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RESUMEN

La rana Pristimantis gaigei ha sido utilizada como modelo de mimetismo batesiano, adoptando el
aposematismo (coloracién llamativa) de su modelo, la rana venenosa Phyllobates lugubris. Los
estudios sobre la composiciéon quimica de su piel son escasos. Considerando que se han reportado
alcaloides en otras especies de ranas consideradas miméticas y sin toxinas por mucho tiempo,
queremos corroborar la presencia o ausencia de algun tipo de alcaloide en el extracto de piel de dos
poblaciones de P. gaigei (PJIC001-Parque Nacional Altos de Campana y BJIC002-Parque Internacional
La Amistad-Atlantico) en Panama. Para la caracterizacion fitoquimica de los alcaloides se utilizé las
pruebas de Dragendorff, vapores de yodo y radiaciéon de luz ultravioleta (365nm). Igualmente se
empled la técnica de cromatografia de capa fina (CCF), con dos fases moviles diferentes
(cloroformo/metanol 9:1 y acetonitrilo/agua 9:1) y poder identificar el perfil quimico de los
compuestos. Tanto las muestras PJI001 Y BJI002, dieron positivas para la prueba de Dragendorff. Con
capa fina se logro6 separar y caracterizar la presencia de mas de un compuesto de alcaloide. Existio
diferencia en la composicién y comportamiento quimico entre los dos extractos, donde la muestra de
PJIC001 presenta compuestos entre una polaridad media y muy polares, con una composicion
quimica mas abundante, para la muestra BJIC002, present6 compuestos con alta polaridad y baja
polaridad. Estos resultados demuestran la presencia de diferentes compuestos de alcaloide en la piel
de la P. gaigei, siendo un indicio de un mimetismo miilleriano, logrando adquirir un posible modelo
quimico para su defensa.

Palabras Clave: alcaloides, anfibios, defensa quimica, ecologia quimica, mimetismo.

Discovery of alkaloids in the skin of the frog Pristimantis gaigei, indications of
Miillerian mimicry in two populations of Panama

ABSTRACT

The frog Pristimantis gaigei has been used as a model of Batesian mimicry, adopting the aposematism
(striking coloration) of its model, the poisoned frog Phyllobates lugubris. Studies on the chemical
composition of its skin are scarce. Considering that alkaloids have been reported in other frog species
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considered mimetic and without toxins for a long time, we want to corroborate the presence or
absence of some type of alkaloid in the skin extract of two populations of P. gaigei (PJIC001-Altos de
Parque Nacional de Altos de Campana and BJIC002-La Amistad-Atlantico International Park) in
Panama. For the phytochemical characterization of the alkaloids, Dragendorfftests, iodine vapors and
ultraviolet light radiation (365nm) were used. The technique of thin layer chromatography (TLC) was
also used, with two different mobile phases (chloroform / methanol 9: 1 and acetonitrile / water 9:
1) and to identify the chemical profile of the com-pounds. Both samples PJI001 and BJI002, tested
positive for the Dragendorff test. With thin layer it was possible to separate and characterize the
presence of more than one alkaloid compound. There was a difference in the composition and
chemical behavior between the two extracts, where the sample of PJIC001 presents compounds
between a medium and very polar polarity, with a more abundant chemical composition, for the
sample BJIC002, it presented compounds with high polarity and low polarity. These results
demonstrate the presence of different alkaloid compounds in the skin of P. gaigei, being an indication
of a miillerian mimicry, managing to acquire a possible chemical model for its defense.

Keywords: defense, chemical ecology, amphibians, alkaloids, mimicry.

INTRODUCCION

En el grupo de los anuros encontramos especies que hacen diferentes tipos de mimetismo (Symula et
al, 2001; Sherratt, 2008; Browm et al, 2011; Twomey et al, 2013) las cuales han tenido la capacidad
de aprender y trasmitir informacién fenotipica y quimica, como un mecanismo de defensa ante una
alta depredacion (Stuckert et al, 2014). Existen dos tipos de mimetismo a partir de la funcién basica
de las especies, el mimetismo milleriano (defensa quimica-toxicidad) y mimetismo batesiano
(defensa aposematica) (Margalef, 1977; Diaz, 2011).

