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RESUMEN

La familia Amaryllidaceae J. St.-Hil. es un grupo de monocotiledoéneas distribuidas
principalmente en regiones tropicales y subtropicales del Hemisferio Sur. Esta familia
incluye a muchas plantas ornamentales y especies que han sido utilizadas en medicina

popular.

Dentro de la familia Amaryllidaceae, las plantas de la subfamilia Amaryllidoideae
se caracterizan por sintetizar un gran numero de alcaloides estructuralmente diversos que
presentan actividad antitumoral, antiviral, antimaldrica, inhibidora de la acetilcolinesterasa,

e inmunoestimulante.

En Chile, se describen entre 9 a 11 géneros de Amaryllidoideae, que comprenden 35

a 45 especies nativas e introducidas, distribuidas principalmente en la zona central del pais.

La delimitacion morfoldgica de los géneros de esta subfamilia es bastante dificil, ya
que los caracteres utilizados son variables. Esto genera un problema taxonémico dentro de

esta subfamilia.

Hasta el momento en Chile no se han utilizado los alcaloides como herramienta
quimiotaxonomica. La presencia de estos alcaloides en todos los representantes de la
subfamilia Amaryllidoideae, la amplia variacion estructural y la relacion biosintética entre

todos ellos, hacen que estos compuestos puedan ser un buen caracter quimico taxondmico.

De las Amarilidaceas chilenas sélo se han estudiado los alcaloides de dos especies.
En éstas se identificaron los alcaloides licorina, 17-epihomolicorina, homolicorina, 11-

hidroxi-1,2-dihidromaritidina, maritidina, hippeastidina y hemantamina.
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Dado el escaso conocimiento sobre los alcaloides presentes en las especies de
Amaryllidoideae que se encuentran en Chile y el problema taxonémico dentro de esta
subfamilia, el objetivo general de esta investigacién consistid en comparar géneros y
especies de Amaryllidoideae chilenas utilizando los alcaloides como herramienta

quimiotaxonomica.

Para cumplir con el objetivo planteado se llevaron a cabo extracciones de alcaloides
presentes en bulbos de especies de los géneros Phycella, Rhodolirium y Rhodophiala. Se
estudiaron tres especies de cada uno de estos géneros: Phycella aff. cyrtanthoides, P.
angustifolia, P. australis, Rhodolirium laetum, R. montanum, R. speciosum, Rhodophiala
bagnoldii, R. pratensis y R. volckmannii, respectivamente. Los extractos alcaloideos se
analizaron por CG-EM y se compararon los tipos de alcaloides encontrados en estos
géneros. Como resultado, se obtuvieron perfiles de alcaloides especificos para cada género
y especie analizados. En las especies estudiadas de Rhodophiala se identificaron alcaloides
de tipo licorina, crinina, galantamina, homolicorina, tazetina y montanina. Por otro lado, las
especies de Phycella presentaron alcaloides de tipo licorina, crinina, galantamina,
homolicorina y hemantamina. Finalmente, las especies de Rhodolirium presentaron

alcaloides de tipo crinina, galantamina, homolicorina, licorina y tazetina.

Los resultados de esta investigacion indican que es posible utilizar a los alcaloides
de Amaryllidaceae como herramienta quimiotaxonémica para diferenciar géneros y

especies chilenas.
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INTRODUCCION

Caracteristicas generales de la familia Amaryllidaceae

La familia Amaryllidaceae J. St.-Hil. es un grupo de monocotiledoneas
pertenecientes al orden Asparagales, que comprende alrededor de 1100 especies agrupadas
en 75 géneros y distribuidas principalmente en zonas célidas y tropicales (Jin 2013).
Actualmente, esta familia incluye a las subfamilias Amaryllidoideae, Agapanthoideae y
Allioideae (Chase et al. 2009). Los géneros de la subfamilia Amaryllidoideae con un mayor
namero de especies son Crinum, Hippeastrum, Zephyranthes, Hymenocallis y Haemanthus
(Zomlefer 1994). La mayoria de los géneros de Amaryllidoideae son endémicos de
Sudamérica o Sudafrica, pero algunos tienen una distribucion mas amplia (Arroyo y Cutler
1984). Las especies de esta subfamilia estan adaptadas para vivir en habitats xerofiticos,
mesofiticos o hidrofiticos (Arroyo y Cutler 1984).

Las Amaryllidoideae se caracterizan por ser plantas perennes o bianuales, con tallo
floral o escapo, con bulbos tunicados y raramente con rizomas (Hutchinson 1959, Parodi
1959, Muiioz 1959, Zomlefer 1994). Sus hojas son simples, lineares, con venacion paralela
y agrupadas basalmente. Las flores son actinomorfas, hermafroditas, solitarias a muchas y
umbeladas en el extremo del escapo, sustentadas por un involucro de 2 o mas (raramente
una sola) bracteas generalmente membranosas (Parodi 1959 y Muifioz 1959). Perianto
petaloideo compuesto por 6 tépalos libres o soldados en la base, dispuestos en 2 series y 6
estambres libres o conniventes insertos en la base de los segmentos del perianto y opuestos

a los tépalos (Parodi 1959 y Zomlefer 1994). Anteras biloculares introrsas. Todos los



tépalos son similares o los mds internos mas pequefios o mas largos que los externos
(Hutchinson 1959). Ovario generalmente infero, trilocular, con muchos 6vulos en cada
celda y con placentas axilares. Estilo simple y estigma punteado, capitado o trilobulado. El
fruto es una cépsula loculicida o raramente una baya (Zomlefer 1994). Las semillas
generalmente son numerosas, con una cubierta negra, con un endosperma carnoso rodeando
al pequefio embrion, algunas veces angulares o comprimidas y aladas (Mufioz 1959).

La subfamilia Amaryllidoideac ha sido dividida en varias tribus que estan
restringidas a ciertas areas geograficas y que estan basadas en numerosos caracteres, tales
como la simetria floral, la composicion de la inflorescencia, morfologia de los estambres y
del polen, y tipos de frutos y semillas (Traub 1957). Esta es una subfamilia bien definida
por otros caracteres ademds de los moleculares, tales como la combinacién de las
inflorescencias umbeladas, ovario infero y una quimica unica en alcaloides (Meerow y
Snijman 2006); pero los caracteres morfologicos por si solos fallan para establecer
adecuadamente las relaciones filogenéticas dentro de esta subfamilia (Meerow y Snijman
2006).

La subfamilia Amaryllidoideae previamente estuvo en la categoria taxondémica de
familia, denominandosele Amaryllidaceac (Chase et al. 2009). Esta familia ha
protagonizado diferentes modificaciones taxonémicas a lo largo de los afios.

Pax y Hoffmann (1930) establecieron para Amaryllidaceae las subfamilias
Amaryllidoideae, Agavoideae, Hypoxidoideac y Campynematoideae. Esta clasificacion
sufrio transformaciones con el tiempo; especies de las subfamilias Agavoideae,
Hypoxidoideae y Campynematoideae posteriormente se agruparon en las familias
Agavaceae, Alstroemeriaceae, Hypoxidaceae y Campynemataceae. Estas clasificaciones

estaban basadas en rasgos morfoldgicos, pero el desarrollo de técnicas moleculares durante
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el siglo XX ha aportado mas antecedentes para definir la relacion de Amaryllidaceae con
familias cercanas taxonomicamente.

Sobre la base del ovario infero, muchas familias segregadas (tales como Agavaceae,
Hypoxidaceae, Haemodoraceae y Alstroemeriaceae) fueron incluidas en Amaryllidaceae.
Desde que Hutchinson (1959) desestimara la posicion del ovario, pero destacara la
presencia de una inflorescencia umbelada como un caricter taxondmico importante,
Alliaceae ha sido asociada con Amaryllidaceae. Ademas del tipo de inflorescencia, tanto
Alliaceae como Amaryllidaceae se caracterizaban por tener escapo y bulbos, y las semillas
tienen una cubierta con fitomelanina, perdida en algunas Amaryllidaceae.

Sin embargo, ademas de la posicion del ovario, estas familias diferian en otros
caracteres quimicos y anatomicos. Los caracteres quimicos consideraban, entre otros, la
presencia de alcaloides en Amaryllidaceae y su ausencia en Alliaceae (Hegnauer 1963). Las
diferencias anatomicas entre ambas familias se basaban en la presencia de vasos con
perforaciones simples en raices de Alidceas y de placas perforadas escaleriformes en
Amarilidaceas (Zomlefer 1994).

En el tltimo tiempo, los analisis moleculares han permitido establecer relaciones
entre Amaryllidaceae y otras familias del orden Asparagales. Meerow et al. (1999)
presentaron analisis cladisticos de secuencias de ADN plastidial rbcL y trnL-F para 48
géneros de Amaryllidaceae y 29 géneros de familias de Asparagales relacionadas. Los
analisis combinados de estos genes proveian un buen antecedente para la monofilia de
Amaryllidaceae e indicaban que Agapanthaceae era su familia hermana y a su vez,
Alliaceae era hermana del clado Amaryllidaceae/Agapanthaceae.

La ultima clasificacion taxonomica aceptada, agrupa a las antiguas familias

Amaryllidaceae, Alliaceae y Agapanthaceae dentro de una sola familia, Amaryllidaceae.
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Segin Chase et al. (2009) esta nueva clasificacion simplifica la taxonomia del orden
Asparagales y facilita la ensefianza de las familias comprendidas en el mismo.

Otro aspecto a considerar es que las plantas de la subfamilia Amaryllidoideae se
distinguen por biosintetizar alcaloides estructuralmente diversos, denominados “alcaloides
de Amaryllidaceae” (Takos y Rook 2013). Estos alcaloides pueden ser utilizados como
marcadores quimicos para esclarecer las relaciones taxondomicas dentro de esta subfamilia

(Elgorashi et al. 2003, Berkov et al. 2008a).

Alcaloides de Amaryllidaceae

El estudio de los alcaloides en Amaryllidaceae comenzo6 en 1877 con el aislamiento
del alcaloide licorina (Figs. 1, 2 y 3) desde Narcissus pseudonarcissus (Bastida y
Viladomat 2002). Desde entonces, se han aislado mas de 500 alcaloides en esta familia (Jin
2013). Los alcaloides se han aislado desde diferentes 6rganos de la planta y en diferentes
fases vegetativas de alrededor de 150 especies pertenecientes a 36 géneros (Evidente y
Kornienko 2009).

Los alcaloides de esta familia se originan por mecanismos alternativos de
acoplamiento oxidativo, de precursores relacionados con norbeladina, la cual es formada a
través de la combinacion de 3,4-dihidroxibenzaldehido con tiramina, precursores
originados a partir de fenilalanina y tirosina, respectivamente (Dewick 2002). Tres tipos
estructurales de alcaloides pueden relacionarse con 4-O-metilnorbeladina mediante
diferentes alineamientos de los anillos fenolicos, permitiendo acoplamientos para-orto (A),

para-para (B) u orto-para (C) (Fig. 1). Para la galantamina, la dienona formada via



acoplamiento oxidativo (C) sufre una adicion nucleofilica desde el grupo fenol, formando
una unidn éter, y la secuencia es completada por las reacciones de reduccion y metilacion.
Para licorina y crinina, aparentemente el &tomo de nitrogeno actua como un nucleofilo para
el sistema dienona en una forma similar, generando un nuevo sistema de anillo
heterociclico. Alcaloides como licorina, crinina y galantamina pueden sufrir

modificaciones, las que incluyen reacciones de escision, generando muchas variaciones

mas (Dewick 2002).
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Figura 1. Vias de biosintesis de alcaloides de Amarilidaceas (extraido de Dewick 2002).



Los alcaloides de Amaryllidaceae se pueden clasificar en nueve tipos de esqueletos,

dependiendo del tipo de acoplamiento oxidativo que ocurra (Bastida et al. 2011). Los

alcaloides representativos de estos esqueletos son: norbeladina, licorina, homolicorina,

crinina, hemantamina, narciclasina, tazetina, montanina y galantamina (Bastida et al. 2011)

(Figs. 2y 3).
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Figura 2. Tipos de esqueletos de alcaloides de Amaryllidaceae derivados de los diferentes

acoplamientos oxidativos (extraido de Bastida et al. 2011).
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Figura 3. Alcaloides representativos de los tipos de esqueletos (extraido de Bastida et al.

2011).

