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RESUMEN

Senecio grisebachii Baker es una maleza que invade pasturas naturales y cultivos en el sur de Brasil, Uruguay, y pro-
vincias mesopotamicas y Buenos Aires en la Argentina y es considerada toxica debido a la presencia de alcaloides pirro-
lizidinicos (APs) en sus tejidos. Se evaluo el efecto de la deficiencia de nitrogeno y de fosforo sobre el perfil de APs en
inflorescencias de esta maleza. Se realiz6 un ensayo utilizando un diseflo completamente aleatorizado con 10 repeti-
ciones, en el cual las plantas, que crecieron en hidroponia desde mayo hasta octubre, fueron regadas con solucion de nu-
trientes en las que las concentraciones de N o de P reducidas en un 50% respecto del control. La cuantificacion de APs
en las inflorescencias de S. grisebachii por CG y CG-EM, demuestra un aumento significativo en el contenido total de
APs, en los tratamientos con déficiten N o P (1,33 y 1,34 mg g' de materia seca, respectivamente, comparados con el
control 0,35 mg g). Se identificaron siete APs y sus concentraciones variaron entre tratamientos. Senecionina resulto
el alcaloide mayoritario en el tratamiento déficit de N, mientras senecifilina resultéo mas abundante en los tratamientos
control y con déficit de P, seguidos en todos los casos por integerrimina y cantidades menores de espartiodina, jacobina,
jacozina y retrorsina.

Palabras clave. Alcaloides pirrolizidinicos, Senecio, déficit de nitrogeno, déficit de fosforo.

ALKALOID PRODUCTION CHANGES DUE TO NUTRIENT DEFICIENCIES IN
Senecio grisebachii INFLORESCENCES

ABSTRACT

Senecio grisebachii Baker is a weed that invades natural pastures and crops in southern Brazil, Uruguay, the
mesopotamic provinces and Buenos Aires in Argentina, and is considered to be toxic because of the presence of
pyrrolizidine alkaloids (PAs) in its tissues. The effects of nitrogen and phosphorus deficiency was evaluated on the APs
patterns of the weed inflorescences. A completely randomized design with 10 repetitions was used in an experiment
where plants growing in hydroponics from May to October were irrigated with a nutrient solution containing 50% P or N
concentrations with respect to the control treatment. PAs quantification on S. grisebachii inflorescences by GC and GC-
MS showed a significant increase in total PAs content in treatments with N or P deficiencies (1,33 and 1,34 mg gr' dry
weight, respectively, compared to the control with 0,35 mg g'). Seven PAs were identified with relative concentrations that
varied according to treatments. Senecionine was the mayor alkaloid in treatments with N deficiency, while senecifiline was
the most abundant in the control and in P- deficient treatments, followed in all cases by integerrimine and minor amounts
of spartiodine, jacobine, jacozine and retrorsine. Agricultural intensification during the last decades, in addition to the
introduction of soybean cropping in Argentina, resulted in soil degradation of the agroecosystems. This is evidenced by
adecline in soil organic matter and nutrient (nitrogen, phosphorous) contents, among other factors. Moreover, new weed
communities appeared, Senecio grisebachii Baker among them. Our results demonstrate that this invasive weed
increases its toxicity when grown in continuously cropped lands, and its presence in crops and forage lands should be
considered as an threat to human and cattle health.
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INTRODUCCION

Senecio L. (Asteraceae, Senecioneae) es un género
cosmopolitaque incluye 3.000 especies, concentradas en
sumayoria en regiones montafiosas de América, Asiay
Africa. Laexplotacion continua en nuestro pais ha produ-
cido cambios en los agroecosistemas, siendo notoria la
degradacion del suelo con pérdidas significativas del ho-
rizonte A y reduccion de la materia organica, el nitrégeno

