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Resumen

RESUMEN

Pittocaulon praecox (Asteraceae) es una especie endémica de México. Todos los
tejidos analizados presentaron alcaloides pirrolizidinicos (APs). Los drganos aéreos de la
planta contienen los monoésteres 1,2-saturados: 7-angeloil-dihidroxiheliotridano como
alcaloide mayoritario, junto con una pequefia cantidad de su isémero el 9-angeloil.
Asimismo, los monoésteres se encuentran acompafados por el AP macrociclico derivado
de otonecina, la senkirkina. Las raices contienen uUnicamente APs macrociclicos
(senecionina, senkirkina y platifilina) como componentes mayoritarios, y no se detecto la
presencia de los monoésteres. Los tallos suculentos de algunos especimenes de P.
praecox se encuentran densamente infestados por el insecto de *“escama cerosa”,
Ceroplastes albolineatus. La cubierta cerosa y todos los estadios de vida estudiados
(hembras adultas, huevos, ninfas de primer estadio (crawlers)) presentaron APs. Los
machos no han sido reportados para esta especie. Las concentraciones de APs claramente
indican que el insecto secuestra estos compuestos de su planta hospedera. Las més altas
concentraciones (mg/g de peso seco) registradas fueron: huevos, 0.58; hembras adultas,
0.44; ninfas de primer estadio, 0.37 y cubierta cerosa, 0.08. La planta hospedera, asi

como el insecto, contienen los APs exclusivamente como bases libres.

Adicional a P. praecox, se establecio el perfil de APs para cinco de las seis
especies que conforman el género Pittocaulon (subtribu Tussilagininae, tribu
Senecioneae, Asteraceae). Todos los drganos analizados (raices, flores y tallos), de las
cinco especies que comprenden el género, mostraron la presencia de APs. Los mas altos

niveles de APs (por encima del 0.3% de peso seco) fueron encontrados en las
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inflorescencias. Se determinaron tres tipos estructurales de APs: (1) los ésteres
macrociclicos de otonecina tales como senkirkina y neopetasitenina; (2) ésteres
macrociclicos de retronecina como la senecionina, Unicamente encontrada en las raices, y
(3) los monoésteres de necinas 1,2-saturadas con &cido angélico. Las estructuras de las
necinas estereoisoméricas 1,2-saturadas fueron establecidas por CG-EM y confirmadas
por RMN. Los monoésteres aislados de P. praecox fueron identificados como 7-O-
angeloil dihidroxiheliotridano y 9-O-angeloil dihidroxiheliotridano, identificados por
primera vez como productos naturales. Asimismo, uno de los 7-O-monoésteres
identificados en Pittocaulon velatum tuvo como necina el dihidroxiheliotridano. Por otro
lado, los monoésteres identificados en tres de las especies de Pittocaulon analizadas, la
necina dihidroxiheliotridano es reemplazada por la necina turneforcidina, con una

configuracién diferente en los carbonos C-1y C-7.
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1. INTRODUCCION

El género Pittocaulon comprende seis especies endémicas de México. Son
arboles pequefios, con un tallo ramificado en forma de escoba que les confiere una
extrafia apariencia. Se encuentran distribuidas en un gran rango de hébitats que van
desde los 300 hasta los 3000 metros de elevacidn, incluyendo bosques y zonas secas
montafiosas y rocosas. El género Pittocaulon junto con los géneros Telanthophora y
Villasefioria, fueron segregados del enorme género Senecio, de la familia Asteraceae, la
cual es reconocida por sintetizar furanoeremofilanos y alcaloides pirrolizidinicos, estos
altimos potencialmente téxicos para vertebrados e invertebrados y mediadores de gran

numero de interacciones entre plantas e insectos.

Los tallos de P. praecox, una de las especies con mayor distribucion del género
Pittocaulon en México, son parasitados por el “insecto escama” C. albolineatus, el cual
desarrolla todo su ciclo de vida en la planta. El insecto, que presenta una visible cubierta
cerosa, se alimenta de la savia del arbol a través de su estilete y dependiendo del grado de
infestacion, la planta sufre marchitamiento y en algunos casos resulta en muerte total.
Estudios fitoquimicos realizados con las raices de P. praecox, permitieron identificar el
alcaloide pirrolizidinico senecionina. Ademas fueron aislados, de diferentes tejidos de
esta especie, varios sesquitepernos del tipo furanoeremofilano. En el caso del insecto
sOlo se reportd una antraquinona, mientras que de la cubierta cerosa se caracterizaron un

gran numero de sesterterpenos (C25).
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Teniendo en cuenta estos antecedentes y en vista de que no existen estudios
previos que establezcan la presencia de alcaloides pirrolizidinicos en las plantas que
componen el género, ni en el insecto asociado a P. praecox, se procedié a determinar el
perfil alcaloideo del insecto C. albolineatus, de su planta hospedera P. praecox y de cada
una de las cuatro especies restantes que conforman el género Pittocaulon; exceptuando P.
calzadanum (P. praecox, P. velatum, P. filare, P. hintonii y P. bombycophole).
Adicionalmente, se establecié cual es el papel en el insecto C. albolineatus de los
metabolitos pro toxicos adquiridos de su planta hospedera a través de su ciclo de vida

(huevos, ninfas de primer estadio y hembras adultas).
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2. MARCO TEORICO

2.1 ALCALOIDES PIRROLIZIDINICOS (APs)

2.1.1 Distribucion

Dentro del reino vegetal los APs s6lo se encuentran en angiospermas, muy
diseminados y esporadicamente en taxones filogenéticamente sin relacion. Su presencia
ha sido reportada en mas de 560 especies de plantas de 61 géneros pertenecientes a 13
familias. Principalmente se encuentran en las familias, Asteraceae tribus Senecioneae y
Eupatoriae; familia Boraginaceae; familia Fabaceae geénero Crotalaria, y familia
Orchidaceae. También se han detectado en otras familias como Apocynaceae,
Celastraceae, Convolvulaceae, Ranunculaceae, Rhizophoraceae, Santalaceae vy

Sapotaceae (Hartmann y Witte, 1995; Hartmann y Ober, 2000).

2.1.2 Estructura quimica

Los APs consisten de una base nécica (amino alcohol) o necina, la cual origina el
sistema de anillos pirrolizidinico. Las necinas pueden ser saturadas o insaturadas en
posicion 1-2, ademas de tener hidroxilos en los C-2, C-6 o C-7, resultando asi en la
formacion de diferentes estereoisomeros (Figura 1). Las bases nécicas pueden estar
esterificadas con un mono o didcido Ilamado acido nécico (Figura 2). Estos ultimos
pueden ser alifaticos, mono o dicarboxilicos, a menudo ramificados y/o funcionarizados,
que generalmente contienen de 5 a 10 4&tomos de carbono. Como sustituyentes pueden
tener grupos hidroxi, metoxi, epoxi, carboxi, acetoxi u otros grupos alcoxi lo que

conlleva a numerosas combinaciones de estero y diasteroisomeros (Réder, 1995).
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Figura 1. Bases nécicas cominmente encontradas en los APs. (tomada de Mattocks,

1986)
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A Necina
B Acido Nécico

Figura 2. Estructura general de los APs.

Se han identificado cerca de unos 660 APs, tanto como N-6xidos como bases
libres, lo que ha permitdo clasificarlos en cinco tipos: Senecionina, Triangularina,
Monocrotalina, Lycopsamina y Phalaenopsina (Figura 3). Los del tipo Senecionina son
diésteres macrociclicos abundantes en las especies de la tribu Senecioneae (Asteraceae),
todos contienen un &cido nécico ramificado C-10, derivado de dos moléculas de
isoleucina (C-5) o, menos frecuente, de leucina. Los APs del tipo Triangularina son
diésteres de cadena abierta que se encuentran en especies de la familia Boraginaceae y en
algunas especies de Senecio. Los del tipo Lycopsamina, tienen como caracteristica un
acido nécico de 7 carbonos, el acido isopropilbutirico, y se encuentran principalmente en
la familia Asteraceae subtribu Eupatoriae, y en las familias Boraginaceae Yy
Apocynaceae. EIl otro grupo, clase monocrotalina, son diésteres macrociclicos de 11
miembros, producidos principalmente por especies del género Crotalaria (Fabaceae). El
altimo grupo es el de los APs de orquideas (Orchidaceae) o del tipo Phalaenopsina,
caracterizados por tener una base nécica saturada y a menudo estar esterificados con

grupos arilo, aralquilo o con un acido alquilnécico. Los patrones estructurales difieren
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considerablemente entre las especies de plantas (Hartmann y Witte, 1995; Hartmann,

1999; Hartmann y Ober, 2000; Fu et al., 2004).

A

Tipo Lycopsamina

Tipo Senecionina Tipo Triangularina
(+ 100 estructuras) (+ 50 estructuras) (+ 100 estructuras)
. S ——
: . Boraginaceae Eupatoriae (Asteraceae)
T”ajs;?;]s:aoer;ae Senecio Boraginacea
(Asteraceae) Apocynaceae
E -
-
HO o
(0] CH
7 o 3
Ho g
Cb O
Tipo Monocrotalina Tipo Phalaenopsina
(+ 30 estructuras) (+ 20 estructuras)
e ———
Crotalaria (Fabaceae) Orchidaceae
Ipomoea (Convolvulaceae)

Figura 3. Clasificacion estructural de los APs y distribucion por clase.

2.1.3 Biosintesis de necinas

Con base en los estudios realizados con especies con marcadores radioactivos e
isotopos y el empleo de cultivo de tejidos, se ha determinado gran parte la ruta

biosintética empleada para la sintesis de las necinas de los APs, incluyendo sus
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intermediarios y las enzimas implicadas. El esqueleto de carbono de la base necina se
origina a partir de los aminoacidos ornitina o arginina (Robins, 1989; Hartmann y Ober,
2000). En las especies de Senecio, la ornitina es rapidamente convertida a arginina, por
lo que ambos aminoacidos son igualmente incorporados. Estos sufren varias reacciones
que llevan a la formacién de putrescina, la cual es sintetizada exclusivamente a traves de
la via arginina-agmatina. Las enzimas que catalizan esta ruta han sido caracterizadas de
los cultivos de raices de Senecio (arginina descarboxilasa, agmatina iminohidrolasa y N-
carbamoilputrescina amidohidrolasa). La putrescina obtenida puede seguir varios
caminos, ser convertida a espermidina via espermidina sintetasa, ser oxidada a pirrolina 'y
acido aminobutirico o ser vertida a la ruta de sintesis especifica de los APs (Robins,

1989; Robins 1991; Hartmann y Witte, 1995; Dewick, 2002).

Empleando putrescina y espermidina como sustratos, se produce la molécula
simétrica C4NC,4, homospermidina, primer intermediario especifico de la ruta biosintética
de APs, quien ademas controla el flujo de sustrato en esta via. En plantas, la enzima que
cataliza la formacion de la homospermidina es la Homospermidina Sintetasa (HSS), que
transfiere un grupo aminobutil derivado exclusivamente de espermidina a una molécula
de putrescina, liberando 1,3-aminopropano. Para esta reaccion se emplea NAD" que
funciona como un aceptor de hidruro en la formacion oxidativa de la molécula aminobutil
y como donador de hidruro en la reduccién del intermediario imina (Kelly y Robins,
1988; Bottcher et al., 1993a; Bottcher et al.,, 1993b; Graser y Hartmann, 1997;

Hartmann y Ober, 2000; Ober et al., 2000).
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Las reacciones que prosiguen entre la homospermidina y la base nécica no han
sido caracterizadas a nivel enzimatico, lo méas probable es que se forme un intermediario
dialdehidico, por medio de una enzima con actividad diaminooxidasa. La formacion del
esqueleto biciclico, a través del i6n iminio intermediario puede dar como producto cuatro
esteroisdbmeros de 1-hidroximetilpirrolizidina [(-)-traquelantamidina, (-)-isoretronecanol,
lindelofidina 6 (+)-isoretronecanol y laburninina 6 (+)-traquelantamidina], todos ellos
identificados como APs de fuentes naturales (Figura 4) (Hartmann, 1999; Hartmann y

Ober, 2000).

La secuencia de reacciones por la cual se forman los diferentes ésteres de necina,
fue en parte ilustrada por los estudios hechos con Heliotropium spathulatum y
Eupatorium cannabinum, los cuales mostraron que primero se sintetizaba (-)-
traquelantamidina, luego (-)-supinidina y por ultimo la retronecina. Indicando que,
primero ocurre la hidroxilacion en el carbono C-2 de la traquelantamidina y luego se da
la deshidratacion por medio de una trans-eliminacion involucrando la remocién del
hidrégeno pro-S y la retencion del hidrogeno pro-R en el carbono 2 de la supinidina.
Posteriormente, ocurre la hidroxilacion en posicion C-7 para producir retronecina, base

nécica de muchos APs toxicos (Robins, 1989; Hartmann y Witte, 1995; Roder, 1995).

Utilizando como precursores putrescina, espermidina y homospermidina, se
demostro recientemente en orquideas, que la ruta de biosintesis de los alcaloides del tipo
Phalaenopsina es la misma que la empleada por las especies de Senecio, con algunas

ligeras diferencias (Frolich et al., 2006).
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Figura 4. Ruta biosintética de bases nécicas. Se ejemplifica para la retronecina. En el
paso donde se forma la 1-hidroximetilpirrolizidina se pueden obtener como productos
cuatro esteroisomeros diferentes. Para este caso se ilustra la (-)-traquelantamidina. Las
enzimas implicadas en la formacién de la necina son 1: Ornitin-descarboxilasa. 2:
arginin-descarboxilasa. 3: agmatina iminohidrolasa. 4: N-carbamoilputrescina
amidohidrolasa. 5: espermidina sintetasa. 6: Homospermidina Sintetasa.
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2.1.3.1 Bases nécicas: Otonecina

Los ésteres de retronecina, particularmente del tipo senecionina, estan a menudo
acomparfiados por ésteres del tipo otonecina. La otonecina no es un tipico anillo biciclico
de cinco miembros, sino mas bien un sistema aza-ciclooctan-4-ona N-metilado que puede
actuar como un sistema de anillo de pirrolizidina debido a las interacciones trans-
anulares. La union entre el atomo de N y el grupo CO es ampliado a tal extension que
resulta en una estructura de resonancia (Roder, 1995). La otonecina es producida a partir
de retronecina como el ultimo paso de la via biosintética, presumiblemente por una
hidroxilacion en el C-8 de retronecina, una metilacion en N-4 y la posterior formacion de
un grupo ceto, con un rompimiento simultaneo del enlace C8-N4 (Figura 5). Esta
secuencia estad de acuerdo con los estudios hechos en cultivos de tejido de raiz de S.
vernalis en los cuales el contenido de senecionina N-O0xido disminuyd, mientras que la
cantidad de senkirkina aumentd (Toppel et al., 1987). A la misma conclusion se llego
con el estudio de la emilina, un AP del tipo otonecina producido por la planta Emilia

flammea (Kelly et al., 1989; Hartmann y Witte, 1995; Rdder, 1995).

OR

N

I
CHs

(+)-Retronecina m - Otonecina

Figura 5. Ruta biosintética de bases nécicas del tipo otonecina.
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2.1.4 Biogénesis de acidos nécicos

La formacion de los &cidos nécicos no estd muy bien entendida; aun cuando se ha
demostrado que los esqueletos de carbono de éstos derivan de aminoacidos alifaticos de
cadena ramificada tales como treonina, isoleucina, leucina y valina (Figura 6) (Roder,

1985; Robins, 1989).

Uno de los estudios que ha demostrado de forma clara el origen biosintético del
acido senecionico, perteneciente a los APs del tipo Senecionina, fue realizado usando
cultivos de tejido de raiz de Senecio vulgaris y plantas de S. pleistocephalus. Ahi se
empleé el 4cido amino-butanoico marcado con **C y ?H. La conclusién fue que para la
biosintesis del &cido nécico son necesarias dos unidades del precursor de la isoleucina, el

acido 2-aminobutanoico (Crout et al., 1972; Stirling et al., 1997).

Otro estudio concluyente fue el realizado con cultivos de tejido de la raiz de
Eupatorium clematideum a los que se les suministré glucosa [U-**Cg], y donde se
demostro que la formacion del acido traquelantico se da a través del aminoacido valina
con la adicion de una unidad C2 proveniente de hydroxietil-TPP (acetaldehido activado)
para producir asi el &cido 2-oxoisovalérico, el cual, luego de una reduccion, produce los
acidos nécicos tipicos 2,3-dihidroxilados de los APs del tipo Lycopsamina: (+)-acido
traquelantico (2°S,3’R) o &cido viridiflérico (2°S,3’S). (Weber et al., 1999; Hartmann y

Ober, 2000; Herbert, 2003).

11



Marco Tedrico

Asimismo, se han llevado a cabo algunas aproximaciones acerca del origen
biosintético de otros acidos nécicos empleando marcaje radioactivo y mostrando el papel
que desempefian ciertos aminoacidos en su sintesis (Robins, 1989). Algunos ejemplos
son: La incorporacion de DL-[4-'*C] valina en el acido equiminico en Cynoglossum
officinale (Crout, 1966) y de L-[U- **C] isoleucina en el &cido angélico de la heliosupina
(Crout, 1967). En Crotalaria retusa se demostré que la L-[U-'*C] isoleucina y la L-[U-
14C] treonina fueron incorporadas en el acido monocrotalico de la monocrotalina (Robins
et al.,, 1974). En un estudio realizado en C. globifera los aminodcidos treonina,
isoleucina, valina y leucina marcados con **C se incorporaron especificamente en el

acido tricodésmico, porcion &cida de la tricodesmina (Devlin y Robins, 1984).

Por altimo, en la formacion de los acidos dicarboxilicos C-10, lo que se da es una
ciclacion de los diésteres de acidos monocarboxilicos de cadena abierta (Roder, 1985).
En las figuras 7 y 8, se ilustran algunos &cidos nécicos mono y dicarboxilicos

comuinmente encontrados en las estructuras de los APs.

OH
NH
NH; NH, \l/\l/ 2 NH,
COOH

COOH COOH COOH

Valina Isoleucina Leucina Treonina

Figura 6. Aminoacidos precursores biosintéticos de acidos nécicos de los APs.
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Acido 2-C
HyC=—=COOH
Acido acético
(Ac)
Acidos 5-C
IOOH ICOOH jfCOOH HOHZ:ICOOH
Acido senecidico Acido tiglico  Acido Angélico  Acido sarracinico
(Sen) (Tig) (Ang) (Sar)
Aci CH
Acidos 7-C 3
O H OH 9 HO H 9 HO H |
O O H
H CHs H CHs  Hi 'CHz
HO! Hi Hi Hi CHz
red Nk e ed Wk " CH
sl 3 H 3C OH g » 3
Acido (-)-viridiflérico Acido (+)traquelantico Acido equimidinico Acido lasiocarpico
Q HO H
Acido ()traquelantlco Acido (+) V|r|d|flor|co

Figura 7. Acidos nécicos monocarboxilicos de 2, 5y 7 carbonos mas cominmente
encontrados en la estructura de los APs.

A
OH
HO CHy HO CHj
. HsC, -
Acido 8-C COOH Acidos 10-C
COOH 0" “cooH
Acido monocrotalico Acido tricodésmico
B
CHy 4 H
HOOC HOOC HOOC
Acido senecinico Acido integerrinécico Acido senecifilico
Acidos 10-C
H
o cHy o HO CH,
HaC i COOH HﬁA’/%cooH
HY e,
cooH X, HOOC
Acido erucifolinécico Acido petasinécico
C
CH, HO  CH,
Acido 10-C MCOOH
CooH M CHs
Acido bulgarsenécico

Figura 8. Acidos nécicos dicarboxilicos de 8 y 10 carbonos empleados para la
construccion de APs macrociclicos de A. 11 miembros, B. 12 miembros y C. 13
miembros.
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2.1.5 Produccion, transporte y almacenamiento.

AP terciario AP N-6xido
(Senecionina) (Senecionina N-6xido)

Figura 9. Estructura de los APs terciarios (bases libres) y los APs N-6xidos.

El lugar de sintesis de los APs puede variar entre especies. Por ejemplo, en el
género Crotalaria (Fabaceae), especies como C. spectabilis (Nowacki y Byerrum, 1962)
C. scassellatii (Hartmann, 1994) y C. incana (Hartmann et al., 1989) sintetizan los APs
en los tallos. De igual manera acontece en algunas especies de la familia Boraginaceae
como Heliotropium indicum y H. spathulatum (Birecka y Catalfamo, 1982; Birecka et
al., 1987) y de la familia Convolvulaceae como Ipomoea hederifolia (Jenett-Siems et al.,

1998).

Caso contrario ocurre con Symphytum officinale (Boraginaceae) y Phalaenopsis
sp (Orchidaceae) donde el lugar de sintesis es la raiz (Hartmann y Ober, 2000; Frolich et
al., 2006) o con Cynoglossum officinale donde ambos, raiz y tallo, fueron capaces de
producir los APs a partir de putrescina (van Dam et al., 1995). Cabe anotar que para
todos los casos, los APs parecen ser sintetizados en tejidos jovenes en desarrollo

(Hartmann y Ober, 2000).
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Mencion aparte merece la familia Asteraceae, donde todas las especies que han
sido estudiadas hasta el momento, sintetizan los APs exclusivamente en las raices
(Hartmann et al., 1989; Hartmann y Ober, 2000). Esto se demostrd en los estudios
realizados en cultivos de tejido de raiz de Senecio vulgaris (Hartmann y Toppel, 1987)
S.vernalis, S. erucifolius y S. squalidus (Toppel et al., 1987). La biosintesis de los APs
en la familia Asteraceae es un proceso que esta estrechamente ligado con el crecimiento
de la raiz, por lo tanto cuando el crecimiento de ésta cesa, la sintesis de APs es reducida o

finalizada (Sander y Hartmann, 1989; Hartmann, 1999).

Para las especies de Senecio que producen APs del tipo senecionina, se ha
reportado a la senecionina N-Oxido como el primer producto biosintético (Hartmann y
Toppel, 1987). Luego, esta molécula es transportada y distribuida desde la raiz hacia
toda la planta en forma de N-Oxido polar (Figura 9), y es quimicamente modificada para
producir los patrones especie-especificos de APs. La translocacion de los AP N-0xidos

de la raiz al tallo ocurre exclusivamente via floema (Hartmann et al., 1989).

Después de ser transportados los AP como N-6xidos a los tallos, son almacenados
de la misma forma en lugares preferenciales, tales como, drganos reproductivos
(inflorescencias) y tejidos periféricos de tallos y hojas, representando esto un patrén de
defensa contra herbivoros (Hartmann et al., 1989; Hartmann, 1999). Ya a nivel celular,
los AP-N-0xidos son acumulados en vacuolas, empleando para esto un transportador

membranal especifico (Ehmke et al., 1988).
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La senecionina N-Oxido puede ser considerada como la estructura plantilla de la
mayoria de APs macrociclicos, especialmente del tipo senecionina. En la raiz, solo
ocurren de forma limitada, pequefias modificaciones estructurales, las cuales proceden
lentamente y son separadas en tiempo y en espacio de la produccién de senecionina-N-
oxido (Hartmann y Toppel, 1987;Toppel et al., 1987). Por otra parte, para las especies de
Senecio, los patrones de transformacion especie-especifica de los APs a partir de
modificaciones hechas a la seneciona-N-6xido, ocurren principalmente en tallos, aunque
también se encuentran en hojas e inflorescencias, pudiendo variar cualitativamente y
cuantitativamente entre 6rganos. Ademas, la abundancia relativa de los compuestos que
conforman los diferentes patrones de APs son altamente variables entre poblaciones,
especies y quimiotipos (Hartmann y Dierich, 1998; Hartmann y Ober, 2000). Todas
estas transformaciones representan reacciones que proceden en una posicion especifica y
de una manera estereoselectiva. Las reacciones mas comunes se pueden llevar a cabo en
uno o dos pasos e incluyen: hidroxilaciones, deshidrogenaciones, epoxidaciones, O-
acetilaciones y la formacion de la base otonecina (Hartmann y Dierich, 1998). Los
patrones unicos de formacion, dependientes de la especie, son producidos en dos pasos
consecutivos: el primero, la sintesis de la estructura “plantilla” y el segundo, la
diversificacion estructural. Esta Gltima representa un equilibrio dindmico entre diferentes
procesos: la tasa biosintética de la senecionina N-Oxido en la raiz, la eficiencia y
especificidad de las transformaciones enzimaticas, la distribucién continua, la
acumulacién en tejidos especificos y el almacenamiento en vacuolas (Hartmann, 1999;

Hartmann y Ober, 2000).
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A pesar de la movilidad espacial de los APs y de la lenta distribucién, estos no
sufren degradacion o modificaciones adicionales y no son distribuidos equitativamente
dentro de la planta, sino que hay sitios de acumulacion preferidos (Hartmann, 1999;

Hartmann y Ober, 2000).

2.1.6 Toxicidad

Muchas de las plantas que producen APs son responsables del envenenamiento
del ganado. Aunque éste generalmente no se alimenta con plantas que contengan APs, si
se da el consumo en épocas de sequia 0 con reservas de alimento contaminado. Dentro
de las mas conocidas estan las plantas de los géneros Crotalaria, Heliotropium, Senecio
y Symphytum (Hartmann, 1991; Hartmann y Witte, 1995; Seigler 1998; Prakash et al.,

1999).

En humanos, el envenenamiento por APSs, ha sido atribuido al consumo accidental
de plantas que contengan estos alcaloides. Por ejemplo, trigo contaminado con semillas
de Heliotropium o Crotalaria, miel elaborada a partir de Senecio jacobaeae, consumo de
leche producida por ganado que se alimenta sobre plantas con APs o consumo de té. Asi,
aunque estas plantas se emplean medicinalmente, el uso de éstas no es recomendable
debido a los efectos toxicos de los APs (Prakash et al., 1999; Stewart y Steenkamp,
2001). Los principales efectos toxicos reportados en humanos son a nivel hepatico,
dando origen a la dolencia conocida como sindrome veno-oclusivo del higado, clasificada

como aguda o cronica. En casos agudos se dan ataques repentinos de dolor abdominal,
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diarrea, vomitos y hepatomegalia. En casos cronicos, se presenta astenia y otros signos
de hipertension portal, fibrosis, cirrosis y lesiones vasculares. Cuando las lesiones son
extensas el fallo renal puede ocasionar la muerte. Después del higado, los principales
efectos toxicos se dan a nivel pulmonar, generando cambios en la vasculatura como
trombosis en vasos, inflamacién aguda y estrechamiento de los vasos, lo que conduce a
oclusion. Todo esto, aunado a la fibrosis inter-alveolar, conlleva a hipertension pulmonar
y eventualmente a falla cardiaca (Mattocks, 1986; Rizk, 1991; Stewart y Steenkamp,

2001).

Adicionalmente, diferentes estudios sobre animales realizados in vitro y/o in vivo,
le han atribuido a los APs propiedades carcinogénicas (Svoboda y Reddy, 1972; Allen et
al., 1975; Kuhara et al., 1980, Mattocks y Cabral, 1982; Wang et al., 2005), mutagénicas
(Yamanaka et al., 1979; Frei et al., 1992; Rubiolo et al., 1992; Candrian et al., 1984;
Mei et al., 2004; Mei et al., 2005), teratogénicas (Sivlingham y Brink; 1988; Mattocks,
1986) y genotdxicas (Fu et al.,2004 y las referencias incluidas alli). Todos estos efectos
seran producidos por las interacciones de los APs con biomoléculas, que incluyen union a
ADN, entrecruzamineto con ADN, entrecruzamiento Proteina-ADN, aberraciones
cromosomales entre otras. Recientemente, ensayos con receptores in vitro, mostraron que
algunos APs presentan propiedades neurotoxicas (Schmeller et al., 1997). A pesar de los
resultados obtenidos en animales, es escasa la evidencia de que estos compuestos sean
carcinogénicos 0 genotdxicos en humanos (Stewart y Steenkamp, 2001; Prakash et al.,

2001).
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2.1.6.1 Mecanismo de toxicidad

Figura 10. Requerimientos estructurales para la toxicidad de los APs.

Los APs no son toxicos per se, requieren ser modificados metabdlicamente a través
de una deshidrogenacién a estructuras electréfilas altamente reactivas; con potentes
propiedades alquilantes conocidas como ésteres pirrélicos o dehidropirrolizidinas (DHPS)

(Rdder, 1985; Hartmann y Witte, 1995; Dewick, 2002; lvonne et al., 2005).

Cabe anotar, que no todos los APs son pro toxicos, unicamente las bases libres (forma
terciaria), aunque los N-Oxidos ingeridos también pueden ser reducidos para producir
metabolitos tdxicos (Hartmann y Witte, 1995). Para ser metabolizados a pirroles,
necesitan cumplir con una serie de requerimientos estructurales tales como: a) poseer una
base nécica con un doble enlace en posicion 1-2, b) que el hidroxilo alilico en C-9 este
esterificado y c) que el hidroxilo en posicion C7 se encuentre libre o esterificado (Figura

10) (Mc Lean, 1970; Hartmann, 1999; Prakash et al., 1999; Hartmann y Ober 2000).

19



Marco Tedrico

Los ésteres pirrolicos son producidos en el higado de los mamiferos a partir de los
APs pro toxicos, empleando el sistema enzimatico Citocromo P450 (CytP450),
especificamente las isoformas CYP3A y CYP2B. Los ésteres pirr6licos son capaces de
unirse a ciertos sitios en el higado y a su vez formar aductos y entrecruzarse con
macromoléculas como el ADN, el ARN vy las proteinas, afectando su estructura y
funcién. Esta union puede producir mutaciones y muerte celular, conllevando a
malformaciones fetales y/o carcinogénesis. Asimismo, estos aductos pueden permanecer
en los tejidos y generar dafio agudo o crénico en higado o pulmones. Por lo tanto, la
bioactivacién de las bases libres para la formacién de los pirroles es quizas el Unico
evento responsable de los efectos toxicos atribuidos a los APs (Fu et al., 2004; lvonne et

al., 2005).

El mecanismo de accion por el cual se forman los metabolitos pirrélicos, se da por
una hidroxilacion en las posiciones C3 o C8 de la base nécica insaturada en su forma
terciaria o una demetilacién oxidativa en las bases tipo otonecina. Luego se produce una
deshidratacion espontanea que lleva a la formacion de la correspondiente DHP (Figura
11). Posteriormente, se genera una carga positiva localizada en posicion C7 y luego en
posicion C9 de la base necina. En presencia de nucleodfilos (Nu) presentes en
biomacromoléculas tales como el azufre (S) de las proteinas o el Nitrégeno (N) de los
nucleotidos, los diésteres sufren una sustitucion nucleofilica bimolecular (Sy2), simple o

doble (Figura 12) (Castagnoli Jr 1997; Rdder; 1997; Dewick, 2002; Fu et al., 2004).
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Figura 11. Formacién de los ésteres pirrélicos a partir de diferentes bases
nécicas A. Retronecina (configuracion R en la posicion C7) o Heliotridina
(configuracién S en la posicién C7, no ilustrada) B. otonecina. (Modificado de Fu et al.,
2004)
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Figura 12. Via metabdlica de los alcaloides dehidropirrolizidinicos o ésteres pirrolicos.
Nu’ representa elementos nucleofilicos de macromoléculas, tales como el azufre (S) de
las proteinas o el nitrégeno (N) en el ADN. La pérdida de un primer grupo saliente
genera un ion iminio conjugado que actua como electrofilo, igual ocurre cuando se da la
pérdida de un segundo grupo saliente en C9. La estructura unida a dos Nu™ es mas
toxica.
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Adicionalmente, los DHPs pueden ser metabolizados a través de varias reacciones
(i) deshidrogenacion para producir DHPs menos toxicos (Huxtable et al., 1978), (ii)
conjugacion con una o dos unidades de glutatiéon (GSH) para formar 7-glutationil- 6, 7
dihidro-1-hidroximetil-5H-pirrolizina o 7,9-diglutationil-6,7-dihidro-1-hidroximetil-5H-
pirrolizina, respectivamente, que luego son excretados en la bilis (Mattocks et al., 1991;
Mattocks y Jukes, 1992; Yan y Huxtable, 1994) y (iii) liberacion en la circulacion
produciendo dafio hepatico y de otros 6rganos (Allen et al., 1969). La reaccion de
conjugacion con glutation es catalizada por la glutation S-transferasa y es considerada
como la principal via de desintoxicacion de las DHPs (White, 1976; Yan y Huxtable

1995a; Yan y Huxtable, 1995b; Lin et al., 1998, Lin et al., 2000).