Importancia biomédica de Amaryllidoideae

Los alcaloides de las Amarilidaceas destacan por sus propiedades biomédicas (He et
al. 2015, Ding et al. 2017). Entre las actividades con potencial farmacoldgico que presentan
estos alcaloides, se encuentra el efecto hipotensor detectado en animales de laboratorio
(Schmeda-Hirschmann et al. 2000).

La propiedad anticancer de Narcissus poeticus ya era conocida por el padre de la
medicina, Hipocrates de Kos (ca. 460-370 AC), quien recomendaba un preparado a partir

del aceite de narciso para el tratamiento de tumores uterinos (Kornienko y Evidente 2008).
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Sus sucesores, los médicos griegos Pedanius Dioscorides (ca. 40-90 DC) y Soranus de
Efeso (98-138 DC), continuaron usando esta terapia en los siglos [ y II DC. Ademas, se
registra el uso anticancerigeno de esta especie y de Narcissus pseudonarcissus en la
primera centuria DC por el filésofo romano Plinio el Viejo (23-79 DC). Incluso la Biblia
provee multiples referencias para Narcissus tazetta, especie con una larga historia de uso
contra el cancer. Las aplicaciones del aceite de narciso en el manejo del cancer continuaron
durante los siglos posteriores en la medicina de China, Africa del Norte, América central y
de paises arabes. Otras especies también fueron comunmente utilizadas, tales como
Hymenocallis caribaea, especie empleada por médicos europeos para tratar tumores
inflamatorios (Kornienko y Evidente 2008).

En la actualidad, numerosos estudios respaldan el potencial antitumoral de los
alcaloides de Amaryllidaceae (Ingrassia et al. 2008, Zupko et al. 2009, Lamoral-Theys et
al. 2010). Se ha demostrado in vitro su potente capacidad citotoxica contra lineas de células
cancerigenas e in vivo su actividad antitumoral contra el sarcoma de células reticulares M-
5076 y leucemia P388 de raton (Pettit et al. 1993). Ademas, se han sintetizado nuevos
derivados con el fin de estudiar la relacion entre estructura y actividad y de obtener
candidatos potenciales para el desarrollo preclinico (Ingrassia et al. 2008).

Algunos de estos alcaloides pueden inhibir la enzima acetilcolinesterasa (AChE)
(Lopez et al. 2002, Houghton et al. 2006). La AChE hidroliza a la acetilcolina,
neurotransmisor asociado a procesos cognitivos y a la memoria en el sistema nervioso
central, y a la contraccion de musculos esqueléticos. Por lo tanto, la inhibicién de la
acetilcolinesterasa se traducird en una prolongacion del estimulo nervioso de la acetilcolina,
al restaurar sus niveles en el espacio sinaptico (Houghton et al. 2006). Los pacientes con

Alzheimer sufren de una fuerte reduccion de la funcidon colinérgica y los tratamientos se
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han focalizado en los inhibidores de la acetilcolinesterasa (AChEI) (Orhan 2000). El
alcaloide galantamina es un AChEI, de actividad prolongada, selectivo, reversible y
competitivo (Lopez et al. 2002, Orhan 2000, Houghton et al. 2006), y es comercializado
para el tratamiento del Alzheimer bajo diferentes nombres comerciales, tales como
Reminyl®, Galanvitae®, entre otros. La sanguinina (9-O-demetilgalantamina) es otro
alcaloide de Amaryllidaceae que presenta una inhibicion in vitro mas potente que la
galantamina (Lopez et al. 2002). El alcaloide 11-hidroxigalantamina también es un AChEI
(Houghton et al. 2006).

Extractos de muchas especies de Amaryllidaceae poseen una importante actividad
antibacteriana y antifungica (Elgorashi y van Staden 2004, Evidente et al. 2004). También
han exhibido actividad contra varios tipos de virus humanos (Ding et al. 2017). Duri et al.
(1994) observaron el efecto inhibitorio de extractos metanolicos liofilizados de Crinum
macowanii en células infectadas con virus causantes de la fiebre amarilla y de la encefalitis

japonesa.

Importancia economica ornamental de Amaryllidoideae

Ademés de las propiedades medicinales de estas plantas, destaca su gran
importancia econdmica como plantas ornamentales. Esto gracias a las inflorescencias de
colores vistosos que presentan. Actualmente, especies de alrededor de 30 géneros se usan
como ornamentales, entre los cuales se encuentran Clivia, Crinum, Eucharis, Galanthus,
Haemanthus, Hippeastrum, Hymenocallis, Lycoris, Narcissus y Zephyranthes (Zomlefer

1994) (Fig. 4).



Sin lugar a dudas que las especies chilenas de Amarilididceas también tienen
potencial ornamental (Schiappacasse et al. 2002). El género Rhodophiala, por ejemplo,
presenta flores de color rojo, rosado, naranjo y amarillo. Estas plantas podrian ser
cultivadas para maceteros y/o para el corte de flores (Bridgen 1994). Actualmente, las
especies Rhodophiala bagnoldii, Rhodophiala phycelloides, Rhodolirium laetum vy
Rhodolirium montanum se estan cultivando para estos fines (Bridgen 1994). Otros géneros
con potencial ornamental son Placea y Phycella. Este hecho explica el interés en estudios
de propagacion y del desarrollo de estas plantas en las ultimas décadas (Pedailillo y

Schiappacasse 2000, Schiappacasse et al. 2002, Ferrando 2002).

Figura 4. Plantas de Galanthus (izquierda) y Narcissus (derecha), géneros ornamentales

populares en jardines (extraido de Takos y Rook 2013).

10



Amaryllidoideae en Chile

En Chile, Ravenna (2003) describe 11 géneros y 35 especies de Amaryllidoideae
(Tabla 1). La mayoria de estos géneros esta representada por solo 1 o 2 especies. Este autor
se basa principalmente en caracteres morfologicos de la flor para definir a los géneros, tales
como forma y posicion de los filamentos del estambre y del perigonio, tamafio y posicion
de los tépalos, presencia o ausencia de apéndices estaminales, forma del estigma, posicion y
largo del estilo. También considera la forma de germinacién de las semillas y Ia
distribucion geografica del género. La clasificacion de Ravenna ha estado en constante
revision hasta la actualidad.

Posteriormente, se publico un catalogo de las Amaryllidaceae presentes en el Cono
Sur (Arroyo-Leuenberger y Dutilh 2008a). De acuerdo a este catdlogo, el numero de
géneros para Chile disminuye a 9, dentro de los cuales se agrupan 45 especies (Tabla 2). Se
consideran 2 géneros introducidos: Pyrolirion, introducido desde el Pert (Ravenna 2003) y
Amaryllis, originario de Sudafrica (Hurrell y Delucchi 2007). Arroyo-Leuenberger y Dutilh
(2008a) no consideran en su catalogo a los géneros Bathya, Miltinea, Myostemma,
Rhodolirion, ni Stenomesson. Especies de los géneros Myostemma y Rhodolirion se
consideran sinonimos de Rhodophiala. A su vez, una de las dos especies de Bathya, B.
andina, es sinonimo de Phycella herbertiana, y una de las dos especies de Stenomesson, S.
humile, es sinonimo de Clinanthus humilis (Arroyo-Leuenberger y Dutilh 2008a). Miltinea
es sindbnimo de Famatina (Arroyo-Leuenberger y Dutilh 2008a). Estudios posteriores
aceptan el género Rhodolirium, diferenciandolo de Rhodophiala (Mufioz et al. 2011).

Ravenna (2003) habia incluido a este género bajo el nombre de Rhodolirion.
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Tabla 1. Géneros de Amaryllidoideae presentes en Chile segun Ravenna (2003).

Geénero Numero de especies | Estatus
en Chile
Bativa Rav. 2 Endemice
Habranthus Herb. 1 Introducide
Famating Bav, 1 Hative
Miltinea Eav. 1 Endemico
Myosiemmea Salish. 12 Iatiwo
EPhyeella Lindl. 4 Endemico
Fiacea Miers ex Lindl. 5 Endémico
Pyrofirion Herb, 1 Introducide
Fhodalirion Phil. ) Hative
Stenamesson Herb. 2 Mativo
Traubia Mold. 1 Endémico
MNumero total de especies 35

Dutilh (2008a).

Tabla 2. Géneros de Amaryllidoideae presentes en Chile segun Arroyo-Leuenberger y

Género HNumero de especies | Estatus
en Chile
Amaryiis L. 1 Intreducide
Clinanthus Herb. 1 Matiwo
Famating Bav, 2 Endemico
Habranthus Herb. 1 Matiwo
Fhyealla Lindl & Endemico
Placea Wiers ex Lindl 5 Endémico
Fyralirion Herb, 1 Intreducide
Fhodophiala C. Pres] 27 Endemico
Traubia Mold 1 Endémico
Numero total de especies 45
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Es dificil delimitar morfologicamente los géneros de Amaryllidoideae, ya que los
caracteres utilizados son variables. Entre estos caracteres se cuenta la presencia de un
perigonio infundibuliforme o campanulado y la coloracion variable de los tépalos del
perigonio en individuos de una misma poblacion, ademas de que el grado de division del
estigma varia segun el grado de maduracion del gineceo (Baeza et al. 2009a). Ademas, la
flor de estas especies, necesaria para la identificacion, tiene un periodo de duracién de s6lo
algunas semanas y su conservacion en herbarios dificulta la observacion de los caracteres
distintivos. Por otra parte, estudios enfocados en el cariotipo han sido capaces de detectar
diferencias entre algunos géneros chilenos de Amaryllidoideae, ademas de caracterizar
algunas de sus especies (Baeza y Schrader 2004, Baeza et al. 2006, Baeza et al. 2007,
Baeza et al. 2009a, Baeza et al. 2009b, Cisternas et al. 2010, Mufnoz et al. 2011, Baeza et
al. 2012, Baeza et al. 2016, Baeza et al. 2017).

Estudios moleculares han permitido agrupar a géneros endémicos de Chile y de
otros paises americanos en dos subtribus pertenecientes a la tribu Hippeastreae: Traubiinae
e Hippeastrinae (Garcia et al. 2014, Garcia et al. 2017). Traubiinae comprende los géneros
Placea, Phycella (incluyendo a Famatina maulensis), Rhodolirium s. 1., y Traubia, y se
distribuye principalmente en Chile central (Garcia et al. 2014). Por otro lado, Hippeastrinae
comprende los géneros Eithea, Habranthus, Hippeastrum, Rhodophiala (incluyendo a
Famatina p. p.), Sprekelia, Tocantinia, y Zephyranthes (incluyendo a Haylockia
(Zephyranthes) americana), y esta distribuida principalmente en regiones subtropicales y
tropicales de Sudamérica, las Antillas Mayores, México y sur de Estados Unidos (Garcia et
al. 2014).

Es importante destacar el alto grado de endemismo de los géneros de esta subfamilia

en Chile. De hecho, Ravenna (2003) clasifica como endémicos a 5 de los 11 géneros
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presentes en Chile. Este hecho sugiere que Chile ha sido un activo centro evolutivo para
estas plantas. Segun Ravenna los géneros monotipicos Miltinea y Traubia al parecer son
intermediarios en la evolucion local de la familia. La mayoria de las especies nativas de
Amaryllidoideae pertenecen al “hotspot” o punto caliente de biodiversidad localizado en
Chile, caracterizado por una alta diversidad de especies y taxa superiores y altos niveles de
endemismo (Arroyo et al. 2008b). El alto impacto antrépico sobre los habitats de estas

especies, hacen del “hotspot” chileno un sitio prioritario de conservacion.

Quimiotaxonomia

Otra herramienta que podria ser util para delimitar los géneros y las especies de las
Amaryllidoideae nativas es la quimiotaxonomia. También llamada taxonomia quimica o
sistemdtica quimica, es la ciencia que utiliza los caracteres quimicos, en especial los
metabolitos secundarios, para determinar la posicion de un conjunto de organismos en una
clasificacion jerarquizada evolutivamente (Dominguez 1973). Es una ciencia hibrida entre
la botanica y la quimica (Erdtman 1968).

Los caracteres quimicos tienen la ventaja de que pueden ser definidos exactamente
mediante la identificacion de las moléculas, sus estructuras y sus reacciones (Erdtman
1968). Asimismo, y al igual que los caracteres morfologicos, los caracteres quimicos son
determinados por factores genéticos. La quimiotaxonomia puede afiadir mas evidencia
confirmatoria a las clasificaciones taxonomicas previas o reforzar algunas decisiones
taxondmicas (Dominguez 1973, Hegnauer 1963).

