciond en el criterio para elegir los microambientes del
presente estudio, las particulas suspendidas del parque automotor se depositan sobre las superficies
vegetales provocando reduccion de la fotosintesis y esto conllevaria a alteraciones en los procesos
metabolicos (Mudd y Kozlowski, 1975, Giraldo y Behrentz, 2006). Con lo anterior, se relaciona que los
organos vegetales al verse influidos por el ambiente o las interacciones ecoldgicas, sintetizan diversos
metabolitos secundarios con el fin de defender y preservar la integridad de la planta (Luckner, 1990, Dey
y Harborne, 1997, Taiz y Zeiger, 2010). A continuacion se describen los siguientes tipos de metabolitos
secundarios encontrados en los perfiles metabolicos obtenidos por maceracion etandlica:

e Alcaloides: un total de 13 de los cuales once (11) estuvieron presentes en hojas y cortezas, uno
(1) en hoja y uno (1) en corteza. De ellos 6 eran del tipo aporfinoide dentro de los cuales hay dos
dehidroaporfinas, también 4 del tipo bis-bencilisoquinolinicos, 2 del tipo isoquinolinicos y 1
morfinandiona

e Lignanos: un total de 4 compuestos de los cuales dos (2) estuvieron presentes en hojas y dos (2)
en cortezas

¢ Neolignanos: un (1) compuesto que se present6 en hoja

e Lactonas sesquiterpénicas: un total de 2 compuestos de los cuales uno (1) se present6 en hojas y
cortezas y uno (1) se detectd solo en corteza

e Triterpenos: se anotd 1 compuesto en hojas y cortezas

e Antraquinona: se detecté 1 compuesto en hojas

De los alcaloides tipo aporfinoides anotados en el presente trabajo como son magnoflorina y
lanuginosina, coinciden con alcaloides reportados para la especie M. grandiflora como se menciond en la
revision del capitulo 1.

2.3.3 Cuantificacién de fenoles

En la figura 8(A), se observa el contenido total de fenoles para hojas cuyos valores oscilaron entre 27.2 a
255.8 ug de fenoles equivalentes acido galico (EAG) / g de material vegetal seco (MVS). Por el analisis
estadistico ANOVA para los extractos de hojas se obtuvo un p = 2e-'® indicando que existen diferencias
significativas entre las muestras de los extractos. La muestra de hojas que presentd mayor concentracion
de fenoles fue HI 8 con 255.8+ 9.1 ug EAG/g MVS. La muestra HI 7 le siguié con 235.6+ 7.0 ug EAG/g
MVS. Las muestras anteriores son significativamente diferentes segln el test de Tukey al pertenecer a
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grupos distintos. En cuanto a las muestras que presentaron menor concentracion de fenoles fueron HII 5
con 28.3+ 1.7 ug EAG/g MVS, seguido por HIl 3 con una concentracion de 27.2+ 1.5 ug EAG/g MVS.
Las muestras anteriores, segun el test de Tukey comparten similitudes. Asi mismo, en la figura 8(B), se
observa el contenido total de fenoles para cortezas, cuyos valores oscilaron entre 6.4 a 501.1 ug EAG/g
MVS. El anélisis de ANOVA demostré diferencias significativas por presentar un p = 2e-*°. La muestra
de corteza con mayor concentracion de fenoles fue Cl 16 con 501.1+ 38.1 ug EAG/g MVS, seguida por
CIl 11 con 189.3+ 16.5 ug EAG/g MVS. Las muestras anteriores son significativamente diferentes por el
test de Tukey. Las muestras con menor concentracion de fenoles en corteza fueron Cl 1 con 25.1+ 2.3 g
EAG/g MVS, sequido por ClI 5 con 6.4+ 0.7 pg EAG/g MVS. Las muestras anteriores son
significativamente diferentes segln el test de Tukey por pertenecer a grupos diferentes.

En la figura 8(A), con el test de Tukey, las muestras de hojas que mostraron similitudes entre las
diferentes colectas fueron H4 y H17. En la figura 8(B), con el test de Tukey, las muestras de cortezas que
presentaron similitudes en la concentracion total de fenoles entre las diferentes colectas fueron C1, C4,
C8, C10, C13, C15, y C18. Lo anterior, demuestra que en hojas se presentaron mas muestras con
diferencias significativas en la concentracion de fenoles entre tiempos de colectas, a comparacion de
cortezas, lo cual indica que las hojas exhiben mayor variabilidad en los perfiles metabdlico en cuanto a la
concentracién de fenoles. Por su parte, la muestra ClI 16 de la figura 8(B) es la Unica que es
completamente diferente entre las cortezas segun el test de Tukey, debido a que no se relaciona con
ninguna otra muestra de corteza y adicional es la que mayor concentracion de fenoles present6 tanto en
muestras de cortezas como en hojas. En la tabla 3, la informacion registrada sobre el sitio 16 que
corresponde al Humedal Santa Maria del Lago, destaca la presencia de musgo en el tronco, competencia
con otros arboles por la luz solar y proximidad con un cuerpo de agua. Los compuestos fenélicos se
caracterizan por darle resistencia a la planta contra predadores y patégenos como hongos e insectos.
También sirven como agentes alelopéticos, para atraer polinizadores, entre otras propiedades (Bravo,
1998, Azcon-Bieto y Talon, 2001, Taiz y Zeiger, 2006).
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En la biosintesis de la clase mas abundante de compuestos fendlicos se involucra la enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL). La actividad de esta enzima se ha visto aumentada a causa de factores ambientales,
tales como niveles bajos de luz, nutrientes e infeccién por hongos. Adicionalmente, el efecto de la
temperatura influye en el metabolismo fendlico, siendo favorable climas frios como en el caso de
contenido fendlico en uvas que son mayores en estas condiciones (Macheix et al. 2000, Taiz y Zeiger,
2006). Lo anterior, puede relacionarse con el hecho de que el arbol muestreado presentaba competencia
con otros arboles adyacentes en cuanto a luz solar y probablemente por nutrientes. Asi mismo, la
presencia de musgo en el tronco y la humedad del sitio pueden influir en una temperatura baja. Todo este
tipo de influencias del ambiente pueden haber desencadenado la biosintesis de compuestos fendlicos v,
por esta razén, la muestra de corteza del sitio 16, present6 la mayor concentracion de fenoles. Aungue, en
la segunda colecta la muestra de corteza de este sitio no tuvo una concentracion de fenoles elevada.
Finalmente, no se encontraron referencias bibliogréaficas de cuantificacion de fenoles en la especie M.
grandiflora.

2.3.4 Andlisis multivariado de extractos etanoélicos de hojas y cortezas de M. grandiflora

El anélisis por componentes principales (PCA) tiene como fin reducir y discriminar datos, para poder
reconocer patrones y asi determinar relaciones y vinculos entre las muestras (Goodacre et al. 2004,
Talavera-Bustamante et al. 2013). EI PCA se acompafia del analisis de conglomerados jerarquico (HCA),
el cual genera un dendograma que ayuda a diferenciar en el PCA las relaciones entre muestras mediante
coloracién por grupos. Asi mismo, en el analisis de PCA se puede aplicar un escalado de los datos bajo
Pareto normalizado el cual permite visualizar las las variables mas representativas que generan el mayor
efecto. Es decir, organiza entre los multiples datos del andlisis multivariado, aquellas variables que
influyen o contribuyen mayoritariamente a las muestras (Bermudez y Millan, 2013).

Con lo anterior, en la figura 9 se observa el Loadings line del analisis con Pareto normalizado (ParN) del
PCA para el cromatograma general de las muestras etandlicas a 270 nm (A) y para las muestras a 330 nm
(B). Alli se puede evidenciar que las muestras mayoritarias son de mediana y baja polaridad, debido a que
la mayoria de sefiales se concentran en la parte derecha del Loadings line que corresponde a la parte
menos polar. Asi mismo, se observa que algunas sefiales se pueden detectar a 270 nm y otras a 330 nm,
como se observa en los picos mayoritarios encerrados con los circulos rojos, en donde a 270 nm se
conglomeran maés sefiales que en 330 nm o se detectan sefiales con mayor intensidad en 270 nm que en
330 nm. Esto significa que, en su mayoria, los metabolitos detectados a 270 nm corresponden asi mismo a
compuestos gque también son detectados a 330 nm, tipico de metabolitos que poseen grupos conjugados
entre enlaces dobles y/o con carbonilos.
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Figura 9 Cromatograma totalizado (Loadings line) obtenido por PCA con ParN para los perfiles
metabolicos de todos los extractos etandlicos a 270 nm (A) y 330 nm (B).

En la figura 10(A) se observa el Score Plot (diagrama de dispersion) del PCA (con su respectivo
dendograma (HCA) para explicar la distribucion del PCA), de las cortezas a 270 nm después de haber
excluido las muestras del punto 2, debido a que presentaron diferencias que las excluyen del intervalo de
confianza. En el Score Plot gracias al HCA, se pueden diferenciar 4 grupos en donde se retnen diferentes
muestras de cortezas segun las similitudes que presenten entre ellas. En los diferentes grupos se puede ver
gue algunos ejemplares de un mismo sitio muestreado no se ubican en el mismo grupo segun el tiempo de
colecta, lo cual se indica con las muestras encerradas en los circulos. Esto indica que algunos perfiles
metabdlicos de corteza si varian en el mismo arbol en tiempos diferentes de colecta. Por lo tanto, es
posible indicar que la planta modifica su metabolismo en el tiempo para poder acondicionarse a las
condiciones externas que la afectan.

En la figura 10(B), se observa el Score Plot y su respectivo dendograma para las muestras de cortezas a
330 nm. De la misma forma, el HCA permite diferenciar en el Score Plot tres grupos, que a diferencia del
Score Plot de 270 nm, los grupos se concentran y se apartan entre ellos, mientras que en 270 nm estan
dispersos. Por ejemplo a 330 nm, el grupo de muestras verdes se concentra y se agrupa alejandose
claramente del grupo rojo y azul, mientras que a 270 nm no se Ve esa separacion tan marcada, aunque hay
diferencias entre grupos. Esto puede indicar que la deteccidn a 330 nm tiene mayor especificidad o no se
presentan de manera tan generalizada entre muestras como sucede con los detectados a 270 nm y, por
ello, se pueden definir marcadamente las separaciones de los grupos.
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Figura 10 Score Plot (PCA) y dendograma (HCA) sobre los cromatogramas de cortezas a 270 nm (A) y
330 nm (B)

La figura 11(A) muestra el PCA para el Score Plot y el dendograma (HCA) de hojas a 270 nm
excluyendo el punto 2 por salir del intervalo de confianza. Se observan 4 grupos de muestras que se
comportan de manera similar como en corteza a 270 nm, en donde las muestras de los grupos estan
dispersas pero presentan diferencias. De la misma forman se observa que si varian los perfiles
metabolicos en el tiempo debido a que algunos ejemplares del mismo sitio se clasifican en grupos
diferentes segun el tiempo de colecta, como se indica en las muestras encerradas en los circulos. En la
figura 11(B), se observa el Score Plot y el dendograma de hojas a 330 nm, observandose que existe un
comportamiento parecido a hojas de 270 nm, debido a que se diferencian las muestras en 4 grupos, pero
también se disponen de manera dispersa y de igual forma ejemplares del mismo sitio se ubican en grupos
diferentes segun el tiempo de colecta. Analizando tanto la figura 10 como la 11, junto con los resultados
expuestos en numerales previos, las variaciones en los perfiles metabdlicos en cortezas obedece a la
presencia de compuestos secundarios especificos en un grupo de muestras de cortezas reducido, mientras
gue en hojas la variabilidad en el metaboloma se somete principalmente al hecho de que expresa una
mayor cantidad de compuestos secundarios presentando un metabolismo posiblemente mas dinamizado.

