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Abstract

Frogs of genus Dendrobates retain alkaloids in their skins that are probably related to their diets,
so alkaloids composition can be affected by the offer on food resources. This study assessed the
differences in diet and alkaloid composition between two populations of D. fruncatus that inhabit
habitats with different degree of perturbation. Consequently, pitfall traps were installed, and gastric
washings were applied to all individuals. Finally, alkaloid composition by thin-layer chromatography
and identification by GC-MS was determined. The chromatography revealed substances that were
present only for the population in the less disturbed zone. On the other hand, mass spectrometry
indicated that alkaloids as indolizidine, decahydroquinoline and histrionicotoxin are present in
both populations, but that the zones differ in the presence of alkaloids from the quinilones family.
However, no differences between populations were found in diet or food availability, which suggest
that composition of alkaloids is not influenced by dietary differences. Therefore, results indicate
that habitat perturbation can probably affect alkaloid composition in D. truncatus, but differences
between zones are not related to differences in diet.

Keywords: alkaloids, Dendrobatidae, diet, extraction, pitfall traps, operated area, secondary forest,
mass spectrometry, chromatography.

Comparacion entre dieta y composicion de alcaloides de Dendrobates
truncatus (Dendrobatidae) entre dos zonas con diferentes grados de
perturbacion en un bosque seco

Resumen

Las ranas del género Dendrobates retienen alcaloides en su piel que se sabe estan relacionados
con su dieta, por lo cual la composicion de alcaloides puede estar ligada con la oferta de recursos
alimenticios. El presente estudio evaluo las diferencias en dieta y presencia de alcaloides entre
dos poblaciones de D. truncatus cuyos habitats difieren en el grado de intervencion. Se instalaron
trampas de caida, se realizaron lavados gastricos y extraccion de alcaloides con revelado en
cromatografia de capa delgada e identificacion mediante GC-MS. La cromatografia en capa delgada
revelo sustancias presentes solo para la poblacion de la zona menos intervenida. Por otra parte
la espectrometria de masas indicd que en ambas poblaciones hay presencia de alcaloides como
indolizidina, decahidroquinolina e histrionicotoxina; mientras que difieren en la presencia de
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alcaloides de la familia de las quinolinas. Por otra parte, no se encontraron diferencias evidentes en los
lavados géstricos y el recurso alimenticio que indique una influencia de la dieta en la composicion de
los alcaloides. Los resultados sugieren evidencia de los efectos de la intervencion sobre la composicion
de alcaloides en D. truncatus, los cuales aparentemente no estan relacionados con diferencias en dieta.

Palabras clave: alcaloides, Dendrobatidae, dieta, trampas de caida, extraccion, zona intervenida,
bosque secundario, espectrometria de masas, Cromatografia.

1 Introduccion

Las presiones impuestas por los depredadores a los anfibios en especial a los Anuros,
han generado en estos animales mecanismos de defensa como los venenos siendo estos de
caracter endégeno o exogeno [1]. Entre los venenos de los anfibios se encuentran mas de
800 alcaloides presentes en las pieles de ciertas especies, los cuales, en su mayoria, son de
origen exdgeno ya que se obtienen a partir de la dieta. Se ha sugerido que estos agentes
son extraidos a partir del consumo de hormigas, acaros, coledpteros y otros artrépodos
[2]. Entre los alcaloides mas estudiados en los anfibios se encuentran las batracotoxinas,
pumiliotoxinas, histrionicotoxinas y decahidroquinolinas, ademas se ha descubierto
una estrecha relacion entre éstas y el consumo de hormigas (subfamilias Myrmicinae y
Formicinae), acaros (Oribatidae), coleodpteros (Coccinelidae) y de algunas especies de
miriapodos [2, 3, 4]. Por lo tanto, la perturbacioén antropica de los habitats, al alterar la
composicion de la fauna edafica puede afectar la produccion de alcaloides derivados de
las dietas en especies de anfibios.