Entre las moléculas utilizadas para establecer las relaciones entre organismos
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vegetales, también se encuentran algunas ampliamente distribuidas en el Reino Vegetal,
pero cuya configuracion varia segun la maquinaria enzimatica del organismo que la posea,
tales como la lignina y proteinas (Alston y Turner 1963, Erdtman 1968). Es asi como en la
lignina pueden haber 3 tipos de nucleos aromaticos: p-hidroxifenil (p-C¢H4OH), guaiacil
(CcH30HCH;0) vy siringil (C¢H,OH(CH30),). En helechos y gimnospermas predominan
las ligninas del tipo guaiacil, en gramineas las de tipo p-hidroxifenil y en dicotiledoneas las
de tipo guaiacil y siringil (Erdtman 1968).

Otros compuestos de distribucion mas restringida y que han sido utilizados
ampliamente en quimiotaxonomia corresponden a los flavonoides, alcaloides, betalainas y
terpenoides (Dominguez 1973). Gracias a estos compuestos ha sido posible distinguir
grupos vegetales en diferentes jerarquias taxonomicas, como d6rdenes, familias y especies.
Incluso es posible distinguir quimicamente a un hibrido, teniendo en cuenta la informacion
del perfil quimico de las especies que lo originan. Un ejemplo es el hibrido de Eucalyptus
cinerea y Eucalyptus macarthuri, el cual posee la suma de los aceites encontrados en las
especies parentales (Erdtman 1968).

A nivel de orden y familia, los alcaloides tienen un gran valor taxondémico. La Tabla
3 resume la distribucion de los tipos de alcaloides en o6rdenes y familias de plantas
vasculares (Alston y Turner 1963). La diversidad en los tipos de alcaloides, su complejidad
y su amplia distribucion le confieren importancia sistematica a estos metabolitos (Alston y
Turner 1963). Son los grupos de alcaloides conformados segun sus relaciones biosintéticas,

mas que los compuestos individuales, los que asignan los caracteres sistematicos de mayor

utilidad (Hegnauer 1963).
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(extraido de Alston y Turner 1963).

Familia Tipo de alcaloide presente
Lycopodiaceae Piridinico
Equisetaceae Protoalcaloide y piridinico
Taxaceae Protoalcaloide
Gnetaceae Protoalcaloide
Magnoliaceae Isoquinolinico
Lauraceae Isoquinolinico
Anonaceae Isoquinolinico
Menispermaceae Isoquinolinico
Ranunculaceae Isoquinolinico, quinolizinico, terpénico
Berberidaceae Isoquinolinico, quinolizinico
Nymphaeaceae Terpénico
Papaveraceae Isoquinolinico, quinolizinico, pirrolidénico
Crassulaceae Piridinico
Leguminosae Protoalcaloide, piridinico, pirrolizidinico
quinolizinico, isoquinolinico, inddlico
Theaceae Purinico
Sterculiaceae Purinico
Rutaceae Isoquinolinico, imidazolico
Celastraceae Protoalcaloide
Aquifoliaceae Purinico
Malvaceae Protoalcaloide
Umbelliferae Piridinico, pirrolidénico
Piperaceae Piridinico, pirrolidonico
Moraceae Piridinico
Euphorbiaceae Piridinico
Santalaceae Pirrolizidinico
Chenopodiaceae Protoalcaloide, piridinico, quinolizinico, indélico
Cactaceae Protoalcaloide, isoquinolinico, piridinico
Phytolaccaceae Purinico
Nyctaginaceae Purinico
Loganiaceae Isoquinolinico, inddlico
Apocynaceae Indodlico, esferoidal
Asclepiadaceae Piridinico
Gentianaceae Piridinico
Convolvulaceae Pirrolidinico, tropanico
Boraginaceae Pirrolizidinico
Labiatae Piridinico
Solanaceae Protoalcaloide, pirrolidonico, piridinico,
pirrolizidinico, tropanico, esteroidal
Rubiaceae Isoquinolinico, inddlico, purinico
Lobeliaceae Piridinico
Compositae Piridinico, pirrolizidinico
Liliaceae Protoalcaloide, isoquinolinico, esteroidal, purinico

Tabla 3. Distribucion por familia de los principales alcaloides de plantas vasculares
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Amayllidaceae Isoquinolinico
Dioscoreaceae Tropanico
Gramineae Protoalcaloide, indodlico
Palmae Piridinico

Ademas, un requisito para que estos compuestos tengan importancia taxonémica, es
que sean el resultado de procesos metabolicos exactamente equivalentes (homologos)
(Hegnauer 1963). Esto, porque dos especies pueden presentar los mismos alcaloides, pero
la sintesis de éstos puede ser por rutas andlogas y no homologas. Un ejemplo es la nicotina
que estd presente en las familias Equisetaceae, Lycopodiaceae, Rosaceae, Fabaceae,
Asclepiadaceae, Solanaceae y Asteraceae, pero presenta diferentes rutas biosintéticas, por
lo que estas familias no se pueden relacionar taxondmicamente en base a este alcaloide
(Erdtman 1968).

Segun Dominguez (1973), los alcaloides tienen un gran valor taxonémico en las
familias Amaryllidaceae, Fabaceae, Liliaceae, Papaveraceae y Rutaceae.

En Amaryllidaceae se han detectado alcaloides s6lo en la subfamilia
Amaryllidoideae. En este grupo es comiin encontrar rafidios en idioblastos y en tubos que
contienen mucilago (Hegnauer 1963), ademas de 4cido quelidénico (Zomlefer 1994), un
pirano tipicamente sintetizado por Chelidonium majus (Papaveraceae) (Malcolm y Gear
1971). Esta uniformidad de Amaryllidoideae desaparece al incluir a Allioideae en la
familia, ya que este grupo no presenta alcaloides ni células con rafidios, pero si contienen
saponinas esteroidales y compuestos azufrados, ausentes en Amaryllidoideae (Hegnauer
1963).

Los alcaloides de Amaryllidaceae tienen gran importancia en estudios

quimiosistematicos, debido a su presencia en todos los representantes de la subfamilia
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Amaryllidoideae, la amplia variacion estructural y la relacion biosintética entre todos ellos
(Gros et al. 1985). Estas son algunas de las condiciones que hacen de estos alcaloides un
buen caracter quimiotaxonémico.

Estudios a nivel de especie en Amaryllidaceae muestran diferentes patrones de
alcaloides. Berkov et al. (2008a) detectaron diferencias en el perfil de alcaloides de las
especies Galanthus nivalis y Galanthus elwesii. Las especies del género Galanthus han
sido dificiles de clasificar debido a la carencia de caracteres morfologicos definidos.
Berkov et al. (2008a) estudiaron poblaciones simpatricas de Bulgaria, con el objeto de
definir quimiotaxondmicamente estas especies. Se detectaron 37 compuestos con espectros
de masa caracteristicos de alcaloides de amarilidaceas. En G. nivalis fueron encontrados 25
alcaloides predominantemente de tipo tazetina y hemantamina y en G. elwesii, 17
alcaloides predominantemente de tipo homolicorina y licorina. Solo 5 de estos alcaloides
fueron encontrados en ambas especies. No hubo variacion en el perfil de alcaloides dentro
de las poblaciones de cada especie. Por este motivo, el efecto de los factores ambientales
(temperatura, composicion del suelo, etc.) sobre el patrén de alcaloides de estas especies
simpatricas puede ser excluido, y las diferencias s6lo se deberian a su genética. Con estos
antecedentes se concluye que hay una profunda diferencia en el metabolismo secundario
entre estas 2 poblaciones simpatricas y dan un apoyo quimiotaxonoémico para la
clasificacion de G. nivalis y G. elwesii como diferentes especies.

Otro estudio realizado por Elgorashi et al. (2003), analiza las variaciones
interespecificas en el contenido de alcaloides de 3 especies del género Crinum: C.
bulbispermum, C. macowanii y C. moorei. Se analizaron 5 ejemplares de cada especie en 2
estaciones de crecimiento consecutivas. Se detectaron 12 alcaloides. C. moorei present6 el

mayor contenido en todos los alcaloides, excepto crinamina, en comparacion a C.
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bulbispermum y C. macowanii. Estos alcaloides pueden ser utilizados para distinguir
quimiotaxonomicamente a C. moorei del grupo formado por C. bulbispermum y C.
macowanii. De acuerdo a estos resultados, C. macowanii estaria mas relacionado con C.
bulbispermum, que con C. moorei.

En Chile, ain no se han utilizado los alcaloides como herramienta
quimiosistematica para definir a los géneros y especies nativas de Amaryllidoideae. De
hecho, son escasos los estudios sobre la naturaleza quimica de esta subfamilia.

Una de las especies nativas estudiadas corresponde a Rhodophiala ananuca (=
Hippeastrum ananuca). Los alcaloides licorina (Gopalakrishna et al. 1976), 17-
epihomolicorina  (Gopalakrishna et al. 1978), homolicorina, 11-hidroxi-1,2-
dihidromaritidina (Pacheco y Silva 1992), maritidina (Zabel et al. 1979), hippeastidina
(Watson et al. 1977) y hemantamina (Watson et al. 1984) fueron aislados de individuos de
esta especie e identificados mediante técnicas de espectroscopia y difraccion de rayos X.

Otra especie estudiada fue clasificada en su momento como Hippeastrum bicolor
(Sepulveda et al. 1982). Desde esta especic se aislaron los alcaloides licorina y
hemantamina, siendo identificados por sus espectros de ultravioleta, infrarrojo, resonancia
magnética nuclear y masa y por comparacion de sus propiedades fisicas y comportamiento
en cromatografia en capa fina con los compuestos aislados de R. ananuca (Pacheco y Silva
1992). Actualmente, el género Hippeastrum no es valido para Chile (Ravenna 2003). De
acuerdo al lugar de recoleccidon, podemos inferir a qué especie correspondia la poblacion
estudiada. H. bicolor fue recolectado en el Fundo Hualpén, comuna de Hualpén, VIII
Region (Sepulveda et al. 1982), lugar en donde actualmente se encuentra una especie de
Rhodophiala y otra especie de Phycella.

Dado el problema taxondémico de la subfamilia Amaryllidoideae en Chile y el
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potencial de sus alcaloides como caracter taxondmico, en la presente investigacion se
evaluaron géneros nativos mediante la caracterizaciéon de su perfil de alcaloides. Se
consideraron algunas modificaciones posteriores a la clasificacion de Ravenna (2003), tales
como el reemplazo del nombre del género Rhodolirion por Rhodolirium y del género
Myostemma por Rhodophiala. Por lo tanto, se determiné el perfil de alcaloides de especies
de los géneros Phycella, Rhodolirium y Rhodophiala, con el objeto de compararlos entre si.
Para este fin, se recolectaron ejemplares en diversas regiones del pais durante las estaciones
de floracion de cada especie. Se analizaron los tipos de alcaloides que biosintetizan,
definiendo un perfil para cada especie y género. Con esta informacion, se realizaron

comparaciones quimiotaxondmicas entre estos taxones.
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HIPOTESIS

La clasificacion taxondmica de las Amaryllidoideae chilenas se encuentra
actualmente bajo revision. Ravenna (2003) propone 9 géneros nativos para
Amaryllidoideae, basado en la morfologia de la flor, la germinacion de sus semillas y la
distribucion geografica. Los caracteres morfologicos de esta subfamilia son variables y
esto, sumado a la escasa duracion de la flor, ha llevado a confusiones en la determinacion
de géneros y especies. La presencia de alcaloides en este grupo es una gran oportunidad
para utilizarlos como caracteres quimiotaxondomicos precisos y confiables. Estudios previos
con otras especies de Amariliddceas muestran diferencias en el perfil de alcaloides que
permiten incluso diferenciar especies dentro de un mismo género. Dados los antecedentes

entregados, se plantea la siguiente Hipotesis:
“Las Amaryllidoideae chilenas de los géneros Phycella, Rhodolirium y Rhodophiala

biosintetizan alcaloides que permiten diferenciarlas taxonémicamente a nivel de

género y especie.”

21



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar los géneros y especies de Amaryllidoideae nativas chilenas utilizando los

alcaloides como herramienta quimiotaxonomica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer el perfil de alcaloides en especies de Phycella, Rhodolirium vy

Rhodophiala.