40



' s j Grong 1
] A e (T | P W Group 2
e e " Groap 3
20+ - '--..___ .-.’:m.p4. A B Group 1
SN T R e oo L Feat
. (WS) w1 emos 3
wq S HIFE S oo M1 — 5, 4900 9 Group 4
1 Mg (HIS & 1 g )
| o o A . 5 1
_ i & HIt0 " gy ' 3000 4
aE b m—u.—l-ﬂ-a-o—‘-w%—-—
I Y HiIld o payr | T HI1a e BHIH 2 000 4
-0 (_'ﬁ"_;r '_!-PTII ey HI_I.I-_-_ B ——
W —— " T 11000
- n____‘ il 18 O.- HIl 18 — ‘__,-"
204 THYz  HEU @ od ———
P R e -co®ozoE 2 E == 2238248
4 S N EEEEEEEEEEEE
E v , . - : "
™ 0 ) 10 ] 22 »
1]
i I B i
1 B e e, W Group 2
LN T I Cros 3
204 -~ — Chroup 4
. . ) - B G 1
ppa  HS o HELS 3000 I Group 2
w4 FELLER RN T C_HID o Y, I Geoup 3
! o HIT — ”-’-’ P ] e 4
MG - P - ! ] Y 4 D30
- HILTS o HIS o iz |
= 0T T Hifd @ : 080
:.r"-hum -y Hll 14 ex=n IE¥i HIG .1 HI3 H
.__-.___ﬁrm " oa HWRLE - ki
-30 K TR N HiT s S
HIG » -~ 1080
20 J— — _.'-
e, A B G Ty et ——————
il M M EEEEEFEEEEEE =&
a0 v v T r v v v —- Tg*Trr P frze g iR
- =1 o i 3 10 mn o ab

LU

Figura 11 Score Plot (PCA) y dendograma (HCA) sobre los cromatogramas de hojas a 270 nm (A) y 330
nm (B)

En el andlisis OPLS-DA supervisado con la variable categérica del nivel de perturbacidn, se observa que
las muestras de las dos partes de la planta (hojas y cortezas), presentan diferencias en los perfiles
metabdlicos al supervisarlas con los dos ambientes establecidos. En la figura 12(A), se analiza que las
muestras de hojas a 270 nm, se separaron claramente entre el grupo azul al lado positivo del Score Plot,
correspondiente al nivel de perturbacion moderado y el grupo verde al lado negativo del Score Plot,
correspondiente al nivel de perturbacidn alto. De nuevo las muestras del sitio 2 se encuentran por fuera
del intervalo de confianza, esto puede obedecer, como se menciond en resultados anteriores, al hecho de
que el arbol de este sitio estaba posiblemente sometido a presion por la presencia de un Eucalipto. Las
muestras, separadas por los dos niveles de perturbacion, se concentran notoriamente indicando que los
perfiles metabolicos efectivamente varian segun los ambientes. La figura 12(B) muestra el Loadings line
en donde la parte superior corresponde a las sefiales de los compuestos del grupo de nivel de perturbacion
moderado. Este grupo se ve influenciado por la presencia de los compuestos: 1 (tzg=2.1), el alcaloide
aporfinico esteporfina (Shamma, 1972); el compuesto 3 (tz=7.6), el alcaloide morfinandiona Pallidinina
(Vechietti et al. 1981) y el compuesto 33 (tg=27.6), el alcaloide Lanuginosina. Por lo tanto, se puede
indicar que los alcaloides anteriores contribuyen mayoritariamente en la variacién del metaboloma en
hojas segun un nivel de perturbacion moderado.

Por otro lado, la parte inferior del Loadings line (Figura 12B) corresponde a las sefiales de los compuestos
que influencian la diferenciacion del grupo de nivel de perturbacién alto, correspondientes a los
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compuestos 11 (tg=15.0) el triterpeno acedsido (Sarker y Maruyama, 2002); 15 (tz=17.3) el lignano (+)-
sesamina (Kamal-Eldin et al. 2011); 18 (tx=20.3) el alcaloide dehidroaporfina 1,2-Metilendioxi-8-metoxi-
dehidrostefanina (Kashiwaba et al. 1996); 23 (tr=23.6) alcaloide Isoquinolinico Tetradehidroreticulina
(Tanahashi et al. 2000); y 35 (tg=31.1) el alcaloide bis-bencilisoquinolinico Tetrandrina (Zhang et al.
2009). Es posible indicar que los compuestos anteriores son los responsables de la variacion del
metaboloma en hojas segun un nivel de perturbacion alto.

Al comparar el anterior comportamiento de las muestras monitoreadas a 270 nm con la figura 12(C), que
muestra el Score Plot del OPLS-DA de hojas a 330 nm, nos encontramos con un comportamiento
ligeramente diferente, dependiente de la forma de deteccidn de los componentes en las muestras extraidas.
No obstante, de igual manera se separan el grupo azul correspondiente a las muestras del nivel de
perturbacion moderado al lado positivo del Score Plot y el grupo verde del nivel de perturbacion alto al
lado negativo. La diferenciacion de grupos no se muestra de manera tan aglomerada como ocurre en hojas
a 270 nm, sino que tienen una distribucién mas dispersa. Este comportamiento diferente se debe a la
influencia de los compuestos detectados a 330 nm, como se aprecia en la figura 12(D), cuyo Loadings
line en la parte superior correspondiente a las muestras del grupo azul del Score Plot, destaca en principio
cuatro metabolitos: 1 (tx=2.1) el alcaloide esteporfina; 4 (tz=10.3) el alcaloide aporfinico Magnoflorina
(Mohamed et al. 2010); 6 (tz=11.6) el alcaloide bis-bencilisoquinolinico Rodiasina (Grundon y
McGarvey, 1966); y 10 (tx=14.5) el alcaloide aporfinoide ovigerina (Manske, 1967), los cuales,
adicionalmente, pueden estar contribuyendo, con una influencia més pequefia, a la variacion del
metaboloma en hojas hacia un nivel de perturbacion moderado. Por su parte, en la parte inferior de la
figura 12(D), se observan las sefiales asociadas a la discriminacion del grupo verde (nivel de perturbacion
alto), en donde se muestra la influencia de dos metabolitos: 11 (tx=15.0) el triterpeno acedsido (Sarker y
Maruyama, 2002); y 35 (tg=31.1) el alcaloide bis-bencilisoquinolinico Tetrandrina (Zhang et al. 2009).
Los compuestos anteriores, como lo observado a 270 nm, serian los principalmente responsables de la
variacion de los perfiles metabdlicos en hojas hacia un nivel de perturbacion alto.
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Figura 12 Score Plot (A) y Loadings line (B) para OPLS-DA supervisado con perturbacién para los
perfiles de hojas a 270 nm. Score Plot (C) y Loadings line (D) para OPLS-DA supervisado con
perturbacion para los perfiles de hojas a 330 nm

En la figura 13(A), se analiza que las muestras de cortezas a 270 nm, se separaron entre el grupo azul al
lado positivo del Score Plot, correspondiente al nivel de perturbacién moderado y el grupo verde al lado
negativo del Score Plot, correspondiente al nivel de perturbacién alto. Las muestras separadas por los dos
niveles de perturbacion, no se concentran notoriamente como en el caso de hojas a 270 nm de la figura
12(A), sino que tienen una distribucion mas dispersa. La figura 13(B), muestra el Loadings line en donde
la parte superior corresponde a las sefiales de los compuestos del grupo del nivel de perturbacién
moderado. Este grupo se ve influenciado por la presencia del compuesto: 3 (tzx=7.6), el alcaloide
morfinandiona Pallidinina y el compuesto 33 (tz=27.6), el alcaloide Lanuginosina. Por lo tanto, se puede
deducir que estos alcaloides contribuyen mayoritariamente en la variacion del metaboloma en cortezas
segun un nivel de perturbacion moderado. Por otra lado, la parte inferior del Loadings line de la figura
13(B), corresponde a las sefiales de los compuestos que influencian la diferenciacion del grupo de nivel
de perturbacién alto, correspondientes a los compuestos 1 (tzg=2.1), el alcaloide aporfinico esteporfina; 32
(tr=26.7) el alcaloide bis-bencilisoquinolinico Remerolina (Chelombut’ko vy Israilov, 1988,
Likhitwitayawuid et al. 1993); y 35 (tzg=31.1) el alcaloide bis-bencilisoquinolinico Tetrandrina. ES
factible indicar que los compuestos anteriores son los responsables de la variacion del metaboloma en
cortezas segun un nivel de perturbacion alto.

Al comparar el comportamiento de las muestras de cortezas a 270 nm con la figura 13(C), que muestra el
Score Plot del OPLS-DA de cortezas a 330 nm, se observa un comportamiento similar, en donde de igual
forma se diferencian el grupo azul correspondiente a las muestras del nivel de perturbacién moderado al
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lado positivo del Score Plot y el grupo verde del nivel de perturbacion alto al lado negativo. La
diferenciaciéon de grupos se muestra de manera dispersa al igual que en las muestras monitoreadas de
cortezas a 270 nm. Esta diferenciacion se debe a la influencia de los compuestos detectados a 330 nm,
como se aprecia en la figura 13(D). No obstante, el Loadings line en la parte superior no destaca
apreciablemente ningin componente que marque la diferenciacion, debido en principio a que los perfiles
a 330 nm no poseen fitocomponentes variables para las muestras de cortezas hacia un nivel de
perturbacion moderado; mientras que, en la parte inferior de la figura 13(D), se observan las sefiales
relacionadas a la discriminacién del grupo verde del nivel de perturbacion alto, en donde se muestra la
influencia de los metabolitos: 1 (tx=2.1), el alcaloide aporfinico esteporfina; 22 (tz=23.0), el alcaloide
dehidroaporfinico Dehidrodicentrina (Cava y Venkateswarlu, 1971); 26 (tz=25.0), la lactona
sesquiterpénica costunolido (Dewick, 2009); y 35 (tzg=31.1) el alcaloide bis-bencilisoquinolinico
Tetrandrina. Los compuestos anteriores serian los principalmente responsables de la variacion de los
perfiles metabolicos en cortezas hacia un nivel de perturbacion alto.
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Figura 13 Score Plot (A) y Loadings line (B) para OPLS-DA supervisado con perturbacion para los
perfiles de cortezas a 270 nm. Score Plot (C) y Loadings line (D) para OPLS-DA supervisado con
perturbacion para los perfiles de cortezas a 330 nm