Ademas del alcaloide en particular y de la naturaleza de la exposicion, la
toxicidad de los diferentes APs depende de la fraccion alcaloidea que es convertida a
pirrol, la tasa de conversion y la reactividad quimica del pirrol (Mattocks, 1968; Peterson
y Jago, 1984; Stewart y Steenkamp, 2001), asi como de la relacién de esta cinética de

formacion con las vias de desintoxicacion (Fu et al., 2004).

2.1.7 Metabolismo

a) Metabolismo de los APs Pro-tdxicos.

Generalmente en vertebrados, los APs insaturados son metabolizados a través de

tres vias: 1) hidrolisis de los ésteres ubicados en las posiciones C-7 y C-9 de las bases

nécicas, 2) la N-oxidacion de las bases nécicas terciarias a su correspondiente N-6xido,
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los cuales son relativamente no reactivos y facilmente excretados en la orina por su
solubilidad en agua y 3) la ya nombrada oxidacion y posterior deshidratacién para formar
las DHPs toxicas (ésteres pirrélicos) (Castagnoli Jr et al., 1997; Fu et al., 2004). Caso
especial es el de los APs del tipo otonecina, que son metabolizados por dos vias, la
primera es a través de la hidrolisis de los ésteres para producir la respectiva base y acidos
que componen el AP, la segunda ruta es la ya mencionada N-demetilacion oxidativa de la
base nécica, seguida del cierre del anillo y por Gltimo, una deshidratacion (Fu et al.,

2004).

La hidrdlisis en los APs insaturados y la N-oxidacion, exceptuando ésta para los
del tipo otonecina, son consideradas como las vias de desintoxicacion de los APs por
excelencia. Para la hidrélisis de los ésteres se emplean las enzimas denominadas
carboxilestearasas del higado, que pueden ser microsomales o citosélicas. Para la
formacion de los N-Oxidos son varias las enzimas que se encuentran comprometidas,
estas pueden ser Flavin-monooxigenasas (FMO) y las enzimas del sistema Citocromo

P450, principalmente la isoforma CYP3A (Fu et al., 2004).

También se ha demostrado una marcada diferencia en susceptibilidad a los efectos
toxicos de los APs entre distintas especies animales, tal es el caso de corderos, cabras,
cobayos, hamsters, conejos y codornices, que son altamente resistentes, a diferencia de
ratas, aves de corral y ganado vacuno, porcino y equino, que presentan alta
susceptibilidad. Estas diferencias son atribuidas a las variaciones que se presentan en el
balance de la eficiencia que tienen las enzimas que metabolizan el AP a la hora de formar

el pirrol téxico y las vias de desintoxicacion para producir metabolitos menos tdxicos o

23



Marco Tedrico

no toxicos. Por lo tanto las especies que tienen una alta tasa de formacion de ésteres

pirrdlicos, son las especies susceptibles (Prakash et al., 1999; Ivonne et al., 2005).

Un claro ejemplo de esto lo dan los cobayos, que al poseer una Flavin
monooxigenasa microsomal multisustrato que cataliza efectivamente la conversion del
AP ingerido en su respectivo N-Oxido, hace que la tasa de formacién del N-Oxido sea
mucho mayor que la de formacion del pirrol, explicando asi la alta resistencia de esta
especie al envenenamiento por APs (Miranda et al., 1991; Hartmann, 1999). Asimismo
ocurre en el caso de los corderos, donde las tasas de produccién de pirroles son bajas (Fu
et al., 2004). Ademas se encontraron altos niveles de actividad de la enzima microsomal
epoxido hidrolasa hepatica, la cual cataliza la hidrolisis de los APs y fue sugerida como la
responsable de la resistencia de los corderos a los efectos toxicos de los APs (Swick et al.,

1983).

b) Metabolismo de los APs no toxicos (1, 2-saturados).

HO CHs
&

Oxidacion enzimatica
-

Figura 13. Metabolismo de los APs 1,2-saturados. En el anillo B se forma el
pirrol, pero debido a que el &tomo de Nitrdgeno no esta conjugado, esta estructura es
mucho mas estable y no es susceptible a reacciones con nucledfilos.
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Los APs saturados y sus bases nécicas no son toxicos, ya que no cumplen con uno
de los requisitos estructurales clave, como es la insaturacion en posicion 1,2. Los APs
saturados sufren una ruptura hidrolitica en C-7 con la posterior formacion de un pirrol en
el anillo B de la base nécica (Figura 13). A diferencia de los pirroles tdxicos formados
en el anillo A, los B son mas estables y no susceptibles a reacciones con nucledéfilos

(Roder, 1995).

2.1.8 Quimica ecoldgica

Una de las caracteristicas mas importantes de los APs es el papel que desempefian
en las relaciones planta-insecto.  Respecto a la capacidad de atraer insectos
especializados, los APs son Unicos entre la gran cantidad de alcaloides que han sido
aislados y caracterizados. Ya se mencionaron los efectos toxicos de los APs y su
mecanismo de toxicidad, por lo tanto es posible pensar que los insectos que emplean en
su metabolismo las enzimas CytP450 microsomales, deben ser afectados por los APs tal y
como ocurre en vertebrados (Hartmann 1995; Hartmann 1999; Hartmann y Ober, 2000;
Hartmann, 2004). Entonces cabria preguntar, ¢Por qué los insectos de diferentes taxones

no relacionados son capaces de resistir y secuestrar APs?

La razén de la produccion de APs en plantas parece ser el uso de éstos como
agentes protectores contra herbivoros generalistas, debido a que estos ultimos no se
alimentan de plantas que producen dichos alcaloides. Si lo hicieran reducirian los N-
oxidos en su intestino produciendo bases libres lipofilicas y pro tdxicas (Hartmann

1999).
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A diferencia de los generalistas, un numero de especies de diferentes taxa han
adquirido adaptaciones, no s6lo que superan la barrera de defensa de las plantas que son
protegidas por APs, sino también que los secuestran y funcionan en su propio beneficio.
Esto se da basandose en la caracteristica de que los APs son exclusivamente sintetizados,
distribuidos y almacenados como N-Oxidos. Asi, los insectos herbivoros adaptados
almacenan los APs exclusivamente como N-Oxidos. Por lo tanto, se considera a la N-
oxidacion de las bases libres como el principal mecanismo de desintoxicacion de APs en
insectos al convertir las bases libres potencialmente toxicas en derivados que no pueden
ser transformados en la toxina alquilante (Hartmann, 1995; Hartmann, 1999; Hartmann

y Ober, 2000; Hartmann, 2004).

Un gran namero de insectos pertenecientes a diferentes ordenes tales como
lepidopteros, coledpteros, ortdpteros, homdpteros y hemipteros son conocidos por
secuestrar APs de plantas. Algunas de estas especies son especialistas ya que restringen
su dieta a ciertas plantas, pero otras son polifagas y se alimentan de varias plantas que
producen APs. Estos insectos pueden almacenar los APs al consumirlos en su dieta para
luego utilizarlos como sustancias protectoras o emplearlos en la produccion de hormonas
sexuales (Boppré, 1986; Hartmann y Witte, 1995). A continuacion se dan algunos
ejemplos del destino que le imparten distintas especies de diferentes 6rdenes a estos

alcaloides:

e Orden Lepidoptera

Es el orden en donde mayor numero de interacciones planta-insecto que

involucran APs han sido reportadas. A lo largo de tres décadas, se ha acumulado un gran
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volumen de evidencia (Von Nickisch-Rosenegk y Wink, 1993; Hartmann y Witte, 1995;
Nishida, 1995; Trigo et al., 1996; Nishida, 2002). Especies pertenecientes a la familia
Danainae, como es el caso de la mariposa monarca (Danaus plexippus) (Edgar et al.,
1976; Kelley et al., 1987) y especies de las familias Arctiidae, Ctenuchidae e Ithomiinae
secuestran APs, no solo como mecanismo de defensa quimica, sino también como
precursores de feromonas, determinantes del crecimiento y claves en la seleccién sexual.
Todas las mariposas y polillas que se especializan en secuestrar APs son aposematicas y

no-palatables (Boppré, 1986).

Uno de los ejemplos mas contundentes y representativos del papel que juegan los
APs en las relaciones planta-insecto lo da la polilla americana Utetheisa ornatrix
(Arctiidae) (Eisner y Meinwald, 1995). Las larvas de U. ornatrix secuestran APs cuando
se alimentan de plantas del género Crotalaria (Fabaceae) y los conservan a través de los
diferentes estadios hasta llegar al estado adulto, brindandoles asi proteccion contra
depredadores (Eisner y Eisner, 1991). Ya en el estado adulto, a través de la copulacion,
la hembra recibe del macho un aporte de APs, que al juntarlos con los que ella adquirié
en su etapa larval, los transmite a los huevos (Dussourd et al., 1991). Esta transferencia
provee tanto a la madre (Gonzalez et al., 1999), como a los huevos, de una eficiente
proteccion contra insectos depredadores tales como coccinélidos (Dussourd et al., 1988),
hormigas (Hare y Eisner, 1993), la larva Ceraeochrysa cubana (Neuroptera,
Chrysopidae) (Dussourd et al., 1991; Eisner et al., 2000) y la avispa parasitoide

Trichogramma ostriniae (Bezzerides et al., 2004).
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Los machos de Utetheisa utilizan el anillo de necina obtenido de la planta y
sintetizan la hormona hidroxidanaidal (Culvenor y Edgar, 1972; Conner et al., 1981).
Esta feromona, emitida por el 6rgano llamado coremata, es la que rige el comportamiento
de apareamiento, informando a la hembra el contenido de APs del macho. Asi la hembra
sabe la cantidad de quimicos de proteccion que puede ganar durante la cépula para
transmitirselos a su progenie (Conner et al., 1990; Gonzalez et al., 1999; lyengar y

Eisner, 1999).

A diferencia de los Arctiidos donde son las larvas las que secuestran los APs, en
las familias de mariposas Ithomiinae y Danainae son los adultos. Estos ingieren los APs
a traves del consumo de néctar o mojan la parte de la planta a consumir (partes muertas o
marchitas) con el fluido de su proboscis, para luego ingerir los APs extraidos (Boppré,

1984; Boppré, 1986)

Todas las especies de lepidopteros que secuestran APs estan bien protegidas
contra depredadores. Varios estudios han demostrado que huevos, larvas y adultos de
mariposas que basan su dieta en plantas que contengan APSs, son rechazados o evitados
por arafias (Masters, 1990; Trigo et al., 1993; Orr et al., 1996; Trigo et al., 1996b;

Conner et al., 2000; Silvay Trigo, 2002).

Algunas otras especies que han sido estudiadas y en donde se han observado
patrones similares de secuestro y empleo de los APs son: Creatonotos transiens
(Arctiidae) (Boppré y Schneider, 1985; Wink y Schneider, 1988; Wink et al., 1988;
Egelhaaf et al., 1990; Hartmann et al., 1990; Von Nickisch-Rosenegk et al., 1990; Schulz

et al.,1993), Tyria jacobaeae (Arctiidae) (Aplin et al., 1968; Rothschild et al., 1979;
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Edgar et al., 1980; Ehmke et al., 1990; Von Nickisch-Rosenegk y Wink, 1993; Lindigkeit
et al.,1997), Danaus gilippus y D. chrysippus (Danainae) (Edgar y Culvenor, 1974;
Boppré, 1986; Dussourd et al., 1989;), Grammia geneura (Hartmann et al., 2004b;
Hartmann et al., 2005a) y Estigmene acrea (Hartmann et al., 2004a; Hartmann et al.,
2005b), entre otras (Trigo y Brown Jr. 1990, Trigo et al., 1993; Freitas et al., 1996;
Trigo et al., 1996a; Trigo et al., 1996b; Weller et al., 1999; Bruckmann et al., 2000;

Hristov y Conner, 2005).

e Orden Coleoptera

Con relacion a los APs, son el segundo orden mas estudiado, después de los
lepidopteros. En especial los escarabajos del género Oreina (Chrysomelidae), las
especies O. speciosissima, O. frigida, O. elongata y O. intricata secuestran APs como N-
oxidos de sus plantas hospederas (Adenostyles alliariae, A. alpina y A. leucophylla,
Senecio nemorensis y S. fuchsii) que liberan como compuestos de defensa a través de sus
glandulas exocrinas. Ademas, es conocido que estos insectos especialistas sintetizan
cardenolidos a partir de colesterol como mecanismo de defensa (Pasteels, 1993; Dobler y
Rowell-Rahier 1994a; Dobler y Rowell-Rahier 1994b; Pasteels et al., 1996). Un caso
particular lo representan los adultos de O. cacaliae, que no tienen la capacidad de
sintetizar cardendlidos, pero si secuestran, como N-6xidos, senecifilina y senecionina de
su planta hospedera Adenostyles alliariae (Asteraceae) (Pasteels et al., 1988; Rowell-
Rahier et al.,, 1991; Ehmke et al., 1999; Hartmann T, 1999). Los APs pueden ser
almacenados de forma selectiva en el cuerpo (hemolinfa) o en las glandulas exocrinas de

defensa, siendo la transferencia a estas Ultimas altamente especifica ya que solo se
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encuentran ésteres macrociclicos de retronecina del tipo Senecionina (Hartmann et al.,

1997; Hartmann y Ober, 2000).

Platyphora es otro de los generos del orden Coleoptera que ha sido ampliamente
estudiado. De éste, nueve especies han sido reportadas como secuestradoras de APS.
Estos insectos se alimentan de miembros de la familia Asteraceae tribu Eupatorieae,
Apocynaceae 0 Boraginaceae, que contienen APs del tipo Lycopsamina. Al igual que en
las especies de Oreina, estos transfieren los APS a sus secreciones exocrinas, pero en vez
de cardendlidos todas las especies secretan saponinas triterpénicas pentaciclicas. Otra
diferencia importante con el género Oreina donde los APs son secuestrados como N-
oxidos, es que los insectos del género Platyphora pueden ingerir los APs como base libre
0 N-oOxido, pero los almacenan exclusivamente como base libre (terciarios). Ademas, no
los acumulan en la hemolinfa, sino que los transfieren rapidamente a las glandulas
secretoras. Dentro de los APs comunmente secuestrados estan la intermedina,
lycopsamina y sus Os-acetil o propionil ésteres, asi como O;- y Oe-hidroxi-isovaleril
retronecin-ésteres (Pasteels et al., 2001, Pasteels y Hartmann, 2004). También se ha
demostrado que varias especies, como P. boucardi, P. eucosma y P. bella tienen la
capacidad de modificar estructuralmente los APs obtenidos de sus plantas hospederas
Prestonia portobellensis (Apocynaceae), Koanophyllon panamense (Asteraceae, tribu
Eupatorieae) y Tournefortia cuspidate (Boraginaceae), respectivamente. Algunas
reacciones que estas especies catalizan son: (i) epimerizacion de los APs con
configuracién (7S) del tipo Lycopsamina adquiridos de la planta, cuyo mecanismo ya fue
resuelto (Hartmann et al., 2003b) (ii) La esterificacion de la base nécica obtenida de la

planta con acidos nécicos sintetizados por el insecto, produciendo APs especificos del
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insecto, (iii) epimerizacion en 3’ y (iv) transformacion de APs triesterificados en
monoésteres del tipo Lycopsamina, que luego son acumulados en las secreciones de
defensa (Hartmann et al., 2001; Hartmann et al., 2003b; Pasteels et al., 2003a; Pasteels

et al., 2003Db).

Otros Coledpteros también han sido estudiados. Tal es el caso de diferentes
especies del género Longitarsus, capaces de secuestrar APs de diferentes familias de
plantas (Asteraceae y Boraginaceae) (Haberer y Dobler, 1999; Dobler et al., 2000) ¢ el
escarabajo Chauliognathus fallax, que secuestra los APs de las inflorescencias de su

planta hospedera, Senecio brasiliensis (Klitzke y Trigo, 2000).

e Orden Ortoptera

Los adultos del saltamonte Melanoplus sanguinipes secuestran los APs que
consumen al alimentarse sobre Senecio vulgaris. Los alcaloides identificados
corresponden al mismo patrén de la planta, e incluye los esteroisomeros Z y E-
senecionina (30%) e integerrimina (5 %), asi como senecifilina (50%), espartoidina (13
%), y trazas de senecivernina (2%). En el analisis de las heces, los APs fueron
encontrados como N-Oxidos, indicando que no hubo reduccién de los alcaloides en el
sistema digestivo del insecto. Asi, este insecto puede resistir los APs, ademas de poseer

un efectivo sistema de excrecion (Ehmke et al., 1989).

Otro ejemplo del orden Orthoptera lo dan los saltamontes aposematicos del
género Zonocerus. Tal es el caso del saltamontes africano Z. variegatus (L.) (Orthoptera:

Pyrgomorphidae), el cual muestra gran atraccion por lo APs y se alimenta impunemente
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sobre Chromolaena odorata, planta que contiene los APs como N-6xidos (rinderina,
intermedina, 3’-O-acetil ester de rinderina, supinina y los 7 y 9 ésteres de angeloil
retonecina). Los huevos y todos los estadios de ambos géneros del insecto Z. variegatus
contienen APs, con algunas variaciones del patron quimico que presenta la planta. En el
insecto se encuentran ausentes los 7 y 9 ésteres y el 3’-O-acetil éster. Los mayoritarios,
igual que en las inflorescencias de la planta son intermedina y rinderina. Pero la mayor
diferencia se da con lycopsamina y equinatina, APs presentes en el insecto mas no en la
planta. Estos ultimos son los esteroisomeros de intermedina y rinderina respectivamente
con configuracion (S) en posicién 3’. Se dedujo que el cambio de la configuracion de (R)
a (S) lo realiza el insecto en su tracto digestivo, asimismo que este puede modificar la
configuraciéon de la base nécica en posicion C-7, pasando de 7(S)-heliotridina a 7(R)-

retronecina (Bernays et al., 1977; Biller et al., 1994).

Por ultimo, para las ninfas y adultos del saltamontes Zonocerus elegans (Thunb.)
(Orthoptera: Pyrgomorphidae), se demostrd la capacidad de deteccion de APs y la
atraccion por diferentes especies productoras de éstos pertenecientes a los géneros
Senecio (Asteraceae), Heliotropium (Boraginaceae) , y Crotalaria (Fabaceae) (Boppré et

al., 1984).

e Orden Homoptera

El afido, Aphis jacobaeae Schrank (Aphididae) es un especialista que se alimenta
unicamente sobre especies de Senecio (S. jacobaea, S. inaequidens y S. silvaticus). El

andlisis del insecto y su secrecidn, mostr6 que los patrones de APs fueron los mismos que
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los de sus plantas hospederas, exceptuando la acetilerucifolina en S. jacobaea y los APs

del tipo otonecina en S. inaequidens (Witte et al., 1990; Vrieling et al., 1991).

Adicional a la presencia de los afidos, las diferentes especies de Senecio se
encuentran infestadas por el enemigo natural de éstos, el coledptero Coccinella
septempunctata L., Coccinellidae. El estudio demuestra que el coledptero también
secuestra los APs, obtenidos a través de su presa, ilustrando asi el flujo inter especifico y
el papel que juegan los APs en interacciones tri troficas (Benn et al., 1979; Witte et al.,
1990). Es importante anotar que tanto los &fidos, como los coccinélidos, almacenan los
APs como bases libres o terciarias, a diferencia de su planta hospedera en donde estan

presentes exclusivamente como N-0xidos (Witte et al., 1990).

e Orden Hemiptera

Hasta el momento son pocos los insectos del orden Hemiptera reportados como
secuestradores de APs (McLain y Shure, 1985; Klitzke y Trigo, 2000). Los adultos y
ninfas del hemiptero de coloracién aposematica, Largus rufipennis, al alimentarse sobre
los tallos de Senecio brasiliensis (Asteraceae), secuestran los APs producidos por la
planta, entre ellos senecionina e integerrimina. Quizds almacenan los APs para
proteccion, tal como se demostrd en ensayos preliminares, donde L. rufipennis fue
rechazado por depredadores como Nephila clavipes y Cyanocorax caeruleus (Corvidae)

(Klitzke y Trigo, 2000).

33



Marco Tedrico

2.1.9 Mecanismos de secuestro y desintoxicacion de APs por insectos.

En las interacciones planta-insecto se libra una batalla en todo momento, las
plantas defendiéndose para no ser comidas y los insectos para comer impunemente. Las
plantas han generado una gran cantidad de metabolitos secundarios que contrarrestan el
ataque de los insectos. De la misma forma, los insectos evitan aquellos, desplegando
gran cantidad de mecanismos que estan en constante evolucion, siendo los sistemas de
desintoxicacion enzimatica el factor mas importante en la tolerancia fisiologica de los
toxicos producidos por las plantas (Brattsten, 1979; Brattsten, 1992). La degradacion-
modificacion metabdlica se puede dividir en procesos primarios y secundarios. El
producto de los procesos primarios es a veces lo suficientemente polar para ser excretado
directamente o puede ser convertido a productos conjugados més facilmente excretables.
Los productos resultantes son mas solubles en agua (hidrofilicos) que el compuesto de

donde derivan (Brattsten, 1979; Brattsten, 1992) (Figura 14).

Lipofilico #» Hidrofilico

Procesos Procesos
Primarios Productos Secundarios Productos
D —

Metabolitos

N . . ﬁ
Secundarios Oxidacion Primarios Conjugacién con

Reduccién aziicares

Hidrélisis aminoacidos
Transf. grupos sulfatos
fosfatos

| Excrecion |

Figura 14. Procesos de desintoxicacion.

Secundarios

Como ya se ha anotado, los APs existen en dos formas intercambiables, la polar,
como sal, no toxica, conocida como N-6xido y la lipofilica, como base libre (terciaria),

potencialmente téxica. Cuando los organismos, mas especificamente los insectos, son
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capaces de mantener los APs en su estado de N-Oxido, estan “metabdlicamente” seguros.
Sin embargo cuando los N-6xidos son reducidos, se produce la pro toxina que dara origen
al metabolito alquilante, causante de la toxicidad. Esta caracteristica clave de los APs, de
poder existir en dos formas intercambiables (base libre vs N-6xido), es la que permite a
los insectos secuestrar y utilizar los APs sin sufrir dafio alguno (Véase Figura 9).
Ademas de servirles como mecanismo de defensa, ya que un depredador que tenga el
sistema microsomal CytP450 y ataque a un herbivoro que secuestra APs como N-6xidos,
reducird estos en el intestino y los absorbera como APs terciarios pro toxicos. A
continuacion se presenta una descripcion de las estrategias bioquimicas empleadas por

los insectos para el consumo, secuestro y almacenamiento de los APs.

Las larvas de la familia Arctiidae, Tyria jacobaeae y Creatonotos trasiens, y el
saltamontes aposematico Zonocerus variegatus, pueden tomar los APs terciarios con la
misma eficiencia que los respectivos N-Oxidos, pero la desintoxicacion y el
almacenamiento de los APs lo hacen exclusivamente por N-oxidacion. El mecanismo
consiste en tomar el alcaloide como N-6xido y reducirlo en el intestino, luego el AP en su
forma terciaria-lipofilica es absorbido por difusion pasiva en la hemolinfa, lugar donde
sufre de nuevo una N-oxigenacion. Mediante diferentes ensayos se determino, en la
hemolinfa de varios Arctiidos (Tyria jacobaeae, Callimorpha dominulla, Creatonotos
trasiens, Arctia caja, A. intercallaris, Amerila phaedra e Idea leuconoe), la presencia de
una enzima tipo Flavin monooxigenasa dependiente de NADPH, responsable de la N-
oxidacion (Figura 15). Esta enzima, denominada Senecionina N-oxigenasa (SNO), es no
microsomal y altamente especifica, ya que sdlo N-oxida APs con las caracteristicas

estructurales necesarias para que un AP sea pro toxico (Lindigkeit et al., 1997). En el
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2002, Naumann y colaboradores, purificaron la SNO de T. jacobaeae y caracterizaron la
secuencia aminoacidica, para después expresar la proteina recombinante en su forma

activa en E.coli (Naumann et al., 2002).

: Creatonotos trasiens
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Figura 15. Mecanismo de ingestion, metabolismo, y almacenamiento de los APs
empleado por C. trasiens, T. jacobaeae y Z. variegatus. Los APs ingeridos como N-0xido
son reducidos en el intestino (Red.) y permean la membrana para cruzar a la hemolinfa,
donde son nuevamente N-oxidados utilizando la enzima Senecionina-N-oxigenasa (SNO)
(Lindigkeit et al., 1997; Hartmann et al., 1999).

Estigmene acrea y Grammia geneura son dos insectos polifagos pertenecientes a
la familia Arctiidae. Con respecto a los mecanismos de secuestro y procesamiento de los
APs, éstos tienen varias caracteristicas en comun con las especies ya descritas: (i) son
“farmacofagos” (Boppré, 1984), ya que utilizan la planta como una fuente de alcaloides
mas que como una fuente nutricional; (ii) los APs secuestrados son almacenados como
N-Oxidos no téxicos y transmitidos a lo largo de su ciclo de vida; (iii) pueden utilizar APs
de casi cualquier tipo estructural, excepto los del tipo otonecina, que no pueden ser

desintoxicados por N-oxidacion, (iv) la N-oxidacion de los APS terciarios (pro toxicos)
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es catalizada por una enzima especifica que garantiza la tolerancia y mantenimiento de
los APs, pero para este caso parece ser de amplio espectro a diferencia de la de Tyria que
prefiere los del tipo Senecionina, (v) a partir de las bases nécicas de los APs obtenidos de
la planta sintetizan los APs propios de cada insecto. G. geneura re-esterifica las necinas
para producir creatonotinas y callimorfinas, de las cuales s6lo las primeras estan
presentes en E. acrea (véase Figura 18) (Hartmann et al., 2004a; Hartmann et al.,
2004b; Hartmann et al.,, 2005a; Hartmann et al., 2005b). Cabe anotar que las
creatonotinas han sido aisladas de C. transiens (Hartmann et al., 1990; Schulz et al.,
1993) y T. jacobaeae (Ehmke et al., 1990). Asimismo, las callimorfinas han sido descritas
en Tyria jacobaeae (Aplin et al., 1968; Edgar et al., 1980; Ehmke et al., 1990)
Callimorpha dominula (Edgar et al., 1980), Gnophaela latipennis (L’Empereur et al.,
1989), Hyalurga syma (Trigo et al., 1993) y Creatonotos transiens (Wink et al., 1988;
Hartmann et al., 1990), (vi) E. acrea sintetiza la feromona de cortejo hidroxidanaidal a

partir de los APs obtenidos de la planta (Hartmann et al., 2005b).

Los crisomélidos del género Oreina, almacenan los APs en sus cuerpos Yy
glandulas exocrinas exclusivamente como N-6xidos, pero a diferencia de los Arctiidos y
Z. variegatus carecen de la capacidad de reducirlos en el intestino y de N-oxidar los APs
terciarios (Ehmke et al., 1991). Las larvas y los adultos de O. cacaliae absorben los APs
en forma de N-Oxidos. Esta toma no es especifica y no discrimina entre diferentes
estructuras de APs de plantas. Como N-6xidos son mantenidos en el intestino, para ser
luego transferidos a la hemolinfa, empleando, quizés, un transportador de membrana
especifico que permita absorber los N-6xidos. Posteriormente, los N-Oxidos de APs son

acumulados en la hemolinfa y tejidos adyacentes, para servir como APs de reserva, que
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se emplearan al momento de volver a llenar las gldndulas exocrinas. Se presume que la
transferencia de los N-6xidos, de la hemolinfa a las glandulas de defensa, se da a través
de un proceso mediado por un transportador altamente especifico, ya que sélo ciertos N-
oxidos de AP son transferidos de la reserva a las glandulas y secreciones. Cabe anotar
que debido a que las larvas carecen de glandulas, los APs se almacenan en la hemolinfa 'y
tejidos adyacentes. Cuando se da el caso de absorcion de APs terciarios, estos se
desintoxican por glucosilacion, pero el lugar exacto donde esto ocurre no ha sido

determinado (Figura 16) (Hartmann et al., 1999; Pasteels y Hartmann, 2004).
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Figura 16. Mecanismo de ingestion, metabolismo, y almacenamiento de los APs
empleado por_O. cacaliae. Los APs ingeridos como N-6xido, no sufren reduccion y son

transferidos a la hemolinfa usando un transportador especifico ® . En la hemolinfa se

da la reserva de APs. Luego mediante un transportador = los APs como N-Oxidos se
concentran en las glandulas (Gl) y en las secreciones (Se). Los APs teciarios ingeridos
son glucosilados (Pasteels y Hartmann, 2004).

Las especies de Platyphora han desarrollado mecanismos de absorcion y

acumulacion de APs, completamente diferentes a la de los escarabajos del genero Oreina.
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El insecto puede ingerir los APs ya sea en su forma terciaria o como N-0xidos. El AP
como base libre se absorbe a través de la hemolinfa, pero si es ofrecido como N-6xido,
sufre primero una reduccién en el intestino que produce la base libre, que sera
transportada a la hemolinfa. Luego el AP terciario es removido de la hemolinfa y
transferido directa y eficientemente a las glandulas exocrinas, para su acumulacion en las
secreciones. Esta transferencia, mediada quizas por un transportador, permite que P.
boucardi no almacene APs en la hemolinfa ni en el cuerpo, quizas para prevenir una
acumulacién que sea nociva para el insecto (Figura 17) (Hartmann et al., 2001; Pasteels

y Hartmann., 2004).

|AP-NPI t I |AP—N-OX PIantaI Platyph 1l ¢
anta atyphoraspp Se HO  ChHa
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Transporte
eficiente

Metabolismo
especifico

Intestino Niveles -
Transitorios Hemolinfa

Figura 17. Mecanismo de ingestion, metabolismo, y almacenamiento de los APs
empleado por P. boucardi. Los APs ingeridos como N-éxido, sufren reduccion. Los APs
teciarios ingeridos son absorbidos pasivamente a la hemolinfa, para luego ser
bombeados y concentrados en las glandulas (GI) y secreciones (Se), usando un

transportador especifico © (Pasteels y Hartmann, 2004).