2. Evaluar la utilidad de los alcaloides de Amaryllidaceae como herramienta

quimiotaxondmica en estos géneros y sus especies.
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PUBLICACIONES

23



CAPITULO I: ALCALOIDES DEL GENERO

RHODOPHIALA
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ABSTRACT

The family Amaryllidaceae is widely distributed from temperate to tropical regions.
Amaryllidaceae species of the subfamily Amaryllidoideae biosynthesize alkaloids with
important physiological effects. Rhodophiala C. Presl is one of the native genera of
Amaryllidoideae of Chile, Argentina and Brazil. However, despite the diversity of this
genus, the phytochemistry has been studied previously in only two Chilean species. The

present work aimed to analyze the alkaloid profiles and chemotaxonomically compare three
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Chilean species of Rhodophiala. Bulb extracts were analyzed by means of GC-MS and
alkaloids were characterized according to retention time and fragmentation pattern. The
skeleton type alkaloids detected were lycorine, crinine, galanthamine, homolycorine,
tazettine and montanine. All analyzed species showed different alkaloid profiles, indicating
these compounds can be used as a chemotaxonomic tool. Furthermore, the alkaloid types
detected in this genus have multiple reported biological properties and these species can

constitute new sources of important medicinal products.

KEYWORDS: Chilean species of Amaryllidaceae, alkaloids, Rhodophiala, GC-MS.

RESUMEN
La familia Amaryllidaceae estd ampliamente distribuida desde regiones templadas a
tropicales. Las especies de la subfamilia Amaryllidoideae biosintetizan alcaloides con
importantes efectos fisiologicos. Rhodophiala C. Presl es uno de los géneros nativos de
Amaryllidoideae de Chile, Argentina y Brasil. Sin embargo, a pesar de la diversidad de este
género, s6lo se ha estudiado la fitoquimica de dos especies chilenas. En este trabajo se
analiza el perfil alcaloideo de tres especies chilenas del género Rhodophiala y se comparan
estas especies quimiotaxondmicamente. Se analizaron extractos de bulbos mediante CG-
EM. Los alcaloides fueron caracterizados por su tiempo de retencion y patron de
fragmentacion. Los tipos de esqueletos de los alcaloides detectados fueron licorina, crinina,
galantamina, homolicorina, tazetina y montanina. Todas las especies analizadas presentaron
diferentes perfiles alcaloideos, por lo que estos compuestos pueden ser usados como una

herramienta quimiotaxonomica. Ademas, los tipos de alcaloides detectados en este género
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tienen multiples propiedades biologicas reportadas en literatura y estas especies pueden

constituir nuevas fuentes de productos de importancia medicinal.

PALABRAS CLAVE: Especies chilenas de Amaryllidaceae, alcaloides, Rhodophiala, CG-

EM.

INTRODUCTION

The family Amaryllidaceae has three subfamilies: Amaryllidoideae, Agapanthoideae and
Allioideae (Chase et al. 2009). Species of the subfamily Amaryllidoideae are widely known
for biosynthesis of pharmacologically active alkaloids, including antitumor, antiviral,
antimalaria and immunostimulant activity; as well as inhibition of the acetylcholinesterase
enzyme (Bastida et al. 2011, Ding et al. 2017). These alkaloids are named Amaryllidaceae
alkaloids and classified into nine skeleton types, for which the representative alkaloids are:
norbelladine, lycorine, homolycorine, crinine, haemanthamine, narciclasine, tazettine,
montanine and galanthamine (Bastida et al. 2011).

There are more than 30 native species of the subfamily Amaryllidoideae in Chile,
from Arica and Parinacota Region to Los Lagos Region and with a wide altitudinal
distribution (Ravenna 2003, Arroyo-Leuenberger & Dutilh 2008).

Rhodophiala C. Presl is one of the native genera of Chile, and is also distributed in
Argentina, Brazil, Paraguay and Uruguay (Arroyo-Leuenberger & Dutilh 2008). In Chile,
Rhodophiala species are found in the coastal desert and semidesert areas, in the coastal
mountain range, the central valley and the plains and hills of the foothills and mountains of

the Andes, between Antofagasta Region and Los Lagos Region (Schiappacasse et al. 2002).
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This genus is characterized by a funnel-shaped perigon of 6 tepals; an androecium of 6
slightly unequal stamens, and a tricarpellary gynoecium of inferior ovary, terminating in a
trifid stigma (Baeza et al. 2012). It also presents flowers of red, pink, orange and yellow.
These plants have high ornamental value, with many lesser-known species, some of which
even have conservation problems (Munoz et al. 2009).

Despite the variety of Amaryllidoideae species in Chile, only two species have been
chemically studied (Pacheco et al. 1978, 1981, 1982, Sepulveda et al. 1982, Pacheco &
Silva 1992). The knowledge of the chemistry of these species can help to solve the
taxonomic problems of Chilean Amaryllidoideae due to their complex morphological
variation (Baeza et al. 2009, Fuentes et al. 2007). In fact, the Rhodophiala genus requires
an urgent taxonomic revision (Baeza et al. 2016).

Considering the limited knowledge on secondary metabolites regarding these native
plants and the varied backgrounds on the biological activity of the alkaloids, in this work
we analyze the alkaloid profiles for three species of this genus: Rhodophiala bagnoldii
(Herb.) Traub, Rhodophiala pratensis (Poepp.) Traub and Rhodophiala volckmannii Phil
(Fig. 1). R. bagnoldii lives in sandy coastal and inland areas from southern Antofagasta
Region to the Coquimbo Region (Schiappacasse et al. 2002). R. volckmannii is located on
the coast near Cobquecura, in the Bio-Bio Region of Chile (Mufoz-Schick 1973).
Meanwhile, R. pratensis preferably grows in sandy soils of the Andean Precordillera of the
Maule and Bio-Bio Regions (Baeza et al. 2012). Thus, the main objective of this research
was to chemotaxonomically differentiate these species, contributing chemical characters to

the taxonomy of this genus.
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MATERIAL AND METHODS

PLANT MATERIAL

Plants of Rhodophiala bagnoldii, R. pratensis and R. volckmannii were collected. R.
bagnoldii was collected in CHILE, Antofagasta Region, Huasco Province, 102 m
(28°24°45°°S-71°10°54°W), 19-X-2011, 1. Lizama-Bizama 9. R. pratensis was collected in
CHILE, Bio-Bio Region, Bio-Bio Province, 368 m (37°24°37°°S-71°57°14°°W), 27-1-2011,
I. Lizama-Bizama w/n. R. volckmannii was collected in CHILE, Bio-Bio Region, Nuble
Province, 16 m (36°09°08°’S-72°48°21°W), 15-XI1-2010, I. Lizama-Bizama w/n.
Collections were performed during the flowering periods of these species. Specimens were
deposited at the herbarium of the University of Concepcion (CONC), Concepcion, Chile.
Bulbs were separated from the flower scapes, leaves and roots, and then chopped for

maceration.

ALKALOID EXTRACTION

Fresh bulbs (90 g of R. pratensis, 114 g of R. volckmannii and 430 g of R. bagnoldii) were
extracted three times with MeOH at room temperature for 72 h. The solvent was evaporated
under reduced pressure and the residue dissolved in 0.1 N HCI. The extracts were defatted
three times with CH,Cl,. The solvent was evaporated under reduced pressure. The extracts
were then basified with 25% ammonia solution and the alkaloids extracted with CH,Cl,.
The organic solvent was evaporated and yielded the following extracts: 37 mg of R.
pratensis, 23 mg of R. volckmannii and 266 mg of R. bagnoldii. Each alkaloid extract was

dissolved in CHCI; to a final concentration of 10 mg/mL for further analysis.

30



GC/MS ANALYSIS
The GC/MS analysis of underivatized alkaloids was carried out on a gas chromatograph
(Agilent 7890A) with a splitless injector (250 °C) and a mass detector (Agilent 5975C). A
HP-5MS capillary column (30 m % 0.25 mm X 0.25 pum) and helium gas (constant flow 1
mL/min) were used for separation. The temperature program was: 5 min hold at 100 °C,
100-275 °C at 13 °C/min and 32 min hold at 275 °C. Detection range was m/z 50-550. The
injector temperature was 250 °C. Identification of the alkaloid components was
accomplished by matching mass spectra to records in the NIST 05 (NIST /EPA/NIH MASS
2005 Spectral Library) and by comparing the obtained spectra with those reported in the
literature. NIST 05 collects representative alkaloids of all the skeletons referenced. The
structure of an alkaloid is assigned when the overlap with the database exceeds 90%.
Skeletons of unidentified compounds were proposed according to the highest index of
similarity with those listed in the database. Furthermore, a standard was used for
galanthamine identification.

Percentage of the compounds in the extracts was calculated based on the total area

of the GC/MS peaks (Berkov et al. 2008).

RESULTS

In the present work, alkaloid profiles from three Chilean species were analyzed by GC-MS.
This method is efficient and reliable for studies on Amaryllidaceae alkaloids (Berkov et al.
2008).

A total of 25 compounds with mass spectral characteristics of Amaryllidaceae

alkaloids were found in the bulbs of the studied species (Table 1). Seventeen were found in
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R. bagnoldii (Fig. 2), seven in R. pratensis and four in R. volckmannii. The retention time
of alkaloids was between 18 and 24 minutes.

Each analyzed species showed a distinct alkaloid profile. In addition, all these
species share tazettine. Only R. bagnoldii and R. pratensis share crinan-3-one. Major
alkaloids for the three species were montanine type: A10 in R. bagnoldii, montanine in R.
pratensis and A19 in R. volckmannii (Table 1).

The skeleton type alkaloids detected were lycorine, crinine, galanthamine,
homolycorine, tazettine and montanine (Fig. 3, Table 2). R. bagnoldii bulbs had the highest
variety of skeleton types. Galanthamine-type alkaloids were present only in R. bagnoldii. R.
pratensis presented crinine-type and homolycorine-type alkaloids, in addition to tazettine-
type and montanine-type alkaloids. Meanwhile, only R. volckmannii and R. bagnoldii

presented lycorine-type alkaloids.

32



TABLE 1. Alkaloids in species of the genus Rhodophiala. / Alcaloides en especies del
género Rhodophiala.

%b

RT?® Alkaloid (Skeleton type) m/z (% relative intensity)

Rhodophiala bagnoldii:
269 (56), 268 (100), 241 (17), 224 (23),209  0.09

18.16 A1l (Lycorine)
(14),207 (21), 196 (15), 182 (16), 167 (19),
84 (15)
19.38 A2 (Montanine) 315 (87), 285 (53), 284 (55), 281 (33), 268 0.10
(45), 207 (63), 134 (100), 132 (55), 96 (36),
70 (40)
19.49 Galanthamine ~ 288 (15), 287 (79), 286 (100), 270 (16), 244  1.17
(Galanthamine) (27), 230 (12), 216 (38), 174 (33), 128 (11),

115 (16)

290 (10), 289 (59), 288 (100), 232 (7), 213 5.05
(6), 202 (10), 189 (7), 188 (8), 187 (9), 115
(10)

19.65 A3 (Galanthamine)

271 (100), 254 (25), 252 (27), 228 (28), 200  0.47
(26), 199 (80), 187 (65), 173 (25), 128 (27),
115 (29)

20.05 1,2-didehydro-(3[3)-

Crinan-3-ol (Crinine)

285 (2), 284 (2), 207 (5), 115 (2), 110 (9), 109 0.60

20.10 A4 (Homolycorine)
(100), 108 (17), 94 (4), 93 (2), 77 (2)

20.18 A5 (Tazettine) 315 (20), 300 (44), 232 (25), 231 (100), 230 0.48
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20.27

20.36

20.41

20.62

21.17

21.42

21.64

A6 (Crinine)

A7 (Crinine)

A8 (Montanine)

A9 (Crinine)

A10 (Montanine)

Tazettine (Tazettine)

Al1l (Lycorine)

(19), 207 (18), 185 (17), 115 (21), 109 (59),
70 (68)

303 (100), 302 (26), 272 (46), 242 (22), 218
(37), 217 (38), 216 (20), 207 (23), 202 (21),
201 (30)

288 (23), 287 (97), 244 (35), 217 (20), 216
(27), 215 (100), 203 (58), 189 (22), 128 (22),
115 (25)

301 (100), 271 (38), 254 (53), 252 (33), 212
(31), 199 (43), 185 (68), 141 (35), 128 (31),
115 (38)

290 (19), 289 (100), 288 (27), 272 (21), 260
(23), 218 (47), 217 (35), 216 (18), 202 (23),
201 (24)

