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RESUMEN: Se comenta la presencia de Narcissus munnozii-garmendiae en Extremadura. Se analizan
extractos de bulbos y hojas mediante GC-MS para la identificaciéon de alcaloides y determinacién del
perfil alcaloidico. El andlisis es usado como una herramienta quimiotaxonémica para comparar la
poblacién citada cerca de Alburquerque en la provincia de Badajoz y la poblacidn clésica de la provincia
de Ciudad Real. Palabras clave: Narcissus; Narcisos; taxonomia; quimiotaxonomia; alcaloides;
Pseudonarcissi; Extremadura; Espafia.

ABSTRACT: On the occurrence of Narcissus munnozii-garmendiae Fern. Casas, 1981
(Amaryllidaceae) in Extremadura, Spain. The presence of Narcissus munnozii-garmendiae in
Extremadura is commented. Bulb and leaf extracts are analysed by GC-MS for alkaloid identification
and alkaloid profile determination. The analysis is used as a chemotaxonomic tool to compare the
population cited near Alburquerque in the province of Badajoz and the classical population in the
province of Ciudad Real. Keywords: Narcissus; Daffodils; taxonomy; chemotaxonomy; alkaloids;
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Pseudonarcissi; Extremadura; Spain.

INTRODUCCION

Se ha encontrado en el género Narcissus L. la presen-
cia de casi 100 alcaloides, hasta el momento, se han
estudiado alrededor de 40 especies silvestres en relacion
a la presencia de alcaloides lo que significa que mas de la
mitad de las especies silvestres de narcisos atin deben ser
estudiadas en este sentido. El conocimiento de la quimica
de todas especies de Narcissus puede ayudar a resolver el
puzle taxonémico relacionado con su gran variacién
morfolégica (BASTIDA & al., 2006; BERKOV & al., 2008a).

Narcissus munnozii-garmendiae (Amaryllidaceae) es
un narciso de mediano tamafio perteneciente a la seccion
Pseudonarcissi DC., y es endémico de Espafia (AEDO,
2013; GARCIA, 2018; GOMEZ-MURILLO, 2021a y 2021b).
Esta especie cuenta con escasas localidades conocidas,
unicamente en las provincias de Badajoz y Ciudad Real.
En coherencia con su extremada rareza, esta catalogada
“Casi Amenazada” (NT), segin las categorias de amena-
za de la Unién Intemacional para la Conservacién de la
Naturaleza (GARCIA, 2018). Su semejanza con N. confii-
sus Pugsley hizo que pasara desapercibido en Extrema-
dura hasta fechas relativamente recientes, N. munnozii-
garmendiae fue citado por primera vez en territorio ex-
tremefio por URENA (2020) cerca de Alburquerque en la
provincia de Badajoz.

En este trabajo analizamos los perfiles de alcaloides
para dos poblaciones de N. munnozii-garmendiae (tablas
1, 2 y 3), aportando caracteres quimicos a la taxonomia
del género Narcissus, a su vez, se realiza una comparati-
va de caracteres morfolégicos, fenoldgicos y ecoldgicos
(tabla 4).
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MATERIAL Y METODOS

Las mediciones: Las medidas se realizaron con cali-
bre y tablas de medicién, y se toman in-situ. Se miden
varios especimenes de cada una de las poblaciones estu-
diadas, eligiendo 10 ejemplares, de los cuales tomamos
medidas de las partes principales de la planta. Los resul-
tados se expresan en la tabla 4.

Las fotografias: Las fotografias que aparecen este
trabajo se tomaron in situ, sobre ejemplares vivos (fig. 1).
Se utilizan equipos fotograficos digitales.

Material estudiado (plantas): N. munnozii-garmen-
diae de Solana del Pino (Ciudad Real), 30SUHSS, 15-1I-
2019 (fig. la); N. munnozii-garmendiae cerca de Albur-
querque (Badajoz), 29SPDS85, 12-X1I1-2020 (fig. 1b).

Prueba molecular: Se realizan pruebas moleculares
de N. munnozii-garmendiae (Solana del Pino, C. Real) y
N. munnozii-garmendiae (Alburquerque, Badajoz). Se
analizan muestras de bulbos y hojas (tabla 1y 2).

Material quimico: Los solventes utilizados: metanol
(MeOH), dietiléter (Et20), acido sulfirico (H2SO4) e
hidréxido aménico (NH4OH), son de SDS (Val de Reuil,
Francia). Todos los solventes son de grado analitico, ex-
cepto el MeOH que es de grado HPLC. La codeina usada
como estandar interno es de Sigma Aldrich (St. Louis, U.
S.A.) y la mezcla calibracién estandar de alcanos satura-
dos (C7-C40) de Supelco (Bellefonte, U.S.A.).