La figura 14(A) muestra el Score Plot (OPLS) para el andlisis supervisado con la variable continua del
contenido de fenoles para todas las muestras de extractos etanélicos a 270 nm. Por medio de este analisis
se observa que las muestras de hojas y cortezas presentan diferencias en los perfiles metabdlicos al
supervisarlas con el contendio de fenoles. Las muestras de la figura 14(A) se separaron entre el grupo con
menor concentracion de fenoles y color azul oscuro (lado negativo del Score Plot) y el grupo con mayor
concentracion de fenoles y color naranja — verde (lado positivo del Score Plot). Nuevamente las muestras
del sitio 2 se encuentran fuera del intervalo de confianza, posiblemente por la influencia que el arbol tiene
por la presencia de un Eucalipto. Las muestras diferenciadas por el contenido de fenoles, se condensaron
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evidentemente indicando que los perfiles metabolicos efectivamente varian en relacion a tal contenido. La
figura 14(B) muestra el Loadings line en donde la parte superior corresponde a las sefiales de los
compuestos con mayor concentracion de fenoles. Este grupo se ve influenciado por la presencia de los
compuestos: 1 (tg=2.1) el alcaloide esteporfina; el compuesto 3 (tz=7.6) el alcaloide Pallidinina; el
compuesto 5 (tz=11.3) el alcaloide tipo isoquinolinico Magnocurarina (Manske, 1968); y el compuesto 11
(tr=15.0) el triterpeno acebsido. Por lo tanto, se puede decir que los alcaloides y el triterpeno anteriores
contribuyen mayoritariamente en la variacion del metaboloma en M. grandiflora segin un mayor
contenido de fenoles. Por otra parte, la parte inferior del Loadings line (Figura 14 B) corresponde a las
sefiales de los compuestos que influencian la variacion del grupo con menor concentracion de contenido
de fenoles, perteneciente a los compuestos: 15 (tg=17.3) el lignano (+)-sesamina; 22 (tg=23.0) el alcaloide
dehidrodicentrina; 32 (tg=26.7) el alcaloide bis-bencilisoquinolinico remerolina; 33 (tz=27.6) el alcaloide
Lanuginosina; y 35 (tg=31.1) el alcaloide Tetrandrina. Es posible indicar que los compuestos anteriores
son los responsables de la variacion del metaboloma tanto en hojas y cortezas segun una menor
concentracion del contenido de fenoles.

Al observar la figura 14(C) que muestra el Score Plot del OPLS supervisado con el contenido de fenoles
de los extractos etandlicos a 330 nm, y se compara con la figura 14(A), se encuentra un comportamiento
algo diferente que depende de la forma de deteccion de los componentes en las muestras extraidas.
Aungue de igual forma se separan en la figura 14(C) el grupo del lado positivo del Score Plot
correspondiente a las muestras con mayor contenido de fenoles y el grupo del lado negativo del Score
Plot correspondiente a las muestras con menor contenido de fenoles. La variacion de grupos no se
muestra de manera condensada como en las muestras a 270 nm, sino que tienen una distribucion dispersa.
Este comportamiento diferente se debe a la influencia de los compuestos detectados a 330 nm, como se
aprecia en la figura 14(D), cuyo Loadings line en la parte superior correspondiente a las muestras del
grupo con mayor contenido de fenoles, se destaca cuatro metabolitos: 1 (tg=2.1) el alcaloide esteporfina;
4 (tr=10.3) el alcaloide magnoflorina; 5 (tg=11.3) el alcaloide magnocurarina; y 7 (tg=11.8) la
antraguinona magnoquinona, los cuales pueden estar contribuyendo mayoritariamente a la variacion del
metaboloma en hojas y cortezas segin un mayor contenido de fenoles. Por su parte, en la parte inferior de
la figura 14(D), se observan las sefiales relacionadas a la discriminacion del grupo con menor
concentracion de fenoles, en donde se muestra la influencia de los compuestos: 15 (tg=17.3) el lignano
(+)-sesamina; 22 (tr=23.0) el alcaloide dehidrodicentrina; 25 (tr=24.4) el lignano Magnolina; 26
(tr=25.0) la lactona sesquiterpénica costundlido; y 35 (tg=31.1) el alcaloide Tetrandrina. Los compuestos
anteriores serian los principales responsables de la variacion de los perfiles metabélicos en las diferentes
muestras de la planta segiin un menor contenido de fenoles.

Dentro de los compuestos anotados como influyentes en la variacién del metaboloma hacia una mayor
concentracion del contenido de fenoles, se encontraron alcaloides del tipo aporfinoide, morfinanediona,
isoquinolinico, un triterpeno y una antraquinona. Al observar las estructuras quimicas de estos
compuestos se evidencia que la mayoria tienen naturaleza fendlica debido a que se constituyen al menos
de un grupo fenol, pero no todos son de naturaleza fendlica. Sin embargo, cabe resaltar que en general los
compuestos anotados en la tabla 7 de anexos son casi en su totalidad de naturaleza fendlica. Por otra
parte, dentro de los compuestos anotados como responsables de la variacion del metaboloma hacia una
menor concentracion del contenido de fenoles, se encontraron alcaloides aporfinoide, bis-
bencilisoquinolinicos, un lignano y una lactona sesquiterpénica y, de los anteriores, solo un alcaloide es
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de naturaleza fendlica el resto de compuestos no son de naturaleza fendlica (Dewick, 2009). Dado que, en
la ruta del acido shiquimico, la produccion de alcaloides y algunos fenoles (i.e., lignanos 6 acidos
benzoicos) depende de la expresion codificada por grupos de genes bajo regulacion genética dependiente
del entorno (e.g., tirosina o fenilalaninaamonio liasa (PAL), corismato sintasa, tirosinasa y/o prefenato
hidratasa o deshidrogenasa) (Dewick, 2009) es viable pensar que la presencia o no de compuestos que se
acumulan en los materiales con altos contenidos de fenoles se deba a la relacion que existe en las
modificaciones en la ruta metabdlica (por la regulacion de tales genes codificantes) con aquellos
metabolitos (de naturaleza fendlica o no) que permiten diferenciar y agrupar las muestras de hojas y
cortezas por contenidos fendlicos mayores (Taiz y Zeiger, 2006, Arango, 2008, Dewick, 2009).
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Figura 14 Score Plot (A) y Loadings line (B) para OPLS supervisado con Fenoles para los perfiles de
extractos etandlicos a 270 nm. Score Plot (C) y Loadings line (D) para OPLS supervisado con Fenoles
para los perfiles de extractos etandlicos a 330 nm

Como discusion en cuanto al sitio 2 en donde se presentaron en los cromatogramas picos mayoritarios de
un fitocompuesto para las muestras de hojas y cortezas y en los analisis multivariados las muestras de este
sitio salian del intervalo de confianza, se registr6 como informacién adicional que el arbol muestreado
estaba siendo irrumpido por ramas que caian de un Eucalipto sobre la copa del arbol de M. grandiflora.
En especies del género Eucalyptus se han reportado efectos alelopaticos que influyen de manera directa
cambios de tipo quimico, asi como el hecho de generar competencia por el agua, los nutrientes, y
perturbar el terreno con cambios en el suelo (Poore y Fries, 1987). En algunos sistemas agroforestales se
han encontrado zonas de inhibicion o vegetacion menos densa alrededor o bajo arboles de eucalipto. La
cercania a los eucaliptos produce bajos rendimientos y crecimiento pobre de otras plantas. En algunos
casos, los efectos nocivos de los eucaliptos se atribuyen a competencia directa por luz, agua o nutrientes,
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mientras que en otros casos se indica a la alelopatia como la causante (Poore y Fries, 1985, Espinosa-
Garcia, 1996).

Al revisar la tabla 7 de anexos que contiene los compuestos identificados tentativamente para los
extractos etanolicos, se identific para el compuesto 29, la lactona sesquiterpénica: Soulangianolida B
(El-Feraly, 1983). Esta lactona sesquiterpénica fue detectada exclusivamente en la corteza del sitio 2 y
durante la primera colecta en donde el espécimen muestreado presentd ramas de eucalipto caidas sobre el
arbol, esto no sucedi6é en el muestreo de la segunda colecta. Esta lactona sesquiterpénica fue probada
como aleloquimico, reportando que el grupo a-metileno-y-lactona presente en lactonas sesquiterpénicas
naturales es uno de los factores que determinan su actividad alelopatica que principalmente es la
inhibicion del crecimiento (Macias et al. 1992). Lo anterior, permite sospechar que la planta, en la
primera colecta, por estar invadida por el eucalipto, produjo este fitocompuesto en particular, el cual
puede estar relacionado con la sefial 8 para cortezas que se observa en la figura 7(A), con el fin de
contrarrestar un efecto negativo producido por el eucalipto. Para la segunda colecta en el punto 2, no se
identificaron compuestos especificos posiblemente porque, dado el evento de tener ramas caidas de
eucalipto sobre el arbol de M. grandiflora, solo se present6 durante la colecta uno.

En los procesos de acondicionamiento de diferentes especies de plantas, cuando un determinado
metabolito secundario le confiere una ventaja a la planta que lo produce, su biosintetisis y/o acumulacion
ocurre en proporciones mayores. Por ejemplo, se conoce que algunos compuestos fendlicos tienen un
valor adaptativo para la superviviencia de la planta mediante seleccion natural. Los compuestos fendlicos
en plantas pueden dividirse en la clase de compuestos fendlicos se sintetizan constitutivamente durante el
desarrollo normal de los tejidos vegetales; y los compuestos fendlicos inducidos que se sintetizan en
respuesta a una lesion fisica, infeccion (fitoalexinas) o estresores tales como metales pesados, irradiacion
UV, temperatura, entre otros. En estos compuestos fendlicos inducidos, a menudo su sintesis es mejorada
bajo condiciones de estrés biotico o abidtico (Bell, 1980, Lattanzio et al. 2006). Debido a que casi la
totalidad de compuestos anotados en los extractos etandlicos fueron de naturaleza fendlica, incluyendo
varios alcaloides, se puede asociar que la biosintesis de los mismos por parte de M. grandiflora se debe a
una respuesta frente a los estresores ambientales como la contaminacion, la presencia de lesiones en las
hojas por herbivoria y posibles infecciones por hongos y bacterias. Para ello seria recomendable a futuro
identificar las lesiones o infecciones registradas en los ejemplares donde se hicieron las colectas para
lograr relacionar que variables condicionan las biosintesis de ciertos compuestos secundarios.

