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RESUMEN  
 

Los ecosistemas andinos y altoandinos son parte fundamental de ciclos biogeoquímicos como el 

ciclo del agua y diferentes nutrientes como carbono, nitrógeno, fósforo entre otros. Estos 

ecosistemas se componen de una serie de escenarios (e.g., humedales) que almacenan una gran 

cantidad de elementos de la biodiversidad que ofrecen servicios ecosistémicos tales como 

abastecimiento a las comunidades próximas a estos ecosistemas, servicios de regulación, como el 

ciclo de los nutrientes en el suelo y captación de carbono y servicios culturales. En la diversidad 

vegetal encontrada en los ecosistemas andinos se pueden encontrar dos importantes géneros 

ampliamente distribuidos, género Piper y género Lupinus. 

Las plantas del género Piper se encuentran ampliamente distribuidas en las regiones tropicales y 

subtropicales del mundo, cuyos estudios se han orientado, entre otros, a conocer su diversidad 

química de forma profunda, reportando compuestos de alto interés farmacéutico, cosmético, 

gastronómico entre otros, entre los que se destacan algunos compuestos nitrogenados. Piper 

bogotense se encuentra distribuida en regiones andinas de Colombia y Ecuador; en la literatura 

se ha reportado la presencia de hojas de esta especie como parte de la hojarasca del lugar donde 

se encuentra distribuida, reportándose también que esta especie presenta facilidad en su 

descomposición, desempeñando de esta forma un rol importante en la circulación de nutrientes al 

medio ambiente.  

Del género Lupinus, tenemos a Lupinus mutabilis, distribuida ampliamente en los ecosistemas 

altoandinos. Las especies del género Lupinus poseen gran importancia en la fijación de nitrógeno 

atmosférico dado que en sus raíces se pueden encontrar nódulos habitados por diferentes especies 

bacterianas, principalmente de género Rhizobium, las cuales desempeñan su rol en el ecosistema 

como fijadoras de nitrógeno.  

Dado que se conoce poco sobre el efecto que podría ejercer el cambio en la disponibilidad de 

nutrientes en el metaboloma de estas plantas representativas de zonas andinas, el presente trabajo 

se enfocó a estudiar cómo las variaciones del nitrógeno disponible promueven cambios en su 

metabotipo. Para ello, se obtuvieron semillas de ambas especies y se germinaron en cámara 

húmeda para estimar el porcentaje de germinación con fines de caracterización de las semillas; al 

obtener las plántulas, se pasaron a invernadero y se sembraron en materas con un sustrato 

realizado a partir de arena de rio y tierra  común en relación 1:2. 

Las plantas en su fase de invernadero fueron separadas por especie y por disolución nutritiva 

utilizada como tratamiento; se utilizaron para cada especie tres disoluciones nutritivas en las 

cuales solo se cambió la concentración total de nitrógeno  y una disolución sin nutrientres (Agua) 
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con el fin de determinar cómo cambiaba los perfiles metabólicos de ambas especies según la 

cantidad de nitrógeno inicial disponible en el sustrato. 

En primera instancia, se determinaron los subestados fenológicos de las plantas utilizando la 

escala BBCH y, según esta, se les asignó un código. Cuando las plantas se desarrollaron hasta 

llegar al subestado fenológico determinado, se colectaron las hojas, se sometieron a liofilización 

y, posteriormente, se sometieron a extracción en etanol mediante ciclos de ultrasonido. Las 

disoluciones obtenidas se perfilaron químicamente mediante HPLC-MS con una columna   

Premier C-18 (4,6 mm x 150 mm, 5 μm), utilizando un método de separación en gradiente de 

elución con una fase móvil compuesta por TFA 0.05% en agua y acetonitrilo. 

Los perfiles químicos obtenidos se sometieron un proceso de autoescalado y alineamiento para 

realizar el análisis estadístico multivariado en el programa SIMCA ® (v 13.3, Umetrics)  con  

fines de construcción de modelos PCA  y OPLS-DA y así establecer las diferencias en la 

composición química de los extractos asociadas al metabotipo. Con los espectros de masas 

obtenidos, se procedió a la identificación tentativa de los compuestos principales en cada extracto, 

con el fin de encontrar los posibles marcadores asociados a cada subestado y esquema de 

fertilización en cada especie. De lo anterior, se encontraron cambios en los perfiles metabólicos 

obtenidos por cada una de las categorías evaluadas, concluyendo de esta manera que en los 

subestados fenológicos evaluados para cada especie y, según el esquema de fertilización, es 

posible detectar cambios en el fenotipo metabólico mediante análisis multivariado, haciéndose 

evidente que a medida que ambas especies se van desarrollando, su metabolismo se va haciendo 

más diverso. Para Piper bogotense se determinaron cambios asociados a la producción de 

diferentes tipos de compuestos nitrogenados en los diferentes subestados fenológicos y, para 

Lupinus mutabilis, se determinó que en subestados iniciales, suele priorizarse la producción de 

alcaloides, mientras que en los subestados fenológicos más avanzados se produce mayor 

diversidad de metabolitos como isoflavonas.  
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Capítulo 1 : CONDICIONES MEDIOAMBIENTALES, FENOTÍPICAS Y 

FITOQUÍMICAS DE Piper bogotense Y Lupinus mutabilis 
 

Piper bogotense y Lupinus mutabilis son representantes de dos géneros con  una amplia 

distribución en los ecosistemas andinos y altoandinos; además desempeñan importantes roles en 

la circulación de nutrientes en el ecosistema en el que se encuentran presentes. Los ecosistemas 

altoandinos son importantes para que se lleven de forma adecuada varios ciclos biogeoquímicos, 

tales como el ciclo del agua, carbono, nitrógeno, fósforo, entre otros. En estos ecosistemas se 

pueden encontrar gran cantidad de humedales que prestan servicios ecosistémicos a las 

comunidades locales como circulación de nutrientes al suelo, regulación y captación de carbono 

y abastecimiento de agua; también se pueden encontrar algunos servicios ecosistémicos culturales 

en zonas altoandinas (Caziani y Derlindati, 1999; Kandus et al; 2011 Vidal et al, 2013).  

Ecosistemas andinos 

La estructura biótica básica en los ecosistemas asociados a la cordillera de los Andes se divide en 

diferentes niveles relacionados con la altura, las cuales son bosque andino bajo, bosque andino 

alto y páramo. El bosque andino bajo se extiende desde los 2500 a 2800 msnm, presenta 

temperaturas anuales entre 12 y 14° C, los bosques altoandinos se extienden desde los 2800 a 

3300 msnm, presenta temperaturas anuales de 9 a 12°C y precipitaciones medias anuales de 900 

a 1100 mm. En la clasificación de Holdridge estas zonas se pueden catalogar como bosque 

montano bajo y bosques húmedos. Y, por último, tenemos los páramos que se encuentran después 

de los 3300 msnm hasta los 4500 msnm, los cuales presentan entre 700 y 2000 mm de 

precipitación (Pérez, 2000). 

Estudios relacionados con la composición vegetal revelan la compleja interacción presente en 

dichos ecosistemas, ya que es posible encontrar en los ecosistemas andinos sincronización en los 

ciclos reproductivos de diversas especies vegetales que posiblemente se relacionan con los ciclos 

térmicos y diferentes interacciones simbióticas asociadas a la perseverancia de especies en 

ambientes hostiles (Arroyo et al, 1981; Nuñes et al, 1999). 

Las comunidades vegetales presentes en estos ecosistemas desempeñan importantes roles en el 

ciclo de elementos fundamentales para la vida tales como el nitrógeno y carbono, gracias al 

denominado “efecto enfermera” que presentan algunas plantas, y de esta manera se mantienen las 

redes tróficas y energéticas en estos ecosistemas pobres en nutrientes (Nuñes et al, 1999). 

Teniendo en cuenta lo anterior, se hace necesario estudiar elementos del ecosistema para entender 

de forma más clara su interacción, la relación del nitrógeno con las plantas presentes en la zona, 

tomando en cuenta que además de las plantas, diversos microorganismos también se ven 

seriamente involucrados en estos procesos (Sarmiento y Bottner, 2002). 
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En los bosques andinos se puede encontrar una gran diversidad florística asociada a la biocenosis 

en diferentes grados; como lo son las especies vegetales presentes en estos bosques andinos y 

altoandinos, de las cuales se destaca la presencia de plantas del género Piper  (Piperaceae) 

(Amaya-Villarreal y Renjifo, 2010; Pérez, 2000; Quijano‐Abril et al, 2006) donde han sido 

reportadas a lo largo de los Andes (Quijano‐Abril et al, 2006). Y son importantes en el ciclo de 

nutrientes mediante la descomposición de sus hojas en la hojarasca del lugar donde se distribuyen. 

La tasa de descomposición de hojarasca en el caso de Piper bogotense es reportada como material 

de fácil degradación (Nuñes, 2002). Es importante acentuar que la hojarasca en los bosques 

representa almacenamiento de nutrientes, entre ellos nitrógeno y fósforo  (Weerakkody y 

Parkinson, 2006). También se reporta la presencia de plantas de género Lupinus, entre ellas 

Lupinus mutabilis (Gross et al, 1988), las cuales también  desempeñan un importante rol en el 

ciclo de diferentes nutrientes, tales como nitrógeno, ya que gracias a las asociaciones con 

microorganismos presentes en sus nódulos radiculares, pueden realizar procesos de fijación de 

nitrógeno atmosférico (Uyanös y Karaca, 2011).  

Existen reportes que sostienen que la disponibilidad de nutrientes para plantas de la familia 

Fabaceae, a la cual pertenece el género Lupinus, es fundamental para la actividad fijadora de 

nitrógeno en los nódulos, ya que para el caso de Rhizobium tropici, la cual es una bacteria fijadora 

de nitrógeno presente en nódulos radiculares, cuando se encuentra en escases de fósforo, 

disminuye drásticamente la actividad de la enzima nitrogenasa (Hernández et al, 2009). También 

se ha descrito que al aumentar la concentración de nitrógeno en el sustrato de plantas del género 

Lupinus, incrementa la producción de alcaloides en las plantas, y estas van a tener mayor 

crecimiento con respecto a plantas que no fueron tratadas con la misma cantidad de nitrógeno 

(Johnson et al, 1987). Para el género Piper, se reporta que en diferentes especies, cuando se 

presentan diferentes concentraciones del ión NO3
- en el sustrato, la actividad de enzimas nitrato-

reductasa puede variar de acuerdo a la disponibilidad de luz (Fredeen et al, 1992). 

Lo anterior podría sugerir que la variación en los nutrientes disponibles en el sustrato podría 

promover cambios en el metaboloma de Piper bogotense y Lupinus mutabilis, las cuales son 

representantes de dos géneros de gran distribución en bosques andinos y altoandinos y llegan a 

tener importantes roles en el ciclo de nutrientes en estos ecosistemas, ya sea por fijación de 

nitrógeno en el caso de Lupinus mutabilis o por recirculación de nutrientes mediante su 

descomposición en hojarasca en el caso de Piper bogotense.  
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Generalidades de la familia Piperaceae y género Piper 

Filogenética de la familia Piperaceae (Piperales) 

La familia Piperaceae se encuentra ubicada en el orden de las Piperales, junto con las familias  

Sauraceae, Aristolochiaceae, Lactoridaceae encontrándose filogenéticamente  más relacionada 

con la familia Sauraceae (Tucker et al, 1993; Wanke et al, 2007).  

La ausencia o presencia de perianto dentro del orden de las Piperales es una característica 

importante para la identificación de las familias Piperaceae y Sauraceae, las cuales, a diferencia 

de las familias  Aristolochiaceae, Lactoridaceae y Asaroideae carecen de esta (Tucker et al, 1993; 

Jaramillo y Callejas et al, 2004). La familia Piperaceae tiene diferentes géneros, de los cuales se 

mencionan dos importantes clados, uno de ellos corresponde a la agrupación de Piper y 

Peperomia como grupos hermanos y el otro corresponde a Sarcorhachis y Zippelia (Jaramillo y 

Callejas et al, 2004). O Piper y Peperomia junto a Manekia y Zippielia (Wanke et al, 2007). 

 

Distribución de la familia Piperaceae 

La familia Piperaceae presenta distribución en 

las zonas tropicales y subtropicales del mundo 

con plantas de diferentes hábitos y estratos, 

tales como estrato arbóreo, arbustivo, herbáceo, 

algunas especies también pueden ser epífitas y 

enredaderas (Figura 1-1) (Stivens, 2001).  

Características morfológicas y 

anatómicas de la familia Piperaceae 

Las especies que se encuentran agrupadas en la familia Piperaceae poseen tallos delgados con 

nodos característicos que en el caso de las especies trepadoras promueven la formación de raíces 

adventicias que les permiten escalar en diferentes sustratos y sirven de soporte para otras especies, 

la formación de yemas puede ser terminal o lateral (Tebbs, 1993). 

Los tallos de algunas especies de esta familia poseen estelas agrupadas en diferentes formas, al 

igual que presentar diversidad de filotaxias, tomando como ejemplo a  

Peperomia  dahlstedtii C.DC., que presenta estructura polistélica y filotaxia verticilada y a 

Ottonia martiana Miq. y Piper diospyrifolium Kunth., que presentan estelas con haces medulares 

y filotaxia alterna (Souza et al, 2004). Las hojas de las especies de esta familia son bastante 

diversas en cuanto a su forma y tamaño, pueden ser redondeadas, ovaladas, oblongas, elípticas, 

cordadas y en algunas ocasiones sagitadas, la venación de las hojas puede ser acrodroma, 

 
Figura 1-1: Distribución geográfica de la familia 

Piperaceae (Stivens, 2001). 
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actinodroma, broquidodroma, camptodroma o campilodroma (Tebbs, 1993). La principal 

característica fundamental de esta familia son sus flores que forman inflorescencias espiciformes, 

algunas veces largas y a veces sub-globulares, opuestas usualmente a las hojas y menos 

frecuentemente agrupadas como umbelas axilares. El fruto forma una drupa uni-seminada 

obovoide a globosa, a veces sésil, roja o amarilla, usualmente glabra y con pico corto (Celis et al, 

2008) 

Fitoquimica de la familia Piperaceae 

Se han descrito diferentes metabolitos secundarios para las especies de esta familia como varios 

derivados de fenilalanina, lignanos y neolignanos; gran diversidad de amidas, piranos y 

compuestos aromáticos con diferentes sustituciones. En cuando a compuestos de extractos 

volátiles se han descrito variedad de monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos (Celis et al, 

2008; Tebbs, 1993). 