e

total y el fosforo disponible (Michelena ez al., 1989; Urri-
carriet & Lavado, 1999). El cultivo de soja es uno de los
principales responsables de esta realidad que incluye ade-
mas la aparicion de nuevas comunidades de malezas. Un
estudio de las especies malezas en las provincias de Bue-
nos Aires y Santa Fe realizado en el periodo 2002-2003,
indic6 la presencia de Senecio grisebachii entre las nue-
vas comunidades de malezas (Leguizamoén et al., 2003).
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Las especies de este género se caracterizan por produ-
cir alcaloides pirrolizidinicos (APs) (Hartmann & Witte,
1995), los cuales han probado ser dafiinos para el hombre
yelganadoatravésdeactividades hepatotoxica (Mattocks,
1986) y neumotdxica (Wilson, 1992), entre otras. Estos
compuestos presentan potencial mutagénico y carcinogé-
nico ademas de ser débilmente virustaticos (Schmeller,
1997).

Los APs no son toxicos por si mismos sino a través
de sus productos metabolicos, ya que son transformados
por las enzimas hepaticas citocromo P-450 en pirroles que
causan dafio a nivel cromosomico. En Senecio riddellii
Torr. & Cray, por ejemplo, laconcentracion de APs puede
alcanzar hastaun 18% de su peso seco y se han encontra-
do valores de DL, en ratas de 50 y 77 mg kg'' para los
alcaloides senecionina y senecifilina, respectivamente
(Mattocks, 1986).

Dado que presentan efectos antialimentarios sobre
insectos herbivoros no especializados (Brown, 1995), se
considera que son parte de las estrategias defensivas de
las especies vegetales que los producen (Boppre, 1990).
Varios insectos han desarrollado, sin embargo, mecanis-
mos a través de los cuales secuestran APs utilizandolos
para su propia defensa porque también actian como fago
repelentes frente a polillas, mariposas y escarabajos, sus
potenciales depredadores (Hartmann, 1995). Los APs pue-
den contaminar alimentos como miel, leche, huevos (Cul-
venor, 1980) y derivados de granos como las harinas, de-
bido a que varias especies del género Senecio invaden
cultivos como el maiz y la soja.

Durante epidemias causadas por intoxicaciéon con APs
fueron detectados casos de lactantes en animales y huma-
nos, consintomas de laenfermedad debido a que también
estanpresentes en laleche. Casos de enfermedades en lac-
tantes y poblacion infantil producidas por oclusion de las

Figura 2. Alcaloides pirrolizidinicos en la naturaleza.
Figure 2. Pyrrolizidine alkaloids in nature.
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venas hepaticas, fueronrelacionados alapresenciade APs
en la leche materna y de vaca (Roulet, 1988).

Los APs son el resultado de diferentes formas de union
entre un amino alcohol, lanecina, y el acido nécico (Fig. 1).

& 4cido nécico

& base necina

Figura 1. Senecionina N-6xido.
Figure 1. Senecionine N-oxide.

A través de la taxonomia quimica y la biogenética se
ha demostrado que existen en realidad tres clases de APs,
que son biosintetizados como N-6xidos: diésteres macro-
ciclicos, como los del género Senecio, diésteres de cadena
abierta y monoésteres (Hartmann & Witte, 1995). Los
diésteres ciclicos, como laretrorsina son los derivados mas
toxicos (DL, enratas: 34 mgkg', Mattocks, 1986), segui-
dosporlosdiésteres aciclicos y finalmente los monoésteres
(Fig. 2). Los primeros son agentes alquilantes bifuncionales
que se unen covalentemente al ADN impidiendo su dupli-
cacion y por ende la division celular.

Labiosintesis de los APs en las Asteraceae es un pro-
ceso coordinado y controlado que ocurre en las raices. El
N-6xido desenecionina (Fig. 1) es sintetizado en lasraices
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y trasladado via floema a los sitios preferenciales de acu-
mulacion, las vacuolas de las células de inflorescencias
y tejidos periféricos de hojas y tallos, lo cual confirmaria
surol como estrategia de defensa quimica. De los 26 di-
ferentes APs descriptos en la literatura en S. jacobaea
(Trigo et al., 2003), con la excepcion de senecivernina,
todos son derivados de la senecionina, a partir de la cual
se obtienen a través de transformaciones metabolicas
simples (Fig. 3).