319 (23), 301 (100), 270 (88), 257 (36), 229
(24), 226 (28), 223 (26), 199 (21), 185 (31),

115 (22)

331 (24), 298 (18), 248 (16), 247 (100), 201

(16), 199 (15), 181 (13), 115 (15), 71 (21), 70

(23)

305 (16), 301 (15), 300 (14), 252 (14), 250
(16), 228 (18), 227 (78), 226 (100), 207 (22),
147 (17)

0.15

1.57

1.06

14.48

27.23

7.27

0.47
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22.28 Lycorine (Lycorine) 287 (19), 286 (16), 268 (20), 250 (16),242  1.77
(11), 228 (13), 227 (63), 226 (100), 207 (11),
147 (11)
2297  Al2 (Homolycorine) 281 (3), 207 (7), 193 (2), 165 (2), 110 (10),  0.48
109 (100), 108 (18), 94 (2), 82 (3), 81 (2)
23.24  Crinan-3-one (Crinine) 284 (25), 281 (17), 271 (100), 270 (55), 240 0.39
(20), 211 (21), 207 (37), 181 (57), 153 (17),
152 (21)
Rhodophiala pratensis:
19.99  A13 (Homolycorine) 135 (5), 117 (7), 110 (10), 109 (100), 108 1.06
(16), 81 (5), 71 (4), 67 (4), 57 (8), 55 (7)
20.06  Al4 (Tazettine) 315 (18), 300 (38), 231 (100), 135 (27), 115 0.57
(25), 109 (27), 91 (19), 70 (79), 57 (19), 55
(27)
20.23 A15 (Crinine) 269 (100), 240 (33), 212 (27), 186 (91), 185 0.51
(45), 135 (29), 128 (71), 127 (31), 115 (34),
55 (35)
20.79 A16 (Crinine) 295 (24), 271 (100), 270 (44), 211 (24), 181 0.66
(85), 153 (27), 152 (31), 135 (26), 94 (38), 55
(25)
21.07  Montanine (Montanine) 302 (23), 301 (100), 270 (91), 257 (36),229  5.90

(26), 226 (31), 223 (29), 185 (36), 128 (24),
115 (28)
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2129  Tazettine (Tazettine) 331 (22), 298 (17), 248 (16), 247 (100), 201 2.07
(18), 199 (16), 181 (16), 115 (23), 71 (26), 70
(29)

23.06  Crinan-3-one (Crinine) 272 (21), 271 (100), 270 (44), 207 (29), 181  0.30
(65), 135 (29), 91 (25), 81 (21), 67 (24), 55
(30)

Rhodophiala volckmannii:
18.08 A17 (Lycorine) 269 (55), 268 (100), 135 (20), 91 (22), 83 0.56
(21), 77 (16), 69 (19), 67 (17), 57 (17), 55 (28)

20.23 A18 (Crinine) 269 (92), 186 (91), 135 (78), 128 (68),91  0.28
(59), 83 (58), 81 (64), 69 (69), 57 (56), 55
(100)

21.08 A19 (Montanine) 301 (100), 270 (94), 257 (36), 223 (40),207  2.02
(36), 185 (47), 135 (46), 115 (43), 77 (37), 55
(56)

2129  Tazettine (Tazettine) 331 (25), 298 (22), 248 (21), 247 (100), 135 1.08
(23), 115 (30), 71 (33), 70 (33), 57 (24), 55
(26)

 RT: Retention time (min).
b Percentage of the compound in the extract. Values are expressed as a percentage of the
total ion chromatogram.

" Standard MS spectra.

36



FIGURE 1. (A) R. bagnoldii in its natural habitat. (B) Flowers of R. pratensis. (C) R.
volckmannii in its natural habitat (A and C: Photos by C. M. Baeza. B: Photo by I. Lizama-
Bizama). / (A) R. bagnoldii en su habitat natural. (B) Flores de R. pratensis. (C) R.
volckmannii en su habitat natural (A y C: Fotografias de C. M. Baeza. B: Fotografia de 1.

Lizama-Bizama).
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FIGURE 2. Representative chromatogram of extract for R. bagnoldii. 1: Al. 2: A2. 3:

Galanthamine. 4: A3. 5: 1,2-didehydro-(33)-Crinan-3-ol. 6: A4. 7: AS. 8: A6. 9: A7. 10:

AS8. 11: A9. 12: A10. 13: Tazettine. 14: A11. 15: Lycorine. 16: A12. 17: Crinan-3-one. /

Cromatograma representativo del extracto de R. bagnoldii. 1: Al. 2: A2. 3: Galantamina. 4:

A3.5: 1,2-didehidro-(3B)-Crinan-3-ol. 6: A4. 7: AS5. 8: A6.9: A7. 10: A8. 11: A9. 12: A10.

13: Tazetina. 14: A11. 15: Licorina. 16: A12. 17: Crinan-3-ona.
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FIGURE 3. Types of Amaryllidaceae alkaloids identified in the extracts: lycorine, crinine,
galanthamine, homolycorine, tazettine and montanine. / Tipos de alcaloides de
Amaryllidaceae identificados en los extractos: licorina, crinina, galantamina, homolicorina,

tazetina y montanina.
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TABLE 2. Presence of different types of Amaryllidaceae alkaloids in the studied species. /

Presencia de los diferentes tipos de alcaloides de Amaryllidaceae en las especies

estudiadas.

Skeleton type R. bagnoldii R. pratensis R. volckmannii
Crinine v v v
Galanthamine v - -
Homolycorine v v -
Lycorine v - v
Montanine v v v
Tazettine v v v
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DISCUSSION

The three species R. bagnoldii, R. pratensis and R. volckmannii share alkaloids with
crinine, tazettine and montanine skeleton types (Table 2). The presence of these three
skeleton types could be characteristic of the Rhodophiala genus, in comparison to other
genera of Chilean Amaryllidoideae. On the other hand, only R. bagnoldii presented
galanthamine-type alkaloids. The exclusive galanthamine-type alkaloids detected in R.
bagnoldii could allow it to be chemotaxonomically differentiated. Lycorine-type alkaloids
were absent only in R. pratensis, and homolycorine-type alkaloids were absent only in R.
volckmannii. The absence and presence of these alkaloid types can be used as a
chemotaxonomic tool for differentiating Rhodophiala species.

According to previous studies, lycorine-type, homolycorine-type and
haemanthamine-type alkaloids were found in Chilean Rhodophiala species (Pacheco et al.
1982, Seputlveda et al. 1982). In our study, only haemanthamine-type alkaloids were not
found in the three analyzed species. Crinine-type, tazettine-type and montanine-type
alkaloids shared by R. bagnoldii, R. pratensis and R. volckmannii, were not detected in the
species studied by Pacheco et al. 1982 or Sepulveda et al. 1982. These differences could be
due to variations in separation and identification methods. Our study is the first to analyze
Amaryllidaceae alkaloids of Chilean Rhodophiala by GC-MS.

Furthermore, it is important to mention that the alkaloid types identified in this
genus have multiple biological properties reported in literature, and therefore these species

can constitute new sources for products of medicinal importance.
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Alkaloids from Chilean species of the genus Phycella Lindl.

(Amaryllidaceae)

Extracts from three species of the native Chilean genus Phycella Lindl.
(Amaryllidaceae) were analyzed by means of GC-MS. The aim of this work
was to evaluate the utility of Amaryllidaceae alkaloids as taxonomic markers
in order to differentiate species of this genus. This is the first chemical study
for Chilean species of Phycella. Most common skeleton types alkaloids
detected were galanthamine, lycorine and homolycorine, followed by the
crinine-type skeleton, observed in both P. australis and P. angustifolia.
Haemanthamine-type skeleton only was present in P. angustifolia. A total of
28 alkaloids were found and one of them was shared by the three species. This
shared alkaloid was galanthamine, which is an important acetylcholinesterase
inhibitor and it was in greater relative percentage in P. aff. cyrtanthoides (4.65

%).

Keywords: Phycella; Chilean species of Amaryllidaceae; alkaloids; GC-MS

1. INTRODUCTION

Plants of the subfamily Amaryllidoideae (Amaryllidaceae J. St.-Hil.) can biosynthesize
structurally diverse alkaloids named Amaryllidaceae alkaloids and classified into nine

skeleton types, for which the representative alkaloids are: norbelladine, lycorine,
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homolycorine, crinine, haemanthamine, narciclasine, tazettine, montanine and
galanthamine (Bastida et al. 2011). These metabolites are responsible for most of their
medicinal properties, such as antitumor, antiviral, antimalarial, antibacterial, antifungal and
immunostimulant activity; as well as inhibition of the acetylcholinesterase enzyme (Van
Rijn et al. 2010; Iannello et al. 2014; Ding et al. 2017).

However, studies on the chemical nature of Amaryllidoideae plants native to Chile
are scarce (Pacheco et al. 1982; Sepulveda et al. 1982). In addition, Chilean
Amaryllidaceae presents taxonomic problems due to their complex morphological variation
(Baeza et al. 2009). The identification of alkaloids as chemosystematic tool has contributed
to solve taxonomic problems of the amaryllidaceous species (Elgorashi et al. 2003; Berkov
et al. 2008), nevertheless, in Chilean species this has not been yet utilized.

Phycella Lindl. is one of the Chilean genera of Amaryllidaceac (Ravenna 2003;
Baeza et al. 2007; Arroyo-Leuenberger & Dutilh 2008). There are no chemical studies on
the Chilean species of this genus. In order to differentiate species of the genus Phycella and
given the proven usefulness of alkaloids as taxonomic markers in other species, the alkaloid
profile of three species extracts was analyzed by GC-MS. Specifically, the alkaloid profile
was determined for three populations of Phycella geographically separated, located in
Northern, Central and Southern Chile and identified as P. aff. cyrtanthoides, P. angustifolia

and P. australis respectively.

2. RESULTS AND DISCUSSION

In the extract from bulbs of P. australis seven alkaloids of four structural groups were

detected. Two of them were identified, according to their mass spectra as galanthamine and
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1,2-didehydro-(3fB)-crinan-3-ol (Figure 1, Table S1). From P. aff. cyrtanthoides extract,
nine alkaloids of three structural types were detected and three of them were identified as
galanthamine, 1-O-acetyl-lycorine and lycorine (Figure 1, Table S1). From P. angustifolia
fourteen alkaloids of five structural types were detected. Galantamine, a known
acetylcholinesterase inhibitor, was detected in the three species studied, being found in
greater relative percentage (4.65 %) in the extract from P. aff. cyrtanthoides. In addition,
major alkaloids are different for the three species: A3 in P. australis, All in P. aff.
cyrtanthoides and A21 in P. angustifolia.

Alkaloids 1,2-didehydro-(33)-crinan-3-ol, A1, A2 and A3 were found exclusively
in P. australis, so they could be chemotaxonomically used to differentiate this species from
the other analyzed species. These alkaloids differ from the other compounds in their
retention time and mass spectra. Six alkaloids were found exclusively in P. aff.
cyrtanthoides: A6, A8, A9, 1-O-acetyl-lycorine, lycorine and Al1. In turn, P. angustifolia
presented the highest number of non-shared alkaloids: A12, Al4, dihydrocrinine, Al5,
haemanthamine or crinamine, A16, A17, crinan-3-one and A19.

Although many alkaloids can be reliably determined through the GC-MS technique,
it has been reported that haemanthamine suffers from thermal decomposition during
chromatographic separation (Kreh et al. 1995; Gotti et al. 2006). As a result, it may have
some degree of uncertainty respect to the identification of haemanthamine by means of this
method (see Table S1) (Gotti et al. 2006). In addition, homolycorine-type alkaloids with
A3,4 double bonds could not be identified without ambiguities, because they have M+ ions
with low intensities (Kreh et al. 1995; Berkov et al. 2005).

Despite the advantages of the used method, compounds Al to A21 were not

identified due to the absence of similar spectra in both databases and available literature.
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For a proper identification it will be necessary to purify these compounds and carry out
further structural analysis on them. In any case, the exact structure of the different alkaloids
was not considered essential in this work because the interest is to determine the presence
or not of the same alkaloids in the analyzed species.

On the other hand, the alkaloids identified present mainly galanthamine, lycorine
and homolycorine skeleton types (Table S1, Table S2, Figure 1). These types of alkaloids
have diverse biological properties and some of them are of great impact in the

pharmaceutical industry (Bastida et al. 2011; Ding et al. 2017).