Generalidades del género Piper 

Distribución del genero Piper 

El género Piper se encuentra ampliamente distribuido en las regiones tropicales y subtropicales 

del mundo, presentando reportes en los trópicos de África, Asia, Oceanía y América, (Jaramillo 

y Manos, 2001). Este género cuenta con aproximadamente 2000 especies distribuidas en todo el 

mundo, con aproximadamente 1300 de ellas ubicadas en el Neotrópico y las otras 700 ubicadas 

en las regiones tropicales del viejo mundo (Quijano-Abril, 2006). En la región andina se reportan 

gran cantidad de especies de este género con un porcentaje de endemismo de 22,46% y un número 

de 16 áreas donde algunas especies de Piper son endémicas (Quijano-Abril, 2006). 

Taxonomía del género Piper 

En el género Piper se pueden encontrar tres importantes clados muy bien soportados por pruebas 

moleculares que separan las especies en el clado del Neotrópico, Trópico Asiático y del Sur del 

Pacífico (Jaramillo y Manos, 2001; Jaramillo et al, 2008). Para el clado del Neotrópico se 

encuentran los subgéneros Macrostachys de 200 a 250 especies, Radula con aproximadamente 

450 especies, Peltobryon de unas 80 a 100 especies, Photomorphe con alrededor de 10 especies, 

Enckea con aproximadamente 120 especies, Ottonia con al menos 50 especies, P. cinereum/ P 

sanctum  y Schilleria con al menos 200 especies (Jaramillo et al, 2008). 

Fitoquímica del género Piper 

En este género de plantas se han descrito gran diversidad de compuestos químicos con gran 

variedad de utilidades en la planta como en diferentes fines de bioprospección. Entre los más 

comunes descritos para este género se encuentran moléculas como amidas, propenilfenoles, 
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lignanos, neolignanos, terpenos, kawapironas, dihidrochalconas, flavonas, entre  otros (Dyer et 

al, 2004).  

Metabolitos nitrogenados en el género Piper 

Es posible encontrar gran diversidad de metabolitos secundarios con la presencia de nitrógeno en 

su estructura; el principal grupo de estas moléculas en Piper corresponde a las amidas, las cuales 

presentan bioactividad a diferentes niveles. Vale la pena mencionar que la variación en la 

producción de compuestos nitrogenados en las plantas puede tener diferentes orígenes; entre ellos, 

el pH, la temperatura, la disponibilidad de nitrógeno y disponibilidad de carbono, los reguladores 

de crecimiento vegetal, entre otros, que desempeñan roles importantes en la biosíntesis de estas 

moléculas (Ramawat, 2007).   

Las amidas son compuestos formados a partir de un grupo amino y un grupo acilo provenientes 

de la síntesis de aminoácidos (Dewick, 2002); las cuales suelen tener pH neutro aunque pueden 

ser ácidos débiles. En algunos casos estos compuestos se forman a partir de un ácido y un 

heterociclo de cinco a seis miembros. En el caso de la piperina, se trata de ácido cinámico, donde 

el nitrógeno se encuentra formando un heterociclo en un anillo de seis miembros (Dyer et al, 

2004). . Entre estos, las alcamidas son un grupo de compuestos descritos principalmente para el 

género Piper,las cuales poseen características similares a piperina tales como la ubicación de sus 

grupos funcionales, y en su gran mayoría son moléculas alifáticas salvo algunos casos como la 

pelitorina (Okwute y Egharevba, 2013). 

El grupo de las amidas abarca moléculas con actividad biológica con propiedades como pesticidas 

(Okwute y Egharevba, 2013); así como propiedades antiinflamatorias, siendo este el caso de 

alilprocatecol, el cual presenta actividad contra del desarrollo e inflamación de las úlceras 

gástricas (Vikash et al, 2011).  

Metabolitos no nitrogenados en el género Piper 

Aunque las plantas de este género son conocidas por la producción de diversos metabolitos 

nitrogenados como las amidas, también se reporta la presencia de metabolitos de gran interés en 

el metabolismo vegetal derivados de las rutas metabólicas del mevalonato y shikimato (Dewick, 

2002), tales como los terpenos (metabolitos derivados del isopreno), fitosteroles, ácidos grasos 

(Pérez et al, 2006). También se reporta la presencia de compuestos fenólicos como flavonas y 

flavanonas, lignanos, neolignanos, terpenos, esteroides, piperólidos, chalconas e 

dihidrochalconas entre otras (Luyen. et al, 2014). Entre los compuestos anteriores, se describen 

algunas moléculas correlacionadas con actividad antioxidante (Dasgupta y De, 2004; Swapna et 

al, 2012; Nouri et al, 2014). 
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Piper bogotense 

Piper bogotense es una planta de estrato arbóreo, mide entre los ocho a diez metros de altura, 

distribuido en Colombia, Ecuador y Panamá (Trelease y Yuncker, 1950). Algunos estudios 

fitoquímicos reportan en esta especie la presencia de alcaloides, hidroquinonas y benzoquinonas, 

compuestos fenólicos y esteroles (Peña et al, 2000). 

Las plántulas de Piper bogotense, durante su proceso de crecimiento, generalmente al desenvolver 

las hojas cotiledonares, su tallo presenta 5 mm de altura y es común encontrar plántulas que solo 

poseen un cotiledón. Sus hojas en estados iniciales de desarrollo pueden ser polimórficas, y en la 

misma planta es posible encontrar hojas de diferentes tamaños y con diferente cantidad de 

nervaduras; presentan también raíz de gran tamaño con respecto al tamaño general de la plántula 

(Naranjo, 1998). 

Se ha descrito la presencia de Piper bogotense en diferentes bosques altoandinos de 

Cundinamarca y Boyacá. Allí se ha encontrado la presencia de hojas de Piper bogotense en la 

hojarasca de estos ecosistemas donde, mediante el método de descomposición en canasta, se 

determinó que entre las hojas de plantas encontradas en la hojarasca, las de Piper bogotense 

destacaban por su fácil descomposición y, de esta forma, hacian aporte al suelo de diferentes 

nutrientes (Nuñes, 2002). 

Esta planta presenta importancia también en el área de la recuperación ecológica ya que se ha 

descrito como perteneciente a grupos funcionales en ecosistemas andinos junto con plantas 

similares en función y forma, más no relacionadas genéticamente de forma obligatoria. La utilidad 

de los grupos funcionales es contribuir a alguna función útil en el ecosistema y que sea llevada a 

cabo por diferentes especies del mismo estrato y características similares como área foliar, 

biomasa, altura máxima, estado fenológico, entre otros (Ruiz-Molina, 2015). 

Generalidades de la familia Fabaceae 

Filogenética de la familia Fabaceae (Fabales) 

La familia Fabaceae pertenece al orden de las 

Fabales, en el cual se puede notar que en sus 

subclados existe una gran diversidad de plantas con 

la capacidad de fijar nitrógeno atmosférico (Soltis et 

al, 2000), en el cual se encuentra junto con las 

familias Polygalaceae, Quillajaceae y Surianaceae, 

teniendo como grupo filogenéticamente más 

relacionado a Polygalaceae (Doyle et al, 2000). 

 

Figura 1-2: Distribución Fabaceae (Stivens, 2001). 
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En esta familia de plantas se encuentra una gran diversidad de estratos vegetativos, tales como 

árboles, arbustos, lianas, algunas plantas acuáticas entre otros, con diferentes ciclos reproductivos 

(Rundel, 1989). 

Distribución de la familia Fabaceae 

La Familia Fabaceae presenta distribución en gran parte del globo terráqueo, teniendo mayor 

prevalecía en las zonas de climas templados y zonas tropicales, pero son muy comunes en diversas 

áreas (Figura 1-2) (Rundel, 1989). Entre ellas ecosistemas altoandinos, donde plantas del género 

Lupinus tienen gran interés debido a su crecimiento rápido y su rol desempeñado en procesos de 

sucesión dado por las características anteriores (Sarmiento et al, 2003). 

Características morfológicas y anatómicas de la famila Fabaceae 

En la familia Fabaceae, es posible encontrar organismos con la presencia de hojas simples o 

compuestas, pinadas, aunque también pueden ser palmadas o bipinadas, unifoliadas o con 

diferente número de foliolos, en ocasiones son filódicas, presentan  estipulas o espinas según el 

subclado (Rundel, 1989). Las flores en las plantas de la famila Fabaceae suelen ser actinomórficas 

o zigomorfas, bisexuales, con un único carpelo superior, pentamérico, dispuestos solos o en 

racimos. La principal característica fundamental de esta familia es el fruto en forma de vaina o 

legumbre (Polhill, 1994). Las leguminosas son usualmente vainas de un solo lóculo, con número 

de óvulos superior a dos, en dos filas alternas, este fruto es seco y dehiscente (Judd et al. 2002). 

Fitoquímica de la familia Fabaceae 

En esta familia es posible encontrar gran diversidad de metabolitos, entre los cuales se reportan 

metabolitos secundarios nitrogenados tales como alcaloides similares a la quinolizidina, 

pirrolizidina, indolizidina, piperidina, piridina, pirrolidina, indol simple, eritrina y a la 

isoquinolina simple, o alcaloides de imidazol, poliaminas, feniletilamina, tiramina y derivados de 

triptamina, aminoácidos no proteicos, glucósidos cianogénicos y diversos péptidos. Como 

también se reportan metabolitos no nitrogenados como compuestos  fenólicos, tales como 

fenilpropanoides, flavonoides, isoflavonas, catequinas, antocianinas, taninos, lignanos, cumarinas 

y furanocumarinas, también se reportan policétidos (antraquinonas) y terpenoides (Wink, 2013). 

Generalidades del género Lupinus 

Las plantas del género Lupinus son pertenecen a la familia Fabaceae. Poseen una altura de hasta 

2 metros, sus hojas presentan número impar de foliolos y sus flores se encuentran dispuestas en 

inflorescencias que poseen diferentes tonalidades; la familia Fabaceae tiene en Colombia una alta 

distribución, presentándose en gran cantidad en zonas altoandinas, principalmente en Norte de 

Santander, viejo Caldas, zona Cundiboyacense y las cordilleras Central y Oriental (Duran, 2011). 
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El género Lupinus  se encuentra distribuido en el Norteamérica, Centroamérica y Suramérica. De 

las especies de este género distribuidas en el continente americano se  hace la subdivisión en seis 

grupos caracterizados mediante métodos moleculares; dentro de estos contamos con grupos del 

viejo mundo, Este de Norteamérica, Este de Suramérica, Oeste de Norteamérica, México y 

Centroamérica y Oeste de Suramérica (Drummond, 2008; Drummond et al. 2012).      

Las plantas de este género poseen un importante uso en el campo agronómico, ya que sus semillas 

poseen una gran cantidad de proteínas, lo cual confiere una buena nutrición al momento de ser 

usadas para alimento de ganado. En el caso de Lupinus bogotensis, sus semillas contienen un 

valor proteínico del 43%, minerales como el cobalto, fósforo y potasio, principalmente; y una 

cantidad del 13.5% de azúcares (Duran, 2011). 

En este género de plantas, se describe gran potencial restaurador en ecosistemas con suelos 

alterados, ya que la simbiosis en sus raíces con rizobacterias formadoras de nódulos generan la 

fijación de nitrógeno atmosférico, una mejor absorción de agua y la asimilación de nutrientes por 

parte del suelo lo que confiere fertilidad y un mejoramiento del suelo (Duran, 2011; Gomez, 2011; 

Gomez et al. 2013). 

Las rizobacterias o rizobios son bacterias que se encuentran en la parte radicular de determinadas 

plantas. En el caso del género Lupinus, estas rizobacterias se encargan de fijar el nitrógeno, en el 

que se ha descrito que son las rizobacterias pertenecientes al  género Rhizobium, las cuales forman 

asociaciones con los pelos radiculares, donde secretan diferentes sacáridos promotores de 

formación de nódulos, dónde se lleva a cabo la función de fijación de nitrógeno (Madigan et al. 

2012). 

La simbiosis de rizobacterias con leguminosas es importante ya que de por sí, estas no pueden 

realizar la fijación de nitrógeno por su cuenta; se ha demostrado el efecto que posee la inoculación 

de rizobacterias en leguminosas, indicando que a mayor concentración de sales en el suelo, la 

simbiosis entre Rhizobium y la fabácea será menos efectiva, generando diversos problemas en la 

planta relacionados a clorosis, deficiencia de nitrógeno, disminución en el peso seco y crecimiento 

radicular, entre otras (Uyanös y Karaca, 2011).  

Los simbiontes en organismos vegetales, para este caso las rizobacterias, desempeñan un rol muy 

importante durante y según el estadio fenológico en el cual realicen la asociación simbiótica, dado 

que, por lo general, contribuyen al desempeño óptimo de procesos metabólicos del huésped 

(Madigan et al, 2012).  
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Metabolitos nitrogenados en el género Lupinus  

En el género Lupinus, se reporta una gran cantidad de metabolitos, entre los cuales destacan por 

su número y abundancia a los alcaloides, teniendo en cuenta que también se pueden encontrar 

compuestos fenólicos. 

Un alcaloide es una molécula que posee un heterociclo, en cuyo caso el heteroátomo componente 

del mismo es un N; son de carácter básico y se describen principalmente en organismos vegetales. 