PRECURSORES
. . integerrimina
senecivernina
a retrorsina
/
a,c
SENECIONINA ——— usaramina
a,c
pd .
. g b erucifolina
jacobina
b senecifilina
d e a
Jacolina jacozina
espartioidina
jaconina

Figura 3. Reacciones involucradas en la biosintesis de alcaloi-
des pirrolizidinicos en Senecio.

(a) isomerizacion Z/E en el C,; (b) deshidrogenacion entre C, y C,g;
(c) hidroxilacion en C ; (d) hidrlisis de epoxido entre C ,y C; (e)
clorolisis de epoxido entre C , y C,; (f) epoxidacion entre C,5y C,,.
Figure 3. Reactions involved in pyrrolizydine alkaloids syn-
thesis in Senecio.

(a) Z/E isomerization at C,; (b) C, ; - C,  dehydrogenation; (c) hydro-
xylation at C ; (d) C,, - C,, epoxide hydrolysis; (¢) C ;- C,, epoxide
chlorolysis; (f) C,; - C,, epoxidation.

El desarrollo de las plantas ocurre a través de proce-
sos de division, crecimiento y diferenciacion celular, que
requieren luz, agua y minerales para la produccioén de los
metabolitos primarios necesarios. Ademas de los com-
puestos quimicosrelacionados alaadquisicion de bioma-
sa (proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos)
las plantas producen una serie de compuestos llamados
metabolitos secundarios, los cuales parecen no ser esen-
ciales para el crecimiento basico (Leicach, 2006). Inde-
pendientemente de las caracteristicas genéticas de una
planta, la proporcion relativa en que los recursos son
utilizados en rutas metabolicas secundarias esta fuerte-
mente afectada por factores ambientales. Diferentes for-

mas de estrés asociadas a la accion de animales (herbi-
voria) y patégenos (enfermedad), la presencia de compe-
tidores (competencia y/o alelopatia), ademas de factores
abioticos (radiaciones, temperaturas extremas, las defi-
ciencias nutricionales y de agua), influyen sobre la pro-
duccion de los metabolitos secundarios (Einhellig, 1989)
y en muchos casos tienden a incrementar la misma (Lei-
cach, 2003; Pomilio et al., 2000; Vilarifo et al., 2005).

Varias teorias han tratado de explicar el compromiso
entre las funciones de defensa (metabolismo secundario)
y el crecimiento y/o reproduccion (metabolismo prima-
rio) (van der Meijden et al., 1988; Simms & Fritz, 1990).
Un factor fundamental en ellas es el balance entre benefi-
cios y costos en la produccion de metabolitos secunda-
rios. Se podria pensar que un incremento en la produc-
ci6n de metabolitos secundarios, derivados de los mis-
mos precursores metabdlicos de metabolitos primarios,
disminuira el crecimiento de la planta, y en algunas espe-
cies ocurre. Sin embargo, en otros casos se ha encontra-
douna falta de correlacion o incluso una correlacion posi-
tiva entre ambos (van Noordwijk, 1986).

Algunos autores sugieren que plantas que crecen con
suministros limitados de energia o nutrientes deben op-
tar entre crecer y defenderse (Herms & Mattson, 1992).
Eltransporte, almacenamiento y los mecanismos de auto-
detoxificacion y reciclado de los metabolitos secundarios
implican costos que podrian conducir a una reduccion en
el crecimiento. Una hipdtesis postulada para predecir los
efectos del entorno sobre la expresion fenotipica del me-
tabolismo secundario es la de Balance de la relacion Car-
bono-Nutriente (BCN) (Reichardt ez al., 1991). Esta teo-
ria predice que una moderada deficiencia de nutrientes
(valor alto de la relacion C/N) limita mas el crecimiento
que la tasa de fotosintesis, acumuldndose carbohidratos
que exceden los requeridos por la planta para el metabo-
lismo primario. Ese exceso serd asignado ala produccion
de metabolitos secundarios con C, Hy O en su estructura
quimica. Por otro lado, en suelos fértiles, la disminucion
de larelacion C/N, impulsaria una mayor produccion de
compuestos nitrogenados, como los alcaloides, emplean-
do el nitrogeno asimilado en exceso.