Un tercer mecanismo ha sido reportado para varias especies de Longitarsus

(Coleoptera: Chrysomelidae). Estos escarabajos que consumen plantas productoras de
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APs, de las familias Asteraceae y Boraginaceae, ingieren los alcaloides, ya sea como
bases libres 0 como N-Oxidos (Haberes y Dobler, 1999; Dobler et al., 2000). Cuando los
APs son ingeridos como terciarios, el insecto los N-oxida eficientemente a través de una
enzima especifica de APs, similar a la N-oxigenasa encontrada en Arctiidos. En
Longitarsus spp., dicha enzima parece estar ubicada en la hemolinfa o en algin tejido
asociado, pero no en el intestino. Lo que no esta claro en este mecanismo, es la forma en
que los APs N-Oxidos cruzan la membrana del intestino, quizas por medio de un
transportador. Por otra parte, la acumulacion y el almacenamiento de los APs se da como
bases libres y N-6xidos, siendo predominantes los N-6xidos. El almacenamiento de los
APs como N-0xidos ocurre en la hemolinfa, a diferencia de los APs terciarios que se
encuentran en las glandulas secretoras y otros compartimentos, alejados de la enzima N-
oxigenasa. Esto permite suponer que la enzima solamente tiene un acceso transitorio a

los APs terciarios (Naberhaus et al., 2003; Naberhaus et al., 2004).

g
>
R o
O
Creatonotina A Callimorfina

Figura 18. Estructura de algunos APs sintetizados por insectos a partir de APs
obtenidos de plantas. La parte en verde es el fragmento proveniente de la planta. La
parte en rojo es el fragmento que el insecto adiciona (esterificacion).
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Como se ha ilustrado, los insectos especializados de diferentes taxones que
secuestran APs de plantas, han adquirido una gran variedad de mecanismos y rasgos
especificos con respecto al comportamiento, estructura morfoldgica y bioquimica, que les
permite lograr un almacenamiento seguro y prevenir la acumulacién de concentraciones
nocivas de APs, ademas de poder emplear los compuestos para su propia defensa. Siendo
de vital importancia para los insectos la caracteristica dual que presentan los APs. Pero
todos los estudios con APs han sido llevados a cabo Unicamente con individuos
especialistas, dejando a un lado los depredadores de éstos. So6lo un estudio hace
referencia de como el depredador de las larvas del escarabajo O. cacaliae supera las
defensas de su presa. Este ejemplo es dado por Mitopus morio (Arachnida, Opioliones,
Phalangidae), el cual no es propiamente un insecto secuestrador de APSs, pero si
desintoxica de forma eficiente los APs de defensa producidos por su presa. Si éstos son
ingeridos como N-6xido, son rapidamente eliminados en las heces sin sufrir ninguna
modificacion, en caso tal de ser ingeridos como terciarios, son primero N-oxidados,
posiblemente en el intestino a través de una N-oxigenasa, para luego ser eliminados

(Hartmann et al., 2003a).
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3. ANTECEDENTES

3.1 Género Pittocaulon (subtribu Tussilagininae, tribu Senecioneae, Asteraceae)

La Familia Asteraceae, llamada alternativamente Compositae, es probablemente
la familia mas grande de las angiospermas incluyendo alrededor de 22,750 especies,
agrupadas en aproximadamente 1,500 géneros (Bremer, 2005). Muchas de las especies
de la familia Asteraceae son herbaceas o arbustivas, y pocas veces arboreas. La familia
es reconocida por su distribucion mundial y por las flores que se encuentran en la
cabezuela o receptaculo. Las cabezuelas pueden llevar un solo tipo de flor (liguladas o de
disco) o ambas. Las liguladas se encuentran en la periferia y las del disco en el centro

(Smissen, 2002).

Dentro de la familia Asteraceae, los numerosos géneros son divididos en 13
tribus, de las cuales, la Tribu Senecioneae, a la cual pertenece el género Senecio, es una
de las mas grandes en las angiospermas. Estas plantas se encuentran en una variedad de
habitats que van desde el artico hasta los bosques tropicales. Hasta hace poco contenia

cerca de 1,500 especies 0 1/7 de todas las Compuestas (Rzedowski y Rzedowski, 2005).

Quizés debido a la variedad y gran nimero de especies que componen el género,
muchos botanicos lo han subdividido en secciones o segregado en géneros mas pequefios
que reflejen mas apropiadamente las relaciones filogenéticas de estas plantas (Clark,
1996). En 1973, H. Robinson y R. D. Bretell segregaron Senecio Sect. Terminales
Greenm. de Senecio y de alli obtuvieron un nuevo género, denominado Pittocaulon. Este

género fue separado de los otros generos por sus tallos delgados y la presencia de ductos
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de resina en el cortex (Robinson y Brettell, 1973; Clark, 1996). Recientemente, el género
Pittocaulon ha sido confirmado por técnicas de filogenética molecular (Bain and Golden,

2000).

El género Pittocaulon difiere del Senecio, macroscdpicamente en su habito de
hojas-tallos, y microscopicamente, por el tamafio uniforme de las células del collar de la
antera y las lineas estigmaticas fusionadas del estilo. EIl nombre del nuevo género fue
tomado de los tallos resinosos que lo hacen distintivo. Las especies de Pittocaulon tienen
la caracteristica de tener tallos erectos, elasticos, suculentos y resinosos, sin hojas en
determinadas temporadas, ya que son caducifolias y no estan presentes durante la antesis.
Ademas, las inflorescencias salen de los tallos sin hojas y son de tipo corimbiforme.
Estas plantas se diseminan principalmente a través de la germinacion de semillas (Clark,

1996).

Pittocaulon comprende seis especies y dos variedades: P. calzadanum B. L.
Turner.; P. bombycophole (Bull.) Rob. & Brett.; P. filare (Mc Vaugh) Rob. & Brett; P.
hintonii Rob. & Brett var. hintonii, P. hintonni Rob & Brett. var. cerrograndensis; P.
praecox (Cav) Rob. & Brett; P. velatum (Greenm.) Rob & Brett. var. velatum y P.
velatum (Greenm.) Rob & Brett var. tzimolensis (Robinson y Brettell, 1973; Barkley,

1990; Turner, 1995; Clark, 1996; Clark, 2000; Olson, 2005).

Todas las especies de Pittocaulon son endémicas de México y se encuentran en
un rango de habitats que va desde los 100 a los 5800 metros de elevacion en areas
empinadas y rocosas, creciendo en bosques secos, tropicales o de maleza. P.

bombycophole, P. filare, P. hintonii son de distribuciéon reducida encontrandose en
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pequefias porciones de tierra de la Sierra Madre del sur de México. P. bombycophole en
Michoacan y Guerrero, P. filare en Colima y Jalisco y P. hintonii en Michoacan y
Jalisco. P. praecox y P. velatum son los que presentan mayor distribucion. Todas las
especies se encuentran restringidas a México, exceptuando P. velatum que se encuentra
en algunas localidades de Guatemala (Clark, 1996; Olson, 2005). P. calzadanum solo se

ha reportado en Oaxaca (Turner, 1995).

En la Tabla 1 se da la descripcion botanica del género y de cada una de las
especies que lo conforman de acuerdo con la descripcion realizada por Robinson y

Brettell, en 1973 y Clark en 1996 y que hacen parte de este trabajo:

3.1.1 Descripcion Botanica.

Tabla 1. Clasificacién taxondmica de Pittocaulon praecox.

Division Magnoliphyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae (Compositae)
Tribu Senecioneae
Subtribu Tussilagininae
Género Pittocaulon
Especie Pittocaulon praecox (Cav.) DC. var. praecox
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Género Pittocaulon Rob & Brett. (Robinson y Brettell, 1973).

Arbustos erectos o arboles pequefios con pocas hojas debajo de la inflorescencia.
Los tallos son cilindricos, quebradizos, resinosos, con dos series de canales resina
corticales, elasticos, suculentos, huecos y tabicados, glabros o con pubescencia justo
debajo de la inflorescencia en algunas especies o0 en otras encontrandose en las axilas de
las hojas y en la base de la inflorescencia. Tallos marcados con cicatrices en forma de
luna o de herradura. La corteza es de color gris claro. Las hojas son alternadas, simples,
aglomeradas en el extremo de las ramas, caducifolias, presentes después de la antesis, y
pecioladas. Las I&minas van de circulares a ovadas con l6bulos triangulares prominentes
o ligeramente dentados con dientes poco profundos. Laminas prominentemente
palmadas y venadas. La inflorescencia terminal va de subumbelada a cimas
corimbiformes o compuestos de cimas, peddnculos multi-ramificados con bracteas
lineales-subulados dispersos. Cabezuelas radiadas que van de pocas a muchas. Involucro
turbo-campanulado a cilindrico. El receptaculo es plano a ligeramente convexo, desnudo
o superficialmente alveolado de sdélido a fistuloso. Las bracteas del involucro de 5-20,
lineales-lanceoladas. Las bracteas del caliculo son pocas, no evidentes, de lineal-
lanceoladas a lineales, las bracteas internas presentan margenes membranosas. Las flores
liguladas de 3-14, son amarillas, con tubo cilindrico y un apice ligular con tres dientes
pequefios. Las flores del disco de 6-73+, la corola gradualmente expansiva, amarilla, con
5 I6bulos coronares. La base de la antera sagitada. Los aquenios son cilindricos y

glabros (Robinson y Brettell, 1973;Clark, 1996).
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a) Pittocaulon bombycophole (Bullock) Rob. & Brett., Phytologia 26: 452. 1973
Senecio bombycopholis Bullock, Hook. Ic. Pl. 34: t. 3343. 1937.

Figura 19. Distribucion de Pittocaulon bombycophole en México. Las imagenes
ilustran diferentes partes de P. bombycophole. A. Tallo con frutos. B. Inflorescencia.
C. Tallo.
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P. bombycophole se encuentra distribuido en regiones secas y lugares rocosos en
zonas de maleza, a una elevacién entre 700 y 1150 m en las cimas del norte de la Sierra
madre del sur en Michoacéan y Guerrero, y en los cafiones secos cerca de Iguala, Guerrero
y cerca de Temascaltepec, México. Su tiempo de floracién va desde febrero a julio

(Figura 19).

P. bombycophole son arbustos o arboles pequefios, de 1 a 3 metros de alto, con
tallos de 2.0 cm de didmetro, glabros. Los peciolos de las hojas miden de 4.4 a 19.9 cm,
tomentosos llegando a ser aracnoides, con un mechon de pelillos en las axilas de las
hojas, laminas de 5 a 10.5 cm de ancho y 4.7-19.9 cm de largo, redondas a ampliamente
redondas, irregularmente palmiti-lobulada con 5-9 I6bulos triangulares poco profundos,
I6bulo apical 3.5 cm, margen entero o con pocos denticulos callosos, agudas en el apice,
base profundamente cordada, superficie adaxial aracnoidea llegando a ser glabra,
superficie abaxial lanada-tomentosa llegando a ser glabro-aracnoidea, venacion principal
palmada con 3-5 venas principales, venas reticulares no prominentes. Inflorescencia sub-
umbelada a cimas corimbiformes, 8.5-17 cm de la base, pedinculos ramificados, mechén
de pelillos a la base de la inflorescencia, pocas bracteas, 5-11 mm, glabras o tomentosas.
Pocas cabezuelas (3-15), 19-22 mm de alto, 14-20 mm de diametro, receptaculo sélido.
Pocas bracteas del caliculo. Flores liguladas 7+, de 12.0-20.0 mm de longitud, linear-
eliptica a eliptica, venas sin ramificar. Flores del disco, numerosas (73+), corola
gradualmente expansiva, tubo 2.0-4.3mm de largo, l6bulos 5, 1.0-1.6 mm de largo.
Apéndices de la antera 0.02-0.10 mm largo, area estigmatica del estilo, entera. Aquenios

4.0-8.5 mm de largo de color café palido (Clark, 1996).
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b) Pittocaulon filare (Mc Vaugh), Rob & Brett., Phytologia 26: 452. 1973.
Senecio filaris Mc Vaugh, Contr. Unive. Michigan Herb. 9: 470. 1972,

Figura 20. Distribucion de Pittocaulon filare en México. Las imagenes ilustran
diferentes partes de P. filare. A. Tallos. B. Hojas jovenes. C. Tallo con inflorescencias.
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Pittocaulon filare florece en el periodo comprendido entre diciembre y febrero.
Se encuentra en zonas de acantilados, pendientes rocosas y barrancos de yeso y pizarra en
bosques caducifolios a una elevaciéon de 300 a 500 m en las pendientes de las montafias

del Pacifico en Colima y Jalisco (Figura 20).

P. filare se encuentra como arbustos o arboles pequefios, de 1 a 2 metros de alto.
Los tallos, esencialmente glabros, miden 1.5 cm de diametro. Los peciolos de las hojas
con tomento blanco en las axilas de las hojas, laminas de 8 de largo a 12 cm de ancho,
ampliamente ovadas a orbiculares, palmati-lobulada con 5 I6bulos triangulares, 16bulo
apical 3,5 cm de alto, margen entero, apice agudo a acuminado, base redondeada a
cordada, superficie adaxial glabra, superficie abaxial ligeramente tomentosa llegando a
ser glabra, venacion principal palmada. Inflorescencia sub umbelada algunas veces
corimbiformes, 9-12 cm de largo y 12 cm de ancho, con 3 peddnculos desde la base,
infrecuentemente ramificados, escasos y elongados, los ultimos pedicelos miden de 2.6 a
9.5 mm de largo, tomento blanco en las axilas, pocas bracteas, 2-6 mm de longitud,
glabras o tomentosas. Pocas cabezuelas (5-12), turbinadas a campanuladas, 14-20 mm
de largo, 10-13 mm de diametro. Bréacteas del involucro 13-14, 10.5 mm de largoy 1.5
mm de ancho, glabras. Pocas bracteas del caliculo. Las flores liguladas de 13 a 14,
miden 14 mm de longitud, lineal-oblongo lanceoladas, venas sin ramificar. Las flores del
disco son numerosas (31+), corola gradualmente expansiva, tubo 2.3 mm de largo,
I6bulos 1.0-1.3 mm de largo. Apéndices de la antera 0.11 mm largo, area estigmatica del

estilo, entera. Aquenios 4.5 mm de largo, de color café palido (Clark, 1996).
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c¢) Pittocaulon hintonii Rob & Brett., Phytologia 26: 452. 1973

Figura 21. Distribucion de Pittocaulon hintonii en México. El punto indica la variedad
cerrograndensis y la estrella la variedad hintonii. Las imagenes ilustran diferentes partes
de_P. hintonii var hintonii. A. Tallos. B. Inflorescencias. C. Tallo con inflorescencias.

Arbustos o arboles pequefos, 1-3 metros de alto. Tallos esencialmente glabros.
Peciolos de las hojas tomentosos en las axilas, laminas de 7,2 cm de largo a 9,3 cm de
ancho aproximadamente, circulares, palmada-lobulada con I6bulos triangulares
superficiales, de margen entero pero cada lébulo punteado con denticulos de callosa,
agudo en el éapice, base cordada, superficie adaxial aracnoide, superficie abaxial

aracnoide, venacion principal palmada. Inflorescencia corimbiforme, con un eje central
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prominente de 9-16 cm de largo y 6-12 cm de ancho, peddnculos de 4.0-8.0 cm desde la
base, muchos ramificados, los dltimos pedicelos 1.8-5.8 cm de largo, tomento blanco en
las axilas, pocas bracteas, 4-7 mm de longitud, glabrosas o tomentosas. Pocas cabezuelas
(9+), turbinada a campanulada, 10-12 mm de largo y 10-13 mm de diametro.
Receptéculo sélido. Bracteas del involucro 13-14, 8.0-10 mm de largo y 1.5-2.0 mm de
ancho, glabras. Bracteas del caliculo pocas, 2-4 mm de longitud. Flores liguladas 7-14,
de 14.0-15.0 mm de longitud, lineal-elipticas a elipticas, venas sin ramificar. Las flores
del disco son numerosas (31+), corola gradualmente expansiva, tubo 2.5 mm de largo,
I6bulos 1.0 mm de largo. Apéndices de la antera 0.02 mm largo, area estigmatica del

estilo, entera. Aquenios 3.5 mm de largo, de color cafée palido (Clark, 1996).

Pittocaulon hintonii Rob & Brett., Phytologia 26: 452. 1973., var. hintonii.

La variedad hintonii se distribuye en afloramientos rocosos en la Sierra de
Naranjillo, Michoacan, México, a una elevacion de 1400 m (Figura 21). Al igual que la
variedad cerrograndensis florece en marzo. Son arbustos o arboles pequefios hasta de
3.0 metros de alto. No hay datos de las hojas. Ultimos pedicelos de la Inflorescencia
1.8-4.8 cm de alto. Cabezuela 10-12 mm de largo y 13 mm de ancho. Bracteas del
involucro 8.0 mm de largo y 1.5-2.0 mm de ancho. Flores liguladas 7-9, 14.0-15.0 mm
de longitud. Las flores del disco (32 aprox), 8-9 mm de longitud total, I6bulos de 1.0 mm
de largo. Aquenios 3.5 mm de largo. La clave para diferenciar la variedad hintonii de la
cerrograndensis esta dada por las flores ligulares. En P. hintonni var. cerrograndensis

son 14 y en P. hintonii var. hintonii son de 7 a 9 (Clark, 1996).
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d) Pittocaulon praecox (Cav.) Rob & Brett., Phytologia 26: 452. 1973

Senecio praecox (Cav.) DC., Prod. 6:431. 1838.
Cineraria praecox Cav. Ic. Pl. 3: 23, 7. 244. 1794.

Figura 22. Distribucion de Pittocaulon praecox en México. Las imagenes ilustran
diferentes partes de_P. praecox. A. Planta con hojas. B. Tallos. C. Raiz. D.
Inflorescencias.

Conocido cominmente como “palo loco”, “candelero”, “palo bofo”, “tesapacle”,
“tezacpatli” y “tezcapatli” (Rzedowski y Rzedowski, 2005), fue descrito por primera vez
en 1794 por Cavanille como Cineraria praecox de una especie que se encontraba
cultivada en el jardin botanico de Madrid. En 1838 DeCandolle transfirié C. praecox a

Senecio (Clark, 1996).
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Arbustos o arboles pequefios, de 1 a 4 metros de alto. Tallos glabros de 12 cm de
diametro, las cicatrices miden de 3 a 8 mm de ancho, lunadas. Las hojas estan presentes
después de florecer o algunas veces emergen antes de la antesis. Los peciolos de las
hojas miden de 6.0-11.5 cm de longitud, presentan pubescencia en mechones dispersos en
las axilas, laminas de 5.0-10.0 cm de ancho y de 4.7-9.3 cm de largo, ovadas a sub
orbiculares, 7-9 I6bulos con l6bulos apicales prominentes y l6bulos basales proyectados
hacia atras, margen entero o con pocos denticulos de callosa, agudos en el apice, base
cordada, superficie adaxial glabra, superficie abaxial glabra, venacion principal
prominentemente palmada. Inflorescencia umbeliforme, con un fuerte eje central, 5.5-9.0
cm de largo y 7.5-20.0 cm de ancho, muchos de los pedinculos estan ramificados, pocas
bracteas, tubuladas y glabras. Numerosas cabezuelas, atestada, 16.5-22.0 mm de largo,
6.6-8.3 mm de didmetro. Receptaculo fistuloso a solido. Bracteas del involucro (7)8,
8.0-10.5 mm de largo y 2.0-3.5 mm de ancho. Bracteas del caliculo 0-1, 2-4 mm de
longitud. Las flores liguladas son 4-5, 7.5-15.0 mm de largo, lineal-eliptica a eliptica a
linear lanceolada, venas sin ramificar. Flores del disco, numerosas (12-20), corola
gradualmente expansiva, tubo 5.0-7.6 mm de largo, l6bulos 1.6-3.0 mm de largo.
Apéndices de la antera 0.04-0.012 mm largo. Area estigmatica del estilo, entera. Los
aquenios miden 3.0-5.5 mm de largo, presentan un color café palido. Florece de octubre
a junio. Se distribuye en suelos poco profundos, en areas rocosas y especialmente en
flujos de lava a una elevacion de 1567-3250 m en los estados Mexicanos de Distrito
Federal, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Oaxaca, Puebla, Querétaro, San Luis

Potosi y Zacatecas (Figura 22) (Clark, 1996).
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e) Pittocaulon velatum Rob & Brett., Phytologia 26: 453. 1973.

Figura 23. Distribucion de Pittocaulon velatum en México. El punto indica la variedad
velatum y la estrella la variedad tzimolenzis. Las imagenes Ay B ilustran dos individuos
de P. velatum var velatum con inflorescencias.

Arbustos o arboles pequefios, miden hasta 5 metros de alto. Tallos de 9 cm de
diametro. Los tallos superiores son glabros o con un fino tomento de color café. Las
cicatrices miden 3-8 mm de ancho, multilacunar, lunada, dentada. Las hojas emergen
después de la antesis. Los peciolos miden 4.4-10.4 cm de largo, glabros a flocosos-
pubescentes, laminas de 5.0-10.5 cm de ancho y 4.5-11.3 cm de largo, ovadas a
ampliamente ovadas a orbiculares, con lébulos triangulares prominentes 2-3 cm de
longitud o vagamente dentados, margen con l6bulos punteados con denticulos de callosa,
apice acuminado, base cordada, superficie adaxial tomentosa llegando a ser glabra,

superficie abaxial, tomentosa llegando a ser aracnoide a glabra, venacion principal
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vagamente palmada. Inflorescencia umbeliforme, con un eje central fuerte, 4.5-9.0 cm de
largo y 5.5-16.5 cm de ancho, peddnculos ramificados, pocas bréacteas, 1.5 mm de
longitud, linear-subulada glabra. Cabezuela numerosamente atestada, 13.0-19.0 mm de
largo, 3.0-6.0 mm de diametro. Receptaculo fistuloso a sélido. Bracteas de involucro (5-
8), 6.3-10.6 (14) mm de largo y 1.3-3.0 mm de ancho. Bracteas del caliculo 0-5. Flores
liguladas 3-5, 7.3-11.6 (15.0) mm de longitud, linear-eliptica a linear lanceolada, venas
sin ramificar. Flores del disco, numerosas 6-9, corola gradualmente expansiva, tubo 3.0-
6.0 mm de largo, I6bulos 0.5-2.3 mm de largo. Apéndices de la antera 0.01-0.11 mm
largo, &rea estigmatica del estilo, entera. Aquenios 2.3-5.0 mm de largo, café oscuro
(Clark, 1996).
P. velatum (Greenm) Rob & Brett. var. velatum

Senecio velatus Greenm., Ann. Missouri Bot Gard. 1:280, t. 13. 1914,

Senecio morelensis Miranda, Anal. Inst. Biol. (Mex). 12: 603. 1941.

Senecio praecox var. morelensis (Miranda) Mc Vaugh, Contr. Univ. Michigan
Herb. 9: 475. 1972.

P. velatum var. velatum se encuentra en los estados de Jalisco, Guerrero, México,
Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Puebla y Zacatecas (Figura 23). Asimismo tiene
distribucion limitada en Guatemala. Florece de octubre a junio, y se distribuye en zonas

semi-desérticas de México, monte bajo abierto a 900-2100 m de elevacion.

Arbustos o arboles pequefios, hasta 5.0 metros de alto. Tallos de 9.0 cm de
diametro. Tallos superiores tomentosos finos y café suave. Cicatrices 3-8 mm de ancho.
Peciolos de las hojas 4.4-10.4 cm de longitud, glabros a flocosos pubescentes. Laminas
de 5.0-10.5 cm de ancho y 4.8-11.3 cm de largo, ampliamente ovado a circular con

prominentes I6bulos triangulares de 2 a 3 cm de longitud, los l6bulos algunas veces
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punteados por denticulos de callosa. Superficie adaxial tomentosa llegando a ser glabra o
glabra y abaxial tomentosa llegando a ser aracnoide a glabra. Inflorescencia 6.0-9.0 cm
alto y 8.5-16.5 cm de ancho. Cabezuela 13.0-19.0 mm de alto y 3.5-6.0 mm de didmetro.
Receptéculo fistuloso a sélido. Bracteas del involucro 5-8, 7.0-10.6 (14.0) mm de largo y
1.3-3.0 mm de ancho. Flores liguladas 3-5, 7.3-11.6 (15.0) mm longitud. Flores del
disco 6-9, tubo 3.0-6.0 mm de longitud, I6bulos de 0.5-2.3 mm de largo. Aquenios 2.3-

5.0 mm de largo (Clark, 1996).

3.1.2 Estudios quimicos realizados en el Género Pittocaulon.

)5/
?ﬁﬁ%

Figura 24. Metabolitos secundarios aislados de Pittocaulon praecox.
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Los estudios quimicos realizados sobre el género Pittocaulon se reducen
Unicamente a los trabajos reportados para la especie Pittocaulon praecox, previamente
conocido como Senecio praecox. El analisis fitoquimico ha sido encaminado
principalmente al estudio de sesquiterpenos, especialmente del tipo furanoeremofilano.
El primer reporte fue hecho por Ortega y colaboradores, al aislar del extracto metandlico
de las flores un producto cristalino al cual denominaron precoxilina A (Figura 24.1)
(Ortega et al., 1975). Ademas, de la raiz se aislo un furanoeremofilano, denominado
euriopsol, obtenido previamente de la resina de especies de Euriopsis (Figura 24.2)
(Eagle et al., 1969; Ortega et al., 1975). En 1976, Bohlman y Zdero identificaron una
veintena de furanoeremofilanos, de los cuales nueve fueron reportados por primera vez
(Bohlman y Zdero, 1976). De los tallos obtuvieron una mezcla compleja de
furanoeremofilanos e identificaron tres con las siguientes caracteristicas: un grupo 0xo en
posicién 9, el proton de la posicién 10 con orientacion oy el OH en posicion 6 con
orientacion B. Por medio de una hidrdlisis alcalina se establecio que el hidroxilo en la
posicién 6 podia estar esterificado con uno de los siguientes acidos: el acido Isovalérico
(Figura 24.3), el &cido 3-metil valérico (Figura 24.4) 6 el &cido 3-metil-2-trans-
pentenoico (Figura 24.5). Para esta misma mezcla fueron detectados furanoeremofilanos
esterificados en posicién 6 con los mismos acidos, pero con una insaturacion en posicién
1,10 (Figura 24.6-24.8). También fue identificado un furanoeremofilano que no presenta
el grupo 9-oxo y el OH en 6, pero esterificado en posicion 3a con el acido 3-metil-2-
trans-pentenoico (Figura 24.9) (Bohlman y Zdero, 1976). De la fraccion apolar de las
raices se establecio la presencia de una mezcla de cuatro 1,10-Epoxi-furanoeremofilanos,

esterificados en posicion 63 con diferentes acidos (Figura 24.10-24.13). Asimismo, se
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determind la presencia de un 9-Oxo-10-a.H-furanoeremofilano sustituido con el &cido 3-
metil-2-butenoico en posicion 6a (Figura 24.14). De la fraccion polar se obtuvo una
mezcla de seis 1,10-Epoxi-9-Oxo0-6a—OH furanoeremofilanos, esterificados en posicion
6 con diferentes acidos (Figura 24.15-24.20) (Bohlman y Zdero, 1976). Por ultimo, del
extracto metanolico de los tallos se obtuvo el 63-angeloiloxifuranoeremofil-103H-9-ona
(Figura 24.21) (Jiménez-Estrada et al., 1999). Solo un estudio reporto la presencia de un
alcaloide pirrolizidinico, fue el realizado por Ortega y colaboradores donde se aisl6 la

senecionina de las raices de P. praecox (Figura 24.22) (Ortega et al., 1975).

3.2 Ceroplastes albolineatus Cockerell (Coccidae: Homoptera)

3.2.1 Orden Homoptera, Familia Coccidae.

Perteneciente al orden Homoptera, la familia Coccidae o de las “escamas suaves”
(Soft scales), es la tercera familia mas grande dentro de la superfamilia Coccoidea (21
familias, 6000 especies), después de Diaspididae y Pseudococcidae, con
aproximadamente 1100 especies y cerca de 160 géneros (Ben-Dov y Hodgson, 1997a;
Arnett, 2000). Estos insectos, también conocidos como céccidos, estan distribuidos en
todas las regiones zoogeogréaficas, predominantemente en tropicos y subtrépicos (Ben-
Dov, 1993). Muchas especies son plagas de plantas vasculares econdémicamente
importantes, tales como arboles ornamentales y frutales. Cuando los coccidos alcanzan
grandes poblaciones, pueden matar a su planta hospedera, debido al volumen total de
savia removida y al dafio ocasionado en los tejidos vegetales por las partes bucales del
insecto, representando un agotamiento de los recursos disponibles y a los efectos toxicos

producidos quizas, por la inyeccion de toxinas de la saliva. Asimismo, todas las especies
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de Coccidae producen una secrecién dulce (honeydew), sustancia apta para el crecimiento
de hongos. Todos estos factores conllevan a la pérdida de nitrégeno y de la capacidad
fotosintética, al afectar el intercambio de gases y las tasas de asimilacion por bloqueo de
los estomas. La secrecion dulce también sirve para establecer una relacion mutualistica
benéfica con hormigas, proporcionandoles alimento y éstas a su vez le brindan al insecto
beneficios sanitarios y proteccion contra los enemigos naturales (Hodgson, 1994; Ben-

Dov y Hodgson, 1997a).

Para los cdccidos se han registrado dos modos de reproduccion, la sexual y la
partenogenética. En el ciclo de vida general, las hembras tienen dos o tres estados
ninfales, dependiendo de la especie, y el adulto. EIl macho, si lo hay, tiene dos estados

ninfales, mas pupa y prepupa, antes de emerger como adulto alado.

Las hembras son todas chupadoras de savia, sin alas, sedentarias, con la cabeza, el
torax y el abdomen fusionados y con partes bucales en forma de estilete, de cuerpo
ovalado, redondeado, a menudo convexo, generalmente 2-6 mm de largo
(Hodgson,1994). Las hembras son hemimetabolas y secretan continuamente cera
generando una cubierta voluminosa. EIl peso de la cubierta difiere entre especie, edad y
sexo. Después de la ultima muda y antes de la ovoposicion, las hembras adultas de
muchas especies aumentan el tamafio, la forma y el volumen, cambian el color del cuerpo
el dorso comienza a ser convexo, lo que se correlaciona con el desarrollo de los ovarios,
la acumulacion de los huevos y también la formacion de la camara de cria. Cuando la

ovoposicion se ha completado, el abdomen se encoge y la cavidad entera se llena de
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4. JUSTIFICACION.

De acuerdo a las observaciones de campo realizadas, existe una relacion bidtica
entre la planta Pittocaulon praecox (Asteraceae; tribu Senecioneae) y el insecto del orden
Homoptera, Ceroplastes albolineatus (Coccidae). Debido a la escasa informacion acerca
de la presencia de APs en los diferentes miembros del género Pittocaulon y de la
interaccion que se suscita entre Ceroplastes albolineatus y su planta hospedera
Pittocaulon praecox, resulta relevante conocer la relacion mediada quimicamente que se
da entre estos individuos, a través de la determinacion de los APs que produce la planta 'y
el empleo que el insecto le da a dichos compuestos. Ademas establecer el perfil quimico,
en cinco de las seis especies que componen el género Pittocaulon (P. velatum, p. filare,
P. hintonii y P. bombycophole) nos permitird responder otra serie de preguntas

concernientes a la concentracion de APs en los diferentes tejidos analizados.

El enfoque especial que se le brinda en este trabajo a los APs, se debe a la
importancia que tienen estos como mediadores de un gran nimero de interacciones
bidticas entre plantas e insectos de diferentes érdenes (Hartmann y Ober, 2000). Ademas

de ser reconocidos agentes toxicos para vertebrados e invertebrados (Hartmann, 1999).