Estos metabolitos poseen un sabor amargo, se precipitan en presencia de metales pesados y suelen 

ser de importancia farmacológica; las rutas biosintéticas  para la producción de alcaloides en 

plantas suelen ser variadas, por ejemplo, los alcaloides feniletilaminicos proceden de la ruta de 

aminoácidos como la fenilalanina, tirosina, y 3,4-dihidroxifenillalanina; los alcaloides 

pirrolidínicos pueden proceder del ácido acetoacetico, aminoácidos o ácido acético; los alcaloides 

piperidinicos proceden de la lisina, la cual es precursora a su vez de la piperina (Ramawat, 2007).   

Todas las plantas del género Lupinus contienen alcaloides, principalmente alcaloides 

quinolizidínicos (derivados de la quinolizidina), como la esparteína, aunque también producen 

alcaloides de piperidina como ammodendrina y N-acetil ammodendrina y alcaloides de indol 

simples como la gramina; los alcaloides con toxicidad más relevantes en el género Lupinus son 

los alcaloides quinolizidìnicos, de los cuales se describen compuestos biciclicos (grupo 

norlupinano), triciclicos (grupo citosina) y tetraciclicos (grupo esparteína)  (Pilegaard y Gry, 

2009). 

Las rutas biosintéticas de los alcaliodes están incluidas en las rutas del acetato y shikimato, lo 

cual ocurre durante la adición del grupo amino de un aminoácido en alguno de los metabolitos 

producidos por las rutas biosintéticas mencionadas anteriormente; es importante mencionar la 

importancia que presentan los alcaloides quinolizidínicos en las plantas del género Lupinus, dado 

que se encuentran en gran cantidad y comúnmente en este género (Dewick, 2002). 

Los alcaloides quinolizidínicos se derivan de la L-lisina, la cual se descarboxila para generar la 

cadaverina y, mediante la acción de una diamina-oxidasa, como cobre aminooxidasa (CuAO), 

forman un derivado de la cadaverina llamado 5-aminapentanal, el cual es ciclado 

espontáneamente por la acción de la base Shiff pirimidina, y de ahí puede sufrir reacciones tipo 

Aldol, hidrólisis, deaminaciones oxidativas y acoplamiento de otras estructuras para producir 

alcaloides quinolizidínicos  (Dewick, 2002; Frick et al, 2017). En este proceso desempeñan 

importantes roles las enzimas como acetiltransferasa  HMT/HL formando productos acetilados 

de 13α-hidroxilupanina and 13α-hidroximultiflorina, cuyo gen que codifica esta enzima es la 

LaHMT/HLT, descrito en Lupinus albus (Frick et al, 2017). 
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En la literatura se encuentra escasamente descrito cómo los factores ambientales afectan la 

producción de alcaloides quinolizidínicos en Lupinus, pero hay correlación positiva entre la 

cantidad de fósforo y nitrógeno en el sustrato y la producción de estos (Frick et al, 2017). 

Metabolitos no nitrogenados en el género Lupinus  

Para plantas del género Lupinus se ha descrito la presencia de compuestos tales como flavonas, 

isoflavonas, compuestos hidroxicinámicos y diversos compuestos fenólicos. Los grupos de 

compuestos mencionados anteriormente se pueden relacionar con actividad antioxidante y se 

reporta que la cantidad de estos compuestos incrementa a medida que la planta se va 

desarrollando, cuyos cambios pueden apreciarse desde el momento de la germinación (Dueñas et 

al, 2009). Las flavonas identificadas para este género suelen ser flavonas glucosidadas, tales como 

luteolína, apigenína y diosmetína (Dueñas et al, 2009). 

Los flavonoides son generados a partir del cinamoil-CoA de la ruta del shikimato. Posteriormente, 

al cinamoil-CoA se le adhieren tres unidades de malonil-CoA, y el producto de esta reacción 

puede llegar a sufrir diferentes reacciones tipo Aldol-Claisen para generar estilbenos, flavonas y 

flavononas, de las cuales son precursoras las chalconas (Dewick, 2002).  En estos compuestos 

pueden ocurrir diferentes tipos de reacciones tales como glucosilaciones, hidroxilaciones, 

dimetilaciones, entre otras (Dewick, 2002). 

Lupinus mutabilis  

Lupinus mutabilis, perteneciente al grupo de los Lupinus del Oeste de Suramérica, presenta 

distribución en áreas altoandinas (Drummond, 2008; Drummond et al. 2012) y suele ser utilizada 

para el consumo humano bajo ciertas recomendaciones dietarías. Sus semillas también son 

utilizadas para el forrajeo de animales de interés agropecuario y también se ha estudiado su efecto 

para cultivos intercalados con otras leguminosas en periodos secos con el fin de generar forraje y 

evitar la pérdida del agua por evaporización del suelo y contribución al aporte de nitrógeno del 

suelo (Mikić et al. 2013). 

Teniendo en cuenta el valor nutricional de sus semillas, también se ha evaluado el potencial uso 

de estas para suplementar el alimento de diferentes especies con potencial interés económico 

como Litopenaeus vannamei, con el fin de remplazar otro tipo de alimentos (Molina-Poveda et 

al. 2013). Es importante mencionar que existen variedades de Lupinus mutabilis que se presentan 

como candidatos aptos para consumo dado que presentan contenidos bajos de alcaloides y un 

valor alto en cuanto a macromoléculas importantes en la nutrición (Gross et al. 1988). 

En zonas altoandinas de Ecuador, el cultivo y uso de esta especie representa un gran interés por 

parte de la población, pero uno de los principales problemas en los cultivos de Lupinus mutabilis  
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es la aparición de plagas, tales como la antracnosis, problema que se ha ido trabajando mediante 

la selección de fenotipos resistentes (Falconi et al, 2015). 

En lupinus mutabilis se describe la presencia de los alcaloides quinolizidínicos, los cuales son un 

grupo de alcaloides con elevada toxicidad. Se sugiere que Lupinus mutabilis produce estos 

metabolitos con el fin de obtener defensa química contra insectos herbívoros. Recientemente se 

han descrito algunos genes y enzimas involucradas en la producción de alcaloides, tales como 

LaHMT/HLT que codifica para una enzima de actividad acetiltransferasa. (Frick et al, 2017) 

Metabolómica 

La metabólomica es una ciencia “omica” cuyo 

foco de interés es el estudio cuantitativo y 

cualitativo de los metabolitos (metaboloma) de 

un organismo bajo una condición específica en 

un tiempo dado. Hay que tener en cuenta que el 

metaboloma es el total de metabolitos o 

moléculas pequeñas que se encuentran en una 

célula, tejido u organismo en un tiempo dado 

(Yuliana et al, 2011).  El estudio de la 

metabólomica cobra importancia ya que 

contribuye al entendimiento del metabolismo, 

expresión genética y, en algunos casos, permite 

hacer correlaciones fenotípicas cuando se 

integran diferentes ciencias “omicas” como la 

genómica, proteómica y transcriptómica 

(Figura 1-3) (Liebeke et al, 2014).  

Los estudios en metabólomica de especies vegetales resultan de interés farmacéutico e industrial 

a diferentes niveles debido a la actividad biológica que pueden llegar a tener los metabolitos 

producidos por estas; estudios estadísticos que relacionan la actividad biológica de los productos 

vegetales con respecto a sus compuestos permiten hacer predicciones de la posible utilidad de 

estos en diferentes campos como producción de fármacos, agentes tóxicos para diferentes 

especies, entre otros (Yuliana et al, 2013). 

En estudios de metabólomica es común el uso de técnicas e instrumentos utilizados en química 

analítica tales como métodos cromatográficos, espectrométricos y otros, que permiten discriminar 

la naturaleza química de los productos obtenidos, como masa exacta de los metabolitos, 

composición elemental, información estructural de los compuestos, espectros, hidrofobicidad, 

tiempo de retención, entre otros (Figua 1-4) (Tugizimana et al, 2013) . 

 
Figura 1-3: Interacción de las ciencias ómicas 

(Tugizimana et al, 2013). 
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El perfilado metabólico es una de las formas más operativas de abordar estudios en metabolomica. 

Mediante esta rama de la metabolómica es posible leer/analizar/correlacionar los perfiles 

metabólicos de muestras estudiadas con fines cuantitativos y cualitativos, como la identificación 

funcional/dinámica de biomarcadores y cuantificación de los mismos, lo cual puede realizarse 

obteniendo información de los espectros obtenidos por espectrometría de masas o con técnicas 

afines (Harrigan, 2012). 

Con el fin de obtener información 

estadística clara a partir del 

perfilado metabólico de algún 

organismo, es requerido el uso de 

estadística multivariada, ya que 

esta facilita en gran manera el 

estudio e interpretación de grupos 

de datos muy numerosos (Khatib 

et al, 2015). Los análisis más 

comunes para estudios 

metabolómicos son el análisis de 

componentes principales (PCA), 

análisis de conglomerados 

jerárquicos (HCA) y el análisis de 

mínimos cuadrados parciales 

ortogonales (OPLS). 

Análisis de componentes principales 

El objetivo del análisis de componentes principales (PCA) es representar gráficamente la 

variación obtenida de grupos de datos tabulados y esquematizados en un diagrama de dispersión 

o mapa de puntos (score) que se encuentra trazado por componentes principales que explican la 

variación en la distribución de los grupos de datos analizados. Dicho gráfico permite obtener 

información de los datos mediante la ubicación de estos en el gráfico (Abdi y Williams, 2010). 

El análisis de componentes principales (PCA) utiliza un cálculo matemático para la 

transformación de un número de variables posiblemente correlacionadas en un número menor de 

variables no correlacionadas (Figura 1-5) (Hussain et al, 2009). Dichas transformaciones 

dependen del tamaño de los vectores indicados en la matriz donde fueron tabulados los datos, la 

cual tiene un tamaño definido según el número de columnas y filas que componen la misma (Bro 

y Smilde, 2014). Estas transformaciones son llamadas componentes principales, donde el 

componente principal número uno del PCA indica la máxima variabilidad posible y cada uno de 

 
Figura 1-4: Técnicas para la identificación de moléculas 

(Tugizimana et al, 2013). 
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los componentes siguientes indica la posible variabilidad del recorrido de los datos en el mapa de 

puntos o diagrama de dispersión  (Hussain et al, 2009).   

La transformación de los 

datos en el PCA se da en 

términos de mínimos 

cuadrados. En este 

análisis se toma el primer 

eje como la línea que 

pasa por el centro o 

mayor cantidad de datos 

y minimiza el cuadrado 

de la distancia de cada 

punto a la línea del 

componente principal. La 

línea atraviesa la 

variación máxima en los datos. El segundo eje PCA también pasa a través de la variación máxima 

en los datos, pero lo hace de forma ortogonal al primer componente principal (Hussain et al, 

2009). 

Un análisis PCA puede utilizarse con fines exploratorios, es decir, no hay un propósito 

cuantitativamente bien definido con el análisis, para lo cual con mucha frecuencia solo se grafica 

el score con los dos primeros componentes principales generados, ya que a medida que se 

aumenta el número de componentes, la variación explicada es cada vez más pequeña, aunque no 

significa que no sea importante generar dicha información para diversos casos de estudio (Bro y 

Smilde, 2014). 

Análisis de 

conglomerados 

jerárquicos 

 Los análisis de 

conglomerados 

jerárquicos (HCA) 

tienen como fin 

determinar de forma no 

supervisada la similitud 

entre grupos de datos 

mediante índices de 

 
Figura 1-5: Representación de un diagrama de dispersión obtenido por PCA 

trazado a dos componentes principales (Bro y Smilde, 2014). 

 
Figura 1-6: Representación de la agrupación llevada a cabo por HCA 

(Francesca et al, 2016). 
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similitud, lo cual permite identificar qué grupos de datos presentan mayor número de 

características comunes e interpretar dicha información según el caso de estudio (Figura 1-6) 

(Bravi et al, 1997). 

El análisis de clústeres o conglomerados es ampliamente utilizado sin supervisión en el cual el  

análisis de agrupamiento que utiliza el método de Ward como regla de agrupamiento y utiliza la 

distancia euclidiana cuadrada como medida para establecer la agrupación (Sarbu et al, 2012). El 

análisis de conglomerados jerárquico (HCA) utiliza la medida descrita anteriormente para formar 

agrupaciones secuencialmente, agrupando primero los grupos de datos más similares y agrupando 

al final los conjuntos de datos menos similares (Goyeneche et al, 2014). 

Regresión de mínimos cuadrados ortogonales  (OPLS) 

Cuando los análisis exploratorios como PCA no permiten visualizar de forma clara las diferencias 

o similitudes entre grupos de datos por una baja separación entre los puntos ubicados en el score, 

un análisis supervisado como el OPLS-DA permite obtener información más detallada del 

conjunto de datos, ya que su algoritmo le permite buscar diferencias más puntuales cuando el 

diseño del experimento permite realizar predicciones sobre las posibles diferencias entre el grupo 

de datos estudiado con respecto a otro grupo de datos (Figura 1-7) (Worley y Powers 2013). 

Este análisis 

posee gran 

utilidad ya que 

permite separar 

aún más los 

grupos de datos 

debidamente 

categorizados que 

otros análisis ya 

que permite 

diferenciar la varianza explicada de la no explicada, la cual es dada por otro componente ortogonal 

a los datos analizados (Bylesjö, et al, 2006). 

Este tipo de representación gráfica permite obtener información derivada de estudios en diferentes 

disciplinas de mejor manera que otros análisis basados en regresiones, por tanto es comúnmente 

utilizado en diferentes estudios con diferentes fines como estudios metabolómicos, 

epidemiológicos, poblacionales, de desarrollo, productivo, ontogénico, medioambiental u otros 

estudios con fines predictivos (Sadeghi-Bazargani et al, 2011). 