El presente bioensayo se realiz6 utilizado la técnica
dehidroponia con el fin de evaluar el efecto causado sobre
la produccidny el perfil de alcaloides pirrolizidinicos en
inflorescencias de Senecio grisebachii Baker, al variar los
niveles denitrogenoy fosforo en lasolucion nutritiva. La
eleccion de las soluciones de riego, que de ella depende-
rael desarrollo delaplanta, serealizd siguiendoa Vrieling
& Wijk (1994), quienes estudiaron otra especie de Senecio
(jacobaea L.).
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MATERIALES Y METODOS

Serecolectaron al azar trozos de vastago en una poblacion de
Senecio grisebachii Baker en el campo experimental de la Esta-
cion INTA San Pedro, provincia de Buenos Aires. Los esquejes
se hicieron enraizar en terrinas con arena estéril y perlitay las plan-
tas obtenidas se trasplantaron a macetas a fines de julio de 2005.
De las plantas obtenidas a partir de los esquejes se eligieron en
forma aleatoria veinte para realizar los tres tratamientos que se
detallan a continuacion:

I) NP K,: control. Solucién de riego: N 222,3 mg L', P
40,2 mg L', K 341,8 mg L,

S732mgL"', Cal49,3mgL', Mg24,6 mgL'y
micronutrientes (Arnon & Hoagland, 1940).

II) NP K,: déficit en N. Solucion de riego: N 111,1 mg L
y los demds nutrientes idem N P K .

IIl) NP K :déficiten P. Solucién de riego: P 20,1 mg L'y
los demas nutrientes idem N P K.

Los experimentos se llevaron a cabo en un invernaculo de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires, en
ambiente no controlado, manteniendo el contenido de agua a su
maxima capacidad de retencion. Las malezas e insectos fueron
controlados manualmente, sin utilizar agroquimicos. A fines de
octubre se retiraron las plantas y se separaron las inflorescencias.

La extraccion, cuantificacion e identificacion de los APs se
realizaron de acuerdo a técnicas previamente descriptas (Witte et
al., 1993; Pelser et al., 2005). La cromatografia gaseosa (CG)
permitio la separacion de los distintos alcaloides, y su posterior
acoplamiento a un Espectrometro de Masa (CG-EM), la identi-
ficacion de los mismos. Estos datos relacionados con el peso seco
de cada muestra, permitieron la evaluacion de las abundancias
relativas de cada alcaloide. La Cromatografia Gaseosa permite
separar compuestos en funcion de laintensidad diferencial conque
son retenidos en una columna cromatografica. Como la intensi-
dad con que la fase fija de una columna, adecuadamente elegida,
retiene a cada compuesto depende de su estructura quimica, los
diferentes compuestos son arrastrados a tiempos (tiempos de
retencion, TR) diferentes por el gas portador.

La Espectrometria de Masa permite identificar compuestos
por los fragmentos que resultan de su bombardeo electronico. El
espectro de masa presenta lineas verticales como sefales corres-
pondientes a los fragmentos i6nicos positivos en los que puede
fragmentarse una sustancia en esas condiciones. La altura relati-
va de cada linea indica la abundancia relativa de ese pico. Tanto la
masa (m/z) de cada fragmento como la abundancia relativa que
aparece asu lado entre paréntesis, estan determinados por la estruc-
tura de cada compuesto, cuyo peso molecular coincide con M™.