Por otra parte, en relacion con los ambientes establecidos en el presente trabajo, se uso como criterio la
proximidad con el parque automotor para fijar los niveles de perturbacion moderado y alto. Mediante el
analisis multivariado se observd que se presentaron variaciones en los perfiles metabolicos segln los
niveles de perturbacién. Ya que los medios de transporte que utilizan derivados del petréleo como
combustible son una de las fuentes principales de las emisiones de CO,, uno de los contaminantes
conocidos de origen antropogénico, se hace necesario establecer el efecto de este contaminante en la
respuesta metabdlica de la planta. En algunos estudios han evaluado como el CO, atmosférico altera el
crecimiento de las plantas y la bioquimica (Long et al. 2004). A medida que mas carbono este disponible
en el ambiente para las plantas, se generan cambios en las concentraciones de fenoles, terpenos y
polisacéridos, pudiendo tener repercusiones a nivel del ecosistema a medida que se alteran los niveles de
herbivoria y la tasa de descomposicién de hojarascas (Penuelas y Estiarte, 1998). Por lo tanto, la
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contaminacion por CO, en los diferentes niveles de perturbacion pueden estar influyendo en la
concentracién de compuestos fendlicos, en donde se incluyen los alcaloides de naturaleza fendlica.
Aungue no se conoce exactamente en los ambientes establecidos los niveles de emisiones de CO,, se
infiere que los ambientes altamente perturbados por su proximidad con el parque automotor deben tener
mayores concentraciones de CO, atmosférico, por lo tanto las concentraciones de los compuestos
fendlicos se alteran y en consecuencia se trastorna la respuesta frente a la herbivoria. Al ver la tabla 3, se
observa que los sitios en donde se anotaron dafios por herbivoria en hojas corresponde a sitios clasificados
como altamente perturbados.

Finalmente, a pesar de las barreras naturales de las plantas, algunos patogénos pueden invadir las
estructuras vegetales y adicional afectarse por un ataque de herbivoros. Como se registr6 en la tabla 3,
todos los ejemplares de M. grandiflora muestreados tenian alguna afectacion de este tipo. En tales
circunstancias, las plantas ponen en marcha mecanismos de defensa inducibles en donde se presentan
sistemas de percepcion del invasor, a partir de lo cual se activan genes implicados en la respuesta
defensiva. Los productos naturales o metabolitos secundarios involucrados en la defensa inducible son
pocos y restringidos, otorgando una diferencia taxonémica, como sucede con los alcaloides. Por otra
parte, se ha reportado que alcaloides isoquinolinicos estan involucrados en las interacciones planta-
insecto en donde los dafios por mordeduras inducen las defensas y las plantas sintetizan metabolitos
secundarios como alcaloides de este tipo que tienen accién téxica sobre los insectos. Cabe resaltar de
igual forma que algunos insectos parasitos pueden evitar la intoxicacion con alcaloides y por el contrario
los usan para sintetizar compuestos contra sus propios depredadores y asi perdurar en la planta (Collinge
et al. 1994, Ringuelet y Vifia, 2013).

24 CONCLUSIONES

Entre los compuestos identificados en los perfiles metaboélicos de la planta M. grandiflora se encontré una
acumulacion mayor de alcaloides dentro de ellos del tipo aporfinoide, bis-bencilisoquinolinicos e
isoquinolinicos, y morfinandiona, siendo principalmente estos metabolitos secundarios detectados de
mediana y baja polaridad. Por lo tanto, M. grandiflora es una especie con contenidos abundantes en
alcaloides lo que concuerda con la biosintesis conocida para una angiosperma basal con una larga historia
evolutiva. Por otra parte, el evento expuesto en el sitio 2 de muestreo relacionado con la presencia de un
Eucalipto invadiendo el arbol de M. grandiflora y la expresion del compuesto secundario especifico
Soulangianolida B que hicieron distinguir a la muestra de corteza de este sitio, refiere como las presiones
ambientales e interacciones con el entorno generan respuestas metabodlicas con el fin de preservar la
integridad de la planta. En cuanto a la concentracion de fenoles, el anélisis estadistico permitié evidenciar
que esta variable presentd diferencias significativas entre las diferentes partes de la planta y entre los
tiempos de colecta. El analisis multivariado expuso que las diferentes partes de la planta presentan una
variacion en el metaboloma, debido a que los Score Plot de los PCA distinguian las muestras en grupos
claramente diferenciados. El anélisis por OPLS-DA con la variable de nivel de perturbacion y los
Loadings line, permitieron relacionar qué compuestos contribuyeron mayoritariamente para establecer la
variacién de los perfiles metabélicos de muestras de hojas y cortezas, en base a los ambientes
establecidos. Dentro de dichos compuestos se encontrd principalmente los alcaloides esteporfina,
pallidinina, magnoflorina, rodiasina, ovigerina y lanuginosina relacionados como influyentes en la
variacién del metaboloma en un nivel de perturbacion moderado para hojas, mientras que el triterpeno
acedsido, el lignano (+)-sesamina, los alcaloides 1,2-metilendioxi-8-metoxi-dehidrostefanina,
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tetradehidroreticulina, y tetrandrina se encontraron relacionados con el nivel de pertubacion alto en hojas.
Para el caso de corteza, los alcaloides pallidinina y lanuginosina se mostraron como los responsables de la
variacion del metaboloma en un nivel de perturbacién moderado en cortezas y, por su parte, los alcaloides
esteporfina, remerolina, tetrandrina, dehidrodicentrina, y la lactona sesquiterpénica costundlido fueron los
influyentes en el nivel de pertubacion alto. En cuanto al andlisis de las partes de la planta, se pudo
establecer que las hojas exhibieron un metabolismo mas enriquecido que las cortezas, por presentar una
mayor variedad de compuestos secundarios. Finalmente, el analisis OPLS supervisado con fenoles y sus
respectivos Loadings line, permitieron establecer que los alcaloides esteporfina, pallidinina,
magnocurarina, magnoflorina, el triterpeno acedsido y la antraquinona magnoquinona son los
responsables mayoritariamente en la variacion del metaboloma en la planta M. grandiflora en relacién a
un mayor contenido de fenoles y, a su vez, los lignanos (+)-sesamina y magnolina, los alcaloides
dehidrodicentrina, remerolina, lanuginosina y tetrandrina, y la lactona sesquiterpénica costunélido son los
principales contribuyentes en la variacion de los perfiles metabdlicos segiin una menor conentracion de
fenoles. Debido a que la mayoria de compuestos anotados son de naturaleza fendlica, la influencia de
compuestos para diferenciar el metaboloma al relacionarlos con el contenido de fenoles, esta dado por la
mayor o menor presencia de dichos compuestos en las muestras de hojas y cortezas, lo cuél es un punto
de partida inicial para futuros estudios de variaciones en las rutas metabélicas en M. grandiflora.
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CAPITULO 3

3 CORRELACION DE LOS PERFILES METABOLICOS
ALCALOIDALES DE HOJAS Y CORTEZAS DE Magnolia
grandiflora DE DIFERENTES AMBIENTES

3.1 INTRODUCCION

El término alcaloide fue mencionado por primera vez en 1819 por el boticario W. Meifner, quien observo
gue estos compuestos se comportaban como “alcalis” y por esta razén se denominaron alcaloides. En el
argot bioldgico, los alcaloides son productos naturales cuyo compuesto quimico heterociclico contiene
nitrégeno y presenta cualquier actividad bioldgica que, en muchos casos, puede ser de uso medicinal o
ecologico (Aniszewski, 1994). Dentro de las caracteristicas basicas para definir los alcaloides se ha
subrayado que estos compuestos tienen una mayor o menor toxicidad actuando principalmente en el
sistema nervioso central, poseen caracter basico en su construccién quimica, tienen como componente un
nitrégeno heterociclico, su sintesis proviene de aminoécidos o sus derivados inmediatos y presentan una
distribucién limitada en la naturaleza (Aniszewski, 2007). Durante muchos afios ha sido dificil entender la
funcion de los alcaloides en el metabolismo de la planta, pero en la actualidad el papel de los alcaloides se
describe por las funciones que tienen dentro y fuera del organismo que los produce (Wink y Mohamed,
2003, Aguiar y Wink, 2005). En cuanto a su funcion externa, las investigaciones se basan en la hip6tesis
de que los alcaloides juegan un papel principalmente de defensa en la interaccion con otros organismos.
Es decir, actian como una especie de bio-armas organicas. En cuanto a su funcién interna, evidencias
muestran que efectdan una regulacién del metabolismo debido a la expresion genética. Esto sugiere que
son compuestos importantes para la actividad celular y el genotipo (Chung et al. 2003, Wink, 2003). Los
alcaloides han generado un interés quimioprospectivo y evolutivo debido a que son ejemplos adecuados
para interpretar el papel quimico que existe en los procesos evolutivos y co-evolutivos en la naturaleza.
Por ejemplo, la interdependencia que se presenta entre la quimica de las plantas y los animales,
especialmente insectos que se alimentan de dichas plantas, involucra muchas veces a los alcaloides
(Berenbaum, 1983, Thorne et al. 2006). Dentro de los alcaloides, los aporfinoides en su mayoria son
encontrados en las familias del orden de las Magnoliales en donde se halla la familia Magnoliaceae.
Ensayos han demostrado que algunos aporfinoides tienen un potencial farmacoldgico importante como
antagonistas dopaminérgicos, depresores del sistema nervioso central, antitusivo, antifingicos,
antibacterianos, antioxidantes, citotéxicos, etc. (Gora et al. 1980, Jacyno et al. 1991). Los alcaloides
como la mayoria de metabolitos secundarios son biosintetizados en respuesta a presiones ambientales y
ecoldgicas, con el fin de participar en la adaptacién del organismo que los produce frente a diferentes
condiciones ambientales (Dey y Harborne, 1997). Por lo anterior, en el presente trabajo se utilizd a la
especie M. grandiflora perteneciente a la antigua familia Magnoliaceae como modelo para determinar la
composicion alcaloidal de muestras provenientes de diferentes ambientes y evaluar los cambios en sus
perfiles alcaloidales entorno a ellos.
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3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Preparacion de los extractos alcaloidales

Para la preparacion de los extractos alcaloidales se realizaron los siguientes procedimientos. En esta
preparacion se utilizé el mismo material vegetal de hojas y cortezas de las mismas colectas usadas para la
preparacion de extractos etanélicos

e Las hojas se maceraron con nitrégeno liquido y se pesaron 6 gramos del material. Se le
adicionaron 50 mL de &cido clorhidrico (HCI) al 0.5%, se agit6 en el Shaker por 24 horas. Una
vez transcurrido este tiempo, se filtraron las muestras y se afiadié 10 mL de amoniaco (NH,) al
15%. Se verific6 un pH de 10 para la solucién. En un embudo de decantacion, se coloco la
solucion con pH 10 y se afadio cloroformo (CHCIy) tres veces, se agitd y se colectd la fase
organica para rotaevaporar. El extracto concentrado se paso a viales previamente pesados y se
sec en la cdmara de extraccion (Muzquiz et al. 1993, Zamora-Natera et al. 2008).

e Se pesaron 5 gramos de las cortezas trituradas. Se le adicion6 40 mL de acido clorhidrico (HCI) al
0.5%, se agit6 en el Shaker por 24 horas. Se le afladié 10 mL de amoniaco (NH3) al 15% vy se
verifico que la solucién tuviera un pH de 10. En el embudo de decantacion se adiciono tres veces
cloroformo (CHCI3) a la solucién basica para obtener la fase organica. Se rotaevaporé y el
extracto obtenido se pasé a viales previamente pesados y se dejo secar en la cAmara de extraccién
(Muzquiz et al. 1993, Zamora-Natera et al. 2008).