 

 
Figura 1-7: Representación de la agrupación de un OPLS-DA (Bylesjö, et al, 2006). 
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Capítulo 2 : DIFERENCIAS EN EL ESQUEMA DE FERTILIZACIÓN 

PROMUEVE VARIACIONES EN EL METABOTIPO DE LAS HOJAS DE 

PLÁNTULAS DE Piper bogotense 

 

RESUMEN 
 

Piper bogotense  (Piperaceae) es una planta que presenta distribución en ecosistemas andinos de 

Ecuador, Colombia y Panamá. Se ha reportado que las hojas de Piper bogotense son de fácil 

descomposición en la hojarasca, por lo que desempeñan un importante rol en la circulación de 

nutrientes al suelo. Así mismo, para plantas del género Piper  se ha descrito que la actividad de 

la enzima nitrato reductasa puede variar según la disponibilidad de nitrógeno en el sustrato, así 

como cambios en el metabotipo de frutos según factores ontogénicos. Como parte del interés en 

los cambios metabólicos en especies andinas, en el presente trabajo se estudiaron las variaciones 

en el metaboloma de Piper bogotense en tres subestados fenológicos y según el contenido de 

nitrógeno disponible. Para ello, se sometieron a germinación semillas de Piper bogotense, las 

cuales fueron posteriormente sembradas en invernadero y se separaron en cuatro grupos; cada 

grupo fue tratado con una disolución en la cual se modificó la cantidad de nitrógeno (N estándar, 

½ N, ¼ N y el control negativo). De cada grupo se colectaron las hojas de cada planta, se 

obtuvieron los extractos etanólicos crudos de cada muestra y se perfilaron químicamente mediante 

LC-MS con un equipo UFLC Shimadzu Prominence con una columna Premier C-18 (4,6 mm x 

150 mm, 5 μm). Las huellas digitales de los perfiles químicos se sometieron a proceso de 

alineamiento y autoescalado, con el propósito de llevarlos a un análisis de todos estos datos por 

estadística multivariada (PCA, HCA y OPLS-DA). Este proceso permitió obtener correlaciones 

entre la composición química de los extractos con su respectivo subestado fenológico y 

tratamiento. Como parte del proceso, se realizó la anotación de picos para lograr su identificación 

tentativa, lo cual permitió determinar que los metabolitos, como la cumaroiltiramina, 

desmetilpiplartina, metoxikaempferitrina y dimethoxikaempferitrina, son representativos de 

cierto subestado fenológico o tratamiento alternando la cantidad de nitrógeno. 

 

Palabras clave: Piperaceae, Metabolómica, Metabotipo, Disolucion nutritiva, Análisis 

estadístico multivariado.   
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INTRODUCCIÓN 

Las plantas del género Piper (Piperaceae) son conocidas por su distribución en las regiones 

tropicales del planeta y, entre ellas, algunas especies tienen ocurrencia en zonas andinas y 

altoandinas, dado que la producción de diversos metabolitos secundarios les confieren diferentes 

ventajas adaptativas en su medio ambiente como la resistencia a presiones ambientales (Scott et 

al, 2008; Pawar and Thaker, 2007). Entre la diversidad de compuestos presentes en las plantas 

del genero Piper se describen moléculas de gran importancia por su bioactividad y funciones 

fisiológicas como alcaloides, amidas, compuestos fenólicos (como flavonas y flavanonas, 

lignanos, neolignanos, chalconas y dihidrochalconas), terpenos, esteroides, piperolidos, entre 

otras (Luyen. et al, 2014). Dichas moléculas pueden llegar a tener utilidad en diferentes campos, 

tales como como industria alimentaria, cosmetología, perfumería, farmacología entre otras 

(Luyen. et al, 2014; Bergo et al, 2010). (Scott et al, 2008; Danelutte et al, 2003). En el caso 

particular de Piper bogotense, cuya distribución se da en zonas andinas de Ecuador, Colombia y 

Panamá (Trelease y Yuncker, 1950), se han reportado alcaloides, hidroquinonas y benzoquinonas, 

compuestos fenólicos y esteroles (Peña et al, 2000).  

En los ecosistemas en los cuales esta especie se encuentra presente, cumple funciones en la 

circulación de nutrientes mediante la rápida descomposición de sus hojas en la hojarasca presente 

en los bosques andinos donde se da su distribución (Nuñes, 2002). Cabe recalcar que para 

diferentes especies del género Piper se ha descrito que, cuando la cantidad de NO3
-
 cambia en el 

sustrato, la actividad de enzimas  nitrato-reductasa se ve afectada, ya que la actividad de estas 

enzimas se encuentra relacionada positivamente con la concentración de NO3
-
 disponible (Fredeen 

et al, 1992). 

Por otro lado, también se han reportado cambios relacionados a la ontogenia o estado de desarrollo 

de plantas del género Piper, teniendo que para el caso de Piper sarmentosum, se determinó que 

existen diferencias en la composición química de sus frutos cuando se cosechan en meses 

diferentes del año; la diferencia en la composición química de este material vegetal se determinó 

mediante análisis quimiométricos como PCA de las huellas digitales de los espectros infrarrojos 

de los extractos vegetales (Hussain et al, 2009).   

Teniendo en cuenta que las plantas del género Piper presentan diferencias en su metabolismo al 

encontrarse en condiciones nutricionales particulares y según ontogenia, el presente trabajo se 

enfocó a comprender cómo la disponibilidad de nitrógeno en el sustrato promueve cambios en el 

metaboloma de Piper bogotense durante tres subestados fenológicos iniciales, lo cual contribuiría 

al conocimiento general sobre las interacciones y respuestas metabólicas de Piper bogotense en 

las zonas andinas donde ha sido reportada, ya que, adicionalmente se ha reportado que esta planta 

puede ser utilizada en estrategias de recuperación ambiental de humedales altoandinos (Ruiz-
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Molina, 2015). De igual manera, el hecho de entender estos cambios puede ser útil también con 

fines de bioprospección a diferentes niveles (Hussain et al, 2009).   

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención del material vegetal 

Las semillas de Piper bogotense se obtuvieron comercialmente en Geaoambiente SAS. Las 

semillas se sometieron a germinación en cámara húmeda. Con fines de caracterización de las 

semillas, se cuantificó la masa de las semillas, se determinó su fotoblastismo y se estimó su 

porcentaje de germinación en dichas condiciones. 

Posteriormente, se 

sometieron a 

germinación las semillas 

necesarias para obtener 

un total de 36 plantas, las 

cuales se dividieron en 

cuatro grupos de nueve 

plantas. Cada grupo se 

mantuvo en unidades 

experimentales separadas en un diseño experimental por bloques aleatorizados (Figura 2-1). 

Sustrato empleado para la siembra de las plantas 

Las plantas germinadas en cámara húmeda, al desenrollar totalmente sus hojas primordiales, se 

sembraron en sus respectivas unidades experimentales en materas de 200 g con un sustrato 1:1 de 

tierra negra y arena de rio. 

Preparación de disoluciones de Hoagland con diferentes 

concentraciones de nitrógeno 

Se prepararon las disoluciones de Hoagland (Taiz y Zeiger, 2009). Las plantas de cada unidad 

experimental se trataron con disoluciones diferentes, en las cuales se varió el contenido de 

nitrógeno disponible según la tabla 2-1. Así, las plantas de la unidad experimental 1 tuvieron la 

concentración total de nitrógeno de la disolución de Hoagland estándar (disolución 1), las plantas 

de la unidad experimental 2 se trataron con una disolución que contenía el 50% del nitrógeno 

disponible (disolución 2), las plantas de la unidad experimental tres se trataron con una disolución 

que contenía el 25% de la concentración de nitrógeno disponible (disolución 3), las plantas de la 

 
Figura 2-1: Diseño de unidades experimentales: (1) (2) (3) (4) corresponden a las 

unidades experimentales; los cuadrados sombreados representan el número de 

plantas sembradas individualmente en cada unidad experimental. 
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unidad experimental cuatro se trataron únicamente con agua (disolución control) durante todo el 

experimento, las cuales fueron tomadas como control.  

Tabla 2-1: Disoluciones nutritivas del experimento. (MaN) macronutrientes (MiN) micronutrientes. (PM) peso 

molecular; ([SI]) concentración stock inicial; (VSPLS) volumen del stock por litro de disolvente; (E) elemento; 

(CFE) concentración final del elemento; (S1) disolución sin modificaciones; (S2) disolución 50% nitrógeno 

disponible; (S3) disolución 25% nitrógeno disponible. 

MaN PM [SI]  VSPLS E [CFE] S1 S2 S3 

  g/mol mM mL/L H2O SM uM mL mL mL 

KNO3 101,1 1000 6 
N 16000 

6 3 1,5 K 6000 

K2SO4 174,25 1000 6 K 6000 0 3 4,5 

Ca(H2PO4) 137,06 1000 4 
Ca 4000 0 2 3 

P 2000 0 1 1,5 

CaSO4 136,14 1000 2 S 1000 1 1 1 

K(NO3)2 263,16 1000 4 Ca 4000 4 2 1 

NH4H2PO4 115,08 1000 2 P 2000 2 1 0,5 

MgSO4 246,48 1000 1 Mg 1000 1 1 1 

MiN PM [SI]  VSPLS E [CFE] S1 S2 S3 

  g/mol mM mL/L H2O SM uM mL mL mL 

KCl 74,55 25 2 Cl 50 2 2 2 

HBO4 61,83 12,5 2 B 25 2 2 2 

MnSO4 169,01 1 2 Mn 2 2 2 2 

ZnSO4 287,54 1 2 Zn 2 2 2 2 

CuSO4 249,68 0,25 2 Cu 0,5 2 2 2 

H2MoO4 161,97 0,25 2 Mo 0,5 2 2 2 

FeSO4 278,01 
64 1 Fe 1 1 1 1 

Na2EDTA 372,24 

 

Efecto de la concentración de nitrógeno en el fertilizante en diferentes 

subestados fenológicos sobre el metaboloma de Piper bogotense  

De cada unidad experimental, se realizó la colecta de tres plantas en tres periodos diferentes con 

el fin de reunir tres réplicas por tratamiento en cada subestado fenológico, los cuales se 

determinaron  según Meier, 2001. Se utilizó la escala general de la BBCH, mediante la cual se 

establecieron los códigos correspondientes a cada uno de los estados determinados.  

Obtención de los extractos vegetales 

Las hojas colectadas se sometieron a proceso de liofilización, posteriormente se obtuvieron los 

extractos crudos mediante ciclos de ultrasonido en etanol absoluto; procedimiento realizado tres 

veces por muestra. Posteriormente se extrajo el etanol de la disolución obtenida.  Los extractos se 

almacenaron en viales hasta su uso. 
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Caracterización química de los extractos 

Se utilizó un equipo UFLC Shimadzu Prominence el cual se compone de un módulo de separación 

equipado con dos bombas binarias, autoinyector, horno para columna, detector de arreglo de 

diodos  y una columna Premier C-18 (4,6 mm x 150 mm, 5 μm). Se inyectó un volumen de 

muestra de 50 μL de cada una de las muestras obtenidas, luego fueron diluidas en EtOH 96%, las 

muestras migraron por la columna a 

temperatura de 30°C, utilizando un método de 

separación en gradiente de elución con una 

fase móvil compuesta por TFA 0.05% en agua 

y acetonitrilo, según la Gráfica 2-1. Con los 

cromatográmas obtenidos se correlacionó 

compuesto mayoritario con su respectivo 

espectro de masas con el fin de determinar la 

posible naturaleza química del compuesto 

mediante análisis de sus espectros EM. 

Análisis estadístico 

Una vez se obtuvieron las huellas digitales para cada extracto de hojas de Piper bogotense, se 

exportaron los datos cromatográficos a formato ASCII, los cuales se alinearon mediante el 

software Matlab® (v R2013a); los datos fueron normalizados y escalados y posteriormente se 

importaron al software SIMCA (v 13.3, Umetrics)  para construir los diagramas de correlación 

(Score Plots y Loading line Plots) mediante análisis de componentes principales (PCA) y 

regresión de mínimos cuadrados parciales ortogonales con análisis discriminante (OPLS-DA). 

Anotación de picos (identificación tentativa de los componentes 

mayoritarios en los extractos) 

Los picos en los cromatográmas con mayor intensidad registrada por el HPLC-ESI-MS fueron 

anotados a partir de los valores de m/z recuperados de los respectivos espectros de masas en 

comparación con la base de datos http://kanaya.naist.jp. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Caracterización de las semillas  

Las semillas de Piper bogotense utilizadas para este experimento presentaron una masa promedio 

de 1,620 mg +/- 0,131. Se determinó que las semillas de Piper bogotense en cámara húmeda 

presentan fotoblastismo nulo, ya que pueden germinar en presencia o ausencia de luz. Sin 

embargo, se puede apreciar una disminución en el porcentaje de germinación del 17% cuando las 

 
Gráfica 2-1: Gradiente utilizado en el método 

cromatográfico de las muestras de Piper bogotense 
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semillas se encuentran en oscuridad (Gráfica 2-2). Otros estudios han reportado resultados que 

indican una variación en el porcentaje 

de germinación al someter las 

semillas a diferentes longitudes de 

onda, como es el caso de las semillas 

de otras especies del mismo género, 

como Piper aduncum y Piper 

hispidinervum, de las cuales se 

presentan reportes de mejores 

resultados de germinación al ser 

sometidas a luz blanca (Bergo et al, 

2010). 

Otro factor que incide en la germinación de las semillas de plantas del género Piper, como Piper 

dilatatum, Piper hispidum, Piper marginatum y Piper peltatum, es la presencia de nitratos en el 

medio de germinación, dado que en los bosques donde suelen encontrarse especies de este género, 

la descomposición de materia orgánica aumenta la concentración de NO3
-
 en el sustrato, lo cual 

contribuye a la germinación de algunas especies del género Piper; para las especies anteriores se 

evaluaron concentraciones de nitrato de potasio entre 1x10-2 M y 1x10-7 M, obteniendo los 

porcentajes más altos de germinación para cada especie, los cuales se encontraron entre 60% y 

90% (Daws et al, 2002).   