3. CONCLUSIONS

The three studied species share alkaloids with galanthamine, lycorine and homolycorine
skeleton types (Table S2). On the other hand, only P. angustifolia presented one
haemanthamine-type alkaloid and only P. australis and P. angustifolia presented crinine-
type alkaloids. Furthermore, exclusive alkaloids were detected in every species, that allow
chemotaxonomically differentiate them. Also one alkaloid in common was detected
(galanthamine), which would allow differentiating Phycella from other Chilean
Amaryllidaceae genera. Thereby, this study provides further antecedents for the taxonomic

classification of Phycella at both species and genus level.
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Figure 1. Alkaloid types identified in the extracts: galanthamine, crinine, lycorine,

homolycorine and haemanthamine.
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Abstract

Extracts from three species of the native Chilean genus Phycella Lindl. (Amaryllidaceae)
were analyzed by means of GC-MS. The aims of this work were to analyze the alkaloids
profile of the native genus Phycella, compare this chemical pattern with morphologically
related species and evaluate the utility of these alkaloids as taxonomic markers in order to
differentiate species of this genus. This is the first chemical study for Chilean species of
Phycella. Most common skeleton types alkaloids detected were galanthamine, lycorine and
homolycorine, followed by the crinine-type skeleton, observed in both P. australis and P.
angustifolia. Haemanthamine-type skeleton only was present in P. angustifolia. A total of

28 alkaloids were found and one of them was shared by the three species. This shared
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alkaloid was galanthamine, which is an important acetylcholinesterase inhibitor and it was

in greater percentage in P. aff. cyrtanthoides (4.65 %).

Keywords: Phycella; Chilean species of Amaryllidaceae; alkaloids; GC-MS.

EXPERIMENTAL

Plant material

Plants of P. aff. cyrtanthoides, P. angustifolia and P. australis were collected. P. aff.
cyrtanthoides was collected at Las Tacas, Coquimbo Region in September 2009, P.
angustifolia was collected at Altos de Abrantes, Santiago Metropolitan Region in
November 2010 and P. australis at Concepcion, Bio-Bio Region in October 2010.
Collections were performed in the blooming periods of these species. Specimens of each
species were deposited as backup at the herbarium of the University of Concepcion
(CONC), Concepcion, Chile, and registered with numbers CONC 146515 (P. aff.
cyrtanthoides), CONC 146514 (P. angustifolia) and CONC 184328 (P. australis). Bulbs
were separated from the flower scapes, from leaves and roots. Then, they were chopped for

its maceration.

Alkaloid extraction

Fresh bulbs (140 g of P. aff. cyrtanthoides, 19 g of P. angustifolia and 95 g of P. australis)

were extracted three times with MeOH (350 mL) at room temperature for 72 h. The solvent

58



was evaporated under reduced pressure and the residue dissolved in 0.1 N HCI (100 mL).
The extracts were defatted three times with CH,Cl, (20 mL). The solvent was evaporated
under reduced pressure. The extracts were basified with 25 % ammonia solution and the
alkaloids extracted with CH,Cl, (3 x 20 mL). The organic solvent was evaporated (26 mg
of P. aff. cyrtanthoides extract, 46 mg of P. angustifolia extract and 134 mg of P. australis
extract) and 10 mg of each alkaloid extract was dissolved in CHCI; to a final concentration

of 10 mg/mL for further analysis.

GC-MS analysis

The GC-MS analysis of underivatized alkaloids from P. australis, P. aff. cyrtanthoides and
P. angustifolia was carried out on a gas chromatograph (Agilent 7890A) with a splitless
injector (250 °C) and a mass detector (Agilent 5975C). A HP-5MS capillary column (30 m
X 0.25 mm x 0.25 um) and helium gas (constant flow 1 mL/min) were used for separation.
The temperature program was: 5 min hold at 100 °C, 100-275 °C at 13 °C/min and 32 min
hold at 275 °C. Detection range was m/z 50-550. The injector temperature was 250 °C. The
identification of the alkaloid components was accomplished by matching their mass spectra
with those recorded in the NIST 05 (NIST /EPA/NIH MASS 2005 Espectral Library) and
by comparing the obtained spectra with those reported in the literature. NIST 05 collects
representative alkaloids of all the skeletons referenced. The structure of an alkaloid is
assigned when the overlap is above 90% with the database. The skeleton of unidentified
compounds was proposed according to the highest index of similarity to any of those listed

in the database. Furthermore a standard was used for galanthamine identification.
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The percentage of the compounds in the extracts was calculated in basis of the total

area of the GC-MS peaks (Berkov et al. 2008).
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TABLES

Table S1. Alkaloids in species of the genus Phycella.

RT®  Alkaloid (Skeleton type) m/z (% relative intensity) %"
Phycella australis:
19.49 Galanthamine 2 287(81), 286(100), 270(19), 244(29),  0.14
(Galanthamine) 216(34), 207(25), 174(30), 165(24),
115(22), 77(23)
20.05 1,2-didehydro-(3B)-Crinan-3-  271(100), 201(19), 200(25), 199(73),  0.53
ol? (Crinine) 187(61), 173(20), 172(19), 129(22),
128(25), 115(26)
20.32 Al (Lycorine) 281(39), 269(26), 252(21), 251(40), 0.13
250(100), 207(34), 191(21), 186(28),
128(20), 96(24)
20.62 A2 (Crinine) 289(100), 288(22), 272(22), 267(23),  0.18
218(52), 217(35), 207(33), 202(23),
190(24), 149(50)
23.82 A3 (Homolycorine) 162(3), 134(2), 126(8), 125(100), 124(9),  59.67
97(3), 96(36), 94(4), 82(3), 81(3)
24.65 A4 (Homolycorine) 178(2), 126(8), 125(100), 124(8), 97(2),  10.05

96(32), 95(2), 94(4), 82(3), 81(3)
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26.28 A5 (Homolycorine) 126(8), 125(100), 124(7), 97(2), 96(29),  15.35
95(2), 94(3), 82(2), 81(2), 77(2)

Phycella aff. cyrtanthoides:
19.49 Galanthamine®? 288(14), 287(80), 286(100), 270(13), 4.65
(Galanthamine) 244(23), 230(13), 216(36), 174(30),
165(10), 115(15)

19.64 A6 (Galanthamine) 285(62), 284(100), 273(60), 272(61),  0.64
266(25), 216(19), 202(27), 160(31),
115(26), 69(20)

20.11 A7 (Homolycorine) 285(4), 284(5), 207(3), 110(9), 109(100),  1.35
108(15), 85(7), 82(3), 71(11), 69(3)

20.32 A8 (Lycorine) 252(6), 251(42), 250(100), 193(4), 0.74
192(12), 191(12), 190(4), 124(9), 109(25),
96(9)
20.86 A9 (Homolycorine) 330(4), 221(7), 110(9), 109(100), 108(12), 0.91

85(8), 83(4), 82(4), 71(11), 69(4)

21.99 1-O-acetyl-Lycorine? 329(25), 281(15), 268(26), 250(18), 0.27
(Lycorine) 227(57), 226(100), 207(37), 97(14),
73(15), 69 (16)

22.28 Lycorine? (Lycorine) 287(21), 286(15), 268(20), 263(9), 2.07

250(14), 228(10), 227(63), 226(100),
147(10), 111(8)
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22.97 A10 (Homolycorine) 207(4), 149(2), 110(9), 109(100), 108(18),  0.98
94(3), 93(2), 82(3), 81(3), 69(4)
25.57 All (Lycorine) 373(21), 270(11), 269(10), 268(33), 8.10
252(12), 250(19), 240(11), 228(11),
227(70), 226(100)
Phycella angustifolia:
19.49 Galanthamine™? 288(14), 287(79), 286(100), 270(14), 2.15
(Galanthamine) 244(23), 230(13), 216(38), 200(14),
174(35), 115(19)
19.64 A12 (Lycorine) 290(10), 289(51), 288(100), 285(11), 0.82
284(18), 213(9), 202(9), 187(10), 174(8),
115(14)
20.11 A13 (Homolycorine) 285(3), 281(5), 224(4), 223(3), 207(7),  0.23
110(9), 109(100), 108(15), 94(5), 82(4)
20.32 Al4 (Lycorine) 347(26), 316(19), 251(36), 250(100), 0.11
207(40), 192(19), 128(18), 115(22),
96(19), 95(21)
20.37  Dihydrocrinine? (Crinine) 273(100), 272(22), 256(30), 244(18), 4.72
226(21), 202(19), 201(52), 200(34),
185(27), 115(24)
20.49 A15 (Homolycorine) 330(3), 273(4), 221(6), 207(2), 201(3),  0.76

115(2), 110(8), 109(100), 108(14), 94(3)
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20.96

21.29

22.27

22.97

23.24

23.70

24.61

26.34

Haemanthamine or
. . 2.3
Crinamine

(Haemanthamine)

A16 (Haemanthamine)

A17 (Lycorine)

A18 (Homolycorine)

Crinan-3-one? (Crinine)

A19 (Homolycorine)

A20 (Homolycorine)

A21 (Homolycorine)

301(64), 272(40), 269(45), 257(58),
227(77), 225(100), 224(65), 211(42),
181(96), 115(47)

273(19), 272(100), 242(14), 240(15),
214(13), 212(14), 211(15), 186(13),
181(26), 128(12)

287(24), 286(20), 282(20), 281(27),
227(70), 226(100), 207(70), 177(19),
96(29), 73(26)

207(5), 147(2), 110(8), 109(100), 108(18),
96(2), 94(3), 82(2), 81(2), 73(2)

272(17), 271(100), 270(40), 240(11),
238(9), 211(19), 182(9), 181(52), 153(12),
152(12)

207(9), 126(8), 125(100), 124(9), 109(30),
108(9), 96(38), 94(9), 82(6), 81(6)

178(2), 126(9), 125(100), 124(9), 97(2),
96(32), 94(4), 82(3), 81(3), 77(2)

177(2), 126(8), 125(100), 124(7), 97(2),
96(29), 95(2), 94(4), 82(2), 81(2)

0.47

11.22

0.20

0.51

4.52

0.63

6.66

58.10

4 RT: Retention time (min).
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b Percentage of the compound in the extract. Values are expressed as a percentage of the
total ion chromatogram.

References: * Standard MS spectra, 2NIST 05 and ® Duffield et al. 1965.
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Table S2. Types of Amaryllidaceae alkaloids identified in Phycella species studied.

Skeleton type P. australis P. aff. cyrtanthoides P. angustifolia
Crinine v - v
Galanthamine v v v
Haemanthamine - - v
Homolycorine v 4 v
Lycorine v v v
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CAPITULO I11: ALCALOIDES DEL GENERO

RHODOLIRIUM
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Referencia:

Lizama-Bizama, I., Pérez, C., Bacza, C. M., Rosas, M., Uriarte, E. y J. Becerra. 2017.
Alcaloides de especies chilenas del género Rhodolirium Phil. (Amaryllidaceae).

En preparacion.
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Alcaloides de especies chilenas del género Rhodolirium
Phil. (Amaryllidaceae)
Alkaloids from Chilean species of the genus Rhodolirium

Phil. (Amaryllidaceae)

RESUMEN

En Chile se han identificado méas de 30 especies nativas de la subfamilia
Amaryllidoideae (Amaryllidaceae). Esta subfamilia se caracteriza por biosintetizar
alcaloides especificos de estas monocotiledoneas, y que presentan un amplio espectro de
propiedades medicinales. Estos alcaloides también se han utilizado como herramienta

quimiotaxonomica para diferenciar especies de Amaryllidoideae nativas de otros paises.

Ya que la taxonomia de las Amaryllidoideae chilenas actualmente se encuentra en
revision, el presente trabajo tiene como objetivo comparar quimiotaxondémicamente
especies endémicas del género Rhodolirium. Para tal fin, se analizé la quimica de sus
alcaloides. Los extractos alcaloideos se obtuvieron a partir de bulbos de R. laetum, R.
montanum y R. speciosum. Posteriormente, los extractos fueron analizados por GC-MS.

Los alcaloides fueron caracterizados segun su tiempo de retencion y su espectro de masas.

Se detectaron seis alcaloides en Rhodolirium laetum, seis alcaloides en R.

montanum y tres alcaloides en R. speciosum. Estos alcaloides se clasifican dentro de cinco
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tipos estructurales: crinina, galantamina, homolicorina, licorina y tazetina. Todas las
especies estudiadas presentaron diversos perfiles alcaloideos, lo cual permite diferenciarlas

quimiotaxondmicamente.