3.2.2 Deteccion de alcaloides por Reactivo de Dragendorff

En una placa cromatografica se afiadio las muestras de hojas y cortezas de los extractos alcaloidales de las
diferentes colectas y se reveld con el Reactivo de Dragendorff que se compone de tetrayodobismutato
potasico, el cual indica la presencia de alcaloides por la formacion de una coloracion naranja-rojiza.

3.2.3  Anélisis por HPLC-ESI-MS de los extractos alcaloidales

Los extractos alcaloidales de hojas y cortezas de M. grandiflora fueron perfilados por cromatografia
liquida de alta resolucion en fase reversa acoplada a espectrometria de masas por medio del equipo LC-
MS Shimadzu QP2020 del Laboratorio de Quimica Bio-organica de la UMNG. Para los extractos
alcaloidales resultantes se prepararon disoluciones a una concentracion de 3 mg/mL de metanol. Las
muestras se pasaron por una columna Synergi C-18 con las siguientes dimensiones: 150 mm (longitud) x
4.6 mm (didmetro interno) x 4 pm (tamafio particula). La fase A era 4cido formico al 0.1% en agua y la
fase B era acetonitrilo. El volumen de inyeccion de la muestra en todos los casos fue de 15 pL y el flujo
de la fase movil fue de 0.9 mL/min. En la Tabla 5 se muestra el gradiente del disolvente B. Con este
método se determinaron las absorbancias de las muestras a una longitud de onda de 270 nm y 330 nm.
Este protocolo para el perfilado de extractos fue estandarizado en el Laboratorio de Quimica Bioorganica
de la UMNG. Con la informacion del espectro de masas de los extractos se consultd la base de datos
KNApSACcK para realizar la anotacién de las sefiales correspondientes, que permitié la identificacion
tentativa de los compuestos.
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Tabla 5 Gradiente de la Fase B para el perfilamiento por HPLC-MS de los extractos alcaloidales de M.
grandiflora

Tiempo (min) % Fase B
0 10
2 10
20 30
25 100
28 100
34 10
37 10

3.2.4 Analisis Multivariado

Una vez obtenidos los perfiles cromatograficos de los extractos alcaloidales de M. grandiflora se
exportaron los datos crudos para alinear en el programa MATLAB por el método de Alineamiento de
Correlacion Optimizado (COW) (Nielsen et al. 1998). Posteriormente, los datos se normalizaron y
autoescalaron (Rozo y Mendoza, 2013). Una vez procesados los datos con los pasos anteriores, fueron
exportados al software SIMCA (13.3 Umetrics) para construir los diagramas de correlacion (Score Plots)
mediante el andlisis de componentes principales (PCA) y regresién de minimos cuadrados parciales
ortogonales (OPLS-DA). Asi mismo, los Loading line mediante PCA y los dendogramas. El PCA se
utilizé para reducir la dimensionalidad del conjunto de datos (Wold et al. 1987). El algoritmo OPLS-DA
se utiliz6 para encontrar modelos que permitan la maxima separacion entre las distintas clases de
muestras. Por lo tanto se crea una matriz de variables que permita determinar si la muestra pertenece a
cierta clase o no (Barker y Rayens, 2003). Se realiz6 anélisis supervisados y no supervisados con los
datos de las cromatografias de los extractos alcaloidales a 270 y 330 nm.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Andlisis por HPLC-DAD-MS de los extractos alcaloidales de hojas y cortezas de M.
grandiflora

Por medio del andlisis por HPLC-DAD-MS se anotaron 28 compuestos secundarios en los extractos
alcaloidales, siendo un nimero mayor de compuestos secundarios que los anotados para extractos
etanolicos. Esto se debe al enriquecimiento de los fitoderivados por extraccién selectiva de alcaloides. En
la figura 15(A), se observa el cromatograma obtenido de los extractos alcaloidales de hojas y cortezas a
una longitud de onda de 270 nm y en la figura 15(B), se observa el cromatograma de los extractos
alcaloidales de hojas y cortezas a 330 nm.

En la figura 15(A), se observan seis (6) sefiales mayoritarias de las cuales 1, 2, 4 y 5 se encontraron tanto
en hojas como cortezas en las diferentes colectas. La sefial 3, presentd picos de mayor intensidad en hojas
tanto de primera como de segunda colecta, mientras que en corteza esta sefial no es tan marcada. La sefial
6 tiene picos de mayor intensidad en cortezas, mientras que en hojas solo un par de muestras presentaron
esta sefial con una intensidad resaltable. En cuanto a lo destacado con las flechas, la flecha roja expone
una pico exclusivo para la muestra IH 2 y la flecha azul para la muestra I1H 1. Las sefiales muestran que
la tendencia de los compuestos de extractos alcaloidales mayoritarios fue de mediana y baja polaridad,
con una concentracion importante entre los tiempos de retencién entre 23 y 27 min segin el
cromatograma.
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En la figura 15(B), se muestran 8 sefiales de compuestos mayoritarios. Las sefiales 1 y 8 se encontraron
presentes en todas las muestras de extractos alcaloidales. Las sefiales 2 y 3 se presentaron en hojas y
cortezas pero no precisamente en todas las muestras de dichas partes. La sefial 4 presenté mayores picos
de intensidad en hojas a comparacion de las cortezas. A partir de la sefial 5, se observa muchas sefiales
sobrepuestas, esto se debié a que varias pequefias sefiales se aglomeraron acompafiando la sefial 5 que
tenia una intensidad mayor. A pesar de esto, la sefial 5 se present6 tanto en hojas como en cortezas. La
sefial 6, se presentd en ciertas muestras de hojas con picos mayoritarios en 1I1H 4, IH 12, IH 8. La sefial 7,
también se presentd con intensidades variables en ciertas muestras de cortezas de primera y segunda
colecta. Esta sefial en la muestra IH 12 se presentd con un pico mayoritario. Entre los picos de mayor
intensidad de la sefial 7 para cortezas, se encontraron IIC 3, IC 15, seguida por picos en IIC 10, IC 1.
Finalmente, la flecha entre las sefiales 3 y 4, muestra un pico mayoritario que se presentd exclusivamente
en IIH 2. Al igual que en el cromatograma a 270 nm, la figura 15(B) muestra que la mayor concentracion
de sefiales se presentd entre los tiempos de retencion 23 a 27 minutos. Lo anterior, refleja que los
compuestos de los extractos alcaloidales son de mediana y baja polaridad.

3.3.2 Deteccién de Alcaloides mediante el Reactivo de Dragendorff

En la figura 16, se muestra en la parte superior la placa cromatogréfica para las muestras de hojas de
primera y segunda colecta. Se observa que el sitio 18 tiene dos muestras para primera colecta y para
segunda colecta solo una, esto es debido a que en la primera colecta se muestrearon dos arboles en el sitio
18, pero para la segunda colecta no fue posible. De igual forma sucedi6 para las muestras de cortezas de
la placa cromatografica inferior. Por medio del revelado con el Reactivo de Dragendorff que forma una
coloracion naranja-rojiza, debido a que al ponerse en contacto con la solucion &cida de los extractos de
alcaloides, las bases se precipitan como s6lidos marrones (Marcano y Hasegawa, 2002). Comparando la
placa de hojas con la de cortezas, se observa que en hojas hubo mayor deteccion de alcaloides, debido a
gue en la mayoria de muestras se formd el precipitado naranjarojizo. La intensidad de la coloracion
indica, de forma cualitativa, un contenido mayor de alcaloides en las muestras, ya que se precipita una
mayor cantidad de bases por tener &tomos de nitrégeno formando el anillo heterociclico (Aniszewski,
2007, Dewick, 2009). Por ejemplo, la muestra 11 de la segunda colecta de hojas presenta una coloracion
mas intensa que en la colecta uno, e incluso que en la mayoria de muestras de hojas. Lo anterior, indica
gue en la muestra de hojas del sitio 11de segunda colecta puede haber presencia de mayor contenido de
alcaloides. En cambio, en la placa inferior correspondiente al analisis de cortezas, se observa en la
primera fila que corresponde desde la muestra 1 hasta la 10 de primera colecta, practicamente solo en las
muestras 4 y 5 se detectan alcaloides. El hecho de que en hojas se produzca mayor Coloracion de las
muestras puede deberse a que los alcaloides se producen para la defensa de la planta y, al ser las hojas una
de las estructuras vegetales que presentd mas lesiones, es posible que en las muestras de esta parte de la
planta se hallen varios alcaloides.
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Figura 16 Alcaloides detectados mediante revelado con el Reactivo de Dragendorff

3.3.3 ldentificacién de compuestos secundarios de los extractos alcaloidales de hojas y cortezas de
M. grandiflora

En la tabla 7 de anexos, se registran los compuestos detectados y anotados para los extractos alcaloidales
de hojas y cortezas de M. grandiflora. Se anotaron 28 compuestos secundarios de los cuales 26 fueron
identificados por medio de la base de datos KNApSACcK y 2 se registraron como desconocidos. De los 26
compuestos detectados, 23 eran alcaloides, y 3 eran lignanos. La razén por la cual en los extractos
alcaloidales no se detectaron exclusivamente alcaloides, sino que también lignanos, puede deberse a que
estos compuestos secundarios se incorporaron a la fase organica en el momento de la separacion liquido-
liquido dentro del protocolo de extraccion acido-base (Knaggs, 2003, Tzin y Galili, 2010). Los
compuestos secundarios de la tabla 7 de anexos que asociaron mayor nimero de muestras entre hojas y
cortezas de las diferentes colectas, en los extractos alcaloidales, fueron los compuestos 3, 20, 24, 30 y 22,
respectivamente, los cuales correspondieron a alcaloides. ElI compuesto 3 es el alcaloide morfinandiona
Pallidinina (Vechietti et al. 1981), dicho alcaloide se encontré en hojas y cortezas. EI compuesto 20 se
anoté como el alcaloide dehidroaporfinico 3-Hidroxinuciferina (Warumby y Lacava, 2007), que se
encontrd en hojas y cortezas. EI compuesto 24 se anoté como el alcaloide Talictuberina (Warumby y
Lacava, 2007), que se encontrd en hojas y cortezas. El compuesto 30 el alcaloide hasubana Estephalonina
B (Kndlker, 2014) que se encontr6 en hojas y cortezas y finalmente el compuesto 22 el alcaloide
dehidroaporfinico Dehidrodicentrina (Cava y Venkateswarlu, 1971), dicho alcaloide se encontr6 en hojas
y cortezas.