La germinación de semillas del género Piper también se relaciona con la cantidad de luz que 

reciben;  en este experimento se vio un mayor porcentaje de germinación cuando las semillas se 

encontraban expuestas a la luz. En la literatura se expone que en el caso de Piper dilatatum, Piper 

hispidum, Piper marginatum y Piper peltatum, la germinación de semillas disminuye cuando se 

exponen a longitudes de onda cercanas a rojo lejano y suelen tardar más tiempo en germinar 

(Daws et al, 2002).   

Obtención de los subestados fenológicos de las plantas de Piper 

bogotense 

Se determinaron los siguientes subestados fenológicos de acuerdo a la escala BBCH, con el fin 

de determinar las diferencias en estados tempranos del desarrollo de Piper bogotense (tabla 2-2). 

Se determinaron dichos subestados fenológicos dado que Piper bogotense presentó un 

crecimiento lento en invernadero, comportamiento que puede ser explicado por la radiación del 

invernadero (Agati et al, 2012), ya que se ha reportado que este factor en plantas de sombra es 

motivo de estrés, o las temperaturas más altas ya que Piper bogotense es una planta de sombra y 

de climas fríos, típicos de bosques altoandinos de la sabana de Bogotá. 

 
Gráfica 2-2: Germinación de Piper bogotense en cámara 

húmeda: Las semillas de Piper bogotense presentan mayor 
porcentaje de germinación en presencia de luz. 
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Tabla 2-2: Subestados fenológicos de Piper bogotense evaluados 

ESTADO FENOLÓGICO ESCALA BBCH DESCRIPCIÓN 

Vegetativo 

1.2 Dos hojas verdaderas 

1.4 Cuatro hojas verdaderas 

1.7 Siete hojas verdaderas 

 

Perfilado metabólico de los extractos obtenidos de Piper bogotense  

Los perfiles metabólicos obtenidos mediante LC-MS a partir de las plantas sometidas a los 

diferentes tratamientos, reveló la presencia de diferentes metabolitos secundarios, los 

cuales son evidenciados mediante señales (entre 7-48 min) con diferentes intensidades 

(correspondiente a la proporción diferencial en los extractos) y cuya presencia representan 

metabolitos en particular en cada cromatograma, la cual pertenece a un muestra analizada. 

En la gráfica 2-3 se encuentran todos los perfiles metabólicos correspondientes a los 

extractos analizados por LC-MS. 

 

Mediante Pareto normalizado se obtuvo el cromatograma totalizado de los perfiles metabólicos 

obtenidos mediante (LC-MS) de los extractos de hojas de Piper bogotense (Gráfica 2-3), con el 

fin de proceder al análisis estadístico multivariado; en este gráfico se pueden apreciar los picos 

anotados de los cuales se realizó la identificación tentativa. En este contexto, el grupo de muestras 

presentó la ocurrencia de 14 compuestos mayoritarios que fueron seleccionados por su intensidad 

registrada en los cromatogramas. De acuerdo al método cromatográfico empleado, los 

compuestos migraron por la columna de acuerdo a su polaridad, por tanto, primero fueron 

registrados los compuestos más polares y posteriormente los menos polares. 

 
Gráfica 2-3: Perfiles metabólicos obtenidos mediante (LC-MS) de los extractos de hojas de Piper bogotense 
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Análisis de Componentes Principales (PCA) no supervisado de los 

perfiles químicos de los extractos de hojas de Piper bogotense  
 

El análisis de componentes principales (PCA) junto con el análisis de conglomerados jerárquicos 

(HCA) se realizó con los datos extraídos de los cromatogramas de todas las muestras analizadas 

mediante (LC-MS). Este análisis estadístico permitió determinar si se presentaron relaciones o 

similitudes en la composición metabólica de los extractos de hojas de Piper bogotense obtenidos 

en diferentes estados fenológicos y bajo diferentes esquemas de fertilización alternando la 

concentración total de nitrógeno disponible en la disolución nutritiva. 

 

En las gráficas 2-5a-b se presenta, respectivamente, el análisis de componentes principales (PCA) 

y análisis de conglomerados jerárquicos (HCA) de los perfiles metabólicos de todos los extractos 

crudos obtenidos de las hojas de Piper bogotense de las plantas sometidas a diferente esquema de 

fertilización analizada en diferentes subestados fenológicos. 

El objetivo del análisis de componentes principales (PCA) es extraer información sobresaliente 

de un grupo de datos matriciales tabulados que permita obtener información de los datos mediante 

 
Gráfica 2-4: Cromatograma totalizado de los perfiles químicos de los extractos de hojas de Piper bogotense, los 

números se relacionan con el número del compuesto en la tabla de anexos 2. 

 

Gráfica 4 Cromatográma totalizado de los perfiles químicos de los extractos de hojas de Piper 

bogotense, los números se relacionan con el número del compuesto en la tabla de anexos 1. 
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Gráfica 2-5: (a)  PCA de los perfiles químicos de las muestras de Piper bogotense.  (b) HCA de los perfiles 

químicos de las muestras de Piper bogotense. 
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su agrupación en el diagrama de dispersión, el cual se encuentra trazado por componentes 

principales ortogonales generados en el análisis. (Abdi y Williams, 2010). (Hussain et al, 2009). 

La transformación de los datos en el PCA se da en términos de un ajuste por mínimos cuadrados. 

En este análisis se toma el primer eje como la línea que pasa por el centro o mayor cantidad de 

datos y minimiza el cuadrado de la distancia de cada punto a la línea del componente principal. 

La línea atraviesa la variación máxima en los datos.  El segundo eje PCA también pasa a través 

de la variación máxima en los datos, pero lo hace de forma ortogonal al primer componente 

principal (Hussain et al, 2009). 

Los análisis de conglomerados jerárquicos (HCA) tienen como fin determinar de forma no 

supervisada la similitud entre grupos de datos mediante índices de similitud, como el índice de 

Jaccard, el cual permite identificar qué grupos de datos presentan mayor número de características 

comunes mediante el grado de similitud de los conjuntos de datos y agrupa dicha información que 

según el caso de estudio puede ser representada gráficamente mediante dendogramas (Bravi et al, 

1997). 

Con los análisis estadísticos mencionados anteriormente, no se evidenció una tendencia marcada 

entre los perfiles químicos de las muestras, ya sea por su esquema de fertilización o subestado 

fenológico. No obstante, es posible observar un comportamiento particular en algunos grupos del 

HCA dependiendo del subestado fenológico, donde se puede observar que la mayoría de muestras 

del grupo dos generado por el HCA (Gráfica 2-5b) corresponden a extractos obtenidos en el 

segundo subestado fenológico, el grupo tres está principalmente constituido por extractos 

obtenidos en el primer subestado fenológico evaluado y el grupo cuatro está conformado por 

extractos obtenidos en el tercer subestado fenológico evaluado   

Regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis discriminante 

(OPLS-DA) supervisado por subestado fenológico  

Dado que mediante el análisis estadístico no supervisado de tipo exploratorio anterior se 

obtuvieron ligeras tendencias en la agrupación de muestras por subestados fenológicos (Gráficas 

2-5a-b), se hizo necesario extender el análisis a un enfoque supervisado, con el cual se hallaron 

de forma más clara las relaciones existentes entre la composición de los extractos obtenidos. 

Cuando los análisis exploratorios como PCA no permiten visualizar de manera notoria las 

diferencias o similitudes entre grupos de datos por una baja separación entre los puntos ubicados 

en el diagrama de dispersión, un análisis supervisado como el OPLS-DA permite obtener 

información más detallada del conjunto de datos, ya que su algoritmo le permite buscar 

diferencias más puntuales cuando el diseño del experimento permite realizar predicciones sobre 

las posibles diferencias entre el grupo de datos estudiados con respecto a otro grupo de datos 

(Worley y Powers 2013). 
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Por lo anterior, se realizó un análisis estadístico de regresión de mínimos cuadrados (OPLS-DA), 

utilizando como variable categórica de supervisión los subestados fenológicos en los que se 

colectaron las plantas, con el fin de determinar cómo era la agrupación de los datos en el diagrama 

de dispersión y establecer así las relaciones entre los extractos obtenidos. Esto permitió identificar 

qué factores, en términos de expresión de metabolitos, eran determinantes para la diferenciación 

de los perfiles metabólicos de las muestras obtenidas, como la producción de algún metabolito 

secundario característico en cada subestado fenológico. 

 

 

 

 

 

 

 

En el diagrama de dispersión del OPLS-DA (Gráfica 2-6) se puede observar la correlación de los 

grupos de datos correspondientes a las muestras  discriminadas por el subestado fenológico en el 

que fueron obtenidos los extractos  (T1, T2, T3), con una dispersión  notoria para los extractos de 

cada subestado evaluado. En este contexto, los gráficos de cargas (loading line plots), son 

herramientas que contienen la información espectral relacionada con la discriminación entre 

grupos de muestras de un diagrama de dispersión (score plot), los cuales pueden ser generados en 

2D con el fin de ser interpretados en conjunto con el diagrama de puntos para establecer qué 

patrón en los datos numéricos se encarga de diferenciar los grupos de datos (Hedenström et al, 

2008). 

Los extractos del estado fenológico (T1) son diferenciados dada la presencia selectiva, respecto a 

los otros dos subestados, de una amida llamada cumaroiltiramina (13), del grupo de las amidas 

de núcleo piperumbellatámico, reportado en Piper umbellatum (Tabopda et al, 2008).  

La cumaroiltiramina es una amida derivada del ácido hidroxicinámico, (HCAAs), por tanto 

pertenecen al grupo de los fenilpropanoides, los cuales son derivados de la ruta del shikimato, vía 

ácido cinámico, el cual se sintetiza a partir de la fenilalanina mediante la enzima fenilalanina 

amonio liasa PAL (Dewick, 2002). Los fenilpropanoides derivados del ácido hidroxicinámico han 

sido descritos principalmente como metabolitos secundarios inducibles en respuesta a la presencia 

de patógenos en la planta (Yogendra et al, 2015; Sanmartín, 2008). En Solanum tuberosum, se 

describió que la sobreexpresión del factor de transcripción StWEKY1 en plantas transgénicas 

 
Gráfica 2-6: Diagrama de dispersión OPLS-DA, generado 2+3+0, usando subestados fenológicos como variable 

categórica. T1: Primer subestado, T2: Segundo subestado, T3: Tercer subestado. (b) Diagramas de cargas 
componente 1. (c) Diagrama de cargas componente 2 
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incrementa la producción de enzimas relacionadas con la síntesis de HCAAs tales como tiramin 

hidroxycinamoil transferasa (THT), fenómeno que también ocurría al inducir la infección por 

Phytophthora infestans en plantas resistentes (Yogendra et al, 2015). 

Sin embargo, es bueno aclarar que la presencia de HCAAs presentan reportes muy detallados en 

cuanto a su función como metabolitos de defensa que suelen acumularse en las paredes celulares, 

pero también hay que tener en cuenta que los HCAAs presentan relación en diferentes procesos 

relacionados con el desarrollo vegetal en cuanto a división celular, reticulación de la pared celular 

entre otras (Moschou et al, 2012). Por tanto, sería de esperarse que HCAAs como la 

cumaroiltiramina se encuentre como componente mayoritario en los extractos crudos de hojas de 

Piper bogotense colectados en estados iniciales del desarrollo, encontrándose en mayor medida 

en los extractos de plantas del primer subestado fenológico que en los otros dos subestados 

evaluados. 

Los grupos de muestras T2 y T3 se distribuyen principalmente en el área negativa del diagrama 

de dispersión con respecto al componente principal 2, por tal motivo el compuesto 

desmetilpiplartina (10) también es otro metabolito responsable de las diferencias entre los 

extractos obtenidos en T1 y  los extractos T2 y T3. La desmetilpiplartina fue reportada en 

Piper cenocladum, correspondiente a una amida derivada de la piplartina. Se ha reportado que los 

compuestos derivados de la piplartina se encuentran en las hojas de las plantas de plantas este 

género comúnmente (Dodson et al, 2000). La piplartina también es conocida como 

piperlongumina, esta molécula corresponde al grupo de las alcamidas, las caules son descritas 

comúnmente en el género Piper (Prabhu y Mulchandani, 1985). 

En la literatura se reporta que algunas de las alcamidas aisladas de plantas del género Piper son 

sintetizadas con la ayuda de la enzima N-piperoiltransferasa, la cual actúa uniendo piperoil-CoA 

a la piperidina, pirrolidina, o a la isobutilamina, lo que contribuye a la formación del grupo amida; 

cabe resaltar que se ha descrito que la función particular de las alcamidas en la planta es contribuir 

en la defensa contra herbívoros (Rios y Olivos, 2014).  

Por lo anterior, se sugiere que en el subestado T1 tenemos mayor expresión de la enzima (PAL) 

y de tiramin hidroxycinamoil transferasa (THT) (Dewick, 2002; Kettig et al, 2006). Dado que en 

este subestado encontramos la presencia selectiva de cumaroiltiramina, mientras que en los dos 

siguientes subestados fenológicos se incrementa la actividad de la enzima N-piperoiltransferasa 

con respecto al anterior, ya que esta enzima se relacionada con la producción de alcamidas en 

Piper como la desmetilpiplartina, derivada de la piplartina. Cabe mencionar también que la señal 

registrada por el compuesto desmetilpiplartina en los cromatogramas en los extractos del 

subestado T3 es más intensa que en el subestado T2, apoyando lo anteriormente mencionado. 
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Otra diferencia con respecto a los extractos obtenidos en los subestados fenológicos T2 y T3 

corresponde a la presencia en los cromatogramas de señales más intensas para los compuestos 

metoxikaempferitrina (5) y dimethoxikaempferitrina  (6) en los extractos de plantas obtenidas en 

el subestado T2. 

La metoxikaempferitrina y la dimetoxikaempferitrina son compuestos fenólicos derivados del 

kaempferol, el cual es un flavonol, por ende es producido en la ruta de la fenilalanina. En la 

glucosidación del kaempferol y formación de la kaempferitrina intervienen enzimas de actividad 

glucosiltransferasa. En especies del género Crocus se han identificado una de estas enzimas que 

se encargan de transmitir, al kaempferol y quercetina, las unidades de glucosa procedente de 

UDP-Glucosa al kaempferol (Trapero, 2013). En Piper umbellatum se ha reportado la presencia 

de kaempferitrina (Tabopda et al, 2008).  