El aposematismo en anuros esta relacionado con la necesidad del espécimen por defenderse contra
depredadores, adquiriendo reflejos que lo hacen ver como no atacable, con una coloracién
advertidora (Margalef, 1977; Diaz, 2011). De esta forma, el depredador tiende a modificar su dieta,
relacionando los colores llamativos con sabor desagradable (Ruxton et al, 2004; Diaz, 2011).
Mientras que la funcién que cumple el modelo de defensa quimica es principalmente de contrarrestar
microorganismos con moléculas biaoactivas y en potenciales depredadores, que va desde sabores
desagradables hasta ser letal (Saporito et al, 2004; Daly et al, 2005; Gutiérrez et al, 2018).

Estas moléculas bioactivas han sido identificadas como aminas biogénicas, péptidos, proteinas,
bufadienodlidos, tetrodotoxinas y alcaloides lipofilicos (Daly et al,, 2005; Weldon, 2006; Saporito et al,
2009; et al, 2012; Gutiérrez et al, 2018). En la familia Dendrobatidae, los alcaloides son las mas
importantes y juegan un papel crucial en la defensa contra depredadores (Margalef, 1977; Daly et al,
2005; Bayazit, 2010; Saporito et al, 2012).

En la actualidad la union de estas dos caracteristicas es consideradas como una innovacion evolutiva,
que implica rasgos como coloracidn, desarrollo corporal, comportamiento y dieta especializada, que
van de la mano con la toxicidad, y sabor desagradable (Tullberg et al, 1996; Diaz, 2011), esto les
permite obtener mayor cantidad de recursos que anteriormente no tenian al alcance (Lindquist et al,
1996; Speed et al, 2010).

La especie Pristimantis gaigei presenta variacion de colores a través de su distribucion (Lynch, 1985).
Las poblaciones que se encuentran en Colombia presentan coloraciones parduscas (no miméticas),
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mientras que las ranas de poblaciones de América Central son negras con bandas dorso-laterales
amarillas o anaranjadas en un fondo negro que las hace resaltar (Lynch, 1985; Leenders, 2016). Estas
caracteristicas fenotipicas hacen que se consideren como un caso de mimetismo batesiano,
asemejando rasgos llamativos de una especie venenosa, la Phyllobates lugubris. Gracias a este tipo de
mimetismo la especie logra ganar protecciéon contra depredadores potenciales, al aparentar una
especie peligrosamente toéxica (Leenders, 2001; Bayazit, 2010, Leenders, 2016). Alertando su
peligrosidad y evitando su depredacion, pero no poseen el modelo de defensa quimica, siendo real-
mente inofensivas y comestibles (Bayazit, 2010).

La distribucién de la P. gaigei va desde el Sudoeste de Costa Rica, Panama y Oeste de Colombia (Lynch,
1985). Este estudio abarca dos areas de colecta en diferentes provincias de Panama; Bocas del Toro,
parte del nordeste de Panama (Caribe) y Panama Oeste (Pacifico). La especie P. gaigei, ha sido descrita
como una especie que realiza mimetismo batesiano (Lynch, 1985; Leenders, 2016), sin defensa
quimica-alcaloides, (Myers et al, 1983), donde solo imita el aposematismo de P. lugubris (Figura 4).
Se conocen muy pocos casos de mimetismo miilleriano en anuros (Sherratt, 2008; Bayazit, 2010;
Browm et al, 2011; Twomey et al, 2013), por ejemplo, el caso de la rana Ranitomeya imitator, la cual
es considerada como un ejemplo para mimetismo miilleriano (Symula et al, 2001; Stuckert et al.,
2014). El objetivo de esta investigacion fue comprobar la presencia de alcaloides, en la piel de dos
poblaciones de P. gaigei, para reforzar la hipdtesis de mimetismo propuesta para esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Bajo el permiso de colecta SE/A-33-18, dado por el Ministerio de Ambiente, se tom6 un espécimen
del Parque Internacional La Amistad, Provincia de Bocas del Toro, en el valle de Yorkin, cabeceras del
rio Tskui, antiguo bosque secundario en una pendiente pronunciada de borde menor con muchas
palmeras (09°27°56”N, 82°51°52”0), a 435 msnm, presenta un Bosque Himedo Tropical de tierras
bajas (Holdridge, 1967), y un espécimen del Parque Nacional Altos de Campana, Provincia de Panama
Oeste, en el sendero rana dorada, orillas del nacimiento del rio Capira, conjunto de pequeias cuevas,
con poca vegetacion alrededor (08°43'28”N, 79°56'56”0), a 860 msnm, presenta un Bosque Muy
Huimedo Premontano.