Extraccién de los alcaloides: Las hojas y bulbos se
trocearon, secaron y molieron hasta obtener un polvo
grosero. La metodologia de extraccién comporta una
serie de pasos. Primero se pesan en balanza de precision
100 mg de muestra en tubo eppendorf y se le afiade 1 mL
de MeOH, dejandolo en maceraciéon por espacio de 2
horas. A la mezcla se le adiciona codeina (0,05 mg) co-
mo estandar interno. Cada media hora la muestra se so-
mete a ultrasonidos por espacio de 15 minutos para favo-
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recer la extraccion. Seguidamente se centrifuga durante 5
minutos a 10.000 g y, a continuacién, se toman 500 pL
del sobrenadante con pipeta automadtica y se llevan a
sequedad. El extracto seco se acidifica con 500 uL de
H2SO4 (2%) para obtener la sal de los alcaloides, y a con-
tinuacion se eliminan los compuestos apolares mediante
la extraccion con Et;0 (x 2). La fase acuosa, libre de com-
puestos apolares, se alcaliniza con NH4OH, extrayendo a
continuacion los alcaloides con Et;O (x 3). El extracto pu-
ro de alcaloides se lleva a sequedad y, con posterioridad,
se redisuelve con 100 pL de MeOH para su analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de ma-
sas (GC-MS).

Andlisis GC-MS de los extractos alcaloidicos: El
sistema GC-MS consiste en un Cromatografo de Gases
Hewlett Packard 6890 acoplado a un Espectrémetro de
Masas MSD 5975 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA).
El volumen de inyeccién es de 1 pL. Se trabaja en modo
de impacto electrénico a 70 eV. El sistema utiliza una co-
lumna Sapiens-X5 MS (30 m x 0.25 mm y 0,25 pm)
(Teknokroma, Sant Cugat del Valles, Barcelona, Spain), apli-
cando el gradiente de temperatura: 100-180°C a 15°C/
min, 180-300°C a 5°C/min, 10 min a 300°C, y finalmente
2 min a 100°C. La temperatura del inyector es de 250°Cy
se utiliza helio como gas conductor a un flujo de 1mL/
min.

Identificacion de los alcaloides y determinacion del
perfil alcaloidico mediante GC-MS: Los datos de GC-
MS se procesan mediante el software AMDIS 2.64 (BER-
KOV & al., 2008b; TORRAS-CLAVERIA & al., 2014). Los
alcaloides se identifican comparando su espectro de ma-
sas y su Indice de Rentenciéon de Kovats (RI) con la bi-
blioteca de alcaloides que el grupo de productos natu-
rales de la UB ha ido construyendo a lo largo de los afios
con los alcaloides de las Amaryllidaceae que han sido
aislados y caracterizados mediante técnicas de RMN,
UV, CD, MS, contrastando también los resultados con la
base de datos NIST y los datos de la bibliografia. Los va-
lores de RI se obtuvieron mediante una solucién de cali-
bracién de una mezcla de alcanos saturados (C79-C40).

RESULTADOS

Narcissus munnozii-garmendiae Fern. Casas

BADAJOZ: Cerca de Alburquerque, 29SPDS85, 12-X11-2020.
CIUDAD REAL: Solana del Pino, 30SUHSS5, 15-11-2019.

Resumen de la prueba GC-MS: En el presente tra-
bajo, los perfiles de alcaloides de dos poblaciones de
ejemplares colectados en Solana del Pino y Albuquerque
son analizados por GC-MS. Este método es eficiente y
confiable para estudios sobre alcaloides de Amaryllida-
ceae (BERKOV & al., 2008a; SANCHEZ GARCIA & al,
2019).

Los valores de las tablas 1 y 2 estan tabulados como
microgramos de galantamina en 100 miligramos de peso
seco de planta, siendo galantamina el compuesto que se
toma de referencia y codeina el patrén intermo que se
afiade al inicio y permite constatar que el proceso de
extraccion y purificacion se ha realizado correctamente.
UK seguido de un nimero es un compuesto desconocido
(unknown) y el nimero que le sigue es el peso molecular.
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DISCUSION

En conclusién, en este caso los datos quimicos ayu-
dan a determinar que las plantas de ambas poblaciones
pertenecen a la misma especie (JAUME BASTIDA, conv.
pers.).

Serfa interesante estudiar la quimica de alcaloides de
todas las especies de Narcissus para también compararlas
quimiotaxondémicamente, estos alcaloides utilizados jun-
to con los caracteres morfolégicos, podrian ser de utili-
dad para resolver el puzle taxonémico del género Narcis-
sus. El presente estudio aumenta el conocimiento de alca-
loides en Amaryllidaceae, estableciendo bases para dife-
rentes investigaciones futuras sobre quimiotaxonomia en
Narcissus.

AGRADECIMIENTOS: A Jaume Bastida por la orientacién
en los andlisis y prueba GC-MS.