Lo que permite esperar que la planta hospedera y las especies restantes que
componen el género Pittocaulon produzcan APs; son los antecedentes que se tienen, ya
que es ampliamente reconocido que las plantas de la tribu Senecioneae presentan APS
(Hartmann y Witte, 1995). Ademas, hay un estudio que reporta la purificacion de la

senecionina en las raices de P. praecox (Ortega et al., 1975).
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Por otra parte, el insecto Ceroplastes albolineatus realiza el ciclo de vida
completo (hembra adulta, huevos, estadios ninfales) sobre su planta hospedera,
Pittocaulon praecox. Este insecto, en su primer estadio ninfal, inserta su estilete para
alimentarse de los nutrientes que se transportan en la planta a través del floema, estando
asi en contacto intimo con la via de distribucion de los APs en la tribu Senecioneae
(Hartmann et al., 1989). EI interrogante que surge aqui es: ¢Cual es el destino que le
imparte (metabolismo, secuestro o excrecion) el insecto a los APs que esta ingiriendo
durante su etapa de alimentacion?. Auln mas, si asumimos que los APs son tdxicos para
individuos generalistas y que estos evitan plantas que contienen APs (Hartmann, 1999),
¢Porqué C. albolineatus se establece sobre los tallos de la planta sin sufrir ningln
trastorno?.  Como precedente tenemos que insectos de diferentes Ordenes han
desarrollado mecanismos que les permiten evadir los compuestos toxicos, para este caso
los APs, que producen las plantas (Hartmann y Ober, 2000). Un ejemplo de esto lo da el
afido Aphis jacobaeae Schrank (Aphididae) que se alimenta sobre Senecio jacobaeae.
Esta relacion presenta multiples similitudes con la relacion planta-insecto P. praecox-C.
albolineatus: El insecto pertenece al orden homoptera, se alimenta succionando los
nutrientes a través del floema secuestrando los APs presentes en su planta hospedera
(Witte et al., 1990), por lo que podemos esperar que C. albolineatus secuestre los APs de

P. praecox.

Por ultimo, ya sea que el insecto secuestre o no los APs, es necesario pensar en un
mecanismo de desintoxicacion para estos compuestos, ya sea empleando una FMO como
la SNO aislada de otros insectos secuestradores de APs (Lindigkeit et al., 1997) o

involucrando enzimas del tipo Citocromo P450 (Fu et al., 2004).
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huevos. El cuerpo esclerotizado entonces forma un campo protector para los huevos y las

ninfas del primer estadio (Ben-Dov y Hodgson, 1997a).

Los huevos, que son cubiertos uniformemente con filamentos de cera para
prevenirlos de la desecacion y de que se peguen entre si, son producidos en gran numero
variando de unas cuantas docenas a miles, todo dependiendo del tamafio de la hembra. El
promedio de fecundidad es afectado por la temperatura, la densidad de los insectos, el
tamafo de las hembras adultas, las especies y las condiciones edaficas de la planta

hospedera.

Después de la eclosion de los huevos, las ninfas del primer estadio o de dispersion
(crawlers) se quedan inmdviles por un corto periodo de tiempo debajo del cuerpo de la
hembra o en el ovisaco. Luego al salir, son responsables de la dispersion pasiva y activa
que permite la seleccion de un lugar apropiado para alimentarse en la planta hospedera.
Una vez establecido el lugar, la ninfa inserta su estilete en el tejido de la planta y
comienza a alimentarse del floema. Las ninfas de este estadio carecen de cubierta cerosa
y por lo tanto son mas susceptibles a factores ambientales, siendo asi el estadio en el que

se presenta mayor mortalidad.

Al crecer la ninfa, para de alimentarse y sufre su primera y segunda muda. En
este proceso se observa un cambio inicial en el color del cuerpo y se comienza a secretar
la cubierta cerosa. A partir del segundo estadio ninfal y hasta alcanzar la adultez, se
desarrollan dentro de esta cubierta. Por lo general estos insectos pasan el ciclo de vida
completo como hembras adultas o0 machos, en el lugar donde se establecen las ninfas del

primer estadio (Ben-Dov y Hodgson, 1997a).
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La gran familia Coccidae se divide a su vez en 10 subfamilias, una de ellas es la
subfamilia Ceroplastinae Atkinson, la cual contiene siete géneros siendo el mas
representativo el género Ceroplastes Gray, 1828 (Hodgson, 1994). Recientemente un
estudio basado en un analisis cladistico, considera que las “escamas cerosas” deben ser

clasificadas en un solo género, Ceroplastes (Qin y Gullan, 1995).

3.2.2 Género Ceroplastes Gray.

El género Ceroplastes Gray es caracterizado por la capa de cera que cubre el
cuerpo de la hembra adulta. Conocidos como “escamas cerosas”, son abundantes en
zonas tropicales y subtropicales, pero son conocidos en todas las regiones
zoogeograficas. Hay alrededor de 150 especies, subespecies y variedades de Ceroplastes
(Ben-Dov, Yair, 1993). Para la region neotropical, la cual incluye Centro y Suramerica,
se han reportado 73 especies (Ben-Dov y Hodgson, 1997a). Para México se han descrito

14 especies (Millar, 1996).

En el género se encuentran cuatro estadios en la hembra y cinco en el macho, pero
es sabido que el macho es sumamente raro. Muchas especies tienen una generacién por
afio aungue se han encontrado con 1 %2 y 2 por afio, lo que puede indicar que en las areas
calientes algunas especies puedan tener mas de una por afio. En la primavera cada
hembra descarga de cientos a miles de huevos debajo de su cuerpo. A medida que se
depositan los huevos, la superficie ventral de la hembra llega a ser mas y mas céncava
formando una camara de cria. En los Gltimos dias de la primavera o temprano en el
verano, salen las ninfas de dispersion y 2 o 3 dias después dejan la camara de cria y

buscan un lugar para establecerse. En algunas especies las ninfas de dispersion se
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establecen en los tallos del hospedero y permanecen en ese sitio todo el tiempo que dura
su ciclo de vida, sin embargo otras especies se establecen en las hojas como larvas y
luego pasan a los tallos en el tercer estadio. EI método de reproduccion es principalmente

por partenogénesis (Gimpel, 1974).

Dentro de los enemigos naturales del género Ceroplastes se han identificado
hongos, depredadores como coccinélidos (Coleoptera), y parasitoides pertenecientes a la
superfamilia Chalcidoidea (familias Encyrtidae, Aphelinidae, Eulophidae, Pteromalidae y
Eupelmidae) (Ben-Dov y Hodgson, 1997b). Las especies del género Ceroplastes se
alimentan de plantas y pueden ocasionar dafios en especies importantes. Al succionar
pueden causar pérdida del vigor de la planta, pobre crecimiento, muerte progresiva de
ramas, caida prematura de hojas y muerte. En la Tabla 2 se enlistan algunas de las

especies de Ceroplastes y los cultivos que atacan (Ben-Dov y Hodgson, 1997h).

Tabla 2. Algunas especies del género_Ceroplastes y algunos de los cultivos de
importancia econémica u ornamental que atacan.

Especie Cultivos
atacados

C. actiniformis Green Mango (Mangifera indica), Guayaba (Psidium guajava), Annona spp., Cafia de azucar

(Saccharum officinarum L.), Coco (Cocos nucifera)
C. ceriferus (Fabricius) Ornamentales (Euonymus, llex), Aguacate (Persea americana y P. gratisima), Guayaba,
Litchi (Litchi chinensis), Manzana (Malus domesticus), Ciruelo (Prunus spp.), Te (Camellia
sinensis)
C. cirripediformis Comstock Ornamentales (Chrysantemum, Citrus, Gardenia e llex), Aguacate, Guayaba, Zapote

(Dyospiros spp.), Annona spp., Litchi, Granadilla (Pasiflora spp.)

C. destructor Newstead Ornamentales (Citrus, Croton, Ficus, Hibiscus, Gardenia), Café (Coffea arabica),
Aguacate, Guayaba, Manzana, Cacao (Theobroma cacao), Te

C. floridensis Comstock Ornamentales (Laurus, Nerium, Psidium, Ficus, llex), Aguacate, Mango, Annona spp,
Litchi , Mamey (Mammea americana), Manzana, Pera (Pyrus communis), Cacao, Te

C. rubens (Maskell) Ornamentales (Coccoloba, Hibiscus, Plumeria), Te, Aguacate, Mango, Zapote, Annona,
Litchi, Manzana, Ciruelo, Café, Coco
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3.2.3 Ceroplastes albolineatus Cockerell., Entomological News. 157-158. 1894

Tabla 3. Clasificacién taxondmica de Ceroplastes albolineatus.

Reino Animalia
Phylum Artropoda
Clase Insecta
Orden Homoptera
Sub orden Sternorrhyncha
Superfamilia Coccoidea
Familia Coccidae
Género Ceroplastes
Especie Ceroplastes albolineatus Cockerell

Figura 25. Diferentes estadios del insecto Ceroplastes albolineatus. A. Hembras
adultas infestando los tallos de Pittocaulon praecox. B. Acercamiento de la hembras
adultas alimentandose sobre P. praecox. C. Hembra adulta con huevos. D. Ninfa de
dispersion de primer estadio (Crawler).
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El insecto Ceroplastes albolineatus fue descrito por primera vez en Jamaica en el
afio de 1894, por Cockerell (Cockerell, 1894). De manera general, estos insectos
pertenecientes al Orden Homoptera, familia Coccidae, género Ceroplastes, estan
distribuidos en México, Jamaica y Brasil (Tabla 3) (Ben-Dov, 1993). En México, se
encuentran comunmente en los tallos de su principal planta hospedera Pittocaulon
praecox (Asteraceae), aunque también se han reportado en Schinus molle

(Anacardiaceae), Ligustrum sp. (Oleaceae) y Nerium oelander (Apocynaceae).

a) Ciclo bioldgico del insecto Ceroplastes albolineatus.

Este insecto desarrolla todo su ciclo bioldgico sobre el tallo de P. praecox
alimentandose de los jugos celulares del vegetal y presentando dos generaciones al afio.
Una de ellas se inicia en el mes de junio y la otra en diciembre (Narada y Lechuga,
1971). Se presume que la forma de reproduccion es por partenogénesis ya que sélo se
encuentran hembras y no machos, caso muy frecuente en los céccidos. Se ha podido
observar que las hembras alcanzan su madurez en los meses de mayo y noviembre. A
medida que la madre va depositando sus huevecillos, estos van quedando unidos por
ambos extremos dando un aspecto moniliforme, después se independizan hasta quedar
completamente separados. Conforme la hembra va ovopositando, los huevos van
llenando la cavidad denominada camara de cria, que se forma al momento en que la
hembra repliega su cuerpo hacia la region ventral. Una vez que la hembra ha terminado
de ovipositar, muere, quedando solamente la cuticula gruesa, donde alberga los
huevecillos. Se ha visto que la postura media de huevecillos es aproximadamente de

1000 unidades. Entre los 21-25 dias, tiempo al que emergen las larvas, éstas salen de la
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cubierta protectora e inician su recorrido por el tallo y ramas hasta encontrar una region
que les resulte adecuada para el desarrollo de todo su ciclo bioldgico (Narada y Lechuga,

1971).

b) Descripcion de los estadios de desarrollo de C. albolineatus (Narada y Lechuga,
1971).

o Huevo.- Tiene una coloracion rojiza; es de forma ovada, con superficie lisa y
brillante. Mide 430 micras de longitud por 280 micras de ancho (Figura
25C).

o Ninfas de Dispersion, ler estadio (“Crawlers”).- En esta etapa del desarrollo
las ninfas no presentan cera, la coloracion del cuerpo es rojo sangre. Su
forma es ovada. El estilete bucal es cuatro veces mas largo que la longitud
total del cuerpo. Forma y tamafo de las patas proporcionadas a la talla del
insecto. Todos estos elementos provistos de pelos (Figura 25D).

o 2do. Estadio Ninfal.- En este estadio el cuerpo esta cubierto de cera de tipo
laminar. En la region dorsal se observa la linea media desnuda y un penacho
de cera a cada lado. La cubierta del cuerpo es liso de contorno casi circular.

o 3er. Estadio ninfal.- En esta etapa de desarrollo, los individuos presentan dos
tipos de cera: una laminar y otra compacta y méas acuosa; la primera sigue
siendo blanca, mientras que la otra es rosa marfil.

o Hembra adulta.- De contorno redondeado o eliptico. Altamente convexa,
ligeramente esférica, recubierta de grandes cantidades de cera de color rosa

amarillento. Todas ellas presentan una hendidura en la region central; ello
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nos indica el sitio donde se secreta la cera. Se observan varios tubérculos
los cuales presentan gran cantidad de glandulas productoras de cera. Las

patas normales y fuertes (Figuras 25A y 25B).

c) Estudios quimicos previamente realizados sobre C. albolineatus.

La cera que funge como cubierta protectora esta compuesta principalmente por
sesterterpenos (compuestos de 25 atomos de carbono) (Figura 26) (Rios y Colunga,
1965; Rios y Perez, 1969; Rios y Gomez, 1969; Rios et al., 1974; Quijano et al., 1975;
Veloz et al; 1975; Calderon et al., 1978a; Calderon et al., 1978b; Quijano et al., 1979a;
Quijano et al., 1979b; Quijano et al., 1981). Ademas se caracterizaron los acidos grasos
presentes en la cera del insecto (Calderon y Rios, 1968). Del insecto como tal,
Unicamente se determind la presencia de un compuesto tipo antraquinona llamado acido
ceroalbolinico, que es el que le da la coloracion rojiza caracteristica a todos los estadios

(Figura 26) (Rios, 1966; Gadgil et al., 1968).

CO,H

Ceroplastodiol Ceroalbol Acido albélico

o OH
P HOOC OH

HO OH

(0]

Albocerol

Acido ceroalbolinico

Figura 26. Algunos metabolitos secundarios aislados de Ceroplastes albolineatus
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5. HIPOTESIS

1. Las especies de la tribu Senecioneae producen alcaloides pirrolizidinicos por lo
tanto se espera que las especies que conforman el género Pittocaulon sinteticen este

tipo de sustancias.

2. El insecto Ceroplastes albolineatus cumple todo su ciclo de vida sobre Pittocaulon
praecox, por lo tanto se espera que este sea capaz de secuestrar los alcaloides

pirrolizidinicos obtenidos de su planta hospedera.

3. Si el insecto Ceroplastes albolineatus secuestra los alcaloides pirrolizidinicos
producidos por la planta Pittocaulon praecox, se espera que posea un mecanismo de

desintoxicacion enzimatico (FMO, CytP450) para evitar los efectos nocivos de estos.

4. La teoria de la defensa dptima predice que a las partes de la planta que sean de un
alto valor para la adecuacion de ésta, les serdn asignadas mayor cantidad de
compuestos defensa, por lo tanto se espera que en las especies de Pittocaulon, las

flores tengan la mayor concentracion de alcaloides pirrolizidinicos.
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6. OBJETIVOS

6.1 Generales

e Determinar la presencia de APs en cinco de las seis especies que constituyen el
género Pittocaulon.
e Determinar si el insecto Ceroplastes albolineatus secuestra los APs de su planta

hospedera, Pittocaulon praecox.

6.2 Especificos

e Determinar la presencia de APs en las raices y o&rganos aéreos (tallos e
inflorescencias) de Pittocaulon bombycophole, P. filare, P. velatum y P. hintonii por
CG.

e Determinar la presencia de APs en las raices y organos aéreos (tallos, hojas, frutos e
inflorescencias) de P. praecox por cromatografia de gases (CG).

e Identificar los APs presentes en cada una de las especies que componen el género
Pittocaulon por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM).

e Determinar la presencia de APs en las hembras adultas, huevos y ninfas del primer
estadio de Ceroplastes albolineatus alimentdndose sobre P. praecox.

e Identificar los APs presentes en cada una de las muestras analizadas de Ceroplastes

albolineatus por CG-EM.
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Comeparar el perfil de los APs producidos por P. praecox con los APs identificados
en el insecto Ceroplastes albolineatus.

Purificar los APs mayoritarios presentes con estructura desconocida mediante
técnicas cromatograficas rutinarias como cromatografia de columna (CC),
cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

Caracterizar los APs mayoritarios con estructura desconocida mediante su analisis
espectroscopico por resonancia magnética nuclear (RMN).

Determinar la actividad antioxidante (DPPH y TBARS) y antimicrobiana [hongos y
bacterias gram (+) y gram (-)] de los extractos de las diferentes especies de
Pittocaulon.

Determinar la presencia del sistema enzimatico citocromo P450 (CytP450) en el

insecto Ceroplastes albolineatus.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Recoleccion del Material vegetal

Pittocaulon praecox: Las raices, flores y tallos de Pittocaulon praecox (Cav.) Rob.
& Brett. fueron colectados dentro del campus principal (Ciudad Universitaria) de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) (2277 m), D.F, durante la
primavera (marzo del 2004 y 2005). Las hojas fueron colectadas en el otofio del 2004 y
2005 (octubre) y los frutos en mayo del 2004 y 2005, después de la floracién. Los tallos
infestados fueron colectados en mayo del 2006. La identificacion botéanica fue realizada
por el Doctor Mark Olson, del Instituto de Biologia de la UNAM. EI material vegetal
recolectado fue secado a temperatura ambiente, molido y almacenado hasta la extraccion

de los alcaloides.

Pittocaulon velatum, P. filare, P. hintonii, P. bombycophole: P. velatum, P.
filare, P. hintonii fueron colectadas del 10 al 13 de marzo del 2005. P. velatum se
recolectd en el estado de Michoacan, en una pendiente rocosa ubicada a un lado de la
carretera libre que lleva de Zitacuaro a Ciudad Hidalgo (2235 m). P. filare se recolect6
en el estado de Colima, en una cuesta empinada de piedra caliza, ubicada 5 Km al sur de
la interseccion de los Asmoles en la carretera libre que conduce de Colima a Manzanillo
(464 m). Las muestras de P. hintonii fueron recolectadas en una superficie rocosa plana,
en el Rancho la Parota, Municipio de Coalcoméan, en el estado de Michoacdn (1230 m).
La colecta de P. bombycophole se realiz6 el 24 de marzo del 2005, en el estado de
Guerrero en una ladera rocosa ubicada en la carretera que conduce de Buenavista a

Coaxcaclan (1728 m). De las cuatro especies de Pittocaulon se recolectaron tallos, raices
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y flores. De P. filare no se recolectaron flores, debido a que durante la época de colecta
ya habia pasado el tiempo de floraciéon. Las hojas no fueron recolectadas porque en el
tiempo que estan presentes las inflorescencias no hay hojas. Las muestras vegetales
fueron depositadas en el Herbario Nacional MEXU, del Instituto de Biologia de la
UNAM. Los nimeros de voucher para cada una de las especies son: P. velatum (910), P.
filare (897), P. hintonii (878), P. praecox (1020) y P. bombycophole (1008). A
continuacion se ilustran en la Tabla 4 las especies estudiadas y los lugares de

recoleccién:

Tabla 4. Informacion del material y el sitio de colecta de cada una de las especies de

Pittocaulon.
ESPECIE ESTADO ELEVACION UBICACION MATERIAL
Pittocaulon velatum Michoacéan 2235 m Ciudad Hidalgo- Zitacuaro Flores y tallos
var. velatum
Pittocaulon hintonii Michoacén 1230 m Coalcomén-Costa Flores, tallos y raiz
var. hintonii
Pittocaulon filare Colima 464 m Manzanillo-Colima Flores, tallos y raiz
Pittocaulon bombycophole Guerrero 1728 m Buenavista-Coaxcaclan Flores, tallos y raiz

7.2 Recoleccion del insecto Ceroplastes albolineatus

Las hembras del insecto Ceroplastes albolineatus Cockerell fueron recolectadas de
los tallos infestados de P. praecox durante tres afios sucesivos [mayo-julio del 2004, del
2005 y mayo del 2006] en la Ciudad Universitaria de la Universidad Nacional Autdnoma

de México (UNAM) (2277 m), México D.F.

Las tres colectas fueron designadas como experimentos I, Il y Ill, respectivamente.
Las hembras adultas, que consisten de un cuerpo rojizo (insecto per se) y una cubierta

cerosa, fueron cuidadosamente removidas de los tallos de P. praecox con una espatula
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evitando cualquier tipo de contaminacién con algun tejido de la planta. Posteriormente,
la cubierta cerosa fue separada del insecto. Ambos, la cubierta cerosa y el insecto fueron
procesados como se explica a continuacion: Experimento |. La cubierta cerosa fue
disuelta en diclorometano (CH,Cl,) y el insecto fue macerado en un mortero y extraido
con metanol (MeOH). Los huevos y las ninfas de dispersién del primer estadio
(crawlers) fueron extraidos directamente con MeOH. Después de evaporar el solvente, el
residuo fue preservado hasta el analisis de los alcaloides. La diferencia entre huevos 1y
huevos 2 corresponde a los tiempos en que fueron colectados, finales de mayo y julio
respectivamente. Para los experimentos 11 y 111, todas las muestras del insecto (hembras
adultas, cubierta cerosa, huevos y ninfas de dispersion) fueron secadas a temperatura
ambiente y sometidas a extraccién empleando un montaje Soxhlet, primero se extrajo con
bencina de petrdleo durante 2 horas, posteriormente se extrajo con MeOH por 5 h. Luego

el solvente fue evaporado y el residuo fue preservado para el analisis de APs.

Los huevos fueron colectados directamente de la camara de cria de las hembras
adultas durante el mes de julio de los afios 2004 y 2005 para los experimentos | y II,
respectivamente, ya que en esa época del afio, la hembra muerta tiene la camara de cria
completamente llena de huevos (Véase Figura 25C). Los huevos recolectados fueron
simplemente vertidos en una caja de Petri. Una parte de los huevos fue secada a
temperatura ambiente y almacenada hasta el analisis de los APs. La otra parte fue
colocada a temperatura ambiente sobre un papel filtro dentro en una caja de petri durante
21-25 dias hasta que las ninfas de dispersidn emergieran. Estas fueron secadas y

almacenadas para el analisis.
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7.3 Tratamiento de las muestras.

7.3.1 Procedimiento para la obtencion de los extractos alcaloideos de las especies de

Pittocaulon y el insecto Ceroplastes albolineatus.

a) Material vegetal: Los érganos secos de la planta (hojas, tallos, flores, frutos y raices)

b)

fueron molidos y pesados. El material fue extraido en un montaje Sohxlet siguiendo
el mismo procedimiento descrito para el insecto en los experimentos Il y I11. Luego
el residuo se extrajo con 0.5-2.0 ml de HCI 1 M y se centrifugd. EI boton formado
fue disuelto en un pequefio volumen de HCI para una segunda extraccion.
Posteriormente, los sobrenadantes se juntaron y fueron extraidos con 2 ml de CHCl,.
La fase acuosa fue recuperada y la mitad de la solucién se llevo a pH bésico (9.0) con
amoniaco al 25%, para luego ser pasado por una columna de Extrelut® (Merck) (1.4
ml de solucién/g de Extrelut) eluida con CH,Cl, (6 ml/g Extrelut). Esta fraccion
contiene solo los APs presentes como bases libres. EIl solvente fue evaporado y el
residuo fue disuelto en 10 o 100 pl de MeOH para luego realizar el anélisis de los
APs por CG, CG-EM Yy su separacion por HPLC. La otra mitad del sobrenadante
acido fue mezclada con un exceso de polvo de zinc y se agitdé magnéticamente
durante 3 h a temperatura ambiente, para lograr una reduccion completa de los APs
presentes como N-Oxidos. Luego la muestra se basifico y se continu6 el
procedimiento como ya fue descrito. Esta fraccion contiene los APs totales (bases

libres y N-Oxidos) (Figura 27). Por ultimo se lleva la muestra a sequedad y se pesa.

Insecto: Las muestras preservadas de Ceroplastes albolineatus (hembras adultas,

huevos, ninfas de dispersion, cubierta cerosa) y los residuos obtenidos de la
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extraccion con Sohxlet, fueron disueltos en 0.2-2 ml de HCI 1 M, macerados en un
mortero y extraidos dos veces para ser tratados posteriormente como se describi6 para

el material vegetal.

Material (planta e insecto)
seco y molido

Extraccion con eter de petroleo
2 h (Sohxlet) Descartar

Extraccion con Metanol
5 h (Sohxlet)

[ Adicion de 15 ml de HCI 1M ]

ICemrifugar 15 min / 16000 RPMHSobrenadame

Juntar los sobrenadantes
5mideHCI1M

ICentrlfugar 15 min / 16000 RPMH Sobrenadante

I Redisolver el boton |

Extraer con 2 ml de CH,Cl,

Descartar fase organica

Recuperar la fase acuosa

Basificar con NH; 25%

Adicionar polvo de Zn
en exceso
Reduccion 3h
agitacion constante

Basificar con NH;z 25%
pH 10-11

pH 10-11

Columna de Extrelut
dos porciones de CH,Cl,
6 ml/g Extrelut

Evaporar solvente
Disolver en Metanol

Columna de extrelut
dos porciones de CH,Cl,
6 ml/g extrelut

CG y CG-EM

Evaporar solvente

Disolver en Metanol
APs
Bases libres CG y CG-EM

APs
Bases libres + N-6xidos

Figura 27. Procedimiento empleado para la extraccion de APs.

7.3.2  Determinacion de la presencia de los APs en los extractos
Los extractos alcaloideos obtenidos fueron sometidos a andlisis cualitativo y
cuantitativo de acuerdo con la metodologia empleada por Witte y colaboradores (Witte et

al., 1993).
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e Cromatografia de Gases (CG).

Las muestras de extractos alcaloideos, secos y pesados, fueron disueltas en MeOH y
se analizaron por CG. Para esto se empled una columna de silice WCOT 15 m x 0.25
mm DB-1, J&W Scientific CA. Las condiciones utilizadas fueron: temperatura del
inyector 250°C; temperatura del corrido 100-300°C, 6°C min-*, volumen de inyeccién 1-
2 ul (MeOH). Gas transportador He 0.75 bar. Se emplearon dos detectores: FID (flame
ionization detector) y PND (phosphorus nitrogen detector). Luego del corrido, se realizé
una comparacion entre las sefiales que mostro el cromatograma con el detector PND con
las sefiales que mostro el cromatograma con el detector FID (Figura 28). Si dichas
sefiales estaban presentes en ambos detectores, se asumio que el pico correspondia a un

AP.

- N1

] £ ]
i 1 ; . LN

Figura 28. Cromatograma resultante de emplear un detector A. FID (detector de
ionizador de flama), y un detector selectivo B. PND (detector fésforo-nitrégeno).
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e Cromatografia de Gases. Determinacion del indice de retencion (RI).

Después de haber establecido cuales son los picos de interés se calcula el indice de
Retencion (RI) para cada uno de estos, usando la co-inyeccién de un patron de
hidrocarburos (alcanos C12-C24 o C21-C40) (Figura 29). Luego se calcul6 el valor de

RI empleando el indice de Kovats (Kovats, 1958).

1z Cu
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a
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Figura 29. Perfil cromatogréfico de APs para determinar el Rl usando un patron de
alcanos (C12-C24)

e Cromatografia de Gases. Analisis cuantitativo.

Para el analisis cuantitativo se empled el detector FID y como estandar interno
heliotrina a una concentracion de 1 mg/ml, en algunos casos se empled una concentracion

de 0.1 mg/ml (Figura 30). La heliotrina fue donada por el Dr. Thomas Hartmann del

IPB de Braunschweig, Alemania.
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CHs

C\

Heliotrina

Figura 30. Estructura de la heliotrina empleada como estandar en la cuantificacion de
los APs.

7.3.3 ldentificacion de los APs presentes en los extractos analizados.

e cromatografia de Gases acoplada a espectrometria de Masas (CG-EM).

Después del anélisis preliminar de los extractos por CG se procede a determinar por
CG-EM cuales son los APs presentes en la muestra. La identificacién se basa en la
informacion conjunta aportada por el indice de Kovats (valores de RI), los iones
moleculares ([M]") y los patrones de fragmentacion del espectro de masas especifico de
cada compuesto, comparados a su vez con compuestos de referencia de la base de datos
de APs establecida por Witte y colaboradores en el Institut fir Pharmazeutische Biologie,
Technische Universitat de Braunschweig, Alemania (Witte et al., 1993), lo que permiti6

establecer la estructura de los APs sin ningun tipo de ambigiedad.
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Para obtener los datos de CG-EM se emple6 un cromatdgrafo de gases Hewlett
Packard 5890A equipado con una columna analitica de 30m x 0.32 mm (ZB1 6 DBS5,
Phenomenex, dependiendo de la polaridad de los compuestos), la cual estaba acoplada
directamente a un espectrometro de masas con triple cuadrupolo (TSQ 700, Finigan).
Las condiciones fueron: temperatura del inyector y linea de transferencia 250°C,
temperatura de la fuente de iones 150°C, el programa de temperatura usado fue 100°C (3
min)-310°C (6°C/min). El volumen de inyeccion fue de 1 ul. El flujo del gas

transportador (Helio) fue 1.6 ml/min. Los espectros de masas fueron registrados a 70 eV.

7.3.4 Purificacion de los APs mayoritarios.

Los extractos alcaloideos fueron sometidos a fraccionamiento por CC, empleando
como fase estacionaria, gel de silice 60 G Merck y como fase mdvil un sistema de
elucion CH,Cl,:MeOH, con un aumento progresivo de polaridad (95:5-50:50). El
seguimiento se hizo por cromatografia de capa fina (TLC) usando placas de aluminio
recubiertas con gel de silice 60 G con indicador de fluorescencia UV254 Macherey-Nagel
de 20 x 20 y 0.25 mm de espesor y como fase mdvil un sistema de elucién
CH,Cl,:MeOH:NH; (82:15:3) , y a través del CG empleando el detector FID. Para
visualizar las placas se utilizé una lampara de luz ultravioleta (UV) (onda corta 254 nmy
onda larga 365 nm). Para detectar la presencia de alcaloides se usoé la solucion aspersante

del reactivo de Draggendorf (Merck) como revelador especifico.



Materiales y métodos

e Cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

Se utilizé una columna RP-18 (25 cm x 0.4 cm i.d, Nucleosil; Macherey and Nagel)
con una elucion isocratica de una mezcla de solventes acetonitrilo (CH3CN) 75%:4cido
tri-fluoroacético (CF;COOH) 25% pH 2. La longitud de onda fue de 210 nm. El flujo

dependiendo de la muestra fue 9.0 ml 0 7.5 ml/min.

7.3.5 Determinacion de la estructura de los APs purificados.

La elucidacion estructural se realizd por técnicas espectroscépicas rutinarias:
resonancia magnética nuclear de *H y **C uni y bidimensionales (HETCOR y HMBC,
NOE) empleando un espectrometro Bruker AVANCE 11-600 y operando a frecuencias
de 600.1 MHz para 'H y 150.9 MHz para **C. El solvente utilizado fue CD3COD (0.65
ml) + 2 gotas de ND3 (Solucion al 25% en D,O, Aldrich), y los desplazamientos

quimicos fueron referenciados empleando TMS (& = 0.00) para ‘H y la sefial del

solvente CD3COD (& = 49.0) para *C.

7.3.6 Determinacion de la presencia del sistema enzimético Citocromo P450
(CytP450).

a) Recoleccion del insecto.

Las hembras adultas se recolectaron en mayo del 2005 en la ciudad universitaria de la

UNAM. Estos fueron almacenados a -70°C.



Materiales y métodos

b) Obtencion de la fraccion celular S-9.