Las inflorescencias fueron secadas en estufa con corriente de
aire a40 °C inmediatamente después de su recoleccion. Muestras
secas de 2 gramos fueron molidas y extraidas en forma continua
durante 4 horas utilizando un equipo Soxhlet con metanol (250
mL) como solvente. El extracto metanolico fue evaporado a se-
quedad bajo presion reducida y el residuo disuelto por agregado
de HC15% hasta alcanzar un pH =1. A la solucion acida, previa-
mente particionada con cloroformo (3 x 30 mL) para eliminar los
compuestos no polares, se agregd un exceso de zinc en polvo,
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manteniendo el sistema a temperatura ambiente durante 4 h con
agitacion constante para convertir los N-6xidos en las bases ter-
ciarias volatiles. La solucion conteniendo los productos de reac-
cion se filtro, llevé a pH =11 con NH,OH 25% y se extrajo con
cloroformo (3 x 30 mL). El extracto cloroféormico se sec6 con
Na,SO, anhidro y evapor6 a presion reducida hasta sequedad. Se
mantuvo en desecador al vacio hasta constancia de peso. Se ob-
tuvieron de esta manera las fracciones conteniendo todos los
alcaloides (bases libres de APs + N-0xidos de AP), ademas de
compuestos basicos como aminas, que pueden también ser extrai-
dos en estas condiciones. Los extractos secados al vacio, fueron
pesados y reservados a -18 °C hasta su cuantificacion por CG.

Para la cromatografia gaseosa se utiliz6 un cromatdgrafo
gaseoso Hewlett Packard 5890A (Avondale PA, USA) con colum-
na capilar HP-Ultra 2 (50 m x 0,32 mm d. i.) y nitrégeno como
gas portador. Programa de temperatura: de 1502260 °C conrampa
de4°C minuto™, luego isotérmico (260 °C). Se utiliz6 un detector
de ionizacion de llama (FID). Estandar interno: tetradecano.

Muestra (A): cada una de las muestras pesadas se disolvio en
metanol en una relacién de 5 mg por 50 pL de solvente.

Estandar interno (B): 25 pL de tetradecano (C H, , = 0,765
gr mL") se disolvid en 3 ml de cloroformo.

307

Preparacion de la muestra cromatografica: Se mezclaron y
homogeneizaron 10 pL de Ay 10 uL de B. La cantidad inyectada
en el cromatografo fue de 1 pL.

Elanalisis por CG-EM fue llevado a cabo en un cromatografo
gas-liquido Shimadzu GC-17A, acoplado a un espectrometro de
masa CMS-QP 5050A (Kyoto, Japon) trabajando a 70 eV, con
idénticas columna capilar y programa de temperatura utilizando
helio como gas portador. La identificacion de alcaloides se rea-
liz6 por comparacion de los correspondientes EM con los de ba-
ses de datos del software del espectrometro. Las asignaciones se
confirmaron por comparacion con espectros de masa previamen-
te publicados y/o los de testigos comerciales.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el programa InfoStat/
Profesional, Version 1.1 (2002). El disefio experimental comple-
tamente aleatorizado se analizo mediante ANOVA. La prueba de
Tukey (P<0,05) se realizo para determinar diferencias entre las
medias de los tratamientos, y el analisis multivariado de compo-
nentes principales (P<0,05) para los porcentajes de alcaloides en
las muestras.

RESULTADOS

Los tiempos de retencion (7R), los valores de masa
deliéonmolecular (A7), los patrones de fragmentacion ca-
racteristicos de cada compuesto se compararon con es-
pectros de masa obtenidos de la literatura. En las inflores-
cenciasde S. grisebachiise identificaron siete alcaloides,
que resultaron ser diésteres ciclicos de necina y habian
sido descriptos previamente por Trigo et al. (2003) para
laespeciejacobaea. Los patrones de fragmentacion mos-
traron iones a m/z 246, 220, 136 y 120 provenientes de
lanecinay a95, 94y 93 debidos a las rupturas del acido
nécico. Entre ellos, cuatro resultaron ser dos pares de
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isomeros geométricos Z-E, senecionina-integerrimina y
senecifilina-espartioidina.

Los datos correspondientes a los espectros de masa se
presentan en la Tabla 1.

La identificacion de los alcaloides pirrolizidinicos se
realizé utilizando datos obtenidos de labibliografia (Asres,
2004; El-Shazly, 1998,2002; Hartmann & Dierich, 1998;
Klitzke & Trigo, 2000; Pelser, 2005; Trigo et al., 2003:
Vrieling, 2006).