El bosque seco tropical es uno de los mas amenazados a nivel global debido a que las
actividades humanas que se realizan en estos ponen en riesgo la estabilidad y el equilibrio
ecoldgico de este ecosistema, lo que genera una amenaza para la biodiversidad y la
supervivencia de las comunidades que lo habitan [8]. En particular, la ganaderia extensiva
y la mineria generan una vasta destruccion de la vegetacion y la fauna presente [5,6] e
influyen en el deterioro del agua y el suelo siendo la mineria y este tipo de ganaderia las
que se realizan en el lugar donde se desarroll6 esta investigacion [7].

Los efectos de las alteraciones de habitat sobre la composicion de insectos del suelo
pueden derivar en cambios en el almacenamiento de alcaloides por especies de anfibios
de la familia Dendrobatidae. Por lo tanto el propdsito del presente estudio fue comparar
(1) la composicion de alcaloides, (2) la diversidad del recurso alimentario y (3) la dieta
de D. truncatus entre dos sitios que difieren en el grado de perturbacion. Finalmente para
cumplir el objetivo de estudio y con base en muestreos de D. truncatus y de artropodos
edaficos, se realizo la extraccion e identificacion de alcaloides presentes en cada zona
y se relaciond con la composicion de artropodos y con la dieta de los individuos de D.
truncatus.

2 Materiales y métodos

2.1 Area de estudio

El estudio se realiz6 en los bosques de la hacienda “La Espafiola” (5°93°22”
N-74°40”W), la cual se encuentra en el corregimiento de Guarinocito al sur de la cabecera
municipal de la Dorada (departamento de Caldas, Colombia). La vegetacion del area de
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estudio corresponde a la zona de vida bosque seco tropical. La hacienda se encuentra a una
altura de 178 msnm con una variacion en temperatura entre 28°C y 35°C, una humedad
relativa de 60-70% y un régimen de lluvias bimodal que se caracteriza por dos épocas
de alta precipitacion (60-120mm/mes entre marzo-mayo y septiembre-noviembre) y dos
épocas de baja precipitacion (20-60 mm/mes entre diciembre-febrero y junio-agosto) [9].
La hacienda presenta diferentes grados de intervencion con areas destinadas a la ganaderia,
mineria y areas de bosque secundario en avanzado estado de recuperacion.

2.2 Especie de estudio

El género Dendrobates incluye especies de ranas venenosas de tamafio pequefio (13,5
- 50mm) que se encuentran principalmente en bosques himedos de tierras bajas, aunque
algunas pueden ser observadas por encima de los 1000 msnm [10]. El género se distribuye
desde el suroeste de Nicaragua, el oeste de los Andes, en las cuencas Amazonas, Orinoco,
Magdalena, incluyendo las Guyanas y Ecuador [10]. Dendrobates truncatus se encuentra
distribuida en Colombia desde los 100-1130 m a lo largo del valle del Magdalena desde el
norte del chaparral hasta la costa Caribe y las tierras bajas alrededor de los extremos norte
de las cordilleras Central y Occidental, al oeste con el golfo de Uraba principalmente en
zonas de bosque humedo tropical y algunos registros de la zona de bosque seco tropical
[11]. Es una especie terrestre de habito diurno que se alimenta de artropodos y se encuentra
con frecuencia en habitats intervenidos, usualmente en plantaciones de banano y segun su
clasificaciéon en la IUCN es de preocupacion menor y los principales alcaloides presentes
en la piel son las histrionicotoxinas (HTX) [12, 13].

2.3 Disponibilidad de alimento y dieta de D. truncatus

El muestreo se realizd en dos zonas, una correspondiente a un bosque secundario
y la otra a un area con poca vegetacion arbustiva en la cual se realizan actividades de
mineria. En las dos zonas se muestre6 a los artropodos de suelo con el fin de evaluar
si la perturbacion antropica a afectado la disponibilidad de alimento para D. truncatus.
Para la captura de artropodos se instalaron trampas de caida, las cuales consistieron en
recipientes de plastico (vaso de 7 onzas) enterrados con su borde a nivel del suelo, los
cuales se llenaron con agua jabon [14]. En cada zona se establecio un trayecto de 480m,
dividido cada 160m con trampas separadas 10m entre si, para un total de 16 trampas
por. Las trampas se instalaron y posteriormente se recogieron después de 24 horas de
funcionamiento. Las capturas de cada trampa fueron depositadas en bolsas plasticas con
alcohol al 70% para su conservacion hasta la posterior identificacion de los individuos en
el laboratorio. Para todos los artropodos capturados se realizo la identificacion taxondmica
hasta el nivel de orden o familia.