Para la obtencidon de la fraccion celular S-9 se utilizaron hembras adultas almacenadas
a -70°C. A éstas se les removié la cubierta cerosa, se lavaron cinco veces con una
solucion ésteril de cloruro de potasio (KCI) 0.15 M y se transfirieron a un
homogenizador. Posteriormente se filtrd con una gasa y se centrifugo durante 10 min a
9000 g. EIl sobrenadante, que es la fraccion S-9, fue recuperado y almacenado en tubos
estériles a — 80 °C. Todo el procedimiento fue llevado a cabo a una temperatura de 4°C

(Garner et al., 1972; Maron y Ames, 1983).

c) Obtencion de los microsomas de C. albolineatus.

Para obtener los microsomas se descongelé la fraccion S-9, se centrifug6 a 100,000 g
durante 60 min a 4 °C con aceleracién y desaceleracion lenta. De alli se recuper6 el
bot6n y se adicion6 un volumen igual al inicial de amortiguador de fosfatos de potasio
0.1 M (pH 7.4), 0.25 M de sacarosa a 4 °C. Luego se resuspendio y se volvid a
centrifugar a 100,000 g durante 60 min a 4 °C. De nuevo se recupero el boton, pero ahora
se le adiciond amortiguador de fosfatos de potasio 0.1 M (pH 7.4), 1.0 mM EDTA, 0.1
mM DTT, 20% (v/v) de glicerol a 4 °C y se resuspendio. Los microsomas obtenidos
fueron congelados en alicuotas de 10 a 500 ul en hielo seco y almacenados a -80 °C

(Hayes, 2001; Graham y Higgins, 2002).
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d) Determinacion del contenido proteico de C. albolineatus: Método de Bradford.

Se prepar6 una solucion stock de albumina de 1 mg/ml, de ésta se obtuvieron las
diferentes concentraciones de 4, 8, 12, 16, 20 ug/ml. De cada una se tomé una alicuota
de 20 ul y se le adicion6 1 ml del reactivo de Bradford. EIl blanco consta de 20 ul de
buffer fosfatos y 1 ml de Bradford. De la muestra problema se tomaron 10 ul y se le
adicionaron 490 ul de buffer de fosfatos, luego de esta solucion se tomaron 20 ul y se le
agrego 1 ml de Bradford. Después de 5 minutos se leyo la absorbencia (Abs) a 595 nm.
Se grafico una curva estandar de Abssgs vs Concentracion de albumina. El valor de
absorbencia obtenido para la muestra de C. albolineatus se interpol6 en la curva para

obtener la concentracion de proteina presente (Bradford, 1976).

e) Determinacién del contenido de CytP450 microsomales.

Para establecer la presencia del sistema enzimatico CytP450 se disolvieron los
microsomas con amortiguador de fosfatos (pH 7.4), manteniendo una concentracion final
entre 0.05 a 5 uM de CytP450 (2 mg de proteina/ml para microsomas). Luego de
mezclar la solucidn, se dividié en dos celdas de 1 ml cada una, se corrio la linea basal
entre 400 y 500 nm en un espectrofotdmetro de doble haz luminoso y se registraron las
lecturas a 420, 450 y 490 nm. Posteriormente la celda problema fue saturada con 30 a 40
burbujas de monoxido de carbono (CO), una burbuja por segundo y después de esto se le
agrego un poco de ditionita de sodio (Na,S,0,) a cada celda, antes de hacer la lectura en
el espectrofotdmetro en un rango de longitud de onda que va desde 400 a 500 nm, hasta
alcanzar el pico maximo. Como control positivo se utilizaron microsomas de higado de

rata (Omura y Sato, 1964; Hayes, 2001).
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f) Determinacion de la presencia de CytP450 microsomales por electroforesis en gel de

poliacrilamida con marcador de peso molecular.

Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% a 200 V durante 60
min. Se utilizaron alicuotas de 5 pg de proteina microsomal como muestra. Ademas, se
empled como marcador de peso molecular estdndares de enzima de CytP450 con un

rango de 50 a 60 kDa y como control positivo los microsomas de rata obtenidos.
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8. RESULTADOS
8.1 Determinacion de la forma en que estan presentes los APs en_P. praecox (N 6xidos
o terciarios).

El andlisis preliminar para determinar la forma en que se encuentran los APs en P.
praecox se realizd con las muestras de tallos (25.4 g), hojas (32.4 g) e inflorescencias
(21.6 g) recolectadas durante 2004. A éstas se les hizo una extraccion con solventes de
polaridad ascendente, comenzando con hexano, diclorometano, acetato de etilo y
terminando con metanol, siendo este ultimo el extracto analizado. Se emplearon las
siguientes cantidades de extracto: de tallos 8.0 g, de hojas 7.5 g y de flores 8.0 g. La
determinacion de la forma en que se encuentran los APs en P. praecox se realizé acorde
al procedimiento descrito en la parte experimental. En la Tabla 5 se muestran estos
resultados.

Tabla 5. Composicion alcaloidea de los tallos, hojas e inflorescencias en P. praecox.
Determinacion de la forma en que estan presentes los APs. (RED= reduccion con Zn)

(UNRED-=sin reducir). Los APs totales (N-0xidos y terciarios) son detectables por CG-
EM después de la reduccion de los N-6xidos.

% de Abundancia relativa
Tallos Hojas Inflorescencias
Alcaloides mz[MT| Rl | pep |UNRED | RED | UNRED | RED | UNRED
7-éster-d 239 1810 65 63 88 78 61 76
9-éster-d 39 1837 26 18 9 3 19 8
9-éster ( isbmero) 239 1854 1 11 6 8 3 10
Senkirkina 365 258 | 3 3 ” u 12 6
L. tr tr
Neosenkirkina 365 2534 _ _ _ _
mg de APs/g de peso seco 1,2 1,38 0,7 0,7 4,4 4,1
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8.2 Anélisis de los APs presentes en Pittocaulon praecox por CG-EM.

Debido quizas a que algunos de los APs se estaban perdiendo durante el empleo
de solventes no polares, se modificd el proceso de extraccion utilizado en el anélisis
preliminar. EI nuevo analisis de los APs para P. praecox se realiz6 con material seco de
muestras recolectadas en el 2005. EIl procedimiento de extraccion empleado fue el

ilustrado en la parte experimental (Véase Figura 27).

Raiz

De los 19.59 gramos de material, se obtuvieron 31.4 mg de extracto alcaloideo.
El andlisis de éste por CG-EM mostrd la presencia de seis APs, identificados como:
senecionina, platifilina, integerrimina, neo-platifilina y senkirkina. La identificacion se
realiz6 empleando los indices de retencion, el ion molecular y la posterior comparacion
con sustancias de referencia ubicadas en la base de datos del Instituto de Quimica de la
Universidad Tecnoldgica Carolo-Wilhelmina en Braunschweig, Alemania. A
continuacion se presenta el cromatograma (Figura 31) y el espectro de masas (Figura
32) y las estructuras de los APs identificados (Figura 33). En la Tabla 6 se ilustra la

abundancia relativa de cada uno de los APs identificados en las raices de P. praecox.
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Figura 31. Cromatograma de gases de las raices de P praecox.1) Senecionina. 2)
Platifilina. 3) Integerremina. 4) Neo-platifilina. 5) Senkirkina.
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1 ScanMNo : 1271 Rei Time : 24:48.0 TIC : 74872 BF = 14441
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Figura 32. Espectro de masas de cada uno de los APs presentes en las raices de P.
praecox.1) Senecionina. 2) Platifilina. 3) Integerremina. 4) Neo-platifilina. 5) Senkirkina.

Tabla 6. Composicién alcaloidea de las raices de P. praecox. Los APs fueron
identificados por CG-EM.

% de Abundancia Relativa
Alcaloide m/z [M"] RI Raices
Senecionina 335 2282 40
Platifilina 337 2335 4
Integerrimina 335 2342 16
Neo-platifilina 337 2363 4
Senkirkina 365 2458 36
mg de APs/g de peso seco 0.462
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Figura 33. Estructura de los APs identificados en las raices de P. praecox.

Tejidos aéreos de P. praecox analizados

Tallos sin corteza (parte interna) y tejidos periféricos (Corteza), Inflorescencias, Hojas

y Frutos.

Como material de partida de los tallos, la corteza, las flores, las hojas y los frutos,

se tomaron 12.2, 13.1, 27.3, 65.6 y 1.0 gramos y se obtuvieron 20.8, 51.9, 125.7, 222, 2.0

mg de extracto alcaloideo, respectivamente. El analisis de los tallos y la corteza por CG-

EM mostro la presencia de dos APs. Uno de ellos, con un [M*] de 239 y un RI de 1810

que presentd los patrones de fragmentacion caracteristicos de un AP con base nécica

insaturada sustituido en O-7 con un acido nécico [m/z (rel. int.): 239 (1, [M]+), 221 (2),

156 (41), 139 (80), 138 (27), 108 (14), 106 (11), 96 (8), 95 (14), 82 (100), 68 (5), 55 (28),
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53 (7)]. El pico base a m/z 82 es caracteristico de los APs saturados, mientras que los
fragmentos mayoritarios como m/z 139 (correspondiente a la pérdida del acido nécico
CsHgOg, que puede ser alguno de los isébmeros angélico, tiglico o seneciénico) y m/z 156
(fragmentacion de la base nécica) son caracteristicos de las necinas O;-saturadas (Rizk,
1991; Witte et al., 1993). Este compuesto fue denominado 7 éster-d. El otro compuesto

identificado fue la senkirkina (Figura 34).

En las hojas, inflorescencias y frutos, se da la presencia concomitante de el 7-
éster-d ya mencionado y de un compuesto con igual ion molecular ([M*] de 239), pero un
valor de RI diferente, 1837. Las sefiales presentadas en su espectro de masas permiten
pensar en un AP con una base nécica insaturada y sustituido con un &cido nécico en C-9
[m/z (rel. int.): 239 (10, [M]+), 221 (17), 195 (3), 140 (11), 122 (13), 119 (6), 106 (4), 96
(41), 95 (100), 82 (90), 67 (3), 55 (23)]. Esto debido al pico base a m/z 82 y los picos
prominentes a 95 (indicativo de esterificacion en C-9, 100%) y 96 (41%) (Rizk, 1991;

Witte et al., 1993). Este otro compuesto fue Ilamado 9-éster-d (Figura 34).

En las hojas, adicional al 7 y 9 éster-d, se evidencio la presencia de un AP, al cual
se llam6 AP-X, con un m/z [M*] de 381 y un RI de 2542. Este compuesto, posiblemente
un AP derivado de la base nécica otonecina, mostro la sefial caracteristica de los
derivados de otonecina a m/z 168 y un patrén de fraccionamiento similar al que éstos
presentan [m/z (rel. int.): 381 ([M]+), 182 (28), 168 (27), 153 (100), 110 (15) ,100 (32),
83 (45), 58 (36)]. La estructura no pudo ser establecida por comparacion con la base de

datos.
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En las inflorescencias se detectaron trazas del isbmero E de la senkirkina,
denominado neo-senkirkina (Figura 34). Por ultimo, en los frutos se detect6 la
presencia de un isomero estructural del 9-éster-d, sustituido quizas con un acido nécico

diferente.

Debido a que el cromatograma de frutos de P. praecox fué el que mayor nimero
de APs presentd en comun con los perfiles de tallos, corteza, inflorescencias y hojas, se
selecciond para ilustrarlo (Figura 35). Para el caso de los espectros de masas, se
ilustraran Gnicamente los de los compuestos que no se identificaron en la raiz (Figura 36
y 37), al igual que los APs que no pudieron ser cotejados con la base de datos. La Tabla

7 ilustra las cantidades relativas de los APs detectados para cada una de las muestras.

7H4C)j\o H OH HO o C4Hy

CHs

7-Ester con &cido CuH; 9-Ester con &cido C4H;,
y un Isbmero R;:CH3 Ry H Rs:H  Senkirkina
R;:H Ry CHz Rg:H Neo-Senkirkina

Figura 34. Estructura de los APs identificados en las partes aéreas de P. praecox.
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Tabla 7. Composicién alcaloidea de los tejidos aéreos de P. praecox (tallos,corteza

hojas, inflorescencias y frutos). Los APs fueron identificados por CG-EM.

% de Abundancia Relativa

Meslleites miz [M*] RI Tallos Corteza | Inflorescencias | Hojas | Frutos
7-éster-d 239 1810 68 33 66 78 60
9-éster-d 939 1837 -- -- 11 2 14

9-éster-d ( isomero) 939 1854 3 - - - 11
Senkirkina 365 2458 32 66 14 - !
Neosenkirkina 365 2534 - - tr - -
AP-X 381 | 2542 - . - 12 -
mg de APs/g de peso seco 0.119 0.128 0.968 1.420 | 0.374
1
; 3
E5EI
30 4

20
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D

1000

1500

20b0

Figura 35. Cromatograma de los frutos de P. praecox. 1)7-éster-d. 2) 9-éster-d. 3)
Isdbmero del 9-éster-d. 4) Senkirkina.




Resultados

2 ScanMNo : 765 ReiTime: 16:10.0 TIC : 975795 BF = 303357

5 139
80
70
S en
g 50
=2

540 1

30

82

20
0] = 108

56

H,C 9. 4 OH

7-Ester con acido C4H;

ScanMNo : 792 Rei Time : 16:37.0 TIC : 104!

575 BP = 24514

90 T
80
70
g 6o
g 50
% 40
30

55
20

1007

ScanMNo :809  RetTime : 16:55.0 TIC: 144660 BP = 35753

90 8295

80
70

8 60

50
£
E 40
30
20{ 55 122

9- Ester con acido C4H;
(Isomero)

Figura 36. Espectro de masas de cada uno de los APs identificados en los frutos de P.

ScanMNo : 1409 Rei Time : 27:80 TIC : 2611

076 BP = 25051

raecox.

1007

o0 A 153

168 182

AP-X

- 83
2
40, 100
30
20 70 1o
10
0 il
50 100 151

H27|" 28‘2 a0
I b
0 3o o 500 e
. SeanMNo:1396  RetTime:26:550 TIC:70197 BP=4086
90 B 123 HO,
80 o
H* =
7
H
% = 123 3 5 0
2 . 168 o
sz
% i 110 A
30
20
i 294 ClH
10, 3
ol \ o i g Neo-Senkirkina
50 100 150 ado 430 500 'z

Figura 37. A. Espectro de masas del alcaloide denominado AP-X detectado en las hoja:
de P. praecox. B. Espectro de masas del alcaloide Neo-senkirkina detectado en las flores

de P. praecox.
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8.3 Analisis de los APs presentes en el insecto Ceroplastes albolineatus por CG-EM.

Para determinar la presencia de los APs en C. albolineatus se recolectaron las
muestras durante tres afios consecutivos. La determinacion de los APs en C. albolineatus
se realizo acorde al procedimiento descrito en la parte experimental. A continuacion se
muestran los resultados de cada uno de los experimentos. En la Figura 38 se ilustran los

APs identificados en Ceroplastes albolineatus.

o o)
HC 0y OH HQ o) CaH7
I
CHs
7-Ester con &cido CyH; 9-Ester con acido CyH;
y un Isémero R;:CH3 Ry H Rg:H  Senkirkina

R;:H Ry CHz; R3:H Neo-Senkirkina
R;:CHz Ry H Rz Ac Acetil Senkirkina

Figura 38. Estructura de los APs identificados a través de los diferentes estadios del
ciclo de vida de C. albolineatus.

Experimento I.

Las muestras de hembras adultas (7g), cubierta cerosa (6g), ninfas de dispersion
(1g) y huevos (1g), fueron recolectadas durante el 2004. Los resultados son reportados
en la Tabla 8. En la cubierta cerosa y en las hembras adultas se establecio la presencia
de cinco APs, todos ellos presentes en las muestras analizadas de su planta hospedera, P.
praecox. Los APs fueron el 7-éster-d (m/z 239, RI 1810), el 9-éster-d (m/z 239, RI

1837) y su isdmero (m/z 239, R1 1854), y la senkirkina y su isdbmero-E, la neo-senkirkina.
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En las ninfas de dispersion se did la presencia exclusiva de la senkirkina y en menor

proporcién su isomero estructural. También para los huevos la presencia de senkirkina

fue mayoritaria y se aprecié como segundo compuesto mayoritario el 7-éster-d.

Tabla 8. Experimento I. Composicion alcaloidea de los diferentes estadios de C.
albolineatus (huevos, ninfas de dispersion, hembras adultas) y su cubierta cerosa. Las
muestras fueron recolectadas de su planta hospedera P. praecox en 2004. Los APs
fueron identificados por CG-EM.

% de Abundancia Relativa

el miz [M*] RI Hembra | Cubierta Ninfas de Huevos | Huevos

adulta cerosa dispersion 1 2

7-ester-d 239 1810 36 29 - 16 29
SRS 239 1837 10 5 - - 4
9-éster ( isbmero) 239 1854 5 2 - - -
Senkirkina 365 2458 41 53 97 84 57
Neosenkirkina 365 2534 2 3 3 - 3

mg de APs/g de peso seco 0,4 0,05 0.4 0.1 0,6

Experimento I1I.

Las muestras de hembras adultas (18 g), cubierta cerosa (18 g), ninfas de

dispersion (0,1g) y huevos (5,9 g), fueron recolectadas durante 2005.

En este

experimento la hembra adulta es la que presenta mayor nimero y concentracién de

alcaloides. La acetil-senkirkina (m/z 407, R1 2638) fue el Unico de los cinco alcaloides
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identificados en el experimento Il (7-éster-d, 9-éster-d, senkirkina, neo-senkirkina) que
no fue identificado en el experimento | (Figura 40). De igual manera, como en el
experimento anterior, la cubierta cerosa permite apreciar la presencia de APs pero a muy
baja concentracion. Es de resaltar, que para este experimento, las ninfas de dispersién y
los huevos contienen Unica y exclusivamente senkirkina (Figura 41). Los resultados se

muestran en la Tabla 9 y en la Figura 39.

Tabla 9. Experimento Il. Composicion alcaloidea de los diferentes estadios de C.
albolineatus (huevos, ninfas de dispersion, hembras adultas) y su cubierta cerosa. Las
muestras fueron recolectadas de su planta hospedera P. praecox en 2005. Los APs
fueron identificados por CG-EM.

% de Abundancia Relativa
Allealeies miz [M] RI Hembra | Cubierta Ninfas de Huevos
adulta cerosa dispersion
7-éster-d 239 1810 63 15 - -
9-éster-d 39 1837 18 14 - -
Senkirkina 365 2458 64 70 100 100
Neo-senkirkina 365 2534 tr - - .
Acetil-senkirkina 407 2641 ! - - -
mg de APs/g de peso seco 0.125 0.003 0.007 0.037
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Figura 39. Cromatograma de las hembras adultas de C. albolineatus. 1) 7-éster-d. 2) 9-
éster-d. 3) Senkirkina. 4) Neo-senkirkina. 5) Acetil- senkirkina.
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Figura 40. Espectro de masas de la acetil- senkirkina detectado en las hembras adultas
de C. albolineatus.
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Figura 41. Cromatograma de los huevos y las ninfas de dispersion de C. albolineatus
donde se identifico la senkirkina como AP exclusivo.

Experimento I11.

Las muestras de hembras adultas (1.0 g) y la cubierta cerosa (1.0 g), fueron
recolectadas durante 2006. Los datos obtenidos se compararon con el perfil de APs de el
tallo de P. praecox (1.0 g) de donde el insecto fue recolectado. En este experimento se
aprecia que los metabolitos presentes en el insecto (hembra adulta) y en la cubierta
cerosa, corresponden a los mismos APs identificados en los tallos de la planta hospedera.

En este experimento (I11), se identificaron tres APs tanto en el tallo de la planta como en
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las hembras adultas, el 7-éster-d, el 9-éster-d y la senkikina. De nuevo la concentracion
de los APs en la cubierta cerosa fue la menor, ademas de establecerse en ésta la presencia
de la senecionina. En la Tabla 10 se reportan los resultados.

Tabla 10. Experimento I1l. Composicion alcaloidea de las hembras adultas de C.

albolineatus y su cubierta cerosa. Las muestras fueron comparadas con los tallos de su
planta hospedera_P. praecox, recolectada en 2006. Los APs fueron identificados por

CG-EM.
% de Abundancia Relativa
Aleaes miz [M'] RI Tallo Hembra Cubierta
infestado adulta cerosa
7-éster-d 239 1810 59 47 43
9-éster-d 239 1837 35 41 31
Senecionina 335 9979 - - 11
Senkirkina 365 2458 6 12 16
mg de APs/g de peso seco 0.450 0.150 0.080

8.4 Purificacion de los 7 y 9 ésteres-d presentes en P. praecox.

Para el aislamiento de los compuestos mayoritarios de P. praecox, el 7y 9 éster-d
se utilizaron extractos de flores y hojas. Los extractos obtenidos fueron procesados
acorde al procedimiento ya descrito para la extraccion de los APs (reduccion con Zn).
Como punto de partida, se emplearon 130 gramos de extracto metandlico de hojas y se
obtuvieron 222.7 mg de extracto alcaloideo. De las flores secas se obtuvieron tres

extractos, el primero con material fresco (Sohxlet), el segundo en CH,Cl, y el tercero en
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MeOH; los pesos iniciales fueron 36.21 g, 24.53 g y 104.36 g. El peso de los extractos
alcaloideos para cada uno fue de 125.7 mg, 300.4 mg y 637.4 mg, respectivamente.
Debido a que un analisis previo de CG mostré que las flores normales tenian una
composicion cualitativa y cuantitativamente similar a las del extracto en metanol, se
procedid a juntar estas dos y se le denominé “extracto final” [1+2]. Asimismo, como los
compuestos mayoritarios del extracto alcaloideo de hojas y de flores en CH.CI, se
encontraban en una proporcion similar, se decidi6 juntarlos y denominarlos [3+H]. El

proceso completo de purificacion se ilustra en la Figura 42.

Flores P. praecox Flores P. praecox Flores P. praecox . Hojas P. praecox
Material seco Extr. Metanol Extr. Diclorometano Material seco
CC SiO2 (95:5-50:50) CC SiO2 (95:5-50:50)
CH,Cl,:MeOH CH,Cl,:MeOH
Fraccion Fracciones
26-59 51-72 73-165
>> 7 est + 9 est + Skk >> 7 est+ Skk >>9est+7est
l '
CC SiO2 (90:10-80:20) CC Si02 (90:10-80:20)
CH,Cl,:MeOH CH,Cl,:MeOH
Fraccion Fracciones
96-140 110-124 125-145
>> 7 est + >9 est + Skk >> 9 est + Skk 9 est
i \
HPLC J \
CHACN:CP4COOH HPLC HPLC
(75%:25%) (CHACN: CF4COOH CH4CN:CF5COOH
(75%:25%) (75%:25%)
[ ]
7-éster 9-éster J|senkirkina 9-éster
Compuestos aislados

Figura 42. Procedimiento de purificacion de 7 y 9 éster-d presentes en P. praecox.
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Procedimiento de fraccionamiento del extracto [1+2]

El extracto se fracciond por columna cromatografica, empleando el sistema

CH,Cl,:MeOH, y aumentando la polaridad progresivamente. Se adicionaron 200 ml de

cada sistema de elucion y se recogieron 126 fracciones de 10 ml cada una. El

seguimiento de la columna se realizéd por CG y en algunos casos por TLC empleando

como sistema de elucion CH,Cl,:MeOH:NH3; 82:15:3 y revelando con el reactivo de

Draggendorf.

Tabla 11. Fraccionamiento del extracto [1+2] a través de CC empleando como sistema
de elucion una mezcla de CH,Cl,:MeOH,

Sistema de Proporcion Fracciones Fracciones Observacion
elucién reunidas

CH,Cl,:MeOH 95:5 1-10 1-25 Descartada
90:10 11-24 26-59 >> 7-éster-d + 9-éster-d + Senkirkina
85:15 25-38 60-100 Descartada
80:20 39-51
75:25 52-63
70:30 64-75
65:35 76-88
60:40 89-99
55:35 100-115
50:50 116-126

Procedimiento de fraccionamiento del extracto [3+H]

Este extracto se fracciond por CC, utilizando las mismas condiciones ya descritas

para el extracto [1+2]. Se adicionaron 200 ml de cada sistema de elucién y se recogieron

164 fracciones de 10 ml cada una.
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Tabla 12. Fraccionamiento del extracto [3+H] a través de CC empleando como sistema

de elucion una mezcla de CH,Cl,:MeOH

Sistema de Proporcion Fracciones Fracciones Observacion
elucion reunidas
CH,CIl,:MeOH 95:5 1-9 1-50 Descartada
90:10* 10-41 51-72 >> 7-gster-d + Senkirkina**
85:15 42-57 73-165 >> 9 éster-d + 7-éster-d
80:20 58-72
75:25 73-88
70:30 89-104
65:35 105-118
60:40 119-133
55:35 134-149
50:50 150-164

*Se emplearon 400 ml

** >> Hace referencia a la cantidad de compuesto

Fracciones reunidas de las CC de [1+2] y [3+H] y purificacion del extracto [2659-5172]

La fraccion 26-59 del extracto [1+2] se reunié con la fraccion 51-72 de la

columna cromatografica del extracto [3+H], ambas conteniendo como compuesto

mayoritario el 7-éster-d. La muestra [2659-5172], con un peso de 215.6 mg se purifico

por CC empleando como fase movil el sistema CH,Cl,:MeOH. Se recogieron 235

fracciones de 2 ml por frasco cada una.

Tabla 13. Fraccionamiento del extracto [2659-5172] a través de CC empleando como
sistema de elucidn una mezcla de CH,Cl,: MeOH,

Sistema de Proporcién | Volumen Fracciones Fracciones Observacion
elucion (ml) reunidas
CH,Cl,:MeOH 90:10 200 1-95 Descartada
85:15 200 105-198 96-139 >>7-éster-d + >9-éster-d +Skk
80:20 100 199-235 140-150 7-éster-d + 9-éster-d + >>Skk
151-235 Mezcla
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Purificacion de la fraccion [73-165] proveniente del extracto [3+H]

La fraccion [73-165] con un peso de 147.8 mg, proveniente de [3+H] vy
conteniendo como compuesto mayoritario el 9-éster-d fue purificada usando columna
cromatografica y empleando como fase mdvil CH,Cl,:MeOH. Se recolectaron 235
fracciones de 2 ml cada una.

Tabla 14. Fraccionamiento del extracto [73-165] a través de CC empleando como
sistema de elucién una mezcla de CH,Cl,:MeOH,

Sistema de Proporcion Volumen Fracciones Fracciones Observacion
elucién (ml) reunidas
CH,Cl,:MeOH 90:10* 100 1-45 1-75 Descartada
85:15 300 46-198 76-94 7-éster -d+ 9-éster-d
80:20 100 199-235 95-109 9-éster-d + Senkirkina
110-124 >>9-éster-d + Senkirkina
125-145 9-éster-d

Purificacion del 7-éster-d y del 9-éster-d por HPLC

Para la separacion de los compuestos se emple6 un sistema de elucion isocratico
de acetonitrilo (CH3CN) 25% pH-2: acido trifluoro acético (CF;COOH) 75% a una
longitud de onda (A) de 210 nmy un flujo de 9 ml/minuto.

Purificacion del 7-éster-d por HPLC

Con las condiciones previamente mencionadas, el 7-éster-d fue purificado de la
fraccion [96-140], proveniente de la fraccion [2659-5172]. En el cromatograma se
observa una buena separacion donde el 7-éster-d presenta un tiempo de retencion (RT) de
11.24, el 9-éster-d de 12.86 y la senkirkina de 17.67 (Figura 43). De aqui se obtuvieron
15.5 mg del 7-éster-d, 4.0 mg del 9-éster-d y 1.6 mg de senkirkina.
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Figura 43. Purificacion por HPLC semipreparativo. Cromatograma de la fraccion [96-
140] que permiti6 la purificacion del 7-éster-d (1), 9-éster-d (2) y la senkirkina (3).

Purificacion del 9-éster-d por HPLC

El 9-éster-d fue purificado por HPLC semipreparativo de las fracciones [110-124]
y [125-145], provenientes del fraccionamiento de [73-165]. En los cromatogramas se
observa un pico con un tiempo de retencion (RT) de 15.70 y 16.04, respectivamente,
ambos correspondientes al 9-éster-d en cada una de las muestras (Figura 44). En total se

obtuvieron 18.2 mg del compuesto en mencién.

Figura 44. Purificacion por HPLC semipreparativo. Cromatograma de las fracciones
[110-124] (A) y [125-145] (B), que permitio la purificacion del 9-éster-d (1).
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8.5 Perfil de APs presentes en las diferentes especies de Pittocaulon analizadas.

P. bombycophole

Todos los 6rganos analizados (tallos (23.2 g), corteza (1 g), raices (20.7 g) e
inflorescencias (9.0 g)) de P. bombycophole contenian APs. En total, fueron seis los
alcaloides identificados. Las inflorescencias fueron los 6rganos de P. bombycophole que
mostraron mayor concentracion de APs. En las cuatro muestras se pudo apreciar la
presencia de dos APs con caracteristicas de bases nécicas 1,2-saturadas esterificadas en
posicion 7 [m/z (rel. int.): 239 (4, [M]+), 156 (60), 139 (100), 138 (17), 114 (3), 113 (20),
108 (7), 82 (60), 68 (2), 55 (9), 53 (2)] y 9 [m/z (rel. int.): 239 (4, [M]+), 239 (10), 221
(23), 156 (8), 139 (23), 122 (16.5), 95 (100), 82 (92), 55 (22)], denominados 7-éster-t y
9-éster-t, ambos con un [M*] de 239 y un RI de 1780 y 1806, respectivamente. A pesar
de que ambos compuestos presentan un [M*] de 239, igual al ya descrito para los ésteres
detectados en las muestras de P. praecox, sus RI (1780 y 1806 para P. bombycophole vs
1810 y 1837 para P. praecox) son diferentes, lo que indica que estamos ante la presencia
de un isomero estructural. Asimismo en todas las muestras se identifico la neo-
petasitenina. Los otros APs identificados fueron: senkirkina, petasitenina y neo-
ligularidina. Los resultados del andlisis de los APs se observan en la Tabla 15.
También se muestra el cromatograma de las inflorescencias de P.bombycophole (Figura
45) y el espectro de masas de los APs que no han sido mostrados previamente (Figura

46).
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Tabla 15. Alcaloides pirrolizidinicos identificados en los tallos, corteza, inflorescencias
y raices de _P.bombycophole. Los APs fueron identificados por CG-EM.

20

Totallon Current

1

% Abundancia Relativa
Alcaloides m/z RI Tallos Inflorescencias Raices | Corteza
[M+]
7-éster-t 239 1780 76 16 38 80
9-éster-t 239 1806 8 6 6 4
Senkirkina 365 2458 tr 6 8 -
Petasitenina 381 2447 tr - - -
Neo-ligularidina 407 2709 -- 1 tr --
Neo-petasitenina 423 2632 16 70 48 16
mg de APs/g de peso seco 2,41 3,04 0,52 1,60
5
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Figura 45. Cromatograma de las inflorescencias de P.bombycophole. 1) 7-éster-t. 2) 9-

éster-t. 3) Petasitenina. 4) Senkirkina. 5) Neo-petasitenina. 6) Neo-

ligularidina.
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Figura 46. Espectro de masas del 1) 7-éster-t (R1:1708 ). 2) 9-éster-t (R1:1806). 3)
Petasitenina. 4) Neopetasitenina. 5) Neo-ligularidina, detectados en las inflorescencias
de P. bombycophole.
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P. hintonii

Las muestras de tallos (21,1g), inflorescencias (5,1 g) y raices (20,2 g) de P.
hintonii contenian APs. Ademas de senkirkina, acetil senkirkina y neo-petasitenina, las
tres muestras presentaron los compuestos 7-éster-t y 9-éster-t ya enunciados para P.
bombycophole. En las raices se identificé una pequefia cantidad de ligularidina (Figura
47). Las raices y las flores contenian adicionalmente neo-senkirkina y petasitenina
(Figura 48). Los compuestos mayoritarios presentes en todas las muestras analizadas
fueron el 7-éster-t y la neo-petasitenina. Las inflorescencias mostraron la mayor

concentracion de APs y las raices la menor (Tabla 16).