El contenido total de APs (mg por gramo de materia
seca) se incremento significativamente en los tratamientos
condéficitenNoP convaloresde 1,33y 1,34 mg g respec-

tivamente, frente a 0,35 mg g'! para el control. En los tra-
tamientos en los cuales las soluciones de riego aporta-
ron la mitad de las concentraciones de N o P respecto
del control, ninguno de los dos macronutrientes actud
como limitante de la produccion de APs (Tabla 2).

Los patrones de distribucion de la composicion de
alcaloides de los tres tratamientos se obtuvieron a través
del analisis multivariado de componentes principales
(PCA)utilizando unamatriz de varianza/covarianza para
datos continuos, en que las variables, alcaloides, contri-
buyen al analisis en proporcion a sus varianzas (Fig. 4
y Tabla 3). El Componente 1, que explica el 84% de la

Tabla 1. Espectros de masa de alcaloides pirrolizidinicos: i6n molecular M", tiempos de retencion 7R y fragmentacion.

Table 1. Mass spectral data of pyrrolizidine alkaloids: molecular ions M*, retention times 7R and fragmentation.

Alcaloides M* TR Fragmentacion
pirrolizidinicos m/z (min.) m/z (%)
1 senecionina 335 26,60 43 (21), 67 (10), 80 (30), 93 (63), 94 (61), 106 (13), 119 (62), 120 (90),

136 (100), 220 (39), 246 (16), 335 (9).

43 (30), 67 (9), 80 (28), 93 (56), 94 (60), 119 (75), 120 (100), 136 (72), 220 (1),

43 (28), 67 (13), 80 (45), 93 (83), 95 (58), 119 (95), 120 (100), 136 (99), 220(20),

43 (25), 67 (10), 93 (95), 94 (57), 120 (100), 136 (70), 220 (1), 246 (10), 333(1).
43 (30), 67 (8), 80 (38), 93 (62), 94 (47), 95 (65), 120 (100), 136 (35), 220 (3),

43 (20), 67 (11), 80 (26), 93 (50), 94 (45), 95 (40), 119 (98), 120 (100), 136 (30),

2 senecifilina 333 27,31

246 (9), 333 (3).
3 integerrimina 335 27,65

246 (5), 335 (3).
4 espartioidina 333 27,79
5  jacobina 351 29,36

246 (1), 269 (10), 351 (3).
6  jacozina 349 29,75

220 (3), 290 (18), 349 (1).
7 retrorsina 351 30,22

41 (16), 67 (8), 80 (30), 93 (65), 94 (55), 95 (45), 119 (85), 120 (98), 136 (100),

220 (30), 246 (20), 351 (13).

Tabla 2. Medias de APs totales en mg g!' materia seca + D.E. y porcentaje de alcaloides individuales + D.E.

en inflorescencias de S. grisebachii Baker.

Table 2. Mean values of total APs in mg g dry matter + S.D. and individual alkaloids percentage = S.D. in

S. grisebachii Baker inflorescences.

mg g materia seca Tratamiento I NP K,

Tratamiento I NP K,

Tratamiento III N P,K,

APs totales 0,35+0,03(a) 1,33 = 0,02 (b)

% senecionina (1) 37,2 £ 8,52(a) 49,09 + 8,64(b)

% senecifilina (2) 50,67+6,23(b) 36,87 +7,27(a)

% integerrimina (3) 7,45 +2,53(a) 8,54 + 1,76(a)
% [espartioidina (4) +
jacobina (5)+jacozina (6) +

retrorsina (7)]

3,84+ 1,26 2,77 + 1,09

1,34 + 0,02 (b)
38,22 4 2,35(a)
53,21 % 3,69(b)
6,06 + 1,36(a)

1,85+ 1,00

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05).
Different letters correspond to significant differences (p<= 0.05).
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Tabla 3. Analisis multivariado de componentes principales.
Table 3. Principal components multivariate analysis.