Los flavonoides en las plantas, dada su capacidad antioxidante desarrollan importantes funciones 

en las plantas, dado que pueden contrarrestar el efecto de los ROS producidos durante los procesos 

de respiración celular. Estas moléculas ofrecen protección extra a la planta contra el estrés 

oxidativo, el cual es un factor que puede aumentar en las plantas cuando se exponen a radiación 

excesiva. La glucosidación de los flavonoides ocurre en el citosol, donde la enzima UDP-

glucosidasa transfiere el grupo glucósido a los flavonoides sintetizados en diferentes organelos 

celulares, teniendo que la síntesis de kaempferol se da principalmente en el retículo 

endoplasmático  (Agati et al, 2012). 

Esta agrupación de las muestras en el diagrama de dispersión (Gráfica 6) indica que existe una 

marcada correlación entre la composición química presente en las hojas de Piper bogotense  y el 

subestado fenológico en el cual fueron colectadas. Este fenómeno se hace evidente cuando las 

plantas son sometidas a las mismas condiciones medioambientales, lo cual indica que para esta 

especie es posible realizar un acercamiento a la composición química (i.e., quimiotipo o 

metabotipo) según el número de foliolos presentes en la misma a las condiciones evaluadas 

(Hussain et al, 2009; Khalid et al, 2011). 

Así mismo, cabe resaltar que la composición química de los extractos de Piper bogotense no 

depende únicamente del subestado fenológico en el cual son colectadas, también del tejido del 

cual se obtienen; igualmente, es de esperarse que existan variaciones en el metaboloma según las 

condiciones ambientales las que se encuentre la especie  (Yamaguchi et al, 2011).  

 
Figura 2-2: Metabolitos identificados en las hojas de plántulas de P. bogotense que influencian la diferenciación 

entre subestados fenológicos. 

 

Figura 2: Metabolitos identificados en las hojas de plántulas de P. bogotense que influencian la 

diferenciación entre subestados fenológicos. 
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Se determinó así que el subestado fenológico bajo condiciones semicontroladas posee cambios 

los perfiles metabólicos de Piper bogotense y, por consiguiente, se obtuvieron algunos 

metabolitos que se encuentran en mayor proporción en diferentes subestados. Este tipo de análisis 

puede contribuir al hallazgo de un marcador metabólico asociado a algún fenotipo o estado 

fenológico en Piper bogotense (Pan et al, 2013). 

Regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis discriminante 

(OPLS-DA) supervisando con variación de nitrógeno disponible. 

Para determinar si el esquema de fertilización, en el que se cambió la concentración de nitrógeno 

de cada disolución utilizada según lo explicado en la tabla 1, también influenciaba el metaboloma 

de Piper bogotense, se realizó un OPLS-DA con todas las muestras obtenidas en el experimento, 

cuya la discriminación se realizó acorde a la disolución nutritiva empleada para cada grupo de 

plantas (Gráfica 2-3). 

El OPLS-DA realizado a partir de los extractos de Piper bogotense discriminando por esquema 

de fertilización (tabla 2-1) no permite realizar ningún tipo de observación al someter todas las 

muestras en conjunto (Gráfica 2-9), dado que la influencia de la variable asociada a los subestados 

era marcada. Por tanto, los datos se dividieron de acuerdo a cada grupo de muestras colectada en 

diferentes subestados fenológicos discriminando por esquema de fertilización, con el fin de poder 

establecer las correlaciones presentes entre la composición metabólica de los extractos y el tipo 

de fertilización, al variar la cantidad de nitrógeno disponible en la disolución nutritiva. 

 

En la gráfica 2-7 se puede observar que hay una diferenciación altamente marcadas entre los 

perfiles metabólicos de las plantas fertilizadas con las diferentes disoluciones, destacando que las 

plantas del primer subestado fenológico tratadas con la solución 2 (S2) y grupo control (S0)  

 
Gráfica 2-7: Diagramas de dispersión  generados por OPLS-DA utilizando como variable categórica la disolución 
nutritiva por cada subestado fenológico, subestado (a) T1, (b) T2 y (c) T3. Diagramas generados a partir de un 

modelo ortogonal 2+3+0. En todos los diagramas (a-c), las agrupaciones están generadas de acuerdo a la 
variable categórica: disolución S1 (verde), S2 (azul), S3 (rojo), y control S0 (amarillo). 

 
(a) (b) (c) 

 
Figura 2-3 : OPLS-DA de los extractos obtenidos de Piper bogotense discriminando por esquema de fertilización 
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presentaron mayor separación en el diagrama de dispersión con respecto a las plantas tratadas con 

las soluciones 1 (S1) y 3 (S3). 

 

La diferencia en la composición química de los extractos de las plantas obtenidas en el subestado 

fenológico T1 tratadas con las disoluciones S1 y  S3 y los extractos de plantas tratadas con las 

disoluciones S2 y S0 es influenciada por varios compuestos, principalmente por los compuestos 

metoxikaempferitrina (5) y dimetoxikaempferitrina (6), cuyas señales en los cromatogramas 

fueron más intensas en los extractos tratados con S1 y S3. Además, los extractos de las plantas 

tratadas con las disoluciones S0 y S2 presentan en mayor medida cefaradiona A (8), 

desmetilpipaltrina (10) y cumaroiltiramina (13) (Gráfica 2-8). La cefaradiona A es un alcaloide 

oxaporfínico que presenta reportes de bioactividad contra levaduras, por tanto, como otros 

alcaloides de núcleo aporfínico obtenido de angiospermas basales, puede catalogarse como 

metabolito de defensa (Ma et al, 2004).  

 

 

 

 

 

 

Se realizó también un OPLS-DA de los extractos obtenidos del subestado T2 (Gráfica 2-7b) con 

el fin de determinar las diferencias existentes entre la composición química de las plantas tratadas 

con las diferentes disoluciones. De dicho análisis se puede decir que entre réplicas no se presenta 

una agrupación muy clara excepto para los extractos de las plantas tratadas con la solución S1. 

No obstante, se observó que la composición química entre réplicas se mantenía constante, pero 

se manifestaron ligeros cambios entre tales réplicas, relacionadas con la intensidad en cada señal 

detectada en el cromatograma, lo que claramente influyó en la dispersión en las agrupaciones. 

Este hecho puede deberse a que el metaboloma de los organismos puede ser muy variable en 

estados del desarrollo temprano. Otras variables pueden influir como el efecto de borde, o 

 
Figura 2-4: Metabolitos identificados en las hojas de plántulas de P. bogotense que influencian la 

diferenciación entre tratamientos con disoluciones nutritivas.  

 

 
Gráfica 2-8: Gráficos de cargas generados a partir del OPLS-DA del subestado fenológico T1 a lo largo de (a) 

Componente 1 y (b) Componente 2. Los números están relacionados con la tabla de anexos 2. 

 

(a) 

5 6 
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condiciones climáticas no estandarizadas puedan tener influencia en la producción de metabolitos 

en los organismos, además hay que tener en cuenta que la obtención de material vegetal que se 

puede obtener en estados del desarrollo temprano puede llegar a ser muy poco, motivo que 

complica la extracción y procedimientos llevados posteriormente (Kim et al, 2010).  

Adicionalmente, se puede indicar que las plantas tratadas con la disolución S3 y con la disolución 

S0 (Gráfica 2-9) en el subestado fenológico T2 presentan distribución en el diagrama de 

dispersión en el área negativa y en el área positiva del componente principal 1 respectivamente, 

por tanto se puede decir que las diferencias se deben a las señales en los cromatogramas 

correspondiente al compuesto  desmetilpiplartina (10), las cuales son más intensas en los extractos 

de las plantas del grupo control y, la señal correspondiente a estigmastdienona (14), es más intensa 

para los extractos de las plantas tratadas con las disoluciones S2 y S3 (Gráfica 2-9). 

También se observó que la distribución de las muestras tratadas con las soluciones S1, S3 y S0 se 

da en el área positiva del componente principal 2, mientas que las muestras tratadas con la 

solución S2 se encuentran en el área negativa del mismo componente. Por tal motivo se puede 

decir que la diferencia en la respuesta metabólica de este grupo (S2) con respecto al resto es 

explicada por la presencia de señales más intensas que el resto, que para este caso se ve 

influenciada por la expresión del compuesto estigmastdienona (14) (Gráfica 2-9). 

 

 

 

 

 

 

De igual manera, se realizó un  OPLS-DA con los extractos del subestado T3 usando como 

variable de supervisión la disolución con la cual fueron tratadas las plantas (Gráfica 2-7c), 

teniendo que los extractos de las plantas tratadas con las disoluciones S0, S1 y S2 tienden a 

agruparse en el área positiva del componente principal 2, mientras que las plantas tratadas con la 

solución S3 se agrupan en el área negativa del componente principal 2 por tal motivo se puede 

decir que la diferencia de este último grupo con el resto se debe a la presencia mayoritaria del 

derivado de piplartina (10) con respecto al resto. 

  
Gráfica 2-9: gráficos de cargas generados a partir del OPLS-DA del subestado fenológico T2 de Piper 

bogotense a lo largo de (a) Componente 1 y (b) Componente 2 
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Dado que los extractos de las plantas tratadas con la disolución S0 y S1 se encuentran ubicados 

en el área negativa y positiva del componente principal 1, respectivamente, se pueden atribuir las 

diferencias entre estos grupos de muestras a que el grupo control presentan mayor intensidad en 

la señal registrada por el cromatograma del compuesto 10. 

Es de fundamental importancia entender cómo las plantas utilizan el nitrógeno disponible de su 

ambiente dado que estas tienen la capacidad de asimilar nitrógeno inorgánico y producir 

moléculas fundamentales para el desarrollo del mismo organismo (Kusano et al, 2011). 

Necesariamente hay que aclarar que aunque muchas plantas tengan la capacidad de metabolizar 

nitrógeno inorgánico u orgánico, no todas lo pueden hacer de la misma manera, ya que dentro de 

la historia evolutiva de las plantas, procesos como deleciones o duplicaciones de genes han hecho 

que diversas regiones del DNA involucradas en importantes rutas metabólicas presenten gran 

cantidad de genes agrupadas con la misma función o han hecho desaparecer genes de rutas 

metabólicas (Chae et al, 2014). 

Así mismo, como se encontran agrupaciones de genes dedicados a la misma función para 

diferentes rutas metabólicas, también es común que una misma serie de genes involucrados en la 

misma ruta metabólica o con la misma función se encuentren muy distanciados en el genoma. 

Tomando como ejemplo tenemos que Arabidopsis thaliana posee agrupaciones de genes para 

aquellos fragmentos de DNA involucrados en el metabolismo de fenilpropanoides y de terpenos, 

y la mayoría de los genes especializados en el metabolismo del nitrógeno no se encuentran en 

agrupaciones. Glycine max (soja) presenta mayor  número de genes agrupados para el 

metabolismo del nitrógeno que para el metabolismo de fenilpropanoides y de terpenos y en el 

caso de Sorghum encontramos mayor número de genes involucrados en el metabolismo de 

terpenos que de nitrógeno y fenilpropanoides (Chae et al, 2014). 

La importancia que los genes se encuentren en agrupaciones o no, radica en los niveles de 

coexpresión para las rutas metabólicas involucradas (Chae et al, 2014). De lo anterior se resalta 

que no todas las plantas metabolizan sustancias de la misma manera ni con los mismos niveles de 

expresión. Por tanto, se hace necesario el estudio integrado de varias ciencias ómicas para 

entender de qué manera el nitrógeno puede generar cambios en la expresión fenotípica en los 

 
Gráfica 2-10: Gráficos de cargas generados a partir del OPLS-DA del tercer subestado fenológico de Piper 

bogotense 
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organismos, ya que por sí solo un análisis metabolómico no puede dar información inambigua de 

cómo una condición ambiental se ve involucrada en la activación de alguna ruta metabólica (Zhao 

et al, 2013). 

Es importante tener en cuenta también que la disponibilidad de nitrógeno en diferentes 

concentraciones y en compañía de otros nutrientes pueden llegar a cambiar la expresión de varias 

rutas metabólicas, lo que desemboca en diferencias en el metaboloma de las especies y producir 

la expresión de diferentes fenotipos metabólicos (Vidal y Gutiérrez, 2008; Amiour et al, 2012). 

En este estudio, basado meramente en la expresión del fenotipo metabólico de la planta, pudimos 

establecer algunos cambios metabolómicos relacionados con el estado fenológico de la planta y 

con el cambio en la concentración de nitrógeno disponible en el medio de la planta. 

CONCLUSIONES 

En el presente trabajo se hizo evidente que en el desarrollo temprano de Piper bogotense se 

pueden identificar metabolitos que permiten correlacionar su presencia con algún carácter 

fenotípico, e.g., número de foliolos durante el estado de plántula. También fue posible determinar 

cómo cambia el perfil metabólico de Piper bogotense cuando se trata con diferentes cantidades 

de nitrógeno disponible en el medio en el cual se encuentra. 

En los tres subestados estudiados, se obtuvieron diferencias en el metabotipo de las plantas. 

Teniendo la diferencia entre los extractos T1 con respecto a los otros subestados fenológicos, esta 

discriminación fue marcada por la presencia selectiva de cumaroiltiramina, la cual es una amida 

del grupo de los fenilpropanoides de tipo HCAAs, mientras que en T2 y T3 se dio la presencia 

selectiva de la desmetilpiplartina, la cual es una alcamida. Ambos proceden de la ruta metabolica 

del shikimato, pero se asume gracias a la diferenciación química presente en las muestras que en 

el subestado T1 la expresión de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) se da en mayor 

proporción para dar origen al ácido cinámico, el cual es precursor de los fenilpropanoides 

HCAAs, cuya síntesis es mediada por la enzima tiramin hidroxycinamoil transferasa (THT) y 

cuyos promotores están debidamente descritos en otras especies. 