Tabla 16. Alcaloides pirrolizidinicos identificados en los tallos, inflorescencias y raices
de P. hintonii. Los APs fueron identificados por CG-EM.

% de Abundancia Relativa
Alcaloides m/z RI Tallos Inflorescen cias | Raices
[M+]
7-éster-t 239 1780 71 39 19
9-éster-t 239 1806 3 2 1
Senkirkina 365 2458 1 1 12
Neo-senkirkina 365 2534 - 1 3
Petasitenina 381 2447 - 3 3
Acetilsenkirkina 407 2641 4 2 12
Ligularidina 407 2708 tr tr 1
Neo-petasitenina 423 2632 20 50 49
mg de APs/g de peso seco 1.12 2.89 0.99
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Figura 47. Espectro de masas de la ligularidina (RI: 2708) detectada en las raices de P.
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P. filare

8) Ligularidina.

Las muestras estudiadas de P. filare, tallos (17.8 g) y raices (18.8 g), presentaban

APs. Se identificaron como compuestos mayoritarios la neo-petasitenina y el 7-éster-t,

en raices y tallos, respectivamente. En las raices se identificaron un mayor nimero de
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compuestos, entre ellos senecionina, su isdmero integerrimina, senkirkina, su derivado
acetilado y la neo-ligularidina. En ambas muestras se identificé un compuesto con una
abundancia relativa de 43% en tallos y 16% en raices; con un RI de 1809 y un m/z [M"]
de 237, correspondiente al 7-éster angeloil retronecina (Figura 49 y Tabla 17). Este AP
tiene como necina a la retronecina, la cual presenta una insaturacion en posicién 1,2. El
patron de fragmentacion distingue de manera inequivoca un éster de base nécica saturada
de uno con necina insaturada, ya que los ésteres O; 1,2-insaturados poseen fragmentos

caracteristicos a m/z 80, 94, 136, 137, tal y como se aprecia en la Figura 50.

Tabla 17. Alcaloides pirrolizidinicos identificados en los tallos, inflorescencias y raices
de P.filare. Los APs fueron identificados por CG-EM.

% de Abundancia
Relativa
Alcaloides m/z RI Tallos Raices
[M+]
7-angeloil retronecina 239 1809 43 16
7-éster-t 239 1780 57 23
Senecionina 335 2284 - tr
Integerrimina 335 2342 -- tr
Senkirkina 365 2458 -- 10
Acetilsenkirkina 407 2641 -- tr
Neo-ligularidina 407 2709 -- tr
Neo-petasitenina 423 2632 tr 52
mg de APs/g de peso seco 0.15 0.25




Resultados

T
6

%0

a0

70

50 7
B
:
£ 50
z
]

40 2

1

30 5

20

10 8

LJV\JL_)U\ 3 4
il e |

Time (min) 14:0 16:0 18:0 20:0 22:0 2410 26:0 28:0 20:0 32:0 4:

Figura 49. Cromatograma de las inflorescencias de P.filare. 1) 7-éster-t. 2) 7-angeloil
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Figura 50. Espectro de masas de la 7-angeloil retronecina (RI: 1809) detectada en las
raices de P. filare.

P. velatum

Las muestras analizadas de tallos (20.5 g), raices (19.7 g) e inflorescencias (3.91
g) de P. velatum, mostraron la presencia de APs. En las raices, la senecionina fue el
compuesto mayoritario, en las inflorescencias fue la mezcla de los Os-ésteres (Figura
51). Las raices fueron el tejido analizado donde se identificaron un mayor numero de
APs, entre ellos la senecionina y su isémero la integerrimina, ademas de trazas de

senkirkina y neo-petasitenina (Figura 52). Asimismo se identificaron dos Os-ésteres
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presentes como una mezcla y que no pudieron ser separados, uno de ellos con un M* de
237 y el otro con un M* de 239, ambos con un RI de 1810 y con patrones de
fragmentacion correspondientes a una base nécica 1,2-insaturada y 1,2-saturada,
respectivamente. La mayor concentracion de APs se dio en las inflorescencias con un
valor de 0.32 mg/g de peso seco. En los tallos solo se detectaron trazas del monoéster O;

con un [M] de 237 (Tabla 18).

Tabla 18. Alcaloides pirrolizidinicos identificados en los tallos, inflorescencias y raices
de P. velatum. Los APs fueron identificados por CG-EM.? La suma de ambos
compuestos produjo un % de abundancia relativa de 25. ® Valores obtenidos después de
la hidrolisis y cuantificacion de las respectivas necinas.

% Abundancia relativa
Alcaloides ALZ RI Tallos Raices | Inflorescencias
[M']

Mezcla de 7-ésteres 237 | 1810 tr 31°
Mezcla de 7-ésteres 239 1810 - 25° 65°
Senecionina 335 2284 -- 59 -
Integerrimina 335 2342 - 16 -
Senkirkina 365 | 2458 - r -
Neo-petasitenina 423 2632 - tr -

mg de APs/g de peso seco L 0.16 0.32
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8.6 Purificacion del 7-éster-t

Para el aislamiento del compuesto mayoritario presente en P. hintonii y P.
bombycophole, el 7 éster-t se utilizaron los extractos alcaloideos de tallos (63 mg), flores
(198 mg) y raices (156 mg). Los extractos obtenidos fueron procesados de acuerdo al

procedimiento ya descrito para la extraccion de los APs (reduccion con Zn). El extracto
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alcaloideo total empleado en la purificacion pesé 417 mg. A éste se le realiz6 un
fraccionamiento por medio de una columna cromatografica y se recolectaron 215

fracciones de 10 ml cada una, que se observan en la Tabla 19.

Tabla 19. Fraccionamiento del extracto alcaloideo de P. bombycophole a través de CC
empleando como sistema de elucién una mezcla de CH,Cl,: MeOH.

Sistema de Proporcion | Fracciones Fracciones Observacion
elucion reunidas

CH,Cl,:MeOH 95:5 1-8 1-34 Descartada
90:10 9-25 36-75 7-éster-t + Neo-petasitenina
85:15 26-42 76-95 7-éster-t + Neo-petasitenina
80:20 43-88 96-125 7-éster-t + 9-éster-t
75:25 89-113 126-150 7-éster-t (97,6%) + 9-éster-t (2,4%)
70:30 114-129 151-200 7-éster-t (mayoritario 79%, isémeros)
65:35 130-144 200-215 Descartada
60:40 145-158
55:35 159-172
50:50 173-199
45:55 200-215

Después de fraccionar la columna y reunir las fracciones se obtuvieron 34 mg del
7-éster-t en la fraccion 126-150. En esta fraccion, el 7-éster-t fue el compuesto
mayoritario (97.6%), acompariado de un 2.4% posiblemente de un isdmero. Esta muestra
fue la que se empled posteriormente para el analisis de RMN. Las fracciones
comprendidas entre 151 y 200 fueron unidas, aqui el compuesto mayoritario también fue
el 7-éster-t (79%), pero acompafado de algunas impurezas (21%). La muestra (151-200)
fue utilizada para la identificacion de la base nécica por CG-EM. Para establecer cuél era
la necina que hacia parte del éster, se procedid a hidrolizar la muestra (25.7 mg) con 34
mg de hidréxido de bario octahidratado (Ba(OH),.8H,0) en 1 ml de agua a 40°C. El

procedimiento completo se describe en la siguiente seccidén para la hidrélisis de la
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heliotrina.  Posteriormente, la muestra hidrolizada fue acetilada (piridina/anhidrido
acético; 1:1) y analizada por CG-EM. Al hacer la comparacion con las sustancias de
referencia presentes en la base de datos se establecié que la necina que hace parte del 7-

éster-t es la turneforcidina.

8.7 Base nécica de los APs presentes en las diferentes especies de Pittocaulon y en

Ceroplastes albolineatus.

Ya se menciono que los APs constan de una base nécica y los acidos nécicos. En
el caso de los APs esterificados en posicion 7 y 9 (d y t), encontrados en todas las
especies de Pittocaulon y C. albolineatus, se identifico una base nécica saturada. Pero en
P. praecox y en el insecto, los ésteres tienen indices de retencion diferentes (1810 y
1837) al compararse con los indices de retencion de los compuestos presentes en las otras
tres especies (1710 y 1806), lo que hace suponer que estamos ante dos pares de
compuestos isoméricos diferentes entre si. EIl problema surge al momento de determinar
cual es la necina presente en estos ésteres, debido a que se han reportado cuatro bases
nécicas saturadas, todas ellas isoméricas y con igual peso molecular ([M*] 239). Dos de
ellas provienen de isoretronecanol ((-)-platynecina y (-)-dihidroxiheliotridano) y las dos
restantes de traquelantamidina ((-)-turneforcidina y (-)-hastanecina) (Figura 53). Para
poder identificar cuél es la base nécica de los ésteres se obtuvieron los compuestos de
referencia como se indica a continuaciéon y se establecié un método por CG-EM que
permitio separar e identificar cada una de las bases nécicas saturadas mediante su RI, su

ion molecular y su patron de fragmentacion caracteristicos.
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(+)-Hastanecina (-)-Dihidroxiheliotridano

Figura 53. Bases nécicas saturadas

Para la obtencion de la necina saturada (-)-dihidroxiheliotridano, se utiliz6 como
sustancia de partida un AP que tuviera en su estructura la base nécica en mencion. Al
cumplir la heliotrina con este requisito, se sometié a hidrolisis en una solucién saturada
de Ba(OH),.8H,0 a 100 °C por 2h para producir la correspondiente base 1,2-saturada, la
heliotridina. La solucién saturada fue llevada a temperatura ambiente y se le adicion0
hielo seco, el exceso de hidroxido de bario y las sales formadas fueron descartadas por
centrifugacion. Luego la muestra fue llevada a sequedad y extraida con &cido trifluoro
acetico (TFA):éter. Para eliminar el acido se pasé a través de una columna béasica de
oxido de aluminio pH=9.5y se lavé con MeOH. La muestra fue recristalizada en acetona
(Figura 54A). La pureza fue determinada mediante el analisis de CG y CG-EM, después
de obtener los derivados con MSTFA. Los cromatogramas mostraron dos picos con un
espectro de masas idéntico. El compuesto mayoritario (92%, basado en el area del pico)
fue el derivado de platynecina, el otro compuesto (8%) fue su diasteroisomero la (-)-

turneforcidina.
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El producto (retronecina) fue sometido a una reaccion de hidrogenacion
estereoselectiva, empleando, con pequefias modificaciones, la metodologia descrita por
Donohoe (Donohoe et al., 2002) y Denmark (Denmark et al., 1997). Una solucién de 23
mg de heliotridina fue disuelta en 4 ml de tetrahidrofurano (THF) anhidro con 1 mg de
rodio en carbon activado (5%) (Fluka). La reaccion se llevd a cabo a temperatura
ambiente, en la oscuridad y con agitacion constante bajo presion atmosférica de H,
durante 16 h. El catalizador fue removido por centrifugacion (1 min) y el solvente
evaporado bajo una corriente de N,. El residuo fue disuelto en 2 ml de MeOH, filtrado y
el solvente removido. Por Gltimo, el residuo aceitoso (20 mg) fue cristalizado en acetona
a —18 °C. La pureza fue determinada de la misma forma que la platynecina. El
compuesto mayoritario (93%) fue el derivado (-)-dihidroxiheliotridano, el otro compuesto

(7%) fue la (+)-hastanecina.

La preparacion de la (-)-platynecina se llevé a cabo usando la misma metodologia
descrita para producir el (-)-dihidroxiheliotridano. En este caso, se empled como
producto de partida la monocrotalina, que al ser hidrolizada produjo la retronecina. Esta
ultima fue sometida a una reaccion de hidrogenacion estereoselectiva que permitio

obtener la respectiva base saturada (Figura 54B).
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Figura 54. Obtencidn de las bases necicas saturadas (A) dihidroxiheliotridano y (B)
platynecina a partir de heliotrina y monocrotalina respectivamente.

La (-)-turneforcidina fue obtenida a través de la hidrdlisis de la 7-éster-
turneforcidina, aislada e identificada previamente de P. bombycophole y P. hintonii
(Seccion 7.6). La hidrolisis fue realizada siguiendo el mismo procedimiento descrito
previamente para el dihidroxiheliotridano. Por ultimo, la (+)-hastanecina fue una

donacién del Dr. S. E. Denmark de la Universidad de Illinois.

Para el analisis por CG-EM, se prepararon los derivados acetilados de las necinas
saturadas, usando una mezcla de piridina/anhidrido acético (1:1) a 75 °C durante 2 h'y
luego directamente analizadas. Asi se logr6 un sistema que permitio diferenciar
claramente, sin traslapamiento, ni ningun tipo de ambigiiedad, las cuatro necinas. Las
diferentes bases nécicas tienen los RI que a continuacion se describen:7,9-Di-O-acetil-
turneforcidina RI(ZB1) 1609, RI(DB5) 1659; CG-IE-EM, m/z (rel. int.): 241. 7,9-Di-O-
acetil-platynecina RI(ZB1) 1636, RI(DB5) 1687; 241 (2, [M]+). 7,9-Di-O-acetil-

hastanecina RI(ZB1) 1652, RI(DB5) 1704; 241 (2, [M]+). 7,9-Di-O-acetil-



Resultados

dihidroxiheliotridano RI(ZB1) 1659, RI(DB5) 1712; CG-IE-EM, m/z (rel. int.): 241

(LIM]+).

Para la identificacion de las bases nécicas de los ésteres de P. praecox, C.
albolineatus y las cuatro especies de Pittocaulon, se utilizaron las muestras puras del 7
éster-d y 9-éster-d obtenidos de P. praecox y el 7-éster-t de P bombycophole-P. hintonii.
Ademas, se identifico en el extracto hidrolizado de corteza de P. praecox y de las

hembras adultas del insecto.

Las muestras puras esterificadas y los extractos de corteza y hembras adultas,
fueron sometidas a hidrolisis con Ba(OH),.8H,0, para liberar la base nécica de los acidos
nécicos. En las muestras puras antes de la hidrolisis, el 7-éster-d y el 9- éster-d de P.
praecox se observan en el CG como una sefial a 1810 y 1837, respectivamente y después
de la hidrolisis se aprecia una sola sefial a 1462. Para el 7-éster-t de P. bombycophole +
P. hintonii las sefiales salen a 1780 y 1420, antes y después de la hidrolisis
respectivamente.  Posteriormente, las muestras hidrolizadas fueron acetiladas vy
directamente analizadas por CG-EM en el equipo. Este analisis permitié comparar las
muestras con los compuestos de referencia y determinar que la base nécica saturada
presente en el 7-éster-d y en el 9 éster-d de P. praecox corresponde al (-)-
dihidroxiheliotridano, siendo esta la primera vez que se reporta a esta necina como
producto natural. Para el 7-éster-t purificado de P. bombycophole+P. hintonii es la (-)-

turneforcidina, como se ilustra en la Figura 55.



Resultados

£ Estandar Cu
Z Estandar Cu

undancia relativa (%)
Abundancha relativa (%)
P

Abi

& Estandar Cu

“?i Estandar Cu

T T T T T T ; T T 7
120 13.0 140 15.0 160 120 13.0 14.0 150 16,0
B Thempo (min)

100 100

Tiempa (min)

w)

£ Estandar Ciw
= Estandar Cu

Estandar Cu
Estandar Cu

Abundanein relativa (%)
Abundsancia relativa (%)

CE—

120 130 1 150 164 120 130 14.0 150 16.0
Tiempo (min} Tiempo (min)

| e—— e

Figura 55. Separacion por CG de los derivados di-O-acetil de las cuatro necinas
estereoisoméricas 1,2-saturadas. A y C: Separacion de las mezclas de estandares; B:
necina obtenida por hidrdlisis del 7-angeloildihidroxiheliotridano de P. praecox; D:

necina obtenida por hidrdlisis de la 7-angeloilturneforcidina de P. bombycophole. Ay B:
separacion en columna ZB2; Cy D: separacion en columna ZB5. 1) turneforcidina. 2)
platynecina. 3) hastanecina. 4) dihidroxiheliotridano.

En las muestras de extracto alcaloideo de corteza de P. praecox y las hembras
adultas del insecto, los ésteres 7-d y 9-d aparecen con un RI de 1810 y 1837,
respectivamente. Después de la hidrélisis se observo solo un pico con un Rl de 1462
menor, correspondiente a la base nécica libre. En la Figura 56 se ilustra el analisis por
CG-EM de las muestras acetiladas y la comparacion con la base de referencia. La
estructura que se identificO como la base nécica para los alcaloides de P. praecox y del

insecto fue dihidroxiheliotridano con un RI de 1712 y un ion molecular de 241.
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Figura 56. Identificacion de la necina dihidroxiheliotridano presente en los extractos
hidrolizados de corteza de P. praecox y hembras adultas de C. albolineatus.

8.8 Bases nécicas de la mezcla de O;-esteres presentes en las raices e inflorescencias

de P.velatum.

Al no ser posible la separacion por CG de la mezcla de O;-esteres presentes en P.
velatum, ésta fue sometida a una hidrdlisis siguiendo la metodologia descrita
previamente, para asi saber cual eran las bases nécicas que componen los APs. Al hacer
el andlisis por CG-EM de los derivados acetilados de cada una de las necinas no
esterificadas se identificaron dos bases nécicas: la 1,2-saturada dihidroxiheliotridano ya
identificada en P. praecox Yy la heliotridina 1,2-insaturada [7,9-Di-O-acetil-heliotridina
RI(ZB1) 1652, RI(DB5) 1705; GC-IE-EM, m/z (rel. int.): 239 (9,[M]+), 197 (24), 180
(25), 179 (23), 168 (3), 153 (11), 136 (35), 120 (21), 119 (49), 118 (6),106 (13), 101 (13),
94 (38), 93 (100), 80 (21), 67 (6), 53 (10)]. Después de la identificacion se realizé la
cuantificacion de las necinas y se obtuvo un 65 % de abundancia relativa para el

dihidroxiheliotridano y un 31% para la heliotridina.
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8.9 Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de los ésteres 7-d, 9-d aislados de
Pittocaulon praecox y 7-t aislado de Pittocaulon bombycophole+Pittocaulon hintonii.

7-angeloil dihidroxiheliotridano 9-angeloil dihidroxiheliotridano 7-angeloil turneforcidina

Figura 57. Estructura de los monoésteres aislados e identificados en el género
Pittocaulon.

Para confirmar los datos obtenidos por el analisis de CG-EM acerca de las necinas
que formaban parte de los APs y establecer el acido nécico de los monoésteres, se
obtuvieron los espectros de RMN de *H y *C (Vease Seccion de espectros p. 173) de los
APs aislados de P. praecox 7 y 9 éster de dihidroxiheliotridano, y el 7 éster de
turneforcidina aislado de P. bombycophole-P. hintonii (Figura 57). En las Tablas 20 y
21 se registran los desplazamientos quimicos de cada uno de los compuestos puros. Los
espectros de cada sustancia fueron analizados en MeOH deuterado (CD3COD) mas dos

gotas de amoniaco deuterado (ND3) en un equipo de RMN de 600 MHz.
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Tabla 20. Desplazamientos quimicos de *H RMN para cada uno de los ésteres
isoméricos y sus constantes de acoplamiento.

H- 7-O-angeloil- 7-O-angeloil- 9-O-angeloil-
turneforcidina dihidroxiheliotridano dihidroxiheliotridano
la - 2.49 (m) 2.59 (m)
1B 2.32 (m) - -
20 1.75 (m) 1.88 (m) 1.86 (m)
2B ca2.12 (m) 1.64 (m) 1.62 (m)
3a 3.12 (m) 2.98 (m) 2.90 (m)
3B 2.61 (m) 2.72 (m) 2.68 (m)
5a. 3.15(m) 3.17 (m) 3.19 (m)
5B 2.70 (m) 2.83 (m) 2.61(m)
6a. ca2.18 (m) 1.84 (m) 1.75 (m)
6p ca2.12 (m) 2.20 (m) 2.07 (m)
To 5.28 (m) - -
7B - 5.26 (dt) 4.11 (c)
8a 3.41 (dd) 3.50 (c) 3.25 ()
9a 3.54 (dd) 3.78 (dd) 4.45 (dd)
9b 3.52 (dd) 3.63 (dd) 4.22 (dd)
3 6.18 (cc) 6.15 (cc) 6.14 (cc)
4 1.99 (dc) 1.96 (dc) 1.97 (dc)
5' 1.91 () 1.87 (q) 1.89 ()
J (constantes de acoplamiento)
1,20 9.1 6.8 6.5
1,23 6.6 9.4 10.7
18 6.9 8.2 7.8
1,9a 6.8 6.3 6.3
1,9b 6.8 7.3 8.1
20,2 -12.5 -12.5 -12.4
20,30 6.7 6.4 59
20,3p 10.2 4.4 29
2B,3a 3.1 8.6 10.0
2p,3p 6.0 75 75
30,3p -9.7 -11.1 -11.4
50,5 -10.1 -11.3 -10.5
5a,6a 7.6 7.3 7.1
50,6B 2.8 6.6 3.9
5pB,6a 10.8 59 9.6
58,68 6.3 7.0 6.2
60,63 n.d -13.8 -12.3
60,7 4.5*% 45 7.8
63,7 1.9* 6.5 6.4
7,8 4.6 44 6.9
9a,9b -10.7 -10.9 -11.2
34 7.3 7.3 7.3
3.5 1.5 15 15
4'5 1.6 1.6 1.6

*Estos valores pueden ser intercambiables. Entre paréntesis estan las multiplicidades: m: multiplete, q:

quintuplete, c: cuarteto, t: triplete, d: doblete.
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Tabla 21. Desplazamientos quimicos de *C RMN para cada uno de los ésteres

isoméricos.
C- 7-O-angeloil- 7-O-angeloil- 9-O-angeloil-
turneforcidina dihidroxiheliotridano dihidroxiheliotridano

1 41.7 449 41.9

2 32.4 29.6 28.9

3 56.1 54.8 54.9

5 53.0 54.0 54.0

6 35.8 335 36.1

7 75.5 75.7 72.3

8 71.9 72.7 72.8

9 65.2 62.8 65.1

1 168.5 169.3 169.6

2' 128.8 128.9 129.0

3 140.2 139.5 139.3

4 16.1 16.1 16.1

5' 20.9 20.7 20.8

e Identificacion de los monoésteres de necinas 1,2-saturadas por RMN

Los espectros de *H RMN fueron analizados para obtener informacion de los
cambios quimicos de *H y de las constantes de acoplamiento H, H. Esto fue exitoso para
los protones de todos los compuestos excepto para los protones H-2f3, H-6a. y H-63 del 7-
éster-t el cual present6 un fuerte traslapamiento de las sefiales de proton en la region que
comprende de 6 = 2.12-2.18 ppm; como consecuencia, la J (6a,6B) no esté definida y los
valores de J (6a,7) y J (6B,7) son intercambiables para este compuesto (Espectro 16).
Para asegurar en que posicion (O-7 y O-9) se encontraban esterificadas las necinas, se
emplearon los espectros de H,C-HMBC donde se pudo apreciar la interaccion de la sefial
de **C correspondiente al carbonilo con el cambio quimico de los protones H-7 y H-9,
respectivamente (Espectros 8, 15y 22). Para todas las necinas estudiadas, se encontro

que los desplazamientos quimicos tanto para el *H como para el **C, en particular
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aquellos que se encuentran en posiciones o con respecto al nitrégeno (posiciones 3, 5y
8), no fueron reproducibles después de almacenar las soluciones en CDCI3; 0 en metanol
deuterado (CD3OD) como solvente. Las alteraciones en los desplazamientos quimicos
variaban desde 2 ppm, en el caso de *3C hasta valores por encima de 0.7 ppm en el caso
de 'H, por lo que las comparaciones entre espectros se hacian insignificantes. Tal
comportamiento es atribuido a una facil protonacion del &tomo de nitrégeno de la necina.
Para superar este obstaculo los espectros de RMN se obtuvieron al disolver las sustancias
en CD3;0D vy adicionandole al solvente unas gotas de amoniaco deuterado (ND3 25 % en
agua deuterada [D,O], Aldrich) para garantizar que las necinas presentes en solucion
estén como bases libres. Asi, todos los espectros fueron registrados bajo tales
condiciones. Por lo tanto se pudieron adquirir los datos de *H and *C NMR, de los tres

monoésteres.

Los dos monoésteres, 7-dihidroxiheliotridano (7-d) y 9-dihidroxiheliotridano (9-
d), aislados de P. praecox y la 7-turneforcidina (7-t) aislada de
P.bombycophole+P.hintonii fueron identificados como angelatos, lo que se evidencio
por sus desplazamientos de RMN en 'H (Tabla 20) y *C NMR (Tabla 21). En el
espectro de 'H, se aprecia un singulete que integra para tres protones a 1.87 (7-d)
(Espectro 1), 1.89 (9-d) (Espectro 9) y 1.91 (7-t) ppm (Espectro 16), un doblete que
integra para tres protones a 1.96 (7-d), 1.97 (9-d) y 1.99 ppm (7-t) (J = 7.3 Hz), y un
proton olefinico que aparece como un multiplete a 66.15 (7-d), 6.14 y (9-d) y 6.18 ppm
(7-t). Todas estas sefiales son caracteristicas de los ésteres del acido angélico. Ademas,

la sefial olefinica indica claramente que la molécula que esterifica es el acido angélico,
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descartando a los otros dos acidos isoméricos, el tiglico y el senecidnico, ya que para
estos, la sefial del proton olefinico aparece a campo més bajo (5 6.95) y més alto (5 5.44),

respectivamente (Joseph-Nathan et al., 1984; Eshbakova et al., 2006).

La correlacion en el espectro de HMBC entre el atomo de carbono del grupo
carboxilo del angeloil y el protdn H9 demuestra que 9-d es un derivado sustituido con un
grupo angeloil en posicion 9 (Espectro 14 y 15). Esto se confirma por los
deplazamientos de los protones H9 (84 = 4.45 y 4.22 ppm) cuyas sefiales son facilmente
identificables por su constante de acoplamiento geminal de 11.2 Hz y sus acoplamientos
vecinales con H-1 de 6.3 y 8.1 Hz, respectivamente. Esta molécula, el 9-angeloil
dihidroxiheliotridano, es la primera vez que se describe como producto natural (Véase

Figura 57).

Un razonamiento similar puede ser empleado para elucidar la estructura del 7-O-
angeloil-dihidroxiheliotridano. El espectro de HMBC (Espectro 7 y 8) exhibe una
correlacion entre el carbonilo del angeloil y H-7 (64 = 5.26 ppm). EI compuesto 7-d
muestra una excelente concordancia con los valores de *H y *C NMR de este compuesto
reportado en la literatura, previamente aislado de Senecio integrifolius var. fauiri (Roeder

y Liu, 1991) y al que le habian atribuido la estructura de la 7-O-angeloil-turneforcidina.

El monoéster 7-t aislado de P. bombycophole+P. hintonii corresponde a la 7-O-
angeloilturneforcidina. Las propiedades quimicas y espectroscopicas son diferentes de
las del compuesto descrito como 7-O-angeloil-turneforcidina por Roeder y Liu (Roeder

and Liu, 1991). De nuevo, la esterificacion del hidroxilo ubicado en la posicion C7 se



Resultados

obtuvo de las correlaciones que mostr6 el HMBC entre el carbono del grupo carboxilo

con un desplazamiento de 6 168.5 con el H-7 (64 = 5.28 ppm, Tablas 16 y 17).

8.10 Determinacion de la presencia del sistema enzimatico Cyt P450 en los

microsomas de C. albolineatus.

Se partié de una muestra de hembras congeladas a -70°C. Luego de quitarles la
cubierta cerosa (15.4 gramos) fueron depositadas en una solucion estéril de KCI 0.15 M.
Posteriormente se procesaron, acorde a los protocolos descritos en la parte experimental
para obtener la fraccion celular S9 y los microsomas donde estaria contenido el sistema
CytP450. EI contenido proteico de los microsomas se determiné por el método de
Bradford, obteniéndose aproximadamente 2.85 mg de proteina microsomal/ml. Para
establecer el contenido de CytP450 microsomal en los microsomas se realizé un burbujeo
con monodxido de carbono a la muestra problema y posteriormente se le adicioné ditionita
de sodio. Luego, se hizo una lectura diferencial en el espectrofotometro con un barrido
de 400 a 500 nm, donde se establecio la absorcion de la proteina en su estado oxidado no
asociada con CO y luego el pico de absorcion maximo del complejo proteina reducida-
CO. En el control positivo (microsomas de rata) se observaron dos maximos
caracteristicos a 420 y 450 nm indicadores de la presencia de la proteina inactiva y la
proteina activa, respectivamente (Figura 58A). Para la muestra de microsomas
obtenidos de C. albolineatus se siguio el mismo procedimiento, pero en este caso no se
observaron los picos de absorcion caracteristicos de CytP450 observados en el control

(Figura 58B).
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Figura 58. Determinacion de la presencia del sistema enzimatico Citocromo P450 en A.
microsomas de rata y en B. microsomas de C. albolineatus.

Los resultados negativos llevaron a proponer una metodologia alternativa. Tomando
como base la posible interferencia en la lectura espectrofotométrica del colorante del tipo
antraquinona (C16H100s) presente en el insecto (Rios, 1969), se realizé una purificacion
del extracto proteico empleando una columna de Sephadex-G10 (Amersham) como fase
estacionaria y eluyendo con buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4). La columna se eluyo en
un cuarto frio a -4°C y se recogieron diez fracciones de 8 ml cada una. Antes de
comenzar la separacién, la muestra fue centrifugada y el precipitado se conservé a -80°C.
El sobrenadante fue la muestra sembrada en la columna. Las fracciones recolectadas
fueron concentradas por medio de ultracentrifugacion a 32500 RPM/1h/4°C. Luego de
concentradas se aprecid que en la fraccion dos, se form6 el botdon proteico que
posteriormente fue disuelto en buffer para resuspender (amortiguador de fosfatos 0.1M

pH 7.4 con glicerol) y conservado a -80°C.
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La determinacion por el método de Bradford de la cantidad de proteina aislada arrojo
un valor de 0.879 mg/ml. Posterior a esto se realizo la determinacion de los citocromos
totales por la técnica de mondxido de carbono (CO). Se utilizaron tres muestras, la
primera que era la fracciébn microsomal antes de pasarla por la columna, la segunda el
precipitado que se formo después de centrifugar la fraccién microsomal y por ultimo, el
botén que se formo en la fraccion dos después de pasar la muestra por la columna. Para
las tres el resultado de citocromos totales fue negativo ya que no se aprecian las bandas
caracteristicas del CytP450 (hombro a 450 nm), como si ocurrié con el control positivo

(microsomas de rata).