Fig. 1. (a) N. munnozii-garmendiae, Solana del Pino (Ciudad
Real), 30SUHSS5, © P. Gémez-Murillo; (b) N. munnozii-
garmendiae, cerca de Alburquerque (Badajoz), 29SPDSS5,
© A. Sanchez Garcia.
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Narcissus munnozii-garmendiae (Solana del Pino)

Bulbos
Galanthamine 22,4293 2438,0 11236329 16,6334
Nerinine 22,6550 2452,8 2878643 11,5707
O -Methyllycorenine 23,5334 25104 38866046 33,3703
UK (Homolycorine type) 23,9383 2537,0 138341955 93,6287
Cherylline 25,3662 2630,6 2689796 11,4563
UK (225/256/299) 25,6509 2649,2 40526249 34,3760
Haemanthamine 26,1598 2682,6 8219063 14,8057
Tazettine 26,3405 2694,4 4908 9,8299
8-0 -
Demethylhomolycorine 27,4932 2770,0 3211064 11,7720
Homolycorine 28,0464 2806,3 116365306 80,3161
UK (256/313) 29,2014 2882,0 70611 9,8697
Hojas
Galanthamine 22,4248 2437,7 7619885 16,0537
Nerinine 22,6534 24527 2116451 11,5564
O -Methyllycorenine 23,5097 2508.,9 29336010 33,7995
UK (Homolycorine type) 23,8924 25340 77469888 73,1333
Cherylline 25,3078 2626,7 26806633 31,7326
UK (225/256/299) 25,6485 2649,1 74649110 70,8283
Haemanthamine 26,1434 2681,5 10337964 18,2748
Homolycorine 28,0388 2805,8 118133141 106,3623
8-0 -
Demethylhomolycorine 28,6237 2844,1 2809626 12,1229
UK (256/313) 29,2152 2882,9 338717 10,1037

Tabla 1. Alcaloides en Narcissus munnozii-garmendiae (Solana del Pino, Ciudad Real, Espafia).

Narcissus munnozii-garmendiae (Albuquerque)

Bulbos

Galanthamine 22,4218 2437,5 18563 9,8720

Nerinine 22,7780 2460,9 21374021 61,7881

Lycorenine 23,1777 2487,1 56515273 147,2180

Haemanthamine 26,1242 2680,2 47999878 126,5167

Tazettine 26,2510 2688,6 5045577 22,0929

Homolycorine 27,7010 2783.6 7118761 27,1329

Hojas

5,6-Dihydro-5-

Me[1,3]dioxolo[4,5- 20,4740 2314,4 1418756 14,3142

jlphenanthridine

Galanthamine 22,4277 2437,9 555205 11,5829

Nerinine 22,7943 2462,0 29705104 103,7801

Lycorenine 23,2117 2489,3 69031967 228,1655

Anhydrolycorine 24,1432 25504 51927 9,9911

O -Methyltazettine 25,5740 2644,2 3345293 20,4076

Haemanthamine 26,1913 2684,7 53753122 179,8406
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Tazettine 26,3941 2697,9 61620811 204,7250
Homolycorine 27,7726 27883 33170212 114,7397
8-0 - 28,5146 2836,9 4745200 24,8353
Demethylhomolycorine
Epimacronine 28,5795 2841,2 226312 10,5427
Tabla 2. Alcaloides en Narcissus munnozii-garmendiae (Albuquerque, Badajoz, Espaiia).
N. munnozii-garmendiae N. munnozii-garmendiae
(Solana del Pino, prov. Ciudad Real) (Alburquerque, prov. Badajoz)
Alcaloides Bulbos Hojas Bulbos Hojas
Galanthamine NG v v v
Homolycorine v v v v
Haemanthamine v v v v
Nerinine NG v v v

Tabla 3. Presencia de diferentes tipos de alcaloides de Amaryllidaceae en dos poblaciones de

Narcissus munnozii-garmendiae en Espaiia.

N. munnozii-garmendiae —
Solana del Pino (n=10)

N. munnozii-garmendiae -
Alburquerque (n=10)

De longitud variable, mds o menos

Hojas Mais cortas que el escapo. Verde cortas que el escapo. Glauco
2-2,5 cm longitud (excluyendo 2,2-3,2 cm longitud (excluyendo
Flores ; . . . . :
ovario). Color amarillo uniforme ovario). Color amarillo uniforme
Pedicelo 2-4 cm de longitud. 0,6-2,6 cm de longitud.
Escapo Con 2 quillas. Glauco Con 2 quillas. Glauco
Tubo 0,81-0,98 cm, de longitud. Forma de 0,7-1 cm, de longitud. Forma de
copa. copa
Habitat :ﬂfydj; tmufé‘;ﬁz fss’zb(;’_rgdoeg gf Repisas de roquedo. 350-400 m.
Floracion (D TI-111 XI-XII (D)
Fuente FERNANDEZ CASAS, 1981; Este Trabajo

AEDO, 2013; este trabajo.

Tabla 4. Caracteres comparados de dos poblaciones de Narcissus munnozii-garmendiae en Espafia.
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