La diferencia en el metabotipo de los extractos T2 con respecto a los extractos T3 se determinó 

mediante la presencia selectiva de desmetilpiplartina en T3 y en T2 la presencia selectiva de 

metoxikaempferitrina y dimethoxikaempferitrina. La desmetilpiplartina es una alcamida derivada 

de la pipaltrina o piperlongumina, mientras que la metoxikaempferitrina y 

dimethoxikaempferitrina son flavonoides glicosidades que son derivados de la kaempferitrina, la 

cual a su vez es producida a partir del kaempferol mediante la glucosidación del kaempferol, 

reacción que es mediada por la enzima UDP-glucosidasa, por ende se sugiereque esta enzima 

presenta mayor actividad en el subestado T2 que en T3. 



Sebastián Rincón Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis 
 

 

 

 
Página 48  

  

En cuanto a las variaciones en el metaboloma de los extractos con respecto a la solución nutritiva 

utilizada, se evidenció la tendencia a que las plantas tratadas con la disolución con mayor 

concentración de nitrógeno expresaban metoxikaempferitrina y dimethoxikaempferitrina, 

mientras que con S2 se vió favorecido la estigmastdienona. 
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ANEXOS 2.1 
 

Tabla 2-3: Metabolitos mayoritarios presentes en los extractos obtenidos de Piper bogotense en diferente 
subestado fenológico y bajo diferente esquema de fertilización alternando la cantidad de nitrógeno disponible 

  

Anexos 2.2 
Tabla 2-4: Porcentaje de rendimiento de los extractos etanólicos de Piper bogotense 

    

   % Rendimiento 

Muestra 

T1 

S0 5,009 

S1 6,593 

S2 4,062 

S3 4,87 

T2 

S0 4,03 

S1 8,091 

S2 5,985 

S3 5,467 

T3 

S0 7,521 

S1 15,033 

S2 16,347 

S3 11,22 

 
 

No 
RT  

(min) 
Nombre 

m/z 

[M+H]
+ 

Muestra  

T1 T2 T3 

S

0 

S

1 

S

2 

S

3 

S

0 

S

1 

S

2 

S

3 

S

0 

S

1 

S

2 

S

3 

1 7,42 dihidofutoenona 339.05      X    X X  

2 10 metoxicubebinina 463,15            X 

3 11,5 yangambina  447,5 X  X  X  X X X  X  

4 12,75 

trans-cafeato de 

metoxiapigenina 

glucósido 

609,05     X   X X  X X 

5 15,48 metoxikaempferitrina 593,15  X X X X X X X X X X X 

6 16,33 
dimethoxikaempferitrin

a 
607,05 X X X X X X X X X X X X 

7 17,35 Longicaudatina 447,15  X  X      X   

8 28 cefaradiona  306,4 X  X       X X X 

9 30,7 No identificado 1663,1 X  X   X  X   X  

10 32,6 desmetilpiplartina 304,35     X X X X     

11 37 eupomatenoidina 265,55 X X X X X X X X X X X X 

12 39,7 neopellitorina  236,55 X X X X X X X X X X X X 

13 44,1 coumaroiltiramina 284,5 X X X X X X X X X X X X 

14 47,7 Stigmastdienona 411,5 X X X X X   X X   X 
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Capítulo 3 : DIFERENCIAS EN EL METABOLOMA DE Lupinus 

mutabilis RELACIONADAS CON EL ESQUEMA DE FERTILIZACIÓN 

EN DIFERENTES SUBESTADOS FENOLÓGICOS 
 

RESUMEN 
 

Lupinus mutabilis (Fabaceae) es una planta distribuida en los ecosistemas andinos colombianos 

y de otras regiones de Suramérica. Siendo bien conocida por su actividad fijadora de nitrógeno al 

igual que por la producción de alcaloides quinolizidínicos y diversos compuestos fenólicos, se ha 

reportado que cambios en el metaboloma de plantas del género Lupinus pueden ser presentados 

por modificaciones en la composición de nutrientes en el sustrato, al igual que a diversificación 

ontogénica. Por lo anterior, se determinaron los cambios en el fenotipo metabólico (metabotipo) 

de las hojas de L. mutabilis en condiciones de invernadero durante tres subestados fenológicos y 

alternando la cantidad de nitrógeno en la disolución nutritiva con la cual se trataron las plantas 

durante el experimento (S1, S2, S3 y S0). Luego de liofilizar el material vegetal, posteriormente 

se obtuvieron los extractos etanólicos crudos mediante ciclos de ultrasonido y fueron analizados 

mediante LC-MS. Con los espectros de masas de los picos principales de los cromatográmas se 

realizó la respectiva anotación de los mismos. Así mismo, con el fin de conocer las variaciones 

en los perfiles metabólicos entre los tratamientos y estados, se realizaron análisis estadísticos 

multivariados sobre las huellas digitales de las muestras según las categorías evaluadas. De esta 

manera, se anotaron 7 compuestos, de los cuales cuatro son alcaloides y dos son isoflavonas. Se 

determinó que existen diferencias en la composición química de los extractos de hojas 

dependiendo del subestado fenológico en el cual se colectó el material ya que, en el subestado T1, 

los compuestos mayoritarios son alcaloides quinolizidínicos, mientras que en subestado T2 se 

presentan isoflavonas como compuestos mayoritarios, y en el subestado T3 nuevamente se 

evidencia la presencia mayoritaria de alcaloides, siendo en este último en el que se presentan en 

mayor medida con respecto al resto. Además de encontrar los compuestos anteriores, se da la 

producción de compuestos fenólicos. La disolución fertilizante también es un factor que 

promueve cambios en el metabotipo de Lupinus mitabilis.  

Palabras clave: Fabaceae, PCA, OPLS-DA, Metabolómica, HPLC-MS 
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INTRODUCCIÓN  
 

Lupinus mutabilis (Fabaceae), perteneciente al grupo de los Lupinus del Oeste de Suramérica 

(Drummond, 2008; Drummond et al. 2012; (Beebe et al 1997), presentando distribución en áreas 

a lo largo de los Andes en ecosistemas altoandinos  (Drummond, 2008; Drummond et al. 2012). 

En Colombia, Lupinus mutabilis y otros integrantes de la familia Fabaceae presentan una alta 

distribución en zonas altoandinas, principalmente en Norte de Sanrander, viejo Caldas, zona 

Cundiboyacense y las cordilleras Central y Oriental (Duran, 2011; Pérez, 2000; Arroyo et al, 

1981; Gross et al, 1988). 

Esta planta presenta alto interés agropecuario ya que sus semillas poseen alto valor nutricional 

para diferentes especies y además Lupinus mutabilis puede utilizarse en rotación de cultivos con 

el fin de preservar propiedades del suelo como humedad y mantener niveles de nitrógeno óptimos 

mediante la fijación de nitrógeno atmosférico (Gross et al. 1988; Mikić et al. 2013; Molina-

Poveda et al. 2013). La característica de la fijación de nitrógeno atmosférico la encontramos en 

varias especies de la familia Fabaceae, gracias a las asociaciones simbióticas que presentan con 

rizobacterias, las cuales realizan la fijación de nirógeno en los nódulos radiculares de la planta 

hospedera. Esto otorga a plantas de género Lupinus y a la familia Fabaceae potencial restaurador 

de suelos mediante el aporte de nitrógeno al sustrato (Duran, 2011; Gomez, 2011; Gomez et al. 

2013).  

Referente a lo anterior, se ha demostrado que cuando en el sustrato hay deficiencia en los 

nutrientes, la nodulación y fijación de nitrógeno se ve disminuida, particularmente hablando del 

caso de las deficiencias de fósforo en el sustrato (Araújo  et al, 1997; Christiansen y Graham, 

2002). Esto puede relacionarse con la cantidad de fósforo disponible para fabricar ATP y 

mantener la actividad optima de enzimas de actividad nitrogenasa, las cuales desempeñan un 

importante rol a la hora de fijar nitrógeno atmosférico (Olivera et al, 2004). 

No obstante, la disponibilidad de nutrientes solo es uno de los factores que influencian cambios 

en el metaboloma de las especies. Para el caso del género Lupinus se ha reportado que mediante 

la inoculación con fitopatógenos como Colletotrichum lupini, es posible encontrar  en los perfiles 

metabólicos mayor cantidad de fitoalexinas como isoflavonas y diferentes glicoconjugados, con 

respecto a plantas que no fueron inoculadas con el fitopatógeno (Wojakowska et al, 2013). 

Diferentes tipos de estrés ambiental, como la sequía, se ha reportado como otro factor de cambios 

en la producción de metabolitos en plantas del género Lupinus, observándose que la concentración 

de malato en las raíces se ve disminuida, pues dado que este es un metabolito esencial para la 
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asimilación de nitratos, el metabolismo del nitrógeno puede verse afectado por este tipo de estrés 

ambiental (Pinheiro et al, 2004).También se ha reportado que la ontogenia puede tener incidencia 

en metaboloma de las especies (Kachlicki y Stobiecki, 2012). Por todo lo expresado 

anteriormente, en el presente trabajo se describen y analizan los cambios en el metaboloma de 

Lupinus mutabilis durante tres subestados fenológicos diferentes al tratar las plantas con 

diferentes disoluciones nutritivas alternando la cantidad de nitrógeno disponible; esto con el fin 

de contribuir al conocimiento general del metaboloma de la especie y con fines de bioprospeccion, 

ya que en las plantas del género Lupinus se han descrito metabolitos de gran interés en diferentes 

niveles tales como alcaloides quinolizidínicos (Frick et al, 2017), y fitoalexinas como flavonas, 

isoflavonas, derivados del ácido hidroxicinámico, entre otros (Dueñas et al, 2009). 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención del material vegetal 
Las semillas de Lupinus mutablis se colectaron manualmente en el campus de la Universidad 

Militar Nueva Granada. Posteriormente  se sometieron a germinación en cámara húmeda con 

fines de caracterización de las semillas. Se cuantificó la masa de las semillas, se determinó su 

fotoblastismo y se estimó su porcentaje de germinación en dichas condiciones. 

Posteriormente, se sometieron a germinación las semillas necesarias para obtener un total de 36 

plantas, las cuales se dividieron en cuatro grupos de nueve plantas. Cada grupo se mantuvo en 

unidades experimentales separadas en un diseño experimental por bloques aleatorizados . 

 

Sustrato empleado para la siembra de las plantas 
Las plantas germinadas en cámara húmeda, al desenrollar totalmente sus hojas primordiales, se 

sembraron en sus respectivas unidades experimentales en materas de 200 g con un sustrato 1:1 de 

tierra negra y arena de rio. 

 
Figura 3-1: Diseño experimental: (1) (2) (3) (4) corresponden a las unidades experimentales; los cuadrados 
sombreados representan el número de plantas sembradas individualmente en cada unidad experimental. 
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Preparación de disoluciones de Hoagland con diferentes 

concentraciones de nitrógeno 
Se prepararon las disoluciones de Hoagland (Taiz y Zeiger, 2009). Las plantas de cada unidad 

experimental se trataron con disoluciones diferentes, en las cuales se varió el contenido de 

nitrógeno disponible según la tabla 1. Así, las plantas de la unidad experimental 1 tuvieron la 

concentración total de nitrógeno de la disolución de Hoagland estándar (disolución 1), las plantas 

de la unidad experimental 2 se trataron con una disolución que contenía el 50% del nitrógeno 

disponible (disolución 2), las plantas de la unidad experimental tres se trataron con una disolución 

que contenía el 25% de la concentración de nitrógeno disponible (disolución 3), las plantas de la 

unidad experimental cuatro se trataron únicamente con agua (disolución control) durante todo el 

experimento, las cuales fueron tomadas como control.  

 
Tabla 3-1 Disoluciones nutritivas del experimento  (MaN) macronutrientes (MiN) micronutrientes. (PM) peso 

molecular; ([SI]) concentración stock inicial; (VSPLS) volumen del stock por litro de disolvente; (E) elemento; 

(CFE) concentración final del elemento; (S1) disolución sin modificaciones; (S2) disolución 50% nitrógeno 

disponible; (S3) disolución 25% nitrógeno disponible. 

MaN PM [SI]  VSPLS E [CFE] S1 S2 S3 

  g/mol mM 

mL/L 

H2O SM uM mL mL mL 

KNO3 101,1 1000 6 
N 16000 

6 3 1,5 K 6000 

K2SO4 174,25 1000 6 K 6000 0 3 4,5 

Ca(H2PO4) 137,06 1000 4 
Ca 4000 0 2 3 

P 2000 0 1 1,5 

CaSO4 136,14 1000 2 S 1000 1 1 1 

K(NO3)2 263,16 1000 4 Ca 4000 4 2 1 

NH4H2PO4 115,08 1000 2 P 2000 2 1 0,5 

MgSO4 246,48 1000 1 Mg 1000 1 1 1 

MiN PM [SI]  VSPLS E [CFE] S1 S2 S3 

  g/mol mM 

mL/L 

H2O SM uM mL mL mL 

KCl 74,55 25 2 Cl 50 2 2 2 

HBO4 61,83 12,5 2 B 25 2 2 2 

MnSO4 169,01 1 2 Mn 2 2 2 2 

ZnSO4 287,54 1 2 Zn 2 2 2 2 

CuSO4 249,68 0,25 2 Cu 0,5 2 2 2 

H2MoO4 161,97 0,25 2 Mo 0,5 2 2 2 

FeSO4 278,01 
64 1 Fe 1 1 1 1 

Na2EDTA 372,24 
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Efecto de la concentración de nitrógeno en el fertilizante en diferentes 

subestados fenológicos sobre el metaboloma de Lupinus mutabilis  
De cada unidad experimental, se realizó la colecta de tres plantas en tres periodos diferentes con 

el fin de reunir tres réplicas por tratamiento en cada subestado fenológico, los cuales se 

determinaron  según Meier, 2001. Se utilizó la escala general de la BBCH, mediante la cual se 

establecieron los códigos correspondientes a cada uno de los estados determinados  

Obtención de los extractos vegetales 
Las hojas de cada planta colectada se sometieron a proceso de liofilización; posteriormente se 

obtuvieron los extractos crudos mediante ciclos de ultrasonido en etanol absoluto; procedimiento 

realizado tres veces por muestra. Las disoluciones obtenidas con el fin de retirar el disolvente. 