INTRODUCCION

Rhodolirium Phil. es uno de los géneros nativos de Amaryllidaceae en Chile. Hay
cinco a seis especies descritas (Ravenna 2003, Baeza et al. 2009, Mufoz et al. 2011, Baeza
et al. 2017) distribuidas en Chile desde la costa nortefna hasta la Provincia de Osorno en el
sur y en Argentina desde la zona costera hasta el lado este de los Andes, entre los 150 y

2500 m de altitud (Ravenna 2003).

Este género se caracteriza por presentar una inflorescencia con una a varias flores;
perigonio infundibuliforme en la mitad inferior y ampliamente expandido en la parte
superior; estigma capitado o capitado-trilobulado, himedo; el fruto es una cépsula globosa-

tricoca; semillas planas cubiertas con una membrana negra (Ravenna 2003).

Ademas, el género Rhodolirium pertenece a la subfamilia Amaryllidoideae. Esta
subfamilia se caracteriza por biosintetizar alcaloides con importantes efectos en sistemas
biologicos (Bastida et al. 2011), destacando sus actividades anti-cancer y su actividad
inhibitoria de la acetilcolinesterasa (Ding et al. 2017). Estos alcaloides se denominan
“Alcaloides de Amaryllidaceae” por encontrarse casi exclusivamente en las especies de esta
subfamilia (Takos y Rook 2013). Se clasifican en nueve tipos estructurales denominados:
norbeladina, licorina, homolicorina, crinina, hemantamina, narciclasina, tazetina,

montanina y galantamina (Bastida et al. 2011).
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En Chile, las Amaryllidoideae se distribuyen desde la Region de Arica y Parinacota
a la Region de Los Lagos y se han identificado mas de 30 especies nativas (Arroyo-
Leuenberger y Dutilh 2008, Ravenna 2003). A pesar de esta variedad en especies, sélo se
ha estudiado la quimica de alcaloides en dos especies nativas del género Rhodophiala C.
Presl (Pacheco et al. 1982, Septlveda et al. 1982). Ademas, estudios previos en géneros de
otros paises, indican que los alcaloides de Amaryllidaceaec pueden ser usados como una
potencial herramienta quimiotaxondémica para diferenciar especies (Elgorashi et al. 2003,
Berkov et al. 2008). Este hecho es de particular importancia cuando los caracteres
morfoldgicos no son suficientes para delimitar taxones, como es el caso de ciertos géneros
y especies de Amaryllidoideae chilenas (Baeza et al. 2009, Mufioz et al. 2011).
Considerando estos problemas taxonomicos, los alcaloides de Amaryllidaceae pueden
aportar como caracteres quimicos (Hegnauer 1963) para diferenciar especies nativas

chilenas.

El presente trabajo tiene como objetivo comparar quimiotaxondmicamente tres
especies endémicas del género Rhodolirium Phil.: R. laetum (Phil.) Ravenna, R. montanum

Phil. y R. speciosum (Herb.) Ravenna.

Rhodolirium laetum (Phil.) Ravenna [= Rhodophiala laeta Phil.] es una especie
endémica de Chile que crece en las Regiones de Antofagasta y Atacama, sobre los 1000 m
de altura (Arroyo-Leuenberger y Dutilh 2008) (Fig. 1). Presenta flores con 6 tépalos
eliptico-lanceolados, reflexos, de 4 a 7 cm de largo (Baeza et al. 2017). Estas flores pueden
ser de color rosado fuerte o fucsia, a veces con los nervios un poco mas oscuros (Baeza et
al. 2017). El estilo es algo mas largo que los estambres y termina en un estigma capitado

(Baeza et al. 2017).
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Rhodolirium montanum Phil. [= Rhodophiala rhodolirion (Baker) Traub] es una
especie endémica de Chile y Argentina. En Chile, se localiza en la Region Metropolitana de
Santiago y en las Regiones de O’Higgins y del Maule, entre los 2000 y 2700 m de altura

(Arroyo-Leuenberger y Dutilh 2008) (Fig. 2).

Rhodolirium speciosum (Herb.) Ravenna es una especie endémica de Chile que se
distribuye principalmente en el valle central de las Regiones del Bio-Bio y de La Araucania
(Baeza et al. 2009). Su flores son acampanadas, rojo-amarillentas y con los tépalos reflejos

(Baeza et al. 2009) (Fig. 3).

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se recolectaron ejemplares de R. laetum, R. montanum y R. speciosum. Rhodolirium laetum
fue recolectada en la Provincia de Antofagasta, Region de Antofagasta, en octubre de 2010,
R. montanum, en la Provincia de Curico, Region del Maule, en febrero de 2011 y R.
speciosum, en la Provincia de Concepcion, Region del Bio-Bio, en octubre de 2011. Las
recolecciones se llevaron a cabo en los periodos de floracion de estas especies. Se
depositaron ejemplares de cada especie como respaldo en el Herbario de la Universidad de
Concepcion (CONC). Los bulbos fueron separados de los escapos florales, de las hojas y de

las raices y se trozaron para su maceracion.

Extraccion de alcaloides y separacion
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Los bulbos frescos (26 g de R. laetum, 52 g de R. montanum y 214 g de R. speciosum)
fueron macerados hasta agotamiento en HCI 0,1 N por 72 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, el extracto crudo fue filtrado y extraido tres veces con diclorometano

(CH,Cl,) en una proporcion 5:1, extracto crudo: CH,Cl,.

Luego el extracto de alcaloides se basifico con NH4OH 25% hasta alcanzar un pH superior
a 10. Los alcaloides fueron extraidos con CH,Cl,. El solvente fue evaporado en rotavapor a
40 °C bajo presion reducida y se analizd6 por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM). El rendimiento de los extractos fue de 0,09% para R.
laetum, 0,18% para R. montanum y 0,11% para R. speciosum, obteniéndose 22, 94 y 241

mg de extracto respectivamente.

Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)

La composicion de cada extracto fue determinada en un cromatégrafo de gases con
espectrometro de masa (Agilent 7890) equipado con un inyector automatico Agilent y
usando una columna capilar HP-5SMS (30 m x 0,25 mm de didmetro interno, con una
pelicula de 0,25 um de espesor). El programa de temperatura comenzé con 100 °C por 5
min y luego tuvo un incremento de 5 °C/min hasta llegar a 275 °C, temperatura mantenida
por 25 min. La temperatura del bloque de inyeccion fue de 250 °C. Se inyectd 1 ul de la
muestra. Los porcentajes relativos de los componentes del extracto fueron obtenidos usando
Helio como gas portador con un flujo de 1 ml/min a volumen constante en un detector de
masa (Agilent 5975). Se identificaron los alcaloides utilizando la base de datos
Nist/EPA/NIH MASS 2005 Espectral Library (NIST 05). Los compuestos representativos

de los 9 tipos estructurales de los alcaloides de Amaryllidaceae estan incluidos en NIST 05.
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La estructura de un alcaloide se asigné cuando el porcentaje de similitud con la base de
datos era mayor al 90%. Los compuestos no identificados se clasificaron en los tipos
estructurales de acuerdo al mayor porcentaje de similitud que presentaron con aquellos
encontrados en la base de datos. Ademas, se utilizd un estandar para la identificacion de

galantamina.

El porcentaje de los compuestos en los extractos fue calculado en funcion del area de los
picos del CG-EM, la cual depende de la concentracioén de los compuestos correspondientes

y de la intensidad de su fragmentacion espectral de masas (Berkov et al. 2008).

RESULTADOS

Se analizaron extractos alcaloideos correspondientes a tres especies de Rhodolirium
(Fig. 1 a 3), de un total de cinco a seis especies incluidas en este género (Ravenna 2003,
Baeza et al. 2009, Muioz et al. 2011, Baeza et al. 2017). En la separacion cromatografica

los alcaloides aparecen entre los minutos 19 y 27 (Tabla 1).

Los andlisis mediante espectrometria de masas indicaron que las tres especies
presentan los esqueletos tipo galantamina, homolicorina, crinina, tazetina y licorina (Fig. 4,

Tabla 1 y 2). Los bulbos de R. montanum presentaron la mayor variedad de esqueletos.

Las tres especies comparten compuestos con esqueleto tipo homolicorina (Tabla 2),
correspondientes a los alcaloides A2, A3, A4, A5, A7y A8 (Tabla 1). R. laetum presenta la
mayor diversidad en alcaloides tipo homolicorina. Ademas, R. laetum y R. montanum
comparten la mayor cantidad de tipos de alcaloides: galantamina, homolicorina y licorina.

Por otra parte, los alcaloides de tipo tazetina solo estuvieron presentes en R. montanum.
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Los alcaloides mayoritarios son diferentes para cada especie: un alcaloide con
esqueleto tipo galantamina (alcaloide Al) en R. laetum, uno tipo tazetina (alcaloide

tazetina) en R. montanum y uno tipo homolicorina (alcaloide A8) en R. speciosum.

Las especies R. laetum y R. montanum comparten especificamente el alcaloide

galantamina.

Si bien, al analizar segun el tipo de alcaloide las tres especies estudiadas presentan
tipos en comun, se encontraron alcaloides especificos en cada una de ellas. Por lo tanto, el

perfil alcaloideo fue diferente entre estas especies.

Figura 1. Rhodolirium laetum en su habitat natural, Region de Antofagasta, Chile.

75



Figura 2. Rhodolirium montanum Phil. [= Rhodophiala rhodolirion (Baker) Traub] en su

ambiente natural (Fotografias extraidas de Arroyo-Leuenberger y Dutilh 2008).

Figura 3. Inflorescencias de Rhodolirium speciosum: vista frontal (izquierda), vista ventral

(centro) y vista lateral (derecha). Fotografias de I. Lizama-Bizama.
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Figura 4. Tipos de alcaloides identificados en los extractos: crinina, galantamina,

homolicorina, licorina y tazetina.

Lycorine Homaolycorine

Tazettine
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Tabla 1. Alcaloides en especies del género Rhodolirium.

Alcaloide (Tipo de

TR® m/z (% intensidad relativa) % P
esqueleto)
Rhodolirium laetum:
19.49 Galantamina® 2 287(77), 286(100), 270(16), 244(27), 230(16), 0,16
(Galantamina) 216(35), 207(22), 174(28), 115(18), 109(17)
19,66 Al (Galantamina) 290(10), 289(58), 288(100), 232(7), 213(6), 13,64
202(10), 189(7), 188(7), 187(8), 115(9)
20,49 A2 (Homolicorina) 330(4), 329(4), 275(3), 274(4), 221(6), 207(2), 0,52
110(9), 109(100), 108(13), 94(2)
22,29 Licorina® (Licorina) 287(23), 286(16), 268(19), 252(6), 250(15), 3,07
228(10), 227(63), 226(100), 147(11), 111(7)
22,97 A3 (Homolicorina) 207(2), 115(1), 110(8), 109(100), 108(18), 1,11
94(3), 93(2), 82(3), 81(2), 67(1)
23,71 A4 (Homolicorina) 207(4), 162(4), 126(9), 125(100), 124(9), 0,72

109(5), 96(36), 94(5), 82(3), 81(3)
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Rhodolirium montanum:

19.49

20,10

21,47

22,28

22,90

23,24

Galantamina® 2

(Galantamina)

AS (Homolicorina)

Tazetina® (Tazetina)

A6 (Licorina)

3-Epimacronina®

(Tazetina)

Crinan-3-ona® (Crinina)

287(79), 286(100), 270(15), 256(13), 255(16), 0,27

244(24), 230(15), 216(42), 174(34), 115(19)

238(3), 222(1), 207(3), 164(1), 110(8), 0,62

109(100), 108(16), 94(3), 93(2), 82(2)

331(28), 316(13), 298(20), 248(15), 247(100), 63,29

201(15), 199(13), 115(13), 71(13), 70(16)

287(21), 286(13), 268(23), 250(22), 238(16), 0,23

227(58), 226(100), 207(24), 147(13), 77(12)

329(22), 314(18), 255(20), 246(16), 245(100), 2,20

244(24), 241(15), 225(17), 201(72), 197(15)

272(18), 271(100), 270(39), 240(10), 238(9), 1,81

211(20), 182(9), 181(53), 153(13), 152(13)
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Rhodolirium speciosum:

20,87 O-Acetildihidrocrinina?