Se realizo la recolecta manual de cinco ranas en cada zona, las cuales fueron transportadas
en bolsas (con hojarasca y agua para conservar la humedad) hasta llegar al sitio donde se
realizo6 el lavado gastrico. Sin embargo, a las ranas de la zona de bosque se les realizo el
procedimiento en el lugar de captura debido a que la distancia hasta el sitio de procesamiento
era muy extensa. El lavado géstrico consistio en introducir un catéter unido a una jeringa a
través de la boca y el es6fago e inyectar agua a presion, haciendo movimientos circulares
para forzar la salida del contenido estomacal [15]. El contenido estomacal se deposito en
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frascos plasticos con alcohol al 70% para la posterior identificacion en el laboratorio. Para
todos los fragmentos de artropodos obtenidos en los lavados, se realizo la identificacion
taxondmica hasta el nivel de orden o familia.

2.4 Extraccion, visualizacion e identificacion de alcaloides de D. truncatus

Las diez ranas recolectadas fueron conservadas y transportadas refrigeradas hasta el
laboratorio de Biologia de la Universidad del Valle. Aqui se realizo la extraccion de la piel
completa a través de una incision en el vientre para posteriormente llevarlas al laboratorio
de Quimica Industrial de la Universidad del Valle y realizar la extraccion de alcaloides. El
protocolo de extraccion de los alcaloides se basé en el método descrito por Daly [16]. El
protocolo consistid en conservar las pieles de las ranas en metanol durante dos semanas,
para luego filtrarlas y agitarlas fuertemente durante cinco minutos, en cuatro ocasiones, en
un embudo de separacion con cloroformo. La mezcla se vertié en un recipiente tapado con
papel filtro y sulfato de sodio (Na2SO4), lo cual inici6 el proceso de secado, y luego se
paso a una campana de extraccion, en la cual permanecio hasta que la mezcla cloroformo-
metanol se evapor6 hasta el volumen mas reducido posible. Debido a las modificaciones
que sufrio el procedimiento, no se realizaron los pasos con n-hexano, con HCl y con
amonio acuoso descritos por Daly [16] lo cual pudo generar menor pureza de la extraccion
o una reducida extraccion de los alcaloides presentes en la muestra porque no se emplearon
los reactivos indicados para este tipo de extracciones. Lo cual fue debido en gran parte a
la falta de disponibilidad de los reactivos y el acceso a otro tipo de herramientas para un
mejor analisis.

Los reportes anteriores en dendrobatidos [4,16, 17, 18] evidencian que esta especie
Dendrobates truncatus presenta sustancias de defensa, por ende no se consideraron
pruebas colorimétricas para la identificacion de alcaloides. La separacion de alcaloides
se realizo6 a través de cromatografia de capa delgada en placa para TLC de gel de silice
con indicador de fluorescencia. La proporcion de la mezcla para la cromatografia fue de
9:1 cloroformo-metanol; sin embargo, se emplearon proporciones adicionales de 6:4 y 1:9
cloroformo-metanol para generar la separacion de familias de alcaloides de acuerdo a sus
polaridades y de esa manera, evaluar si se presentaba variacion en el revelado a diferentes
proporciones de la mezcla. El cromatograma fue revelado en una cdmara de fluorescencia
a dos longitudes de onda, 254 nm y 365 nm (UV), con el fin de observar la fluorescencia
del arrastre y de las marcas dejadas por los compuestos en la fase estacionaria.