Otra forma de determinar la presencia de CytP450 es realizando una elecroforesis en
gel de poliacrilamida usando como referencia un marcador de peso molecular. Las
muestras usadas fueron el control positivo (microsomas de rata), los microsomas de C.
albolineatus y el marcador de peso molecular. En la Figura 59 se observa el gel. En la
regién que comprende el rango de peso molecular de 50 Kda a 60 Kda, se aprecian en los
controles las bandas caracteristicas de las proteinas pertenecientes al sistema CytP450.
En las muestras, aungue en mucha menor concentracion también se observan en esta zona

las bandas caracteristicas.
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Figura 59. Gel de poliacrilamida al 10%. M es el marcador de peso molecular, MR
es la muestra de los microsomas obtenidos de rata 'y Cal y Ca2 son dos muestras de
microsomas obtenidos de C. albolineatus.
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9. DISCUSION

e Alcaloides pirrolizidinicos en Pittocaulon praecox.

Todos los tejidos analizados de P. praecox (Asteraceae) mostraron la presencia de
alcaloides pirrozilidinicos (Veéase Tabla 22). Previamente se habia reportado la
presencia de senecionina, en las raices de P. praecox (Ortega et al., 1975). Las partes
aéreas (hojas, tallos, frutos e inflorescencias) presentaron como principal alcaloide una
base nécica 1,2-saturada y esterificada en C7 que fue identificada como el monoéster 7-
angeloil-dihidroxiheliotridano, cuya estructura y configuracion absoluta se establecieron
después de emplear los espectros de RMN de *H, *C y bidimensionales y el analisis de
CG-EM, ademas de ser comparado con un compuesto de referencia obtenido
sintéticamente. EIl monoester O; se encontraba al mismo tiempo acompafiado de una
pequefia proporcidn de su isébmero estructural, el 9-angeloil-dihidroxiheliotridano. A su
vez ambos compuestos se encontraban acompariados de ésteres de APs macrociclicos que
tenian como base nécica la otonecina, siendo el compuesto mayoritario la senkirkina.
Las raices, a diferencia de las partes aéreas, no contenian monoésteres; pero si ésteres de
APs macrociclicos como constituyentes mayoritarios, tales como la senecionina, la
senkirkina y la platifilina, con bajas cantidades de sus respectivos isomeros geometricos

20E: integerrimina, neo-senkirkina y neo-platifilina.

Los diésteres macrociclicos que fueron identificados contienen los mismo acidos
nécicos, pero pueden ser distinguidos por las necinas que los conforman, asi el par

platifilina/neoplatifilina contiene la platynecina, una necina 1,2-saturada, el par
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senecionina/integerrimina posee la base nécica retronecina con una insaturacion en
posiciéon 1,2 y por ultimo, el par senkirkina/neo-senkirkina contiene la base nécica del

tipo otonecina 1,2-insaturada.

Las diferencias que existen entre los diferentes drganos de la planta no sélo se
dan en la concentracion total de los APs, sino también en los perfiles cualitativos. Los
monoésteres de AP que se encuentran ausentes en las raices, dominan en las partes
aereas. Todos los seis APs macrociclicos estan presentes en las raices con senecionina 'y
senkirkina como las estructuras mayoritarias, sin embargo en las partes aéreas,
particularmente en los tallos, la senkirkina es casi exclusivamente el Unico metabolito
macrociclico presente. En las hojas, la senkirkina parece ser reemplazada por un AP
desconocido que no pudo ser identificado, pero que acorde a su patron de fragmentacién

de MS posee las sefiales caracteristicas de un AP con base nécica otonecina.

En cuanto a la concentracion, las inflorescencias y las hojas mostraron los niveles
mas altos de APs con cerca de 1y 1.4 mg/g de peso seco, seguidos por las raices (0.4
mg/qg) y los frutos (0.6 mg/g). En cambio, la concentracion de APs en los tallos y en los

tejidos periféricos, solo superaron los 0.1 mg/g.

e Caracteristicas especiales del perfil de APs de Pittocaulon praecox.

Los cuatro géneros mexicanos Barkleyanthus, Psacalium, Pittocaulon y

Robinsonecio forman un grupo monofilético dentro de la subtribu Tussilagininae de la
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tribu Senecioneae (Asteraceae) (Bain y Goleen, 2000). Ninguno de ellos ha sido
previamente analizado para determinar la presencia de APs. Los perfiles de APs
establecidos para Pittocaulon praecox incluyen estructuras relacionadas con APs del tipo
senecionina. Los APs macrociclicos comparten los mismos &cidos nécicos Cyp,
compuestos de dos unidades Cs unidas por medio de un enlace C-C (Stirling et al., 1997).
Los dos monoésteres contienen una de estas unidades Cs, la molécula de angeloil unida
por esterificacion ya sea en la posicion C-7 o C-9 hidroxilada. En todas las especies de
Senecio estudiadas la senecionina N-6xido es el primer producto de biosintesis, el cual es
exclusivamente sintetizado en las raices y luego distribuido a toda la planta (Hartmann et
al., 1989). La senecionina N- 6xido es la estructura de partida, para la diversificacion de
los APs en las diferentes especies, lo cual genera los perfiles de APs especificos que
caracterizan las diferentes especies de Senecio (Hartmann y Dierich, 1998; Pelser et al.,
2005). Ademas, dicha diversificacion estructural puede ocurrir en todos los 6rganos de la
planta (Hartmann y Dierich, 1998). La dominancia de la senecionina en las raices de P.
praecox y su ausencia en sus partes aéreas indican el papel que esta estructura, sintetizada
en las raices, desempefia en su rol como estructura esqueleto-precursora. La conversién
directa de la senecionina en senkirkina, el AP macrociclico mayoritario presente en los
tallos de P. praecox, ha sido demostrada en varias especies de Senecio (Toppel et al.,
1987; Kelly et al., 1989). La platifilina, una necina 1,2-saturada y que solo fue detectada
en las raices, puede ser un derivado de la biosintesis de senecionina formado como
producto secundario en, o algo menos probable, sintetizado por hidrogenaciéon de la

senecionina.
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La senecionina, la senkirkina y la platifilina estdn acompafiadas de trazas de sus
isdbmeros geometricos 20E, integerrimina, neosenkirkina y neoplatifilina (Figura 60). Ya
que la isomerizacion Z/E nunca ha sido observada, es muy probable que estas sustancias
representen productos biosintéticos secundarios. Los dos angeloil-monoésteres de la base
nécica 1,2-saturada dihidroxiheliotridano requieren especial atencion, ya que esta necina,
a diferencia de los APs macrociclicos, posee una configuracion (S) en el C-7. Quizas su
origen biosintético como producto secundario en la formacion de los APs macrociclicos
es poco factible, ya que los 7/9 angeloil-dihidroxiheliotridanos estaban ausentes en las
raices, pero presentes en la mayoria de las partes aéreas analizadas, lo que permitiria
pensar en una formacion independiente que ocurra en los tallos. Aungue no ha sido
previamente descrito para la familia Asteraceae, la formacion independiente de los APs
en diferentes drganos es bien conocida; tal es el caso en las familias Orchidaceae (Frélich

et al., 2006) y Boraginaceae (van Dam et al. 1995; Frolich et al., 2007).

Otro aspecto interesante que es necesario resefiar es el hecho de que los APs de
las partes aéreas de P. praecox estan presentes como bases libres, mientras que en las
otras especies de Asteraceae se encuentran generalmente como N-O0xidos (Hartmann y
Ober, 2000). Esto se establecio al comparar los porcentajes de abundancia relativa de los
APs presentes en una muestra sometida a reduccion con zinc (APs totales: terciarios + N-
oxidos) y otra que no fue reducida (APs terciarios). Al hacer el andlisis no se apreciaron
diferencias significativas entre los valores de abundancia (Tabla 22), indicando asi que la
reduccién con zinc no afecta a los APs presentes en P. praecox, por lo tanto éstos se

encuentran en su forma terciaria o de base libre, descartando asi la presencia de los APs
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como N-6xidos en las partes aéreas de la planta. Constituyen la excepcién, los derivados
de la otonecina, como senkirkina y neo-senkirkina, que debido a la presencia de un grupo
metilo en el nitrégeno del nucleo de pirrolizidina no pueden formar los N-6xidos. No se
puede concluir que los APs estan presentes en toda la planta en su forma de bases libres
ya que falté determinar los AP como N-6xidos en las raices, lo cual no se realiz6 debido a
que los extractos alcaloideos de éstas solo fueron analizados después de la reduccion.
Los APs como N-oOxidos han sido ampliamente estudiados y principalmente se les ha
atribuido el estar involucrados en la formacion de derivados de retronecina y de bases
nécicas 1,2-insaturadas relacionadas, que, con la excepcién de la senecionina/
integerrimina en las raices de P. praecox, estan ausentes. Los APs 1,2-saturados, que se
encuentran estructuralmente relacionados con los derivados del dihidroxiheliotridano de
P. praecox, son alcaloides caracteristicos encontrados en orquideas (Frélich et al., 2006)
y en especies de Ipomoea (Convolvulaceae) (Jenett-Siems et al. 1998; Jenett-Siems et al.
2005). En ambas familias ellos se encuentran exclusivamente como bases libres

(Ipomoea) o en forma de mezclas con sus respectivos N-6xidos.

e Alcaloides Pirrolizidinicos presentes en los diferentes estadios de Ceroplastes
albolineatus.

Los tallos suculentos de P. praecox se encuentran infestados por el insecto
escama Ceroplastes albolineatus (Homoptera: Coccidae), facilmente apreciable por su
notable cubierta cerosa. Las concentraciones de APs medidas indican claramente que el
insecto secuestra los APs de su planta hospedera. Estudios quimicos previos habian

aislado e identificado gran cantidad de sesterterpenos (C25) presentes en la cubierta del
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insecto y una antraquinona en el insecto per se. Por lo tanto esta es la primera vez que se
identifican los APs en el insecto. Ademas de ser la primera vez que se reporta una

“escama” que secuestra APs.

El andlisis de CG-EM de C. albolineatus mostr6 que todos los estadios de vida
del insecto desarrollados sobre P. praecox (hembras adultas, huevos, ninfas de primer
estadio), asi como su cubierta cerosa contenian APs. Los resultados de los tres
experimentos denominados como I, Il y Ill, resultantes de tres diferentes tiempos de
colecta, véase Tabla 22, indican que, aunque se encuentran diferencias cuantitativas
apreciables entre los tres experimentos, las concentraciones de APs asociadas con los
insectos siempre son sustanciales y demasiado altas para asumir que los valores son
resultado de una contaminacion accidental. Las concentraciones de APs encontradas en
las hembras maduras vivas se encuentran en igual proporcion que aquellas encontradas en
los tallos, que es el tejido del que éstas se alimentan. En el experimento | las
concentraciones son aun mayores mientras que en el experimento |11 donde ellas fueron
analizadas por comparacion directa del tallo infestado, son menores. Las concentraciones
mas altas de APs (mg/g de peso seco) fueron registradas en los huevos (0.58); las
hembras adultas (0.44); las ninfas de primer estadio (0.37) y la cubierta cerosa (0.08).
Asimismo, las ninfas de primer estadio, que salen al eclosionar los huevos, contienen
cantidades apreciables de APs 0.37 mg/g de peso seco en el exp. 1 y 0.037 mg/ g de peso
seco en el exp. Il. Las concentraciones mas bajas de APs (0.003 a 0.05 mg/g de peso
seco) fueron encontradas en la cubierta cerosa. Generalmente el perfil de APs en el
insecto refleja el patron de la planta. En los experimentos | y 1l la senkirkina fue el

compuesto mayoritario encontrado en todos los analisis de APs. No hay algun indicativo
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que sugiera que el insecto lleva a cabo alguna modificacion estructural a los metabolitos

producidos por la planta.

e Caracteristicas especiales del secuestro de APs por parte de Ceroplastes albolineatus.

Como en otros insectos escamas, las hembras de C. albolineatus se establecen en
los tallos de su planta hospedera, que para nuestro caso es Pittocaulon praecox, y
permanecen alli a lo largo de su ciclo de vida. Las hembras se alimentan exclusivamente
de la savia, rica en azlcares, que es transportada por el floema de su planta hospedera.
Una gran proporcién de los carbohidratos ingeridos son convertidos en lipidos grasos que
son excretados a través de las glandulas localizadas en la epidermis. Ya que la cantidad
de aminodcidos presentes en el floema es baja, la formacion de la cera ayuda a ajustar el
balance entre estos dos nutrientes mayoritarios (Arreguin 'y Guerra, 1978).
Adicionalmente, la cubierta cerosa protege al insecto inmovil, al crear una barrera
mecanica contra depredadores, parasitoides y el ambiente (Takabayashi y Takahashi,

1993).

Los APs que se encontraron asociados con el insecto, son ingeridos a través del
estilete que éste inserta en los tallos para succionar la savia conducida por el floema o de
los tejidos periféricos de la planta donde el insecto se establece y donde los APs son
acumulados. Lo anterior es consistente y ha sido bien documentado, ya que en las
especies de Senecio los APs son transportados a través de la via del floema (Hartmann et
al., 1989; Hartmann y Dierich, 1998). Los APs encontrados en los diferentes estadios de

vida de C. albolineatus reflejan el perfil de los APs de la planta indicando que todos los
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APs acumulados en las partes aéreas de la planta son evidentemente movilizados a través
del floema. Esto es corroborado por los estudios realizados con Aphis jacobaeae, el
Unico insecto que se alimenta del floema y que ha sido reportado como secuestrador de
APs de diferentes especies de Senecio. Para A. jacobaeae, los perfiles de APs del insecto
reflejan los perfiles especie-especificos de la planta Senecio jacobaeae (Witte et al.,

1990).

Considerando un papel protector de los APs secuestrados en C. albolineatus, el
estado mas vulnerable de todos los estadios de su ciclo de vida son las ninfas del primer
estadio. Los huevos son bien protegidos bajo la cuticula dura de la hembra (camara de
cria) y la cubierta cerosa. Sin embargo, después de la eclosién, las ninfas de primer
estadio dejan la cavidad protectora y buscan un lugar apropiado para establecerse.
Durante este estadio los APs podrian ser una eficiente proteccion quimica contra
depredadores y posibles parasitoides. Mas interesante aun, es que las ninfas de primer
estadio reciben de los huevos Unicamente el AP toxico 1,2-insaturado del tipo otonecina,
la senkirkina (Fu et al., 2004), pero no los alcaloides no-tdxicos 1,2-saturados. Esta
discriminacion no da cabida a ambigledades, ya que los huevos colectados de la cAmara
de cria de la hembra fueron analizados directamente y comparados con el contenido
alcaloideo de las ninfas de dispersion que salieron del mismo lote de huevos almacenados
en una caja de Petri y que no tuvieron ningin contacto con tejidos de la planta o de otro
material del insecto. En el caso de las polillas de la familia Arctiidae, donde los huevos
son el estadio del ciclo de vida mas vulnerable al ataque por depredadores, los machos y

las hembras proveen a los huevos con una carga de APs, lo que les proporciona una
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eficiente proteccion quimica contra los diferentes depredadores y parasitoides (Eisner et

al., 2002)

e Mecanismo de desintoxicacion: CytP450 vs Flavin Mono Oxigenasa.

Ambos insectos succionadores (A. jacobaeae y C. albolineatus), secuestran los
APs adquiridos de la planta como bases libres. Obviamente las dos especies del orden
Homoptera son capaces de resistir a los APs pro-toxicos, A. jacobaeae del tipo
senecionina y C. albolineatus derivados de otonecina tales como la senkirkina. Todas las
otras especies de insectos que secuestran APs que no son succionadores y que han sido
estudiados en detalle, mantienen los APs adquiridos de la planta como N-6xidos no
toxicos (lepiddpteros y escarabajos del género Oreina) o en caso tal de enfrentarse con
las bases libres, los insectos previenen la acumulacion de concentraciones nocivas en la
hemolinfa o en tejidos del cuerpo, por la eficiente transferencia a las glandulas de defensa
exocrinas como en los escarabajos del género Platyphora (Hartmann, 1999; Hartmann,

2004).

Es extrafio encontrar reportes que indiquen el secuestro del alcaloide pro téxico
senkirkina en insectos (Dobler et al., 2000). La razon de esto es que la sustancia en
mencion no se puede N-oxidar (Lindigkeit et al., 1997; Fu et al., 2004; Hartmann et al.,
2005a). Por lo tanto, pensar en la N-oxidacion como mecanismo de desintoxicacion a
través de una enzima flavin mono oxigenasa como la SNO caracterizada en Tyria

jacobaeae, (Naumann et al., 2002), no procederia en C. albolineatus ya que este
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homoptero puede secuestrar la senkirkina en estado adulto y transmitirla impunemente a

través de los diferentes estadios de su ciclo de vida.

Los resultados negativos obtenidos en las pruebas realizadas para determinar la
presencia del sistema enzimatico CytP450 pueden ser atribuidos a la influencia de varios
factores durante el proceso de purificacion, tales como la inestabilidad relativa de los
microsomas, la presencia de sustancias que promuevan un efecto inhibitorio, la
interferencia de otro tipo de proteinas (enzimas hidroliticas) o la cantidad total de
proteina aislada (Scott, 1996). A pesar de éstos resultados negativos, pensar en la
ausencia total del sistema CytP450 es poco factible, ya que esta superfamilia ha sido
descrita en la gran mayoria de seres vivos, incluyendo desde bacterias hasta mamiferos.
En especies parésitas como C. albolineatus, sin embargo, que se nutren de los
componentes y metabolitos del hospedero el perfil de actividad de las enzimas que
componen esta superfamilia podria estar grandemente alterado, como lo sugiere el
resultado de la electroforesis realizada con los microsomas aislados de las hembras
adultas, en el que la concentracién de proteinas que corresponderian a CytP450 se ve
muy baja en comparacion con los microsomas hepaticos de rata. De hecho en otras
formas parasitarias estudiadas (Berger y Fairland, 1993; Saeed et al., 2002) se han
identificado s6lo isoformas especificas y en niveles muy variables. De tal forma que C.
albolineatus podria estar protegido contra la bioactivacion de los APs pro toxicos del tipo
de otonecina mediada por enzimas del sistema CytP450, que produce ésteres pirrdlicos
reactivos citotdxicos y genotdxicos para vertebrados (Fu et al., 2004) e insectos (Frey et
al. 1997; Narberhaus et al. 2005), mediante una eficiente compartimentalizacion que

prevenga el contacto con enzimas bioactivadoras (CytP450) conjuntamente con bajos
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niveles de este sistema de desintoxicacion. Esto ultimo se ha reportado para otras
especies como cobayos, ovejas y hamsters que pueden alimentarse sobre plantas con este
tipo de compuestos (APs) o sobrellevar directamente los APs sin sufrir ningin tipo de

intoxicacion (Hartmann y Ober, 2000; Hartmann y Witte, 1995).

Con respecto a los APs 1,2-saturados presentes en C. albolineatus, tales como el O; y
el Og ésteres de angeloil-dihidroxiheliotridano, su metabolismo debe ser microsomal.
Estos APs no son pro toxicos, debido a que no pueden ser bioactivados enzimaticamente
al carecer del doble enlace en posicion 1-2, una de las caracteristicas estructurales
necesarias para que un AP sea pro toxico (Fu et al., 2004; Mattocks, 1986). Hasta ahora,
la funcion bioldgica de estos APs es poco entendida; solo hay un reporte que indica una
actividad disuasora e insecticida de estos compuestos contra herbivoros (Reina et al.,

1997).
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Tabla 22. Perfil de APs de los diferentes estadios de vida de Ceroplastes albolineatus

alimentandose sobre Pittocaulon praecox.
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Perfiles de APs de las especies de Pittocaulon analizadas.
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Figura 60. Estructura de los diferentes APs identificados en las especies del género
Pittocaulon analizadas.
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Cinco de las seis especies mexicanas de Pittocaulon fueron analizadas por CG-
EM para determinar si contenian APs. Los resultados son ilustrados en la Tabla 23. El
género mostrd una gran diversidad de APs de los cuales se identificaron un total de 17.
Para todas las especies analizadas, tres tipos estructurales fueron los dominantes: (1) los
monoésteres O’ y O° de bases nécicas 1,2-saturadas, (2) los ésteres macrociclicos de
retronecina, y (3) los diésteres macrociclicos conteniendo la base nécica otonecina 1,2-
insaturada (Figura 60). En dos de las especies estudiadas, P. filare y P. velatum, los
monoésteres 1,2-saturados se encuentran acompafiados de monoésteres de la base nécica
1,2-insaturada, retronecina o heliotridina, respectivamente. Los diésteres macrociclicos
de retronecina como la senecionina y su isomero E, la integerrimina, que ademas son
anélogos estructurales de los diésteres de otonecina como senkirkina y neosenkirkina,
fueron detectados en las raices de tres de las especies analizadas. En P. praecox, ademas
de la senecionina y la integerrimina se identificaron los diésteres 1,2-saturados, platifilina
y neoplatifilina. Los APs fueron detectados en todos los 6rganos de todas las plantas en
estudio, observandose diferencias cualitativas y cuantitativas sustanciales entre los
diferentes 6rganos. Para todas las especies, las inflorescencias mostraron los niveles mas
altos de concentracion de APs, alcanzando niveles hasta de 0.3% (basado en peso seco)
en P. bombycophole. Este fendmeno es bien conocido para otras especies de Senecio
donde fueron las flores las que mostraron los niveles mas altos de APs (Hartmann y

Zimmer, 1986).

A pesar de que la senecionina y la senkirkina son frecuentemente encontradas en
taxones distantes dentro de la tribu Senecioneae, las ligularidinas y petasiteninas s6lo han

sido reportadas en taxones de la subtribu Tussilaginineae, tales como las especies
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asiaticas y europeas de Petasites y Homogyne y de las especies asiaticas Farfugium y
Ligularia (Hartmann y Witte, 1995). Esto, desde el punto de vista quimiosistematico,
confirma que el género Pittocaulon es un miembro de la subtribu Tussilaginineae (Bain y

Golden, 2000).

La co ocurrencia de los diésteres macrociclicos de otonecina y los de retronecina
no es una sorpresa, ya que los derivados de otonecina se derivan biogenéticamente de los
derivados de retronecina tal como se ha demostrado en la conversion de senecionina en
senkirkina (Toppel et al., 1987; Kelly et al., 1989). La presencia de la senecionina sélo
en las raices parece razonable ya que en todas las especies de Senecio que han sido
estudiadas, las raices aparecen como el lugar de sintesis exclusivo de la senecionina, que
es la estructura macrociclica que sirve como esqueleto para la produccion de los otros
APs (Hartmann et al., 1989; Hartmann y Ober, 2000). En todas las especies estudiadas,
todos los derivados macrociclicos de retronecina y otonecina que son especie-especificos
son formados por modificaciones periféricas del esqueleto de la senecionina (Hartmann y
Dierich, 1998; Pelser et al., 2005) lo cual es también probable para el caso de todos los

APs macrociclicos presentes en el género Pittocaulon.

Sin embargo, una caracteristica particular de Pittocaulon es la presencia
concomitante, mas 0 menos cuantitativamente balanceada, de diésteres macrociclicos de
APs con monoésteres. En Senecioneae los monoésteres de AP o los diésteres de cadena
abierta son raramente encontrados junto con los APs macrociclicos. Los ésteres de la
necina (-)-dihidroxiheliotridano encontrados en P. praecox y P. velatum como el Unico

estereoisomero de 1-hidroximetil-7-hidroxipirrolizidina detectable, son reemplazados por
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ésteres de la necina (-)-turneforcidina en las otras tres especies. La asignacion inequivoca
de los cuatro posibles esteroisdbmeros y sus correspondientes ésteres se establecio
empleando un método por CG-EM que permitiera la separacion y el asignamiento sin
ningun tipo de ambigiedad de los cuatro estreoisomeros. Ademaés, la estructura fue
confirmada por RMN y por comparacion con sustancias de referencia. La presencia del
dihidroxiheliotridano como constituyente de plantas es nueva, ya que sélo se habia
reportado como un producto sintético (Robertson et al., 1996). La turneforcidina ya ha
sido descrita frecuentemente como la base nécica de varios APs monoésteres y diésteres
de cadena abierta, asi como de APs macrociclicos tales como los del tipo monocrotalina
(Mattocks, 1986; Rizk, 1991; Hartmann y Witte, 1995). Una tercera necina
estereoisomérica, es la platynecina, encontrada comdnmente en los APs macrociclicos
1,2-saturados como son platifilina y neoplatifilina que fueron identificados en las raices

de P. praecox.

Una relacion biosintética entre los APs macrociclicos y la turneforcidina parece
razonable ya que ambos tienen una configuracion (R) en el C-7. Esto aplica para tres de
las especies de Pittocaulon, pero no para P. praecox y P.velatum. En estas dos especies
los APs macrociclicos con configuracion-7R se encuentran junto con los monoésteres de
dihidroxiheliotridano con configuracion-7S. En P.velatum el monoéster saturado con
configuracion 7S se encuentra acompafiado por su andlogo 1,2 insaturado de 7-
angeloilheliotridina. Parece poco probable que los monoésteres de dihidroxiheliotridano
representen un intermediario o productos secundarios en la biosintesis de senecionina, a

menos gque uno asuma una epimerizacion adicional en el C-7.
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e APsy la defensa vegetal.

En cada una de las partes analizadas de las especies del género Pittocaulon se
encontraron APs. A éstos compuestos nitrogenados se les atribuye que fueron
desarrollados por las plantas como defensas quimicas bajo la presién de seleccién
ejercida por los herbivoros debido a su sabor “amargo”, que les permite ser recordados
como potentes disuasores de la alimentacion (Boppré 1986, Brown y Trigo, 1995) y sus
reconocidas propiedades toxicas contra diferentes individuos (Mattocks, 1986; Brown y
Trigo, 1995; Macel et al., 2005). Uno de los argumentos que soportan este papel
defensivo es que muchos herbivoros generalistas no se alimentan de plantas que producen
APs (Van Dam et al., 1995; Hartmann, 1999). Adicionalmente los individuos
especialistas ademas de haber desarrollado mecanismos que les permiten no ser afectados
por los compuestos producidos por la planta, emplean los APs como protectores contra

depredadores (Hartmann, 1999; Ober, 2003).

Las plantas requieren de una amplia diversidad metabdlica, cualitativa y
cuantitativa, para contrarrestar la gran cantidad de enemigos que las atacan. Ademas es
ampliamente aceptado que a mayor diversidad metabdlica, mejor proteccion para la
planta y que las mezclas de MS son mas efectivas que los compuestos individuales
(Espinosa-Garcia, 2001). En el género Pittocaulon, se da la presencia concomitante de
tres clases de APs: (1) los ésteres macrociclicos del tipo otonecina; (2) los ésteres
macrociclicos de retronecina, solo en raices y (3) los monoésteres de necinas 1,2-
saturadas. Los primeros y los segundos son toxicos para mamiferos e invertebrados. Los

monoésteres saturados no presentan tal toxicidad, ya que carecen de un requisito
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estructural como es la insaturacion en posicion 1,2 (Hartmann, 1999). Adicionalmente
son muy pocos los estudios de actividad realizados con estos compuestos (Reina et al.,
1997). Lo anterior no quiere decir que estos compuestos no sean Utiles para la planta
desde el punto de vista defensivo, aunque por si solos puede que no sean tdxicos, al estar
presentes en una mezcla, quizas ejerzan un efecto sinérgico (Coley y Kursar, 2001). La
actividad toxica a la cual aqui se hace referencia va dirigida casi que exclusivamente
contra mamiferos e insectos herbivoros. Son pocos los reportes de APs con actividad
antimicrobiana, quizés por la falta de estudios que la comprueben o en realidad, debido a
su mecanismo de accion (Fu et al., 2004), a la poca actividad inhibitoria que tengan los
APs.  Entonces cabe preguntar, ;Como se defiende la planta ante el ataque de
microorganismos? La respuesta, en parte, podria estar dada por otra u otras clases de MS
presentes. Para el género Pittocaulon solo se han reportado sesquiterpenos del tipo
furanoeremofilano, pero son necesarios mas estudios que permitan identificar otros tipos
de MS, como terpenos y compuestos fendlicos, reconocidos por su actividad inhibitoria

del crecimiento bacteriano y fungico.

Las cantidades relativas tan variables de los APs encontrados en los 6rganos
analizados de Pittocaulon son completamente normales y ha sido reportada para
diferentes especies que producen APs. Dichas diferencias en la concentracion de los APs
se da a todos los niveles: entre tejidos de un individuo a través del tiempo, entre los
6rganos de un individuo, entre individuos, poblaciones, especies, géneros y familias,
(Borstel et al., 1989; Witte et al., 1992; Vrieling et al., 1993; Biller et al., 1994; Van
Dam et al., 1995; Hartmann, 1999). La presencia de APs es extremadamente variable, lo

que le facilita a la planta poder encarar las demandas de un ambiente que varia
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continuamente (Ober, 2003). Ademas se debe tener en cuenta que dicha variabilidad esta
regida genética y ambientalmente (Vrieling 1993; Brown y Trigo, 1995; Schoonhoven et

al., 2005).

La acumulacién de alcaloides en los tejidos analizados de Pittocaulon cumple con
un patron que estd de acuerdo con las predicciones de la teoria de la defensa Optima
formulada por Feeny (Feeny, 1976) y Rhoades & Cates (Rhoades y Cates, 1976) que
enuncia en una de sus sub-hipotesis: “Dentro de un organismo las defensas seran
destinadas en proporcion al riesgo que tenga la parte de la planta y el valor de esta parte
en su adecuacion, y seran inversamente proporcionales al costo de la defensa” (Mc key,

1974; Stamp, 2003).

La prioridad de asignacion esta determinada por la historia de vida de la planta y
los cambios que ocurren con el desarrollo de la misma (Espinosa-Garcia, 2001). Las
especies de Pittocaulon generalmente florecen y fructifican todos los afios durante la
primavera, ya para la época de lluvias cuando las inflorescencias caen, se da la
produccion de las hojas que va hasta comienzos del invierno (Clark, 1996). De acuerdo
con esto se esperaria que durante la reproduccion, las flores y las semillas de Pittocaulon
tengan una mayor concentracion de MS que las otras partes de la planta. Este patrén se
puede apreciar en la Tabla 23 en donde los valores obtenidos para las inflorescencias de
cuatro de las especies analizadas (de P. filare no se recolectaron), fueron los que mayor
concentracion de APs por gramo de peso seco presentaron (0.97 mg en P. praecox, 3.04
mg en P. bombycophole, 2.89 mg en P. hintonii y 0.32 mg en P. velatum) al compararlos

con los otros dos tejidos analizados (tallos y raices). Esto permite a la planta proveer con
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compuestos de defensa a una estructura reproductiva altamente significativa que si se
viera afectada podria tener un impacto mas grande en la adecuacion de la planta que el
dafio a otros Organos. Para P. praecox, adicional a los tallos, raices e inflorescencias,
también se analizaron las hojas. El patron que se esperaria de esta planta anual es que
antes de la reproduccion, las hojas estuviesen mejor protegidas que durante la etapa
reproductiva. Efectivamente esto es lo que acontece, la concentracion de APs en las
hojas de P. praecox por gramos de peso seco (1.42 mg/g) y es aun mayor que el de las

inflorescencias.
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Tabla 23. Perfiles y concentracion total de los APs presentes en los diferentes 6rganos
analizados de cinco de las especies de Pittocaulon establecidos por CG-EM.
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10. CONCLUSIONES

e Todas los tejidos analizados de P. praecox (tallos, corteza, hojas, inflorescencias,

raices) contenian APs.

e En los tejidos aéreos de P. praecox, los APs se encuentran en su forma terciaria o

de bases libres.

e Se reporta por primera vez la presencia de APs en cinco de las seis especies que
conforman el género Pittocaulon. En todas las partes analizadas (raiz, tallos e
inflorescencias) se identificaron APs de tres tipos: monoésteres de necina 1,2-
saturadas no toxicas, esteres macrociclicos de retronecina y diésteres

macrociclicos del tipo otonecina, potencialmente toxicos.

e En las raices de P. praecox, P. velatum y P. filare se establecié la presencia de la

senecionina y su isomero E, la integerrimina.

e Para tres de las especies de Pittocaulon estudiadas (P. bombycophole, P. filare, P.
hintonii y P. velatum) los monoésteres tenian como base nécica la turneforcidina.
Para P. praecox y P. velatum Ila necina fue identificada como
dihidroxiheliotridano, siendo esta la primera vez que se reporta esta necina como
producto natural. Los monoésteres O; y Og se encontraban esterificados por el

acido angelico.