Por otra parte, se detectaron 7 compuestos que se expresaron de manera exclusiva en muestras de corteza,
entre ellos se encontraron 6 compuestos alcaloidales y 1 lignano. Los compuestos anotados presentes
exclusivamente en muestras de cortezas fueron: 13, 17, 19, 21, 23, 27, y 28. De los compuestos
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anteriores, el 13 y 17 se detectaron so6lo para la muestra 11C9, y el 21 para IC6. Los compuestos que se
expresaron de manera exclusiva en muestras de hojas fueron: el 15, 25, 31 y 33. Estos corresponden a dos
lignanos, un desconocido y un alcaloide, respectivamente. De los anteriores, el compuesto 33 se presento
en la muestra 11H14 exclusivamente.

Los 23 compuestos secundarios que se identificaron como alcaloides a partir de los extractos alcaloidales
de hojas y cortezas de M. grandiflora, fueron los siguientes:

Tabla 6 Compuestos identificados como Alcaloides a partir de los extractos alcaloidales de hojas y
cortezas

Tipo de Alcaloide Numero del compuesto identificado
Aporfinoides 1,4,9,10, 24, 27, 28, 33
Dehidroaporfinas 18, 20, 22

Dioxoaporfinas 19

Bis-bencilisoquinolinico, isoquinolinas 5,6, 23, 32, 34,35

Derivados del tipo hasubanonina 8, 13,30

Alcaloides del opio (morfinanos) 3,17

3.3.4 Analisis multivariado de extractos alcaloidales

En la figura 17(A) se observa el Loading line del andlisis con Pareto normalizado (ParN) del PCA para el
cromatograma general de las muestras de extractos alcaloidales a 270nm. Asi mismo, la figura 17(B),
muestra el Loading line del ParN (PCA) para el cromatograma de las muestras alcaloidales a 330 nm.

Figura 17 ParN (PCA) para cromatograma totalizado de extractos alcaloidales a 270 nm (A) y 330 (B).

Con estos Loadings line es posible constatar que las muestras mayoritarias son de mediana y baja
polaridad, debido a que el conjunto de sefiales se concentra en la parte derecha del Loadings line que
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corresponde a la parte menos polar. Esto se evidencia tanto para las muestras de 270 nm, como para las de
330 nm. Las sefiales encerradas en los circulos rojos lo que muestran es como el monitoreo a 270 nmy a
330 nm ayuda a obtener un anélisis complementario, ya que hay compuestos secundarios entre las
diferentes muestras de extractos alcaloidales que son detectables en un monotireo a 270 y otras a 330, 0
hay sefiales con mayor intensidad en un tipo de monitoreo y otras casi imperceptibles en otro monitoreo.
En general, en el monitoreo a 270 nm se conglomeran mas sefiales quen en 330 nm, lo que indica que los
compuestos detectados en 270 nm corresponden asi mismo a compuestos detectados en 330 nm. En los
dos Loading line, se puede deducir la contribucion de los alcaloides en los perfiles metabdlicos de la
planta ya que, al observar los alcaloides por separado es posible que, al ser los compuestos mayoritarios
de planta, como también se observo en los extractos etanolicos, estos pueden ser lo que aportaran la
mayoria de sefiales que se observaron en los Loading line del Pareto normalizado de los extractos
etanolicos de la figura 9.

El andlisis de los Score Plots del PCA y su respectivo dendograma (HCA) en alcaloidales, muestra al
igual que en los etandlicos una distribucidon que separa las muestras claramente entre grupos. Para las
muestras de cortezas a 270 nm de la figura 18(A), el Score Plot gracias al HCA, se distinguen 3 grupos en
donde se relinen diferentes muestras de cortezas segun sus similitudes. En los diferentes grupos se puede
observar que ejemplares de un mismo sitio muestreado no se localizan en el mismo grupo segln el
tiempo de colecta, como lo sefialan los circulos. Lo anterior indica que los perfiles metabdlicos de corteza
varian en el mismo arbol en tiempos de colectadiferentes.

Nuevamente se puede deducir que la planta modifica el metabolismo en el tiempo para acondicionarse a
las influencias externas. En la figura 18(B), se observa el Score Plot y dendograma para las muestras de
cortezas a 330 nm. En el Score Plot gracias al HCA, se distinguen 3 grupos que al igual que en 270 nm se
diferencian pero no se aglomeran ni se alejan entre si los grupos, porque se disponen de manera dispersa.
Al comparar las muestras de cortezas a 330 nm de extractos alcaloidales con los de cortezas a 330 nm de
etandlicos, se observa que hubo una mayor especificidad en las muestras etandlicas, posiblemente porque
en el andlisis de alcaloidales los compuestos metabolicos como son los alcaloides, se presentan de manera
generalizada entre muestras, y por esta razon no se puede observar separaciones marcadas entre los
grupos de muestras de cortezas de las diferentes colectas.
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Figura 18 (PCA) para Score Plot y Dendograma (HCA) de cromatogramas de cortezas a 270 nm (A) y
330 nm (B)

La figura 19(A), muestra el PCA para el Score Plot y dendograma (HCA) de hojas a 270 nm excluyendo
la muestra 11H2 por salir del intervalo de confianza. Se observan 4 grupos de muestras que se comportan
de manera similar a las muestras de corteza de extractos alcaloidales, en donde se presentan diferencias
pero las muestras de los grupos no estan concentradas ni alejadas entre si, sino que estan dispersas. Se
observa que si varian los perfiles metabolicos en el tiempo debido a que ejemplares del mismo sitio se
organizan en grupos distintos segun el tiempo de colecta como lo sefialan los circulos. En la figura 19(B),
se observa el Score Plot y dendograma de hojas a 330 nm. ElI comportamiento de estas muestras difiere
levemente al de hojas de 270 nm, debido a que la separacion entre grupos llega a ser mas concentrada.
Por ejemplo, el grupo de muestras azul trata de separarse y alejarse de las muestras del grupo rojo y
verde. Lo anterior, indica que las muestras de hojas a 330 nm a diferencia de las muestras de hojas de 270
nm, estan presentando compuestos secundarios especificos en un grupo reducido de muestras.
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Figura 19 (PCA) para Score Plot y dendograma (HCA) de cromatogramas de hojas a 270 nm (A) y 330
nm (B)

En el andlisis OPLS-DA supervisado con la variable categérica del nivel de perturbacidn, se observa que
las muestras tanto de hojas como cortezas, presentan diferencias en los perfiles metabolicos al
supervisarlas con los dos ambientes establecidos. En la figura 20(A), se observa el Score Plot de las
muestras de cortezas a 270 nm, en donde se evidencia que el grupo azul al lado positivo del Score Plot,
correspondiente al nivel de perturbacion moderado y el grupo verde al lado negativo del Score Plot,
correspondiente al nivel de perturbacion alto, se separan en grupos discretos. Las muestras separadas por
los dos niveles de perturbacion, se concentran notoriamente indicando que los perfiles metabolicos
efectivamente varian segun los ambientes. La figura 20(B), muestra el Loadings line en donde la parte
superior corresponde a las sefiales de los compuestos del grupo de nivel de perturbacion moderado.
Tomando como base la informacién anotada en la tabla 7 de anexos, este grupo se ve influenciado por la
presencia del compuesto: 10 (tg=14.5) registrado como (+)-ovigerina. Por lo tanto, se puede indicar que el
compuesto anterior contribuye mayoritariamente en la variacion del metaboloma en cortezas segun un
nivel de perturbacion moderado. Por otro lado, la parte inferior del Loadings line (figura 20B)
corresponde a las sefiales de los compuestos que influencian la diferenciacion del grupo de nivel de
perturbacidn alto, correspondiente al compuesto 28 (tx=25.3) el alcaloide aporfinoide anonaina (Tomita y
Kozuka, 1967, Mohamed et al. 2010). EI compuesto anterior seria el responsable de la variacion del
metaboloma en cortezas segun un nivel de perturbacion alto.
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Figura 20 Score Plot (A) y Loadings line (B) para OPLS-DA supervisado con perturbacion para los
perfiles de cortezas a 270 nm. Score Plot (C) y Loadings line (D) para OPLS-DA supervisado con
perturbacion para los perfiles de cortezas a 330 nm

Comparando el comportamiento previo de las muestras a 270 nm con la figura 20(C), que muestra el
Score Plot del andlisis OPLS-DA de cortezas a 330 nm, se observa un proceder similar, en donde se
separan el grupo azul correspondiente a muestras del nivel de perturbacion moderado al lado positivo del
Score Plot y el grupo verde correspondiente a muestras del nivel de perturbacion alto al lado negativo del
Score Plot. De igual forma, la distincion de grupos tiene una distribucién dispersa. En la figura 20(D), se
observa el Loadings line de muestras de cortezas a 330 nm, en donde la parte superior correspondiente a
las muestras del grupo azul del Score Plot, destaca el compuesto 10 (tz=14.5) el alcaloide (+)-Ovigerina
(Manske, 1967)); 19 (tr=21.0) el alcaloide 2-O-Metilboldina (Phillipson et al. 1985); y 20 (tg=22.3) el
alcaloide 3-Hidroxinuciferina, los cuales pueden estar contribuyendo mayoritariamente a la variacién del
metaboloma en cortezas hacia un nivel de perturbacion moderado. Por su parte, en el lado inferior de la
figura 20 (D), se observan las sefiales asociadas a la discriminacién del grupo verde (nivel de perturbacion
alto), en donde se muestra la influencia de un metabolito: 6 (tz=11.6) el alcaloide bis-bencilisoquinolinico
Rodiasina (Grundon y McGarvey, 1966). Los metabolitos anteriores serian los responsables de la
variacién de los perfiles metabdlicos en cortezas hacia un nivel de perturbacion alto.
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Figura 21 Score Plot (A) y Loadings line (B) para OPLS-DA supervisado con perturbacion para los
perfiles de hojas a 270 nm. Score Plot (C) y Loadings line (D) para OPLS-DA supervisado con
perturbacion para los perfiles de hojas a 330 nm