Colecta y Preparacion de los especimenes

Se realiz6 giras nocturnas exploratorias en los diferentes sitios de muestreos con una ldmpara de
cabeza. Luego de ubicar los especimenes, se colecté uno en cada sitio y fueron colocadas en bolsas
plastica con aire, agua y material vegetal conservando la humedad, para posteriormente ser llevado
al laboratorio (Erazo et al, 2016). Los especimenes fueron sacrificados mediante el proceso de
congelacidn, evitando la contaminacién de la piel con agentes quimicos. Posteriormente la misma fue
retirada mediante diseccion, la muestra fue colocada en un vial con 1-2mL de etanol al 90%, durante
una semana para extraer los alcaloides (Daly, 1994). A cada extracto se le colocé el codigo del area de
colecta respectivo. Parque Nacional Alto Campana en Panama Oeste PJIC001 y Extracto del Parque
Internacional la Amistad en Bocas del Toro BJIC002.

Caracterizacion quimica (Identificacion de alcaloides) - Técnica de Cromatografia de Capa Fina (CCF)
Se utilizé un tubo capilar (0.5mm de diametro por 10 cm de longitud) para colocar una pequefia
muestra del extracto etandlico en una placa de silica (TLC Silica gel 60 F254), y luego se agreg6 el
reactivo de Dragendorff, la formacién de precipitados y cambios de color indican la presencia o
ausencia de alcaloides en la muestra (Hostettmann et al, 2008). Se realiz6 el desarrollo de la placa
con los diferentes extractos de la piel (PJIC001 y BJIC002), se utilizé diferentes fases moviles, entre
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ellas, (cloroformo:metanol 9:1), (acetonitrilo:agua 9:1), para determinar el comportamiento quimico
de los compuestos presentes.

Después del secado, la placa se observo en Luz Ultravioleta (UV-365nm) y se calculd los Rf (relacion
de frentes) de las manchas, de igual forma se revelaron con el reactivo de Dragendorff y camara de
yodo. La visualizaciéon de manchas marrones de color chocolate sobre el fondo blanco de la placa, se
considera prueba positiva para alcaloides. Luego de esto se tomaron fotografias digitales de todas las
placas de CCF, ya que el reactivo de Dragendorff y el vapor de yodo producen un registro no
permanente. Cada carril sobre la placa de CCF se colocé como positivo, negativo, o de rastreo para
alcaloides. Un resultado positivo se registré cuando aparecieron manchas oscuras, mediante la
exposicién al vapor de yodo; un resultado negativo se registré cuando nada aparecia (Hostettmann
etal, 2008). Es importante resaltar que los extractos individuales de diversas especies se compararon
lado a lado.

RESULTADOS

Los extractos de piel de P. gaigei (PJIC001 y BJIC002) reaccionaron ante la presencia del reactivo
Dragendorff, con un precipitado de color chocolate oscuro, evidenciando la presencia de alcaloides
(Figura 1). Los datos obtenidos en la cromatografia de capa fina muestran que los extractos presentan
diferencias en la composicién y comportamiento quimico (Figura 2, Figura 3). En la fase moévil no
polar (cloroformo:metanol 9:1) se logré la separacién de tres Rf en ambos extractos PJIC001 y
BJIC002. En la fase mdvil polar (acetonitrilo:agua 9:1), para PJIC001 separdé cinco Rf y BJICO02 tres
Rf. Cada uno de los puntos separados por las fases moviles re-sultaron positivas para las tres pruebas
de caracterizacion fitoquimica de alcaloides (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Datos obtenidos en la caracterizaciéon quimica de alcaloides y en el perfil quimico de
los extractos de piel de la Pristimantis gaigei.