Conclusiones

Los monoésteres  7-O-angeloildihidroxiheliotridano y  9-O-angeloil

dihidroxiheliotridano se reportan por primera vez como productos naturales.

Las hembras adultas del insecto Ceroplastes albolineatus secuestran APs de su
planta hospedera sin modificarlos. Los APs secuestrados son de dos tipos
estructurales: los pro-toxicos (diésteres de otonecina 1,2-insaturados) y los no-

toxicos (7 y 9 monoésteres, teniendo como necina el dihidroxiheliotridano).

Los resultados indican que la hembra provee a los huevos de una carga de
alcaloides, y éstos a su vez transmiten a las ninfas de dispersion del primer

estadio, unicamente el AP toxico (senkirkina).

El insecto Ceroplastes albolineatus es el primer insecto escama reportado que
secuestra alcaloides pirrolizidinicos y posee la habilidad de secuestrar la

senkirkina. EI mecanismo por el cual lo hace no esta determinado.
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12. APENDICE

ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

METODOLOGIA

Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos diclorometanico y
metandlico de las diferentes especies de Pittocaulon.

Obtencion de los extractos

Las muestras de flores, tallos y raices de las cinco especies de Pittocaulon
recolectadas, previamente secas y molidas se extrajeron con solventes organicos de
polaridad ascendente: primero se hicieron tres extracciones con CH,Cl, y posteriormente
al mismo material vegetal se le hicieron tres extracciones con MeOH. Ambos extractos

fueron llevados a sequedad.

Capacidad inhibidora del radical libre DPPH (1,1-difenil-2- picrilhidracil) (Bors et al.,
1992).

Para el cernimiento primario se utilizaron concentraciones de 1000 ppm de los
extractos disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO). Se emplearon como controles positivos
el a-tocoferol y la quercetina. Tres pozos de una placa de ELISA recibieron cada uno 50
ul de una solucion de extracto y 150 ul de una solucion etandlica de DPPH 133.33 uM
(concentracion final 100 uM). La mezcla se protegid de la luz y se dejo reaccionar por

30 min con agitacion constante a 37°C, posteriormente se determino la densidad Optica
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(DO) en un lector de ELISA a 515 nm. La actividad antioxidante frente al radical DPPH

se expresd como porcentaje de inhibicion y se calculé con la siguiente férmula:

% de inhibicion = ([DOcontrol - DOproblema]/DOcontrol)x100
DOcontrol = DPPH 100 uM
DOproblema = DPPH 100 uM maés sustancia problema

Inhibicidn de la peroxidacion de lipidos de cerebro de rata (TBARS) (Ng et al., 2000).

Lipoperoxidacion inducida con FeSO, y determinacion de sustancias reactivas con el
&cido tiobarbitdrico (TBARS)

En células de cerebro de rata se evalud la capacidad de inhibir la lipoperoxidacion
inducida por FeSO, de los extractos de las diferentes especies de Pittocaulon ya

enunciadas.

En la evaluacién primaria (cernimiento) se utilizaron 500 ppm de extracto disuelto
en DMSO y como controles positivos quercetina y el a-tocoferol. Utilizando el método
280/205 se determiné el contenido de proteinas por al homogenizado de cerebro de rata
en buffer de fosfatos 4.5 mM (pH 7.4) y después se ajusto a 2.5 mg de proteinas/ml de
homogenizado. Se agregaron 400 ul del homogenizado de cerebro y 50 ul de solucion del
extracto a un tubo Eppendorf de 1.5 ml, la mezcla se incub6 a 37°C con agitacién
constante durante 30 min, posteriormente se adicionaron 50 ul de una solucion salina (0.9
% de NaCl) de FeSO,4 100 uM (concentracion final 10 uM) y se incubd la mezcla a 37°C
con agitacion constante durante 60 min. Después, se agregaron 500 ul de &cido
tiobarbitdrico (TBA) al 1% (mezcla 1:1 de una solucién de NaOH 0.05 N y solucion de

acido tricloroacético al 30 %), se incubd en hielo durante 5 min, se centrifug6 por 10 min
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a 10000 rpm a temperatura ambiente, se calentd en bafio Maria a 90°C por 30 min y se
tomaron 1000 ul del sobrenadante para determinar su densidad 6ptica (DO) a 540 nm. El
porcentaje de inhibicion de la lipoperoxidacion se obtuvo empleando la siguiente

formula;

% de inhibicion de la lipoperoxidacion = [(TBARS, - TBARS:/TBARS,)]x 100
TBARS, = nmoles de TBARS por mg de proteina en la reaccién control

TBARS; = nmoles de TBARS por mg de proteina en presencia del extracto

Determinacion de la Concentracion inhibitoria 50 (Clsp) (Tallariday Murria, 1986).

Para la determinacion de Clsp de los extractos activos se realizaron tres 0 mas
experimentos independientes. Luego de obtener las curvas se hizo un analisis de
varianza (ANOVA), seguido de una prueba de Dunett para establecer los valores que
presentan una diferencia significativa con respecto al control. Despues se graficaron los
valores significativos vs el logaritmo de la concentracion y de alli se seleccionaron los
datos que estaban comprendidos entre un 20 y un 80% de la inhibicion méaxima, a los
cuales se les hizo una regresion lineal de donde se calcul6 el valor de la Clsy para cada
una de las rectas con la formula Y=mx+b. Posteriormente se obtuvo el promedio y el

error estandar de las Clsgs, siendo éste el valor final.

Resultados de la inhibicion de la peroxidacion de lipidos en cerebro de rata (TBARS)

Para determinar el porcentaje de actividad inhibitoria de la lipoperoxidacion,
primero se realizd un cernimiento con los veintiocho extractos a una concentracion de

1000 ppm. A esta concentracidon la gran mayoria de las muestras presentaron una alta
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actividad inhibitoria, por lo tanto se decidié disminuir la concentracion a la mitad (500
ppm), y tomar como medida de actividad para determinar la Clsp, los extractos que
presentaron un porcentaje de inhibicion mayor del 80%. Del nimero total de extractos,
diez no alcanzaron a superar este valor de inhibicion, los dieciocho restantes presentaron
un porcentaje de inhibicion superior al 80%. Casualmente, las muestras méas activas
fueron los extractos diclorometanicos de raiz de todas las especies analizadas. Asimismo,
tres de los extractos de raices en metanol (P. praecox (93.13 %), P. velatum (92.0 %) y
P. hintonii (94.07 %)) presentaron una muy buena actividad inhibitoria a 500 ppm. Por
otro lado, todas las muestras de flores extraidas en metanol fueron activas, pero de los
extractos de flores en diclorometano sélo el de P. bombycophole (88.71%) y el de P.
velatum (92.98%) mostraron un porcentaje de inhibicion considerable. Por Gltimo, los
extractos de tallos en diclorometano no presentaron una actividad significativa, a
diferencia de los de metanol, los cuales, exceptuando los de P. filare (61.18%), fueron

todos activos. Los resultados obtenidos en el cernimiento se muestran en la Tabla 24.
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Tabla 24. Inhibicion de la peroxidacion de lipidos en cerebro de rata (TBARS) de los
extractos diclorometéanico y metanolico obtenidos de tallos, raices e inflorescencias de
las diferentes especies de_Pittocaulon. * Extractos que presentaron baja actividad en el

cernimiento a 500 ppm.

Especie Muestra Concentracion TBARS % Inhibicioén
(ppm) (nmol/mg de prot)
Control | = - | 8.349 0.00
Raiz CH,Cl, 0.737 91.09
Tallos CH,Cl, 5.100 38.29*
P. praecox Flores CH,ClI, 5.429 32.66*
Raiz MeOH 0.582 93.13
Tallos MeOH 0.622 92.66
Flores MeOH 0.384 95.53
Raiz CH,ClI, 0.691 91.63
Tallos CH,Cl, 5.176 37.36%
Flores CH,CI, 0.566 92.98
P. velatum Raiz MeOH 0.678 92.00
Tallos MeOH 1.651 80.53
Flores MeOH 0.420 95.11
Raiz CH,ClI, 500 0.580 92.98
Tallos CH,Cl, 4.492 45.64*
P. bombycophole Flores CH,ClI, 0.910 88.71
Raiz MeOH 3.745 55.83*
Tallos MeOH 0.374 95.59
Flores MeOH 0.364 95.76
Raiz CH,ClI, 1.160 85.96
Tallos CH,Cl, 5.950 27.99*
P. hintonii Flores CH,Cl, 4.482 45.76*
Raiz MeOH 0.503 94.07
Tallos MeOH 1.565 81.54
Flores MeOH 1.148 86.64
Raiz CH,ClI, 0.994 87.98
Tallos CH,Cl, 6.096 26.23*
P. filare Flores CH,ClI, n.d. n.d.
Raiz MeOH 3.030 64.26*
Tallos MeOH 3.291 61.18*
Flores MeOH n.d. n.d.
Control positivo Alfa tocoferol 430 1.66 82.28
Quercetina 3.383 1.27 86.61
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Para el céalculo de las concentraciones que inhiban el 50% (Clsp), se emplearon los
extractos que en el cernimiento mostraron una actividad inhibitoria superior al 80%. De
las muestras analizadas las que tuvieron mayor actividad fueron las raices extraidas en
CH,Cl,. Los valores de Cls para P. praecox, P. velatum, P. bombycophole, P. hintonii
fueron de 55.54+1.28, 74.46+2.45, 86.19+4.64 y 160.82+5.37, respectivamente. Los
extractos de flores en MeOH presentaron valores de Clso un poco mas altos que los de las
raices en MeOH. Los tallos en MeOH presentaron los valores més bajos de Cls,. El
extracto mas activo de todos los que se probaron, fue el de flores en MeOH de P.
bombycophole con un valor de Clsp de 39.78+1.97 (Tabla 25).

Tabla 25. Valores de Clsy para cada una de las muestras de las especies de Pittocaulon
que fueron activas en el cernimiento de actividad inhibidora del radical DPPH. Los

resultados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de
Dunnett; los valores p<0.01 se consideraron como diferencia significativa con respecto

al control.
Especie Muestra  Clso (ppm)
Raiz CH,ClI, 55.54+1.28
P. praecox Raiz MeOH 134.78+12.39
' Tallos MeOH  224.62+13.71
Flores MeOH 11845.92
Raiz CH,ClI, 74.46+2.45
P velatum Flor,es CH,Cl, 117.87 #1.72
' Raiz MeOH 254.6016.45
Tallos MeOH  204.45+20.36
Flores MeOH  109.54+2.55
Raiz CH,Cl, 86.19+4.64
P. bombycophole Flores CH,Cl, 175.74+8.96
' Tallos MeOH  148.78+10.11
Flores MeOH 39.78+1.97
Raiz CH,Cl,  160.82+5.37
P hintonii Raiz MeOH  281.06+£11.83
' Tallos MeOH  300.35+10.09
Flores MeOH  207.39+4.86
P. filare Raiz CH,Cl,  157.57+6.62
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Resultados de la capacidad reductora del radical libre DPPH de los diferentes

extractos de Pittocaulon spp.

Unicamente cinco de los veintiocho extractos probados, presentaron una buena
actividad inhibidora del radical libre en el cernimiento a 500 ppm. Las flores en MeOH,
con valores de 91.0%, 93.03%, 93.36% Yy 93.79% para P. praecox, P. hintonii, P. velatum
y P. bombycophole, respectivamente, fueron los que mayor actividad inhibitoria
mostraron. Las flores de P. velatum (94.41%) y las de P. bombycophole (89.02%)
extraidas en CH,CI, también arrojaron una buena actividad reductora del radical DPPH.
De nuevo, como ocurrid en el analisis de TBARS las raices extraidas en CH,CI, siguen
en actividad a las flores, aunque éstas no son activas en esta prueba como si lo fueron en
la de inhibicion de la peroxidacion de lipidos. Por ultimo los tallos de Pittocaulon spp.
extraidos en CH,CIl, y en MeOH presentaron una muy baja actividad reductora de
radicales (Tabla 26).

Tabla 26. Cernimiento de la actividad inhibitoria del radical DPPH para las diferentes
muestras de_Pittocaulon.

% Inhibicién del radical libre DPPH (1000 ppm)
Muestra/especie | P. praecox | P.velatum P. bombycophole P. hintonii P. filare
Raiz CH,Cl, 68.07 57.27 65.37 46.66 64.18
Tallos CH,CI, 37.28 36.37 70.63 42.27 40.48
Flores CH,CI, 68.25 94.41 89.02 62.72 nd
Raiz MeOH 46.50 55.14 43.02 46.50 23.17
Tallos MeOH 18.31 54.99 40.72 48.75 26.50
Flores MeOH 91.00 93.03 93.79 93.36 n.d.

En el andlisis de la Clsp, se aprecia un comportamiento similar al presentado por

los extractos que fueron activos en TBARS, observandose que la mayor actividad
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inhibitoria fue presentada por flores de P. bombycophole extraidas en MeOH con un Clsg
de 51.38+4.08. Los otros extractos activos de flores en MeOH de P. velatum, P. praecox
y P. hintonii, tuvieron valores de 69,42+7.36, 89.7845.82 y 120.59+8.39,
respectivamente (Tabla 27). La determinacion de la Clso para los otros dos extractos
activos (P. velatum y P. bombycophole en CH,CI,) no se realizd, debido a que al disolver
las muestras en DMSO se form6 un precipitado. Estas muestras fueron centrifugadas
para evitar algun tipo de interferencia en la lectura, pero se presentdé un abatimiento
importante de la actividad.

Tabla 27. Valores de Clsy para cada una de las muestras de las especies de Pittocaulon

que fueron activas en el cernimiento de DPPH. Los resultados se sometieron a un

analisis de varianza (ANOVA) seguida de una prueba de Dunnett; los valores p<0.01 se
consideraron como diferencia significativa con respecto al control.

Muestra Flores MeOH Clg
P. praecox 89.78+5.82
P. velatum 69.42+7.36
P. bombycophole 51.38+4.08
P. hintonii 120.59 +8.39

Discusién

Dieciocho de los veintiocho extractos probados, obtenidos de las diferentes
especies de Pittocaulon, presentaron la capacidad de inhibir la lipoperoxidacion inducida
con FeSO, en macerados de cerebro de rata, con un rango de inhibicion que va desde el
80 hasta el 96%. La actividad fue dependiente de la polaridad del solvente empleado

para la obtencion del extracto. Asi, los extractos mas activos fueron los de raices en
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CH_CI; con valores de Clsy comprendidos entre 55 y 160 ppm. La actividad de estos
extractos puede ser atribuida a un compuesto o una mezcla de compuestos que sean

comunes en las raices de todas las especies que comprenden el género Pittocaulon.

Con respecto a la actividad inhibidora del radical DPPH, las muestras que
presentaron mayor actividad fueron las flores en MeOH de las cuatro especies analizadas.
Del mismo modo, las muestras de flores en MeOH, mostraron una buena actividad
antioxidante en la técnica de TBARS, siendo la muestra més activa la de flores de P.
bombycophole. Aunque no se han reportado compuestos de tipo fendlico en ninguna de
las plantas que componen el género Pittocaulon, la actividad antioxidante e inhibidora
del radical DPPH de los extractos metandlicos de las flores, pueda estar mediada por
compuestos de este tipo, tales como flavonoides o sus respectivos glicésidos, reportados
en el género Senecio (Bohm y Stuessy, 2001), ademas de su reconocida propiedad como
agentes antioxidantes. Aungue son pocos los estudios antioxidantes con compuestos
previamente reportados para este género, tales como sesquiterpenos del tipo eremofilano
y alcaloides pirrolizidinicos, no se deben descartar al momento de buscar posibles

responsables de estas actividades.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Determinacion de la actividad antibacteriana y antifungica de los extractos

diclorometanico y metandlico de las diferentes especies de Pittocaulon.

METODOLOGIA

Obtencidn de los extractos
Los extractos fueron preparados de acuerdo al procedimiento descrito previamente para

la actividad antioxidante.

Evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana - Método de difusion en agar o de
Kirby-Baler (Van der Berghe y Vlietinck, 1991).

Este método se utiliz6 para evaluar cualitativamente la actividad antibacteriana de

los extractos, la metodologia es la siguiente:

Se empled como medio de cultivo estandar el agar Mueller-Hinton (Bioxon 110-1).
Para el inoculo se tomaron, con un asa de siembra estéril, 4 6 5 colonias del
microorganismo a ensayar y se sumergié en 10 ml de caldo Mdueller-Hinton (Bioxon
260). Para cada microorganismo de prueba, se incubd el tubo de cultivo a 37 °C por 24
horas, o hasta que la turbidez del medio fuera equivalente al estandar N° 0.5 de
MacFarland (1.5 x 10° bacterias/ml). Para la siembra de los microorganismos se
sumergio un hisopo en el caldo indculo y se esparcié mediante estrias en por lo menos
tres direcciones, sobre la superficie de una placa de agar de Mueller-Hinton (Bioxon 110-

1) y se dejo secar. Para solubilizar los extractos se emplearon como solventes cloroformo
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(CHCI3) y MeOH. Posteriormente, se impregnaron los sensidiscos de 5 mm de diametro,
hechos de papel Whatman N° 5, con 2 mg del extracto a probar. Luego se dejé evaporar
el solvente durante 12 horas, para ser colocados manualmente sobre la superficie del
agar. Como control positivo se empled cloramfenicol (25 pg/sensidisco). Como
controles negativos se utilizaron sensidiscos con cada uno de los solventes empleados.
Por ultimo las placas con las muestras y las placas con los controles se dejaron incubando
a 35 °C por 24 horas. Para interpretar los resultados se midieron, con una regla de
calibracion en milimetros, las zonas de inhibicion. En todos los casos, la prueba se hizo

por triplicado y se reportaron los valores promedio en mm.

Actividad antifungica - Método cualitativo de inhibicion del crecimiento radial (Wang
y Ng, 2002)

Para los hongos, se utilizd como medio de cultivo estandar agar Czapek (Sigma). El
ensayo contra hongos filamentosos se llevé a cabo en cajas petri (100 x 15 mm) con 20
ml de agar de papa dextrosa, en el cual se inocularon las esporas del hongo. Después de
que el micelio se ha desarrollado, se colocan los discos previamente impregnados con el
extracto a probar, la preparacion de los discos es igual a la técnica de difusién en agar. Se
usaron concentraciones de 2 mg de extracto por disco. Los discos se colocaron a una
distancia de 30 mm del limite micelial. Las placas se incubaron a 23°C durante 72 horas
hasta que el crecimiento micelial se hubiera desarrollado. Como control negativo se
emplearon discos con 10 pl del solvente empleado para disolver los extractos y
dejandolos evaporar durante 12 horas. Como control positivo, se utilizaron sensidiscos

de Ketoconazol a una concentracion de 7 ug/disco. Las pruebas se hicieron por
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triplicado. Para considerar un extracto como activo, Unicamente se observo si existian

zonas de inhibicion (Wang y Ng, 2002).

Microorganismos y medios de cultivo.

La actividad antibacteriana de cada extracto fue realizada contra las bacterias Gram-
negativas, Escherichia coli (ATCC25922), Enterobacter aerogenes, Enterobacter
agglomerans (ATCC27155), Shigella boydii (ATCC8700), Vibrio cholerae No-01(no
patdgena), Vibrio cholerae INDRE 206 aislada de agua contaminada, Vibrio cholerae
aislada de un caso clinico, Vibrio cholerae CDC V 12, las cuales corresponden al grupo
01, productor de enterotoxina, serotipo Inaba, biotipo El Tor. Las bacterias Gram-
positivas empleadas fueron: Bacillus subtilis (ATCC6633), Sarcina lutea, Staphylococcus
aureus (ATCC12398) y Staphylococcus epidermidis. Ambos tipos de bacterias fueron

donadas por el laboratorio de microbiologia de la FES-Cuautitlan.

Las cepas de hongos utilizadas en los bioensayos de actividad antifungica fueron:
Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes, Fusarium sporotrichum, Fusarium
moniliforme y Rhyzoctonia solanii donadas por el Laboratorio de Fisiologia vegetal de la

UBIPRO, FES-Iztacala y por el Dr. Rodolfo de la Torre.
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Tabla 28. Extractos de Pittocaulon que presentaron actividad antimicrobiana y las
bacterias contra las que fueron activos.

Extracto Bacteria Halo de inhibicion
(mm)

P. velatum tallos Staphylococcus epidermidis e 8.00
CH,CI, Bacillus subtilis e 7.00

P. hintonii tallos
CH,CI, Vibrio cholerae Tor e 7.00

P. hintonii tallos
MeOH Vibrio cholerae Tor e 8.00
P. hintonii raiz Staphylococcus aureus e 7.00
CH,CI, Bacillus subtilis e 7.00
P. bombycophole flores Staphylococcus aureus e 8.00
CH,CI, Bacillus subtilis e 8.0
P. bombycophole flores Bacillus subtilis e 7.00
MeOH Vibrio cholerae Tor e 7.00
P. bombycophole tallos Staphylococcus epidermidis e 7.00
CH,CI, Bacillus subtilis e 8.00
Vibrio cholerae caso clinico e 8.00
P. bombycophole tallos Bacillus subtilis e 8.00
MeOH Vibrio cholerae Tor e 7.00
P. bombycophole raiz Bacillus subtilis e 7.00
CH,CI, Vibrio cholerae Tor e 800

P. bombycophole raiz

MeOH Bacillus subtilis e 7.00
P. praecox tallos Staphylococcus aureus e 800
CH:Cl, Staphylococcus epidermidis e 7.0
Vibrio cholerae Tor e 8.00

P. praecox flores
CH.CI, Vibrio cholerae Tor e 7.00
P. praecox Flores Staphylococcus aureus e 8.00
MeOH Vibrio cholerae Tor e 7.00
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Resultados

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad antibacteriana de los
extractos de las especies de Pittocaulon se muestran en la Tabla 28. De esta informacion
se puede apreciar que los extractos probados tuvieron una actividad antibacteriana
moderada y no presentaron actividad antifingica. Trece de los veintiocho extractos
probados presentaron actividad antibacteriana. De los extractos activos ocho fueron de
muestras en CH,Cl, y las cinco restantes, en MeOH. De las partes analizadas, los
extractos de tallos fueron los que mayor actividad antibacteriana presentaron, seguidos de
las inflorescencias y por ultimo las raices. Los extractos de tallos en CH,Cl, de cuatro de
las cinco especies presentaron actividad antibacteriana. Los extractos mas activos fueron
los de P. bombycophole, ya que todas las muestras mostraron actividad inhibitoria del
crecimiento bacteriano, ademas todos fueron activos contra Bacillus subtilis. Después de
P. bombycophole, las muestras que presentaron mayor actividad fueron los extractos de
P. praecox con tres muestras activas (flores CH,Cl, y MeOH, tallos CH,Cl,) y los de P.
hintonii (raiz CH,ClI,, tallos CH,Cl, y MeOH) con igual nimero. Para P. velatum, sélo
los tallos extraidos en CH,CI, presentaron actividad. Los extractos metandlico y
diclorometénico de P. filare no mostraron ningun tipo de actividad antimicrobiana. Las
muestras activas, inhibieron principalmente el crecimiento de bacterias gram positivas (S.
epidermidis, S. aureus y B. subtilis). La actividad contra bacterias gram negativas solo se
vio reflejada en la inhibicion del crecimiento de Vibrio cholerae Tor y una cepa aislada

de un caso clinico.
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Discusién

Los resultados obtenidos mostraron que los extractos probados presentaron una
actividad antibacterial moderada, principalmente contra bacterias gram negativas. Las
diferencias existentes entre la sensibilidad de las cepas bacterianas en relacion con los
extractos probados, puede ser debida a la composicion estructural de las bacterias. Las
bacterias gram-negativas tienen una membrana fosfolipidica con lipopolisacaridos, lo que
hace la pared celular impermeable a solutos lipofilicos (Nikaido y Vaara, 1985). Por otro
lado, las bacterias gram-positivas pueden ser mas susceptibles, debido quizas, a que solo
tienen una capa de peptoglicanos externa, la cual no es una barrera de permeabilidad

efectiva (Scherrer y Gerhardt, 1971; Nikaido et al., 1979; Cimanga et al., 2002).

Estudios fitoquimicos realizados previamente en especies del género Senecio y
Pittocaulon, mostraron como principales metabolitos, alcaloides pirrolizidinicos vy
sesquiterpenos del tipo furanoeremofilano. Para Pittocaulon, los extractos
diclorometénicos fueron los que presentaron mayor actividad. De igual manera, de todos
los tejidos probados, los tallos fueron los més activos. Acorde con la metodologia de
extraccion, ambos tipos de compuestos, alcaloides y sesquiterpenos, pueden ser los
responsables de tal actividad, debido a que se ha reportado su presencia en tallos y
pueden ser extraidos con solventes de mediana polaridad como el diclorometano.
Adicionalmente, para este tipo de compuestos se ha reportado una actividad
antimicrobiana moderada (Jain y Sharma, 1987; Reina et al., 1995; Reina et al., 1997;

Reina et al., 1998; Gardufio-Ramirez et al., 2001; Hol y Van Veen, 2002). La actividad
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antibacteriana también puede ser atribuida a otro tipo de sustancias, permitiendo pensar

en un efecto sinergistico dado por la mezcla de diferentes clases de compuestos.
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Espectro 17. Ampliacién del RMN de proton de la 7-angeloil-turneforcidina
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Ceroplastes albolineatus, the first scale insect shown to sequester
pyrrolizidine alkaloids from its host-plant Pittocaulon praecox

Juan Camilo Marin Loaiza!, Carlos L. Céspedes'?, Till Beuerle®, Claudine Theuring® and Thomas Hartmann?®
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Summary. The occurrence of pyrrolizidine alkaloids
(PAs) in Pittocaulon (ex Senecio) praecox (Asteracese) a
species endemic to Mexico was established. The above-
ground plant organs contain the 1,2-saturated monoester 7-
angeloyl-dihydroxyheliotridane together with a small
proportion of its 9-angeloyl isomer as major akaloid. The
monoesters are accompanied by the macrocyclic otonecine
derivative senkirkine. Roots contain only related macro-
cyclic PAswith senecionine, senkirkine and platyphylline as
major components; monoesters are absent. The broom-like
succulent stems of P. praecox areinfested by the scaleinsect
Ceroplastes albolineatus conspicuoudly visible by its huge
wax cover. All life-history stages, i.e. females, eggs, first
instar nymphs (crawlers) and the wax cover were found
associated with PAs. The measured PA concentrations
clearly indicate sequestration. The highest PA concentra-
tions (mg/ g dry weight) reached are: mature females, 0.44;
eggs, 0.58; crawlers, 0.37; wax cover, 0.08. The host plant
aswell asin the infesting scale insect contain the PAs exclu-
sively as free bases. As a phloem-feeder C. albolineatus
must acquire the PAs with the ingested phloem sap. This
appears plausible since in Senecio species PA are transmit-
ted and circulated through the phloem path. It is suggested
that PAs may protect particularly the crawlers as the most
endangered stage in the life-cycle of the scale insect.

Key words. Pittocaulon praecox — Asteraceae — Ceroplastes
albolineatus — Homoptera (Coccidae) — pyrrolizidine alka-
loid — sequestration — phloem-feeder — chemical defense

I ntroduction

Pyrrolizidine alkaloids (PAs) are plant secondary con-
stituents assumed to play an important role in plant
chemical defense, particularly against insect herbivores
(Hartmann 1999; Eisner et al. 2002; Hartmann 2004). PAs
are found scattered within the angiosperms. Most prominent
families with PA-containing genera are the Asteraceae (e.g.,
Senecio, Eupatorium), the Boraginacease (e.g., Heliotropium),

Correspondence to: Thomas Hartmann, e-mail: t.hartmann@tu-bs.de and
Carlos L. Céspedes, e-mail: cespedes_|eonardo@yahoo.com

Apocynaceae (e.g., Parsonsia, Prestonia), Fabaceae
(mainly Crotalaria) and Orchidaceae (e.g., Phalaenopsis)
(Hartmann & Witte 1995). These taxa contain arich struc-
tural diversity of more than 400 PAs. Some insects that
became adapted to PA-containing plants evolved the ability
to recruit this plant defense and integrate it into their own
defenses against predators or parasitoids. The ability to
sequester PAs appears to be phylogenetically widespread
among insects. Within the Coleoptera several leaf beetles
concentrate plant-acquired PAs in their exocrine defense
secretions (Pasteels & Hartmann 2004) and flea beetles of
the genus Longitarsus sequester PAs from their plant hosts
(Dobler et a. 2000). In the Lepidoptera sequestration of
PAs is associated with evolutionary radiation within the
danaine and ithomiine butterflies (Nymphalidae) and arctiid
moths (Trigo et al. 1996; Nishida 2002; Conner & Weller
2004). Single examples of sequestration are known from
the Orthoptera, i.e. the grasshopper Zonocerus variegatus
(Bernays et al. 1977; Biller et a. 1994), and Hemiptera,
i.e. the Brazilian bug Largus rufipennis (Klitzke & Trigo
2000). In the Homoptera the phloem-sucking aphid Aphis
jacobaeae, sequesters PAs from Senecio species like
S. jacobaea, S. silvaticus and S. inaequidens (Witte et al.
1990).

Here we report on another example of PA sequestration
within the Homoptera but this time not of an aphid but a
scale insect, i.e. Ceroplastes albolineatus (Coccidae) living
on Pittocaulon (ex Senecio) praecox (Asteraceae). The
genus Pittocaulon is endemic to Mexico; it comprises five
species and has been segregated from the huge cosmopoli-
tan genus Senecio. This segregation is supported by means
of classical methods (Robinson & Brettell 1973) as well as
by molecular phylogenic techniques (Bain & Golden 2000).
P. praecox is a shrub or small tree with broomstick-like
succulent branches. The stems of P. praecox are often infested
by C. albolineatus, easily recognizable by the thick clusters of
wax that cover the scales (Fig. 1). C. albolineatus devel ops on
the sap of the P. praecox stems. It has two generations per
year Narada & Lechuga (1971). The first begins in spring
(March-May) when the newly hatched crawlers attach to
the stems and lasts until July-August when the eggs are laid.
The second generation lasts from end of fall (September-
October) until February. Adult females mature in May-July
(first generation), December-January (second generation)

——



	Portada
	Índice Temático
	Resumen
	1. Introducción
	2. Marco Teórico
	3. Antecedentes
	4. Justificación
	5. Hipótesis
	6. Objetivos
	7. Materiales y Métodos
	8. Resultados
	9. Discusión
	10. Conclusiones
	11. Bibliografía
	12. Apéndice 