Para el andlisis efectivo de los extractos obtenidos a partir de las pieles, se utilizé la
combinacion de cromatografia de gases con espectrometria de masas GC-MS. Lo cual
se realizé con un equipo GCMS-QP2010 Ultra con un modo de ionizacion de impacto
electronico, el voltaje de ionizacion fue de 70eV, el didmetro y largo de la columna
fueron de 0,25 mm y 30 m respectivamente, con duracion de 77 minutos. La temperatura
inicial fue de 40°C y se aument6 10°C cada minuto, posteriormente se mantuvo a 280°C
durante 10 minutos y finalizé a 300°C durante 15 minutos. El resultado de esta espectro-
cromatografia, la cual arroja compuestos con probabilidad de acierto hasta del 95%, fue
comparado con los espectros de la descomposicion molecular para alcaloides reportada
por Daly [4] para confirmar la presencia de alcaloides en las muestras.
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2.5 Analisis de datos

Con el fin de evaluar la representatividad del muestreo de artropodos, se construyeron
curvas de acumulacion de taxa para las trampas de caida de las dos zonas y se observo
si estas alcanzaron la asintota. Para determinar el grado de diferencia en la composicion
del ensamblaje de artropodos de hojarasca y de la dieta de D. truncatus entre las zonas,
se realiz6 un andlisis de Escalamiento No-Métrico Multidimensional (NMDS), utilizando
el indice de Bray-Curtis como medida de similitud, en el lenguaje de programacion R
version 3.2.2. (R Development Core Team 2015) [19].

3 Resultados y discusion
3.1 Composicion de artropodos y la dieta de D. truncatus

La curva de acumulacion sugiere que el muestreo fue representativo, pues se alcanza una
asintota con el esfuerzo de muestreo realizado (16 trampas/zona durante 24h), y que se
presenta un mayor numero de taxa en la zona intervenida en comparacion con la zona
de bosque (Figura 1). El analisis de la composicion de artrépodos en las zonas y en los
lavados gastricos no evidencia diferencias considerables entre las zonas (Figuras 2 y 3), lo
cual sugiere que no existen diferencias en la oferta alimenticia potencial de las dos zonas
ni en la dieta de los individuos de ambas zonas. El orden Acari y la familia Formicidae
fueron los mas representativos para ambas zonas, sin embargo, la riqueza de taxa vario en
Formicidae (en la zona intervenida se encontraron dos subfamilias y en bosque cuatro). En
las trampas de caida de la zona de bosque se encontré mayor riqueza del orden Araneae
y abundancia de la familia Formicidae (subfamilia Myrmicinae), mientras que en la zona
intervenida la mayor riqueza y abundancia fue para la familia Formicidae (subfamilia
Myrmicinae).

Trampas de caida

&=
=)

—
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—+—Macondo

—
=
i

—=—Nona

Numero de morfoespecies nuevas
b2
w =)
I A

Unidades de muestreo (Trampas)

Figura 1. Curva de acumulacion de taxa para las trampas de caida de la zona de bosque (Nona)
v la zona intervenida (Macondo).
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Figura 2. Analisis de Escalamiento No-Métrico Multidimensional (NMDS), con el indice de Bray-Curtis como

medida de similitud, para la composicion de artropodos en la zona intervenida y de bosque secundario.
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Figura 3. Andlisis de Escalamiento No-Métrico Multidimensional (NMDS), con el indice de Bray-Curtis como
medida de similitud, para los lavados gastricos en la zona intervenida y de bosque secundario.
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En el caso de los lavados gastricos, los individuos de la zona de bosque ingieren
mayor nimero de individuos y de taxa de la familia Formicidae (subfamilia Myrmicinae),
seguido por el orden Acari y en la zona intervenida se ingiere en mayor nimero el orden
Acari, seguido de la familia Formicidae (subfamilia Myrmicinae) y con mayor riqueza
del orden Colembolla (familia Dycirtomidae) y la clase Gasteropoda (orden Pulmonata).
La morfoespecie Myrmicinae en trampas de caida y lavado gastrico presenta la mayor
abundancia y para el caso particular de las trampas de caida la mayor abundancia la
presenta el orden Acari.