Fase mdvil - Cloroformo: Metanol - Proporciones 9:1 - CCF Fase normal
Nl Recorridp dela Recorrido del RF Prueba de Prueba con Camara UV
fase moévil (cm) soluto (cm) Dragendorff Yodo 365nm
6.5 1 0.15 +++ +++ azul
Muestra 6.5 13 0.2 4+ . azul
PJIC001 6.5 6.3 0.97 +++ 4 azul
6.5 0 0 +++ +++ azul
6.5 0.9 0'53 e+ e+ azul
Muestra 6.5 2 0.3 +Ht o+t azul
BJI1C002 6.5 6.3 0.97 e " -
6.5 0 0 +++ +++ azul
Fase mévil - Acetonitrilo: Agua - Proporciones 9:1 - CCF Fase reversa
5 1.7 0.34 e+ e+ azul
5 2.8 0.56 e+ e+ azul
Muestra 5 3.4 0.68 4+ e+ azul
PJICO01 5 3.8 0.76 +++ +++ azul
5 4.3 0.86 o o+ azul
5 0 0 t++ +++ azul
5 0.4 0.1 o o+ azul
Muestra 5 3.2 0.64 . trt azul
BJIC002 5 43 0.86 e+ e+ azul
5 0 0 T+ +++ azul

Leyenda: Extracto del espécimen del Parque Nacional Alto Campana (PJIC001); extracto del espécimen del
Parque Internacional La Amistad-Atlantico (BJIC002), Panama. Pruebas con el reactivo Dragendorff y la
camara de yodo: negativo (--); positivo (+++); Prueba con el UV: positivo (azul), negativo (sin color).

DISCUSION

De acuerdo con los métodos de caracterizacion de alcaloides utilizados por Myers y Daly (1976) y
replicados en este estudio, se demuestra la presencia de alcaloides en los extractos de piel de P. gaigei
en dos sitios de Panama. Anteriormente especies de la familia Craugastoridae habian sido evaluadas
en busca de alcaloides y péptidos dando como resultado la ausencia de ellos (Konig et al.,, 2015). En
este trabajo P. gaigei evidencia la primera especie de la familia Craugastoridae que presenta
alcaloides en la piel.

Con la técnica de CCF logramos determinar que el perfil y comportamiento quimico de los compuestos
presentes en ambos extractos eran diferentes. Esta misma técnica la implementaron con la fase movil
Cloroformo:metanol (9:1) en los inicios de caracterizacion y separacion de alcaloides en las ranas
dardo venenosas (Dendrobatidae) (Myers & Daly, 1976; Myers et al, 1978) y la tomamos como
referencia para este estudio, logrando la separacion de varios Ry, similares a los encontrados
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previamente para dendrobatidos (Myers & Daly, 1976; Myers et al, 1978). Para esta misma fase
movil, podemos sugerir la presencia de tres clases de alcaloide: pumilliotoxina, histrionicotoxina,
decahidroquinolinas. En el caso de la muestra PJIC001, presento Rf de 0.20 y 0.15, los cuales
corresponden a los R¢ de la pumiliotoxina B y histrionicotoxina 239, respectivamente. En la muestra
BJIC002, se identificaron dos Ry, estos son 0.14 y 0.30 que corresponde de igual forma a lo reportado
para los R¢ de la histrionicotoxina 239 y a la decahidroquinolina respectivamente.

No se puede asegurar que los valores de estos R¢ son indicativos de estos alcaloides reportados
previamente, es lo que se puede sugerir, ya que la cromatografia de capa fina no es suficiente para
demostrar la identidad de un compuesto desconocido y tampoco podemos deducir que cada mancha
contiene un solo alcaloide, pueden presentar mas de uno (Myers et al., 1978). Queda por detallar y
profundizar los estudios bioquimicos para identificar el o los alcaloides encontrados en nuestro
analisis.