(Crinina)

23,72 A7 (Homolicorina)

26,24 A8 (Homolicorina)

315(100), 256(91), 254(25), 227(37), 226(57), 2,47

201(28), 200(30), 185(31), 115(23), 71(23)

162(3), 126(9), 125(100), 124(9), 1093), 4,79

97(3), 96(35), 94(4), 82(3), 81(3)

126(8), 125(100), 124(7), 109(2), 97(2), 10,67

96(29), 95(2), 94(3), 82(2), 81(2)

4 TR: Tiempo de retencion (min).

b Porcentaje del compuesto en el extracto. Los valores son expresados como un porcentaje

del cromatograma total de iones.

Referencias: ' Espectro de EM del estandar y 2NIST 05.
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Tabla 2. Tipos de alcaloides de Amaryllidaceae identificados en las tres especies de

Rhodolirium estudiadas.

Tipo de Esqueleto R. laetum R. montanum R. speciosum

Crinina - v v

Galantamina v v -

Homolicorina v v v

Licorina v v -

Tazetina - v -
DISCUSION

Este es el primer reporte sobre la composicion alcaloidea de estas especies de
Rhodolirium. Previamente s6lo se han estudiado los alcaloides de dos especies de

Amarilidaceas nativas (Pacheco y Silva 1992).

Los alcaloides de Amarilidaceas se distribuyen en todos los 6rganos de la planta,
encontrandose en mayor diversidad en los bulbos. Por tal motivo, este estudio se focalizd

en el analisis de los alcaloides presentes en los bulbos de estas plantas.

Las tres especies estudiadas comparten so6lo alcaloides con esqueleto tipo
homolicorina. Por otro lado, s6lo R. montanum present6 alcaloides de tipo tazetina. Se
detectaron alcaloides exclusivos en cada especie que permiten diferenciarlas

quimiotaxonémicamente y un tipo de alcaloide en comun (homolicorina) que podria ser
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caracteristico del género Rhodolirium, en comparacion a los otros géneros de

Amaryllidoideae chilenas.

Estudios previos también han analizado desde otros enfoques taxondmicos estas tres
especies de Rhodolorium estudiadas (Baeza et al. 2009, Mufioz et al. 2011, Baeza et al.
2017). Estas investigaciones han contribuido en la diferenciacion de géneros y especies de
Amaryllidoideae chilenas. Por ejemplo, los resultados de los estudios cromosdmicos y
moleculares realizados por Mufoz et al. (2011), junto con diferencias en la morfologia,
apoyan la validez del género Rhodolirium y de la especie R. montanum dentro de las
Amaryllidoideae chilenas. Ademas, estos investigadores observan al género Rhodolirium
como grupo hermano de Phycella en el analisis filogenético (Mufoz et al. 2011). Dado
esto, es importante mencionar que el hecho de que todas las especies de Rhodolirium del
presente estudio compartieran alcaloides de tipo homolicorina, también se ha visto en otras
tres especies de Phycella analizadas (datos no publicados). Por el contrario, especies de
Rhodophiala estudiadas no compartieron la presencia de alcaloides tipo homolicorina en

todas ellas (datos no publicados).

Asimismo, la investigacion llevada a cabo por Baeza et al. (2009) permitid
diferenciar los cariotipos de Rhodolirium y Rhodophiala en su numero cromosémico.
Ademas, se diferencié la formula haploide de las especies Rhodolirium speciosum y R.

andicola con respecto a especies de Placea y Phycella (Baeza et al. 2009).

En el estudio realizado por Baeza et al. (2017) se observan diferencias en el
cariotipo de R. laetum en comparacion con otras especies de Rhodolirium. En el presente
estudio si se analizan los tipos de alcaloides encontrados en R. laetum (galantamina,

homolicorina y licorina), estos también estdn presentes en R. montanum. Sin embargo, al
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analizar los alcaloides individualmente, las diferencias entre R. laetum y las otras especies
son mas notorias. De esta manera, seria interesante estudiar la quimica de alcaloides de

otras especies de Rhodolirium para también compararlas quimiotaxonomicamente.

De acuerdo a lo mencionado previamente, esta investigacion aporta con caracteres
quimicos que pueden permitir la diferenciacion entre especies de Rhodolirium y que
probablemente también permitan diferenciar géneros de Amaryllidoideae chilenas. Estos
alcaloides utilizados junto con los caracteres morfolodgicos, cariotipicos y moleculares,

podrian ser de utilidad para realizar analisis taxonémicos mas robustos en Amaryllidoideae.

Ademas, es importante mencionar que todas las especies estudiadas constituyen
nuevas fuentes naturales de alcaloides de interés farmacologico (Bastida et al. 2011, Ding

etal. 2017).

De esta manera, nuestro estudio provee de mas antecedentes para el conocimiento y
aplicacion de la quimica de alcaloides en amarilidaceas nativas chilenas, estableciendo las

bases para multiples investigaciones futuras.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

La mayoria de los estudios sobre alcaloides de la flora chilena han sido publicados
hace mas de 10 afios, reportandose los alcaloides de s6lo el 12,5% de las familias, el 3,9%
de los géneros y el 1,7% de las especies vegetales nativas (Echeverria y Niemeyer 2012).
Considerando las aplicaciones farmacoldgicas de los alcaloides, es necesario potenciar el

estudio de la quimica de especies chilenas de flora nativa (Echeverria y Niemeyer 2012).

Particularmente, la subfamilia Amaryllidoideae se destaca por biosintetizar
alcaloides con actividad farmacolégica y con potencial biomédico (Ding et al. 2017) y
ademas por el amplio uso ornamental de diversos géneros (Zomlefer 1994), caracteristicas
que le confieren importancia cientifica e importancia econdémica en diferentes areas

comerciales.

Los alcaloides de Amaryllidaceae han sido extensamente estudiados desde finales
del siglo XIX (Bastida y Viladomat 2002). El conocimiento de sus rutas biosintéticas
permite su clasificacion en nueve tipos de esqueletos estructurales (Bastida et al. 2011).
Junto con lo sefialado anteriormente, la presencia de estos alcaloides restringidos a la
subfamilia Amaryllidoideae, permite su utilizacion como herramienta quimiotaxondmica

dentro de este grupo de monocotiledoneas (Elgorashi et al. 2003, Berkov et al. 2008a).

Esta investigacion contribuye al conocimiento de la quimica de alcaloides en
especies chilenas de Amaryllidoideae. En todas las especies estudiadas fue posible
reconocer compuestos quimicos con espectros de masa caracteristicos de alcaloides de

Amaryllidaceae y derivados de diferentes vias biosintéticas (orto-para’, para-para’ y/o para-
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orto’).

En los extractos de las especies estudiadas del género Rhodophiala se identificaron
alcaloides de tipo licorina, crinina, galantamina, homolicorina, tazetina y montanina. Todas

estas especies compartieron alcaloides de tipo crinina, tazetina y montanina.

A su vez, las especies del género Phycella presentaron alcaloides de tipo licorina,
crinina, galantamina, homolicorina y hemantamina. Estas tres especies compartieron

alcaloides de tipo galantamina, homolicorina y licorina.

Por su parte, todas las especies de Rhodolirium estudiadas presentaron alcaloides de
tipo crinina, galantamina, homolicorina, licorina y tazetina. Estas tres especies

compartieron so6lo alcaloides de tipo homolicorina.

En general, estos tres géneros se diferenciaron por los tipos de alcaloides
compartidos por todas sus especies analizadas. De esta manera, el grupo conformado por
alcaloides de tipo crinina, tazetina y montanina podria ser caracteristico del género
Rhodophiala, y el grupo conformado por alcaloides de tipo galantamina, homolicorina y
licorina, ser caracteristico del género Phycella. Por otra parte, el género Rhodolirium podria
caracterizarse por presentar en todas sus especies alcaloides de tipo homolicorina. Por lo
tanto, es necesario analizar el perfil de alcaloides de todas las especies de cada uno de estos
géneros para corroborar si este fenomeno es repetitivo y definir si estos grupos de

alcaloides son efectivamente marcadores quimicos de estos taxones.

También se detectaron diferencias del perfil de alcaloides entre las especies de cada
género estudiado. Por ejemplo, en el género Rhodophiala solo R. bagnoldii presentd

alcaloides de tipo galantamina, en el género Phycella sélo P. angustifolia presentd
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alcaloides de tipo hemantamina y en el género Rhodolirium so6lo R. montanum presentd
alcaloides de tipo tazetina. Previamente, Berkov et al. (2008a) también observaron
diferencias en los tipos de alcaloides biosintetizados por dos especies del género Galanthus.
El patréon de alcaloides de una poblacion de G. nivalis estudiada se caracterizd por la
dominancia de compuestos derivados de la via biosintética para-para’ (alcaloides de tipo
tazetina y hemantamina). En contraste, el patron de alcaloides de G. elwesii estuvo
dominado por compuestos derivados de la via orto-para’ (alcaloides de tipo homolicorina y
licorina). Estas diferencias en el metabolismo secundario de ambas especies de Galanthus
otorgaron un respaldo quimiotaxonoémico para su separacion en diferentes taxones (Berkov

et al. 2008a).

Un estudio preliminar de extracto alcaloideo de Traubia modesta, unica especie de
su género y endémica de Chile, mediante CG-EM, da cuenta de la importancia de
profundizar en estudios de este grupo. Traubia, junto con Phycella, Rhodolirium y Placea
conforman la subtribu Traubiinae (Garcia et al. 2014). Especificamente, el perfil quimico
observado en T. modesta, indica que esta especie biosintetiza alcaloides aun no reportados
para Amaryllidoideae. En el extracto s6lo se detectod un alcaloide con un espectro de masas
caracteristico de alcaloides de Amaryllidaceae. No fue posible identificar este compuesto,
debido a su bajo porcentaje de similitud con respecto a la base de datos NIST 05. Para
identificar los alcaloides de esta especie serd necesario aislarlos, purificarlos y determinar

su estructura quimica.

Los resultados de esta investigacion indican que es posible comparar
quimiotaxondémicamente géneros y especies de Amaryllidoideae nativas chilenas,

confirmando la hipdtesis postulada originalmente. De esta forma, es factible considerar a la
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quimica de alcaloides de Amaryllidaceae como un caracter taxonémico adicional a los ya
empleados en la actualidad. Utilizados en conjunto los caracteres morfologicos, cariotipicos
y moleculares, junto con estos caracteres quimicos, se podrian desarrollar analisis mas
robustos para establecer las relaciones taxonOmicas entre especies y géneros de

Amaryllidoideae.

Los géneros pertenecientes a la subtribu Traubiinae, Phycella y Rhodolirium, se
caracterizaron por presentar en todas sus especies estudiadas, tipos de alcaloides derivados
de las vias para-orto’ y/o orto-para’. Por el contrario, el género correspondiente a la
subtribu Hippeastrinae, Rhodophiala, se caracterizd por presentar en todas sus especies
estudiadas, tipos de alcaloides derivados de la via para-para’. Preliminarmente y de acuerdo
a estos resultados, existen tipos de alcaloides que pudieran tener importancia

quimiotaxonomica a nivel de subtribu.

Por otra parte, es importante destacar que todas las especies de Phycella estudiadas
constituyen nuevas fuentes naturales de galantamina, un conocido AChEI. El extracto de P.

aff. cyrtanthoides present6 el mayor porcentaje relativo de galantamina (4.65 %).

Debido a la produccion de alcaloides con actividad farmacolédgica y a las llamativas
inflorescencias que proveen de valor ornamental a estas especies (Schiappacasse et al.
2002), Rhodophiala, Rhodolirium y Phycella pueden ser géneros de interés econémico en
Chile. Por este motivo, es importante tener en consideracion proyectos de propagacion y de

conservacion para sus especies.

Los extractos de todas las especies estudiadas fueron analizados mediante CG-EM.
Esta técnica se distingue por entregar informacion rapida y confiable sobre los alcaloides de

plantas de Amaryllidoideae, detallando la fragmentacion del espectro de masas (disponible
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tanto en literatura como en bases de datos), el tiempo de retencién y el porcentaje de
contribucion en la mezcla de alcaloides (Berkov et al. 2008b). Ademas, esta técnica permite
la identificacion de compuestos traza presentes en la fraccion de alcaloides (Berkov et al.
2005). Estas ventajas adquieren importancia cuando hay poco material disponible de
poblaciones silvestres de plantas de Amaryllidoideae, como es el caso de algunas especies
chilenas endémicas con poblaciones pequefias, de dificil localizacion y/o con probables

problemas de conservacion.
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