3.2 Cromatografia de capa delgada (TLC)

La cromatografia se observo en una camara de fluorescencia con dos longitudes de
onda y se observaron bandas y rastros fluorescentes (Figuras 4 y 5); lo cual sugiere la
presencia de alcaloides [20]. El patron de bandas y rastros fue diferente entre las muestras
de las dos zonas, lo encontrado sugiere diferencias en la composicion de alcaloides entre
estas (Figuras 4 y 5, Tabla 1). Estas diferencias, aunque cualitativas, fueron claras debido
a la aparicion de un mayor numero de bandas en la muestra correspondiente a la zona
de bosque que en la zona intervenida (Figuras 4 y 5, Tabla 1). Los tres cromatofolios
observados presentaron diferentes bandas y rastros debido a los cambios en la polaridad
de la mezcla. (Figuras 4 y 5, Tabla 1). Adicionalmente, en el lugar de la aplicacion de la
muestra quedaron retenidas unas machas con gran intensidad, lo que estuvo probablemente
determinado por una mayor afinidad de algunos compuestos por la fase estacionaria que
por la fase movil [21]. Por otro lado, se puede apreciar que la intensidad de las bandas
y los rastros presentd variacion, lo cual puede deberse a que la intensidad de la banda
esta directamente relacionada con la concentracion de los compuestos presentes en la
muestra [22]. Por lo tanto, en la zona de bosque no solo aparecieron mas compuestos,
sino que se observaron con mayor intensidad. Estas diferencias en el nimero de bandas y
en la intensidad de estas entre las muestras de las zonas pueden estar relacionadas con la
presencia de items alimenticios en la red trofica de la zona de bosque, que son ausentes o
en menor abundancia en la zona intervenida.

Figura 4. Cromatograma revelado en luz a una longitud de onda de 254nm. Zona de bosque (N), zona

intervenida (M), proporcion cloroformo-metanol del eluente; a) 9:1. b) 6:4. c¢) 1:9.

Volumen 20 No. 2 - Edicidon especial, Biologia, Bosque Seco - diciembre 2016 101



Revista de Ciencias J. P. Erazo, L. A. Ruano y A. Lopez

Figura 5. Cromatograma revelado en luz a una longitud de onda de 365nm. Zona de bosque (N), zona

intervenida (M), proporcion cloroformo-metanol del eluente; a) 9:1. b) 6:4. ¢) 1:9.

Tabla 1. Cantidad de bandas observadas en los cromatogramas de los extractos de piel de D. truncatus en las

dos zonas evaluadas.

Eluente Zona bosque Zona intervenida  Zonabosque Zona intervenida
(254nm) (254nm) (365nm) (365nm)
Cloroformo-metanol 9:1 2 1 3 1
Cloroformo-metanol 6:4 2 1 2 1
Cloroformo-metanol 1:9 1 0 3 0

3.3 Espectrometria de masas acoplada a cromatografia de gases (GC-MS)

Para una determinacion mas precisa de los alcaloides se realizdo una GC-MS a los
extractos de las dos zonas. Los resultados de esta prueba sugieren que hay diferencias
en cuanto a la cantidad de alcaloides y en la composicion de alcaloides en cada zona
(Tabla 2). En la zona de bosque, se lograron confirmar nueve alcaloides de cuatro
familias diferentes (95% de certeza), entre ellas la Histrionicotoxina o HTX, reconocida
por su accion fisioldgica [23]. Por otro lado, para la zona intervenida se obtuvieron siete
alcaloides ubicados en tres familias, pero no se encontraron representantes de la familia de
las Quinolinas a diferencia de los extractos de la zona de bosque.
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Tabla 2. Alcaloides encontrados en los extractos de piel de D. truncatus de las dos zonas por medio de GC-MS

Familias de alcaloides = Zona de bosque Zona intervenida
Indolizidina 205A - 223A - 231B 203A - 195B
Decahidroquinolina 219A-223F -243A-269AB  267L - 269AB - 223F - 219A
Quinolina 1Y )