En la figura 21(A), se evidencia que las muestras de hojas a 270 nm se separaron entre el grupo azul al
lado positivo del Score Plot, correspondiente al nivel de perturbacién moderado y el grupo verde al lado
negativo del Score Plot, correspondiente al nivel de perturbacion alto. Las muestras separadas por los dos
niveles de perturbacién, no se concentran al igual que sucedié con las cortezas, sino que por el contrario
se distribuyeron de forma dispersa. La figura 21(B) muestra el Loadings line en donde la parte superior
corresponde a las sefiales de los compuestos del grupo del nivel de perturbacién moderado. Este grupo se
ve influenciado por la presencia del compuesto: 10 (tz=14.5) el alcaloide (+)-Ovigerina, 19 (tz=21.0) el
alcaloide 2-O-metilboldina, 24 (tz=23.7) el alcaloide aporfinoide Talictuberina, 28 (tg=25.3) el alcaloide
anonaina, 33 (tx=27.6) el alcaloide Lanuginosina. Por lo tanto, se puede indicar que estos alcaloides
contribuyen mayoritariamente en la variacién del metaboloma en hojas segin un nivel de perturbacion
moderado. Por otra parte, la parte inferior del Loadings line de la figura 21(B), corresponde a las sefiales
de los compuestos que contribuyen la variacién del grupo de nivel de perturbacion alto, donde se aprecia
la influencia de los compuestos: 22 (tz=23.0) el alcaloide dehidrodicentrina, 23 (tz=23.6) el alcaloide
tetradehidroreticulina, 27 (tg=25.1) el alcaloide liriodenina, y 34 (tr=29.5) el alcaloide Sepeerina. La
figura 21(C) correspondiente al Score Plot del OPLS-DA de hojas a 330 nm, presenta un
comportamiento similar a las muestras de hojas a 270 nm, en donde el grupo azul correspondiente a las
muestras del nivel de perturbacién moderado al lado positivo del Score Plot y el grupo verde del nivel de
perturbacion alto al lado negativo, se diferencian de manera dispersa. En la figura 21(D), se analiza que
esta diferenciacion se debe a la influencia de los compuestos detectados a 330 nm, cuyo Loadings line en
la parte superior correspondiente a las muestras del grupo azul del Score Plot, destaca a los compuestos:
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15 (tzg=17.3) el lignano (+)-Sesamina, 19 (tg=21.0) el alcaloide 2-O-metilboldina, 25 (tg=24.4) el lignhano
magnolina y 28 (tz=25.3) el alcaloide anonaina. Se puede decir que estos compuestos contribuyen
mayoritariamente a la variacion del metaboloma en hojas hacia un nivel de perturbacién moderado. Por
otro lado, en la parte inferior de la figura 21(D), se observan las sefiales relacionadas a la diferenciacion
del grupo verde del nivel de perturbacion alto, en donde se muestra la influencia del metabolito: 1
(tr=2.1) el alcaloide esteporfina, 9 (tz=13.8) el alcaloide liriotulipiferina, 23 (tr=23.6) el alcaloide
tetradehidroreticulina y 35 (tg=31.1) que se registr6 como Tetrandrina, siendo, por lo tanto, los
compuestos principalmente responsable de la variacién de los perfiles metabolicos en hojas hacia un nivel
de perturbacion alto a una deteccion de 330 nm.

Finalmente, el Score Plot (OPLS) supervisado con la variable continua del contenido de fenoles para
todas las muestras de extractos alcaloidales a 270 nm se observa en la figura 22(A). Por medio del analisis
OPLS se muestra que las muestras de hojas y cortezas presentan diferencias en los perfiles metabélicos al
supervisarlas con el contenido de fenoles. Las muestras de la figura 22(A), se separaron entre el grupo
con menor concentracion de fenoles al lado negativo del Score Plot y el grupo con mayor concentracion
de fenoles al lado positivo del Score Plot. Las muestras con mayor contenido de fenoles (1C16, IH8 y
IH12) se encuentran fuera del intervalo de confianza, de estas muestras la 1C16 en el test de Tukey
representado en la Figura 8(B) del capitulo 2, mostrd ser la Unica completamente diferente lo que puede
indicar que esta generando un compuesto mayoritario exclusivo de naturaleza fendlica. Las muestras
diferenciadas por las concentraciones del contenido de fenoles se condensaron claramente indicando que
los perfiles metabolicos efectivamente varian segun el contenido de fenoles. La figura 22(B), muestra el
Loadings line en donde la parte superior corresponde a las sefiales de los compuestos con mayor
concentracién de fenoles. Este grupo se ve influenciado por la presencia de los compuestos: 10 (tg=14.5)
el alcaloide (+)-Ovigerina, 24 (tr=23.7) el alcaloide Talictuberina y 33 (tr=27.6) el alcaloide
Lanuginosina. Por tal razén, se puede inferir que estos alcaloides contribuyen mayoritariamente en la
variacion del metaboloma de la planta segin un mayor contenido de fenoles. Por otra parte, la parte
inferior del Loadings line de la figura 22(B) corresponde a las sefiales de los compuestos que influencian
la variacidn del grupo con menor concentracion de fenoles, pertenecientes a los compuestos: 27 (tg=25.1)
el alcaloide liriodenina; y 28 (tx=25.3) el alcaloide anonaina. Es posible indicar que los alcaloides
aporfinicos anteriores son los responsables de la variacion del metaboloma de la planta segin una menor
concentracion de fenoles.

Al comparar la figura 22(C) que muestra el Score Plot del OPLS supervisado con el contenido de fenoles
de los extractos alcaloidales a 330 nm y la figura 22(A), se encuentra un comportamiento similar en
donde la diferenciacion se distribuye de forma dispersa. De igual forma en la figura 22(C) se diferencian
el grupo del lado positivo del Score Plot correspondiente a las muestras con mayor contenido de fenoles
y el grupo del lado negativo del Score Plot correspondiente a las muestras con menor contenido de
fenoles. La variacion de grupos se debe a la influencia de los compuestos detectados a 330 nm como se
aprecia en la figura 22(D), cuyo Loadings line en la parte superior correspondiente a las muestras del
grupo con mayor contenido de fenoles, se destaca el metabolito 24 (tx=23.7) el alcaloide talictuberina el
cual puede estar contribuyendo mayoritariamente a la variacién del metaboloma de la planta segin un
mayor contenido de fenoles. Por otra parte, la parte inferior de la figura 22(D), muestra las sefiales de los
compuestos con menor concentracion de fenoles, en donde la variacion se da por la influencia de los
compuestos: 1 (tg=2.1) el alcaloide esterporfina; 15 (tz=17.3) el lignano (+)-Sesamina; y 27 (tz=25.1) el
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alcaloide liriodenina. Los compuestos anteriores serian los principales responsables de la variacion de los
perfiles metabolicos en las diferentes muestras de la planta segin un menor contenido de fenoles.
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Figura 22 Score Plot (A) y Loadings line (B) para OPLS supervisado con Fenoles para los perfiles de
extractos alcaloidales a 270 nm. Score Plot (C) y Loadings line (D) para OPLS supervisado con Fenoles
para los perfiles de extractos alcaloidales a 330 nm

Al observar las estructuras de los compuestos involucrados en la variacién de los perfiles metabdlicos
hacia una mayor concentracion de fenoles se observan compuestos de naturaleza no fendlica. El hecho de
que los alcaloides (+)-Ovigerina, Talictuberina y Lanuginosina que no tienen naturaleza fendlica se hayan
detectado en los Loadings line como sefiales mayoritarias entre los compuestos de mayor concentracion
de fenoles se puede deber a que estén presentes en las muestras de extractos alcaloidales con mayor
concentracién de fenoles pero no sean especificamente los que estén contribuyendo como compuestos con
mayor contenido de fenoles. Debido a que alcaloides y fenoles provienen de la misma ruta biosintética del
acido shiquimico puede que en las muestras de mayor contenido de fenoles se este favoreciendo la
formacion de estos alcaloides. Por otro lado, los compuestos responsables de una variacion del
metaboloma hacia una concentracion menor de fenoles son todos de naturaleza no fenodlica lo cual
corresponde a muestras de menor concentracién de fenoles.

En cuanto a la muestra C16 que exhibid la mayor concentracion de fenoles y se separé claramente en los
analisis supervisados con fenoles de los extractos etandlicos y alcaloidales, y al revisar los compuestos
anotados en la tabla 7 de anexos, para la muestra C16 de primera colecta, se observd que presento
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alcaloides de tipo aporfinoide y bis-bencilisoquinolinico como son la 2-O-metilboldina y la rodiasina
(Grundon y McGarvey, 1966, Mohamed et al. 2010). Esto puede corresponder con el hecho de que esta
muestra exhiba mayor concentracion de fenoles por presentar alcaloides de naturaleza fendlica en
concentraciones elevadas.

Es cuanto a la observacion de que los grupos diferenciados en los Score Plot de los analisis OPLS
supervisado con fenoles para las muestras de extractos alcaloidales se presenten mas dispersos, puede
deberse a que al compartir los fenoles y los alcaloidales la misma ruta biosintética, se considera que a
concentraciones mayores de fenoles, los alcaloidales estaran presentes en menor proporcion, pero como
en los extractos alcaloidales se anotaron en su mayoria alcaloides no hay una concentracién definida,
mientras que en las muestras etanolicas si se concentran de forma notoria por estar presentes diferentes
componentes secundarios de naturaleza no fendlica y no especificamente alcaloides (Scalbert y
Williamson, 2000, Sanchez-Moreno, 2002).

La deteccion de compuestos secundarios en la especie M. grandiflora ha denotado que los alcaloides son
los componentes mayoritarios en esta planta. Como ya se menciond, estos compuestos contribuyen en la
variacién de los perfiles metabolicos en respuesta a tiempos de colectas diferentes, partes de la planta y
niveles de perturbacion del ambiente. Estos compuestos secundarios tienen como funcién principal la
defensa quimica de la planta contra ataques de herbivoros y patégenos, actuando como fitoalexinas. Asi
mismo, estos compuestos tienen efectos en las interacciones alelopaticas (Aniszewski, 2007). La
concentracién de alcaloides puede cambiar en los ciclos anuales de las plantas o incluso cambiar en un
ciclo diurno, lo cual puede indicar porque entre tiempos de colecta varia la composicién alcaoidal. De
igual forma, la concentracion de alcaloides varia en las distintas partes de la planta, por lo que algunos
alcaloides del presente trabajo se presentaban exclusivamente en hojas o en cortezas (Wink, 2003). Los
alcaloides se detectan principalmente en tejidos de activo crecimiento para luego ser acumulados en
tejidos de almacenamiento. Dichos tejidos de almacenamiento son importantes para la supervivencia y
reproduccion, tales como raices, cortezas, flores y tejidos fotosintéticamente activos. La formacion y el
almacenamiento de los alcaloides esta influenciado por estresores ambientales, infecciones o lesiones
como las reportadas en los ejemplares muestreados (Wink y Mohamed, 2003, Aguiar y Wink, 2005).