La segunda mezcla que utilizamos como fase mdvil fue acetonitrilo: agua, en proporciones 9:1. Con
esta fase logramos una mayor separacion de compuestos para la muestra PJIC001, con la obtencién
de 5 sefiales. Para el caso de la muestra BJIC002, se tuvo una menor separacion de la mezcla, con
cuatro sefiales, las mismas fueron vistas en el UV, donde todas refractaron la luz, observandose una
coloraciéon azul, de igual forma todas reaccionaron con el reactivo Draguendorff, confirmando la
presencia de alcaloides.

Lo que logramos obtener con esta fase mévil es que el perfil quimico de los diferentes extractos
presentan diferencias entre ellos, de la composicién y en el comportamiento quimico. Donde la
muestra de PJICO01 presenté compuestos entre una polaridad media y muy polares, con una
composicién quimica mas abundante. Mientras que para la muestra BJIC002, present6 compuestos
de alta polaridad y baja polaridad. Esta diferencia quimica puede estar relacionada con la separaciéon
geografica y el tipo de habitat, en que se obtuvieron las dos muestras (Diaz, 2011).

Considerando que la pumiliotoxina ha sido reportada en la especie modelo P. lugubris (Daly et al.,
2005) y es la molécula que se considera tiene una amplia distribucién en todos los anuros que tengan
algun tipo de defensa quimica (Saporito et al., 2004), podria estar presente igualmente en P. gaigei.
Otros estudios aseguran que la dieta es uno de los factores mas importantes en la adquisiciéon de una
defensa quimica (alcaloides). En el caso de la familia Dendrobatidae su defensa quimica proviene de
una dieta secuestrada, basada en artropodos (hormigas, milpiés, caros, escarabajos, etc.) (Daly et al.,
1994; Daly et al., 1999; Saporito et al., 2009). Debido a que se ha encontrado alcaloides en grupos de
ranas filogenéticamente distintos a la familia Dendrobatidae (Ranas dardo venenosas) (Rodriguez et
al, 2011; Prates et al., 2012), debemos empezar a generar una base de datos sobre especies que en la
actualidad se consideran que hacen mimetismo batesiano, como por ejemplo el espécimen de estudio
P. gaigei, pero con pruebas sencillas como las utilizadas, podemos deducir si estan logrando adquirir
un modelo quimico para su defensa. Al final, el éxito de una especie que hace mimetismo ya sea
batesiano o miilleriano, es poder generar una sefial de advertencia contra sus depredadores, o
simplemente pasar desapercibida, logrando la supervivencia natural de su especie.

CONCLUSION

Se logro la identificacion de la presencia de alcaloides en los extractos de las diferentes poblaciones
estudiadas de P. gaigei, por medio de tres pruebas de caracterizacion fitoquimica, Dragendorff,
vapores de yodo y radiaciéon de luz ultravioleta (365 nm), donde todas resultaron positivas. La
cromatografia en capa fina se utilizé principalmente para saber el perfil quimico preliminar de
nuestras muestras. Donde se obtuvo diferencia entre los extractos, tanto en la composiciéon quimica,
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como en el comportamiento fisicoquimico. La muestra de PJIC001 presenta compuestos entre
polaridad media a muy polares, con una composiciéon quimica mas abundante. Mientras que para la
muestra BJIC002, presenta compuestos con alta polaridad y con baja polaridad.

En este estudio damos indicios de que P. gaigei presenta un mimetismo mulleriano (defensa quimica-
alcaloides) en vez del mimetismo batesiano. Las implicaciones de nuestro hallazgo son importantes
para futuros estudios a nivel evolutivo y de estrategias de defensa en estas ranas. Considerando que
ain desconocemos las estructuras moleculares especificas de estos alcaloides, podrian estar
guardando compuestos importantes para uso potencial en la farmacocinética.
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ANEXOS

Figura 4. (A) Pristimantis gaigei, especie mimética; (B) Phyllobates lugubris, especie modelo
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