Histrionicotoxina 259A 285A

Total 9 7

Apesar de que las familias de alcaloides se repiten en las dos locaciones, los resultados
mostraron que solo las Decahidroquinolinas 219A y 269AB se comparten entre las zonas.
Esto puede ser debido a que sin importar que sean la misma especie, la disponibilidad del
alimento es tan variada que solo una pequefia proporcion de la oferta dietaria se repite en
las dos localidades, por lo cual las sustancias acumuladas por medio de la ingesta difieren
entre las zonas, como ha sido descrito por Daly [24]. Para el caso de las demas familias, por
ejemplo, la HTX encontrada en la muestra de la zona intervenida no es la misma que en la
zona de bosque, diferenciandose en su peso molecular y dejando duda acerca de cuéles son
los artropodos fuente de estos quimicos. Por otro lado dentro de los alcaloides descritos
para D. truncatus [13], s6lo se pudieron observar cuatro de ellos (todos presentes en la
zona de bosque y solo uno en la zona intervenida), lo que posiblemente podria representar
un aumento del espectro quimico de defensa de esta especie. Los resultados sugieren que
falta informacion sobre la bioquimica, fisiologia y ecologia de las sustancias de defensa
acumuladas en la piel de los anfibios y que sin este conocimiento las cadenas ecoldgicas
e interacciones depredador-presa aun estan lejos de ser comprendidas en este grupo de
vertebrados. Desde el punto de vista metodologico, al obviar el tratamiento de la mezcla
con n-hexano, se pudo haber incurrido en la no captura de alcaloides hidrofobicos (sales
hidrocloradas) como sucedia hasta antes de Daly [25]; lo cual sugiere que la cantidad de
alcaloides difiere entre las dos zonas estudiadas al menos para los alcaloides insolubles en
cloroformo.

3.4 Efecto del grado de perturbacion sobre la dieta y la composicion de alcaloides
de D. truncatus

Los anuros de la familia Dendrobatidae obtienen sus toxinas de manera exdgena y cada
taxon de artropodos puede proveer sustancias toxicas diferentes: las hormigas producen
pirrolidinas, indolizidinas, decahidroquinolinas, quinolinas; los &caros de la familia
Oribatidae se ven involucrados en las indolizidinas, las pirrolidinas y las quinolinas y las
HTX al parecer tienen su origen en las hormigas de la subfamilia Myrmicinae [3, 28, 29].
A pesar de esto no se puede concluir que la dieta sea la fuente exclusiva de variacion, dado
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a que no se encontrd diferencia en la dieta y no se realizaron analisis bioquimicos a los
artropodos. Por lo tanto, se desconoce sus potenciales precursores; tampoco se conoce cual
es el origen de estos precursores en los artropodos, los cuales podrian provenir de plantas
que estén presentes en una zona y no en la otra. Adicionalmente, los lavados gastricos
obtenidos en el presente trabajo (cinco por zona) pueden no ser representativos de las
poblaciones. Consecuentemente, se requieren estudios detallados acerca de la variacion
temporal en las dietas con un mayor nimero de réplicas. El conjunto de todas estas
variables podria otorgar un conocimiento mas profundo acerca de lo que esta sucediendo
en las interacciones ecologicas, fisioldgicas y toxicologicas de estas dos poblaciones.

Los resultados obtenidos sugieren que se presentan diferencias en la cantidad y
composicion de los alcaloides de las poblaciones de Dendrobates truncatus de las zonas
evaluadas. Sin embargo, no se encontr6 evidencia de que esta diferencia se deba a
variaciones en la oferta de alimento o en la dieta de los individuos de esta especie entre las
dos zonas. Adicionalmente, este estudio sugiere la presencia de alcaloides no reportados
para las poblaciones de D. truncatus evaluadas, lo cual puede incrementar el conocimiento
que se tiene de los dendrobatidos en Colombia y realizar estudios mas detallados de la
dieta, para evaluar si lo reportado puede ser producto de nuevos items alimenticios y/o
cambios en la disponibilidad de alimento. Ademas de realizar la extraccion y revelado de
los alcaloides mediante procedimientos y herramientas de mayor alcance.
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