Autovalores Valor Proporcion Proporcion Autovectores
Lambda acumulada variables el e2
1 150,20 0,84 0,84 ALCI -0,68 -0,56
2 20,86 0,12 0,95 ALC2 -0,73 -0,47
3 6,76 0,04 0,99 ALC3 -0,01 -0,09
4 0,84 4,7E-03 0,99 ALC4 -0,02 1,4E-03
5 0,59 3,3E-03 1,00 ALCS -0,02 -0,02
6 0,38 2,1E-03 1,00 ALC6 -0,05 -0,65
7 0,17 9,6E-04 1,00 ALC7 -0,02 -0,21

Datos originales (no estandarizados).

19,58 -

10,39 -

I
o 1,20 4
O
2
o
-8,00 S
ALC1
-17,19 < T T T 1
35,12 -20,77 -6,42 7,92 22,27

CP1

Los cuadrados corresponden a las variables alcaloides: ALC 1 (senecionina); ALC 2 (senecifilina); ALC 3
(integerrimina); ALC 4 (espartioidina), ALC 5 (jacobina); ALC 6 (jacozina) y ALC 7 (retrorsina). Los
circulos 1, 2, 3 corresponden a los tratamientos N,P K ;N,P K y N P,K, respectivamente.

Squares correspond to alkaloids: ALC 1 (senecionine); ALC 2 (senecifiline); ALC 3 (integerrimine); ALC
4 (spartioidine), ALC 5 (jacobine); ALC 6 (jacozine) and ALC 7 (retrorsine). Circles 1, 2, 3 correspond to
treatments NP K ; N,P K,y N,P,K, respectively.

Figura 4. Analisis multivariado de componentes principales. Representacion grafica del primer y
segundo componente.

Figure 4. Principal Component Multivariate Analysis. First and second component graphic
representation.
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variabilidad, permite separar los tratamientos N P K (1)
y N \P_K, (3)del tratamiento NP K (2) sefialando a se-
necioninay senecifilina como los alcaloides responsables
de estas diferencias. La senecifilina recibe el peso positi-
vo mas alto y la senecionina, el peso negativo més alto, es
decir, se relacionan en forma negativa. Los tratamientos
control y con déficit de P, en los cuales el alcaloide prin-
cipal es senecifilina se oponen al tratamiento con déficit
de N donde senecionina es mayoritario. El Componente 2
solo explica el 12% de la variabilidad, esta asociado fun-
damentalmente a senecionina, senecifilina y jacozina.

Estos resultados corroboran los presentados en la Ta-
bla 1 donde el porcentaje de senecionina es significativa-
mente mayor (49,09%) en el tratamiento con déficit de N
respecto de los tratamientos control y déficit de P (37,2%
y 38,22%, respectivamente). El valor de senecifilinaes sig-
nificativamente mayor en los tratamientos control y con dé-
ficitde P (50,67%y 53,21%) respecto del tratamiento con
déficit de N (36,87%). El valor correspondiente a inte-
gerrimina no presentd diferencias significativas entre
tratamientos (Tabla 2).

DISCUSION

Los resultados sefialan a senecionina, y senecifilina
como los alcaloides presentes en mayor concentracion,
eninflorescencias de S. grisebachii, seguidos por intege-
rrimina. Retrorsina aparece como uno de los alcaloides
minoritarios. La comparacion entre los porcentajes indi-
viduales de los alcaloides mayoritarios en las repeticio-
nes de cada tratamiento y el analisis multivariado de
componentes principales evidenciaron unadispersion ma-
yorde datos enlos tratamientos N P K, yN,P K, (Fig.4),
que puede explicarse en parte teniendo en cuenta que en
general existe variabilidad entre individuos de una deter-
minada poblacidn, en la produccion de aleloquimicos
estructuralmente relacionados.

Lamayor dispersionde datosenN P K sedebeaque
en una repeticion cambia el alcaloide mayoritario, sien-
do senecionina en lugar de senecifilina, y en otras dos la
abundancia de jacobina y retrorsina es notablemente
superior al correspondiente valor medio.