Por otra parte, los alcaloides aporfinoides, los cuales fueron los mas abundantes en la especie del presente
trabajo, son derivados de los alcaloides bencilisoquinolinicos, los cuales tienen importancia bioldgica
porgue son moléculas con un origen vegetal evolutivo antiguo, ya que son producidos primordialmente
por angiospermas primitivas y conservados en clados modernos (Liscombe et al. 2005, Wink, 2010). Con
lo anterior, la evidencia de que los alcaloides participan de la mano con evolucién, adaptacion y/o
acondicionamiento de los organismos, se observa en las interacciones que presentan con diversos
microorganismos, en donde los procesos de acondicionamiento conducen a una adaptacién donde los
alcaloides que aportan la parte bioquimica, por lo que la defensa de una planta por medio de alcaloides es
una funcién que cambia en procesos de acondicionamiento (Aniszewski, 2007). Esto puede indicar que
los alcaloides de la planta, varian entre tiempos de colecta y ambientes establecidos en respuesta a los
procesos de adaptacién segun los microorganismos con los que interactden. A lo anterior se suma el
hecho que es importante identificar a futuro los agentes que causan las lesiones descritas en los
ejemplares muestreados.
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3.4 CONCLUSIONES

Los extractos alcaloidales de M. grandiflora se encuentran contribuyendo con una parte significativa del
metaboloma, ya que al evaluar extractos de alcaloides por separado y al comparar con los componentes en
general de los extractos etandlicos, se identifica que las sefiales expresadas en los diferentes
cromatogramas de etandlicos tienen comportamientos similares con los de extractos alcaloidales, por lo
tanto se puede deducir que los alcaloides son los compuestos mayoritarios en esta planta. Por esta razén,
es importante identificar las condiciones gque influyen en la sintesis de ciertos alcaloides en esta planta y
en sus partes ya que otorga informacién de tales quimiotipos ricos en alcaloides. La identificacion de
componentes secundarios en extractos alcaloidales, al igual que en extractos etanélicos, mostré que los
tipos de componentes que se identificaron en mayor cantidad fueron los alcaloides, lo que ratifica que esta
especie es abundante en alcaloides. Dentro de los alcaloides identificados, los tipos aporfinoides fueron
los de mayor presencia, lo cual es caracteristico del género Magnolia L. EI analisis multivariado de los
extractos alcaloidales de la misma forma que en etandlicos, demostr6 que hay variacién en los perfiles
metabolicos en los diferentes tiempos de colecta y niveles de perturbacion establecidos. Los analisis
OPLS-DA supervisado con el nivel de perturbacion mostraron que los compuestos secundarios
relacionados con la discriminacion de los perfiles metabdlicos en cortezas para un nivel de perturbacién
alto fueron los alcaloides anonaina y rodiasina. Para un nivel de perturbacién moderado, los compuestos
que contribuyen en su diferenciacion en cortezas fueron los los alcaloides (+)-Ovigerina, 2-O-
Metilboldina y 3-Hidroxinuceiferina. Para las muestras de hojas, los componentes secundarios que
contribuyen en la diferenciacion metabdlica del nivel de perturbacion moderado fueron los alcaloides
talictuberina, (+)-Ovigerina, 2-O-Metilboldina, Anonaina, Lanuginosina, y los lignanos (+)-sesamina y
Magnolina. Finalmente, para el nivel de perturbacion alto en hojas, el alcaloide esteporfina,
liriotulipiferina, dehidrodicentrina, tetradehidroreticulina, liriodenina, sepeerina y tetrandrina fueron los
gue contribuyeron en su variacion. Por otra parte, el Score Plot del analisis OPLS supervisado con fenoles
mostré que el ejemplar 1C16 exhibia la mayor concentracion de fenoles, al igual que en el anélisis de
etanolicos, por lo tanto sugiere que en esta muestra se presenta alcaloides de naturaleza fendélica como
aporfinoides y bis-bencilisoquinolinicos. Por Gltimo, en los Loadings line del analisis OPLS supervisado
con fenoles, se observo que dentro de los compuestos mayoritarios en la diferenciacion de los perfiles
metabolicos segin una mayor concentracion de fenoles estaba dado por los alcaloides de naturaleza no
fendlica como talictuberina, (+)-ovigerina y lanuginosina, pero aungque no contribuyen como compuestos
con mayor concentracion de fenoles se ven favorecidos en su formacion en muestras de concentraciones
de fenoles altas. Mientras, que los compuestos asociados a la diferenciacion por menor concentracién de
fenoles, se encontraron los alcaloides liriodenina, anonaina, y esteporfina, y el lignano (+)-sesamina, los
cuales si corresponden a compuestos con menor concentracién de fenoles porque no son de naturaleza
fendlica.
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4  CONCLUSIONES GENERALES Y RECOMENDACIONES

El presente trabajo de investigacion demostré que la especie M. grandiflora presenta una composicion de
metabolitos secundarios rico en alcaloides, mayoritariamente aporfinoides. Al ser una especie
perteneciente a una familia primitiva y una angiosperma basal con una larga historia evolutiva, concuerda
con el hecho de presentar diversos alcaloides, ya que estos metabolitos secundarios por requerir control
bajo regulacién genética para producirse estan relacionados con la adaptacion del organismo que los
produce. Es claro que esta especie ha optado por diversas estrategias que incluyen la biosintesis de
metabolitos secundarios, en respuesta a los cambios en las condiciones ambientales e interacciones
ecoldgicas, con el fin de preservarse en el tiempo. Un ejemplo de esto, es el metabolismo dindmico que
mostraron las diversas muestras, ya que en las diferentes partes de la planta (hojas y cortezas), sitios de
muestreo y tiempos de colecta, los perfiles metabolicos siempre variaron entre ejemplares de esta misma
especie.

En cuanto a las partes de la planta, las hojas presentaron un metabolismo mas activo al compararlas con
las cortezas en los extractos etanolicos, pero en los extractos alcaloidales fueron las cortezas las que
mostraron un metabolismo variado al detectarse mayor diversidad de alcaloides para cortezas que para
hojas.

Un hecho a resaltar fue la diferenciacion marcada del sitio 2 de muestreo que incluso en los analisis
multivariados las muestras de este sitio salian del intervalo de confianza, debido a que exhibieron perfiles
metabolicos que los distinguian del resto de sitios. El evento que pudo desencadenar dicha respuesta es la
competencia o la interaccion alelopética con el eucalipto, lo cual hizo que se biosintetizara compuestos
como la lactona sesquiterpénica Soulangianolida B. En algunos casos han reportado que las lactonas
sesquiterpénicas son aleloquimicos. Por tal razén, se recomienda ampliar este resultado, en lo posible
encontrando otros ejemplares de M. grandiflora interactuando con eucaliptos, para poder confirmar dicha
respuesta.

Por otra parte, mediante los andlisis multivariados con OPLS-DA supervisado con el nivel de
perturbacidn, se encontrd una diferenciacion de las muestras tanto de hojas y cortezas, asi como varios
compuestos secundarios del tipo alcaloides que contribuian con la variacion de los perfiles metabolicos en
base a los ambientes establecidos. Seria importante identificar que variables presentes en estos ambientes
podrian estar influyendo en la respuesta metabdlica de la planta y sus partes. Por ejemplo, identificar
variables relacionadas con plagas o patdgenos especificos que estén afectando la planta, o contaminantes
provenientes del parque automotor que se estén depositando en las estructuras vegetales.

Por altimo, gracias a la supervision con el contenido de fenoles se logro conectar la naturaleza fendlica de
algunos alcaloides del tipo aporfinoide e isoquinolinicos los cuales son de naturaleza fenodlica, pero
también se estabelcié que alcaloides presentes en los grupos de muestras de mayor contenido de fenoles
no eran de naturaleza fendlica pero se veian favorecidos en su formacion por compartir la misma ruta
biosintética con los fenoles.
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5

ANEXQOS

Tabla 7 Compuestos anotados para los extractos etanolicos y extractos alcaloidades de hojas y cortezas de M. grandiflora

N° | Muestras Colecta | Muestras tR m/z Nombre del compuesto Formula Estructura quimica
Colecta Il molecular
c: 6,9,10,17 -\..,/j\
1 ) 2.1 293.8500 (+) Esteporfina CigH17NO3 ey ey o
8,9,11,18 H: | J/
7,13,16,17,18 y
H: H: '
2* 15,6,8,10,11,12,13,16, | 2,3,5,7,8,10,11,12,13,14, 3.7 238.9500(+) Desconocido - -
17 15,16,18
C:
1,3,5,7,8,9,10, C:
11,14,17,18 2,3,4,6,7,8,
3 |4 10.12,13,14 76 327.8500 (+) | Pallidinina C1sHpsNO,
1,2,3,4,5,6,7,9, H:
11,14,16,17,18 7,12,13
C: C:
11,12,15,16 4,11,18
4 10.3 341.9500 (+) Magnoflorina CyoH24NO,
H: H:
17 1,6,13
C: ‘/ o
14 C: r
5 ' 11.3 313.9000 (+) Magnocurarina C19H24NO3 N
Y- 4,11 T
] PPN
C: [t u?,ﬁo
11,16 /\( “}f‘ 7
H: L\ S NH—(H
6 H: ' 11.6 623.0500 (-) Rodiasina CsgH42N206 NJ:H\CH'_ -
3,56,7,9.11,12, 149111218 L, " S
13,15,16 gme
QCH,




H.

H: ) .
72 3,45,7,89,11,12,14, 11.8 239.0000(+) Magnoquinona C15H1204
4,10,15,17,18 15.17.18
C:
489,17
g° H: 12.7 330.6500 (+) Stephabyssin C1sH2NOs
1,3,4,5,10,13,14,
17
C:
3
Qb 13.8 326.6000 (+) Liriotulipiferina Ci9Ho1NO,
H:
15
C: C:
1,11,13 1,11,12,15 (+)-Ovigerina
10 145 308.8500 (+) g CisH1sNO,
H: H: Hernovina
2,8,18 1,6,9,16,17,18
C: y
10 ) g g
1* |, ?5 15.0 787.1000 (+) aceosido CaoHesO16 r\,.‘\,l\ R
1,4,5,7,8,9,11,12,13, IOV
14,16 o
N SReSe:
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Ry
I
13° g: 161 | 356.5500 (+) | Protostephanina CotHaNO, ' J: e
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H:
1
[}
,\O
o o
H: H: .
15 9 13 17.3 353.0000(+) (+)-Sesamina CyoH1506
0
162 | & c 176 | 339.8500 (+) | (-)-Galbacina CaoHagO
11,18 16 ' ' 2011205
=(’ﬁs=(J_'
b C: - (N N
17 9 19.1 432.9500 (-) Cephakicine Ca3HgNO, N oA N SN e
’.'!}_\m 4 ﬂn '{:II
C: C: ' N
. \//‘
111,15 L1315 208 1,2-Metilendioxi-8- e
18 H: ' 306.8500 (+) metoxidehidrostefanina CigH17NO; LI ““l ™
H: 15,6,11,12,13, PN

14561516

14,15,16
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19° S 131617 18 21.0 | 340.6000 (+) | 2-O-Metilboldina CaoHasNO,
c: C:
: 14,5,6,9,13,14,16,18
oo | 1:46:7.9,10,1318 223 | 3106500 (+) | 3-Hidroxinuciferina C1sHaNOs
H:
24,89,13.14,17
21 g: 229 | 3595500(+) | (+)-Lariciresinol CaoHaiOs
c: C:
: 1,4,5,6,9,13,14,16,18
2o | 14679101318 230 | 336.8500(+) | Dehidrodicentrina CaoH1sNO,
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24,89,13,14,17
23 ¢ ¢ 23.6 327.1000 (-) Tetradehidroreticulina C1gH2oNO
1,11,14,17 17 : : 19M120N U4




24°
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29%
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C: Cortezas. H: Hojas. Informacion de compuestos tomado de la base de datos KNApSAcK
4Compuesto presente solo en los extractos etanélicos de hojas y corteza
PCompuesto presente en los extractos alcaloidales de hojas y corteza
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