En el tratamiento NP K| senecionina, siempre ma-
yoritario, present6 una abundancia mucho mayor que la
media en una repeticion, produciendo un aumento en la
variabilidad a la que también contribuyeron los valores
de jacozina y retrorsina que se disparan mucho mas alla
de la media en otra repeticion.

Las desviaciones estandar de los alcaloides minori-
tarios espartoidina, jacobina, jacozina y retrorsina son

e

relativamente altas ya que estan presentes en proporcio-
nes muy bajas, alrededor del 1%, apenas por encima del
ruido del cromatografo.

La alta concentracion de senecionina y senecifilina,
y la mayor produccion de APs en situaciones de déficit
de N o P, confirmarian lo postulado por algunos autores
respecto de un aumento en el metabolismo secundario en
condiciones de estrés (Einhellig, 1989).

En condiciones de déficit de nitrogeno, las inflores-
cencias presentaron cambios en el perfil de los alcaloides
respecto del control, presentando un aumento en la abun-
danciarelativa de senecionina, acompanado de la dismi-
nucion en la de senecifilina. Dado que la primera es pre-
cursora de la segunda en la biosintesis de APs, se podria
especular que de esta manera se ahorra un paso biosin-
tético, lo cual redundaria en un menor costo metabodlico.

Enelpresentetrabajo, los resultados difieren de los pre-
dichos por la hipdtesis de Balance de larelacién Carbono/
Nutriente (BCN), ya que la produccion de alcaloides se
incremento significativamente en los tratamientos don-
de la disponibilidad de N o P habia sido disminuida a la
mitad respecto del control. Aunque estudios previos re-
lacionados en general con la produccion de metabolitos
secundarios no nitrogenados revalidaron dicha hipotesis
para ese tipo de compuestos, existen discrepancias en
cuanto a variaciones en la concentracion de metabolitos
secundarios nitrogenados. Algunos ensayos sefialan au-
mentos en su concentracion por fertilizacion, por ejemplo
se demostré un incremento en la concentracion de
alcaloides en Tabernaemontana pachysiphon Staff., en
estudios con suplementacion de N (Hoft et al., 1996).
Resultados inversos alos anteriores se encontraron en tra-
bajos con Nicotiana sylvestris Speg. & Comes, que acu-
mulo nicotina como respuesta a la deficiencia de N (Bal-
dwin et al., 1993). En cambio, un experimento también
llevado a cabo en condiciones de hidroponia, demostro
que la especie S. jacobaea, no evidenciaba diferencias
significativas en la produccion de APs en la parte aérea'y
raices en condiciones de estrés por deficiencia de N o P
(Vrieling & van Wijk, 1994). Estos autores tampoco en-
contraron cambios significativos al analizar los efectos
de la deficiencia de P sobre la produccion de APs, sugi-
riendo quelaproducciénde APsensS. jacobaeano severia
afectada por la deficiencia de fosforo, porque éste no es
incorporado como tal en los alcaloides.

Cabe mencionar, sin embargo, que atin cuando el P
no esté presente en la estructura de los alcaloides, podria
afectar la produccion de ATP, una de las formas de ener-
gianecesarias para la mayoria de las rutas biosintéticas,
constituyendo asi una forma de estrés para la planta.

Estos resultados confirman que el estrés por falta de
macronutrientes aumenta la produccion de metabolitos
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secundarios, ya que demuestran que la proporcion de
alcaloides pirrolizidinicos en inflorescencias de S. grise-
bachii se cuadruplica cuando se reduce a la mitad, tanto
la disponibilidad de fosforo como la de nitrogeno.

Enelmarco del fuerte impacto ambiental resultante del
manejo agricola, nuestros resultados demuestran en prin-
cipio que S. grisebachii, una maleza comiin, aumenta su
toxicidad cuando crece con baja disponibilidad de N o P,
caracteristica de suelos sometidos a cultivo continuo. Esto
puede ser un llamado de atencién sobre el potencial pro-
blema relacionado con la presencia, en aumento, de esta
especie en cultivos y pastizales argentinos.
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