Los extractos se almacenaron en viales a temperatura ambiente hasta su uso. 

Caracterización química de los extractos 
Para caracterizar químicamente los extractos y obtener los perfiles metabólicos de cada uno de 

ellos, se utilizó un equipo UFLC Shimadzu Prominence el cual se compone de un módulo de 

separación equipado con dos bombas binarias, autoinyector, horno para columna, detector de 

arreglo de diodos  y una columna Premier C-18 (9,6 mm x 150 mm, 5 μm). Se inyectó un volumen 

de muestra de 10 μL de cada una de las muestras obtenidas, las cuales fueron diluidas en EtOH 

96%, las cuales migraron por la columna a temperatura de 30°C, utilizando un método de 

separación en gradiente de elución con una fase móvil compuesta por TFA 0.05% en agua y 

acetonitrilo con un flujo de 0,7ml/min. Con los cromatográmas obtenidos se correlacionó 

compuesto mayoritario con su respectivo espectro de masas con el fin de determinar la naturaleza 

química del compuesto mediante análisis de sus espectros  EM. 

 

Análisis estadístico 
Una vez se obtuvieron las huellas digitales para cada extracto de hojas de Lupinus mutabilis, se 

exportaron los datos cromatográficos a formato ASCII, los cuales se alinearon mediante el 

software Matlab® (R2013a); los datos fueron normalizados y escalados y posteriormente se 

importaron al software SIMCA (v 13.3, Umetrics)  para construir los diagramas de correlación 

 
Gráfica 3-1: gradiente de la fase móvil del método cromatográfico 
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(Score Plots y Loading line Plots) mediante análisis de componentes principales (PCA) y 

regresión de mínimos cuadrados parciales ortogonales con análisis discriminante (OPLS-DA). 

Anotación de picos (identificación tentativa de los componentes 

mayoritarios en los extractos) 
 

Los picos en los cromatográmas con mayor intensidad detectada por el HPLC-ESI-MS fueron 

anotados a partir de los valores de m/z recuperados de los respectivos espectros de masas en 

comparación con la base de datos http://kanaya.naist.jp. 

  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 

La germinación de las semillas de Lupinus mutablis en este experimento no fue muy diferente al 

comparar el porcentaje de semillas germinadas en luz u oscuridad, por ende se puede decir que 

después de someter las semillas a cámara húmeda el porcentaje de germinación es alto, las 

semillas no presentan fotoblastismo y la desviación estándar es baja en cada caso. 

 

 

En este experimento no se observó ningún problema en la germinación de semillas, dado que al 

cabo de una semana se obtuvieron porcentajes de germinación superiores al 90%; lo anterior 

coincide con la literatura, dado que para plantas del género Lupinus, como Lupinus varius, se han 

hecho reportes de porcentaje de germinación superiores al 90% utilizando diferentes tratamientos 

(Karaguzel et al, 2004). 

 
Gráfica 3-2: Porcentaje de germinación de las semillas de Lupinus mutabilis en cámara húmeda. 
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Perfilado metabólico de Lupinus mutabilis. 
A continuación se presentan los perfiles de los extractos obtenidos a partir de las hojas de Lupinus 

mutabilis, bajo las condiciones establecidas, para determinar los cambios en la composición 

química bajo diferente disponibilidad de nitrógeno en la disolución nutritiva durante diferentes 

subestados fenológicos. La mayoría de señales presentes en los extractos durante el proceso de 

cromatografía se registran desde el minuto 25 a 45 (Graficas 3-3 y 3-4). 

 

En el cromatográma estadísticamente totalizado mediante Pareto normalizado, se puede 

evidenciar con mayor detalle las señales detectadas para las muestras evaluadas durante este 

estudio. 

Gráfica 3-3: Perfiles cromatográficos de los extractos de Lupinus mutabilis 

 

 
Gráfica 3-4: Cromatográma totalizado mediante Pareto normalizado Los números sobre 

cada señal cromatográfica se relacionan con los compuestos anotados en el anexo 3.1 
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En el cromatograma totalizado (Gráfica 3-4) se evidenciaron los picos mayoritarios presentes en 

los extractos obtenidos de las hojas de Lupinus mutabilis. Con los espectros de masas da cada 

pico anotado se realizó la identificación tentativa de cada uno de ellos. Dado que los 

cromatogramas de los extractos obtenidos no permiten hacer inferencias claras y detalladas sobre 

el cambio en la composición química de las hojas de Lupinus mutabilis sometidas a los diferentes 

tratamientos, se decidió hacer un PCA para determinar las diferencias presentes en los extractos. 

 

 

No obstante, el análisis no supervisado, a través de PCA junto con su respectivo análisis HCA 

(Gráfica 3-5), no permitieron realizar conclusiones estadísticas muy claras, pero se hace evidente 

que hay niveles de agrupación definidos entre los extractos. Por tanto, se procedió a realizar 

análisis supervisado mediante OPLS-DA para determinar las diferencias existentes en la 

composición química de los extractos obtenidos en los subestados fenológicos evaluados. 

En el diagrama de dispersión del análisis por OPLS-DA, en el cual se analizaron todas las 

muestras utilizando como variable categórica de supervisión el subestado fenológico, se pudo 

notar que este es un factor de clasificación que permite evidenciar de forma clara las diferencias 

en la composición química de los extractos obtenidos a partir de las hojas de Lupinus mutabilis 

(Gráfica 3-6). La diferencia en la composición química de estos extractos procedentes del 

subestado fenológico T1 con respecto a los extractos del subestado fenológico T2 se puede 

atribuir principalmente a las señales detectadas en los cromatográmas correspondientes a 

hidroxicinamoiloxidehidrolupanina (2) y cinamoiloxilupanina (4) en los extractos obtenidos en el 

subestado T1,  mientras que en los extractos de hojas obtenidos en el subestado T2 se registraron 

las señales correspondientes a compuestos y dihidroxilupinisoflavona N (6) y  barpisoflavoa A 

(7). 

Gráfica 3-5:  (a) Análisis de componentes principales (PCA) generado a partir de los perfiles cromatográficos  
(izquierda). (b) Análisis de conglomerados jerárquicos (HCA) (derecha). 

(a) (b)

 
Gráfica 3-6: (a) OPLS-DA generado con modelo 2+3+0, explicación del 95%. Discriminado por subestados, T1: 
primer subestado, T2: segundo subestado, T3: tercer subestado. (b) Componente principal. (c) Componente 

principal 2. Agrupaciones de acuerdo a la variable categógica: T1 (verde), T2 (azul) y T3 (rojo). Números 
relacionados a anexos 3.1 
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Por otra parte, se aprecia así mismo la diferencia en los extractos obtenidos en el subestado T3 

con respecto al resto, dado que en este se presentan señales más intensas en los cromatogramas 

para los compuestos hidroxicinamoiloxidehidrolupanina, cinamoiloxilupanina y la 

dihidroxilupinisoflavona N con respecto al resto de subestados evaluados. Por lo anterior se notó 

que la presencia de los alcaloides quinolizidínicos hidroxicinamoiloxidehidrolupanina y 

cinamoiloxilupanina y la isoflavona dihidroxilupinisoflavona N  se dan con presencia selectiva 

en el primer y último subestado fenológico evaluado. Cabe insistir que las plantas del género 

Lupinus son ricas en alcaloides quinolizidínicos (QA), pero las especies cultivadas como Lupinus 

albus. Lupinus mutabilis y Lupinus angustifolious poseen niveles más bajos de estos metabolitos, 

por lo cual poseen menos resistencia a la herbivoría por parte de insectos dado que los (QA) 

ofrecen protección contra depredación a las plantas ya que son tóxicos para varias especies (Lee 

et al, 2007; Frick et al, 2017; Wink y Hartmann, 1982). La biosíntesis de todos los alcaloides 

quinolizidínicos se da mediante la descarboxilación de la L-lisina mediante la enzima 

ornitindescarboxilasa (ODC), formando el intermediario cadaverina, la cual sufre una 

desaminación oxidativa mediante la enzima cobre amino oxidasa (CuAO) para formar 4-

aminopentanal, el cual sufre una ciclación para formar delta-pirimidina, (base de Shiff); 

posteriormente una serie de modificaciones mediante reacciones tipo Aldol, hidrolisis, 

desaminaciones, entre otras, contribuyen a la formación de la estructura del alcaloide, el cual es 

susceptible a sufrir cambios como glucosidaciones, dehidrogenaciones, esterificaciones, entre 

otros cambios, lo cual se presume que ocurre a la lupanina para formar 

hidroxicinamoiloxidehidrolupanina y cinamoiloxilupanina (Bunsupa et al, 2012; Ohmiya, 1995; 

Frick et al, 2017). Se encontraron derivados de la lupanina, la cual es susceptible a diferentes 

cambios como hidroxilaciones,  esterificaciones, dehidrogenaciones, entre otros  fenómenos que 

resultan comunes en el metabolismo de plantas de la familia Fabaceae (Verdoorn y van Wyk, 

2001).  Se sabe que enzimas de actividad acetiltransferasa como las codificadas por los genes 

LaHMT/HLT y LaAT contribuye a formar moléculas como 13-alfa-hidroxilupanina y otros 

derivados,  es decir, estos genes contribuyen a la modificación de los alcaloides (Frick et al, 2017). 

Las isoflavonas, por su parte, permiten diferenciar mediante la el fenotipo metabólico, los 

extractos obtenidos en T2 de los obtenidos en T1. Estas isoflavonas son  dihidroxilupinisoflavona 

N y  barpisoflavona A, las cuales son sintetizadas mediante la ruta metabólica de los flavonoides,  

es decir, son derivados de la ruta metabólica de la fenilalanina y del malonil-CoA vía ácido 

cinámico, es decir que proceden de la ruta metabólica del shikimato (Dewick, 2002). Los 

fenilpropanoides son sintetizados a partir de los fenilpropanoides, donde la enzima chalcona-

sintasa (CHS)  une tres malonil-CoA a con una molécula de cinamoil-CoA; el producto de esta 

reacción es denominado narginin-chalcona, acción llevada a cabo mediante la enzima chalcona-

isomerasa (CHI) (Dewick, 2002; Falcone-Ferreira et al, 2012; (Higuchi 2012). La ruta metabólica 
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de los flavonoides suele ser muy conservada en plantas y, por ende,  hay que tener en cuenta que 

todos los flavonoides tienen como precursor la chalcona (Dewick, 2002).  

Cabe reiterar que la presencia de isoflavonas en las plantas se relaciona con la actividad de la 

enzima isoflavona-sintasa, enzima relacionada por el gen (GmIFS2). La inhibición de genes 

relacionados con la producción de isoflavonas se traduce en la susceptibilidad a patógenos por 

parte de la planta, lo cual indica que las isoflavonas representan un tipo de resistencia a la 

infección por diferentes microorganismos (Falcone-Ferreira et al, 2012). Por lo anterior, se 

sugiere que en el subestado T2, Lupinus mutabilis presenta mayor actividad de las enzimas 

relacionadas con la producción de flavonoides con respecto al subestado T1 y principalmente de 

isoflavona-sintasa ya que tenemos dos tipos diferentes de isoflavonas presentes selectivamente en 

el subestado T2. 

La presencia de los compuestos fenólicos como flavonoides, flavonas, entre otros, además de 

asociarse con capacidad antioxidante, la cual presenta importancia para contrarrestar el efecto 

oxidativo producido por los ROS en la planta durante los procesos de producción de energía 

(Cotelle et al, 1996; Agati et al, 2012) pueden ayudar a comprender las rutas evolutivas y 

biodiversidad en diferentes clados de la famila fabaceae. Hablando del género Lupinus, la 

presencia de algunos de estos compuestos puede posicionar a una especie en el clado de las 

Lupinus del viejo mundo o del nuevo mundo (Williams et al, 1983). 

Regresión de mínimos cuadrados parciales con análisis discriminante 

(OPLS-DA) supervisado por subestado fenológico  

Posteriormente, con el fin de evaluar cómo la cantidad de nitrógeno disponible en la disolución 

nutritiva promovía cambios en el perfil metabólico de Lupinus mutabilis, se realizaron análisis de 

OPLS-DA, por cada subestado estudiado, utilizando como variable categórica de supervisión la 

disolución nutritiva con la cual fue tratado cada grupo de plantas. 

  
Gráfica 3-7: OPLS-DA generado con 2 componentes principales y tres ortogonales, explicación del 95%, 

generados utilizando como variable de supervisión la disolución de tratamiento. Subestado fenológico T1. 
Diagrama de cargas del componente principal número 2. En el diagrama de dispersión (a), las agrupaciones 
están generadas de acuerdo a la variable categórica: disolución control S0 (verde), S1 (azul), S2 (rojo), y S3 

(amarillo). 
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Los análisis de OPLS-DA permitieron establecer las diferencias en la composición química de 

cada uno de los extractos sometidos a los diferentes tratamientos. Como observaciones generales 

sobre los diagramas de dispersión generados, cada grupo de muestras presenta su distribución en 

coordenadas diferentes, por lo cual es posible decir que el uso de soluciones fertilizantes con 

diferente cantidad de nitrógeno total es un agente de cambio en el metaboloma de Lupinus 

mutabilis. 

En el caso de los extractos obtenidos de las plantas  del subestado T1 se pudo notar que los 

extractos de las plantas tratadas con la solución S3 son diferentes de los demás por la presencia 

selectiva de dihidroxilupinisoflavona N y  barpisoflavona A. Las diferencias en cuanto a la 

composición química de los extractos obtenidos de plantas tratadas con las disoluciones S1 y S2, 

con respecto a los extractos de las plantas tratadas con la solución S0 y S3 obtenidos en el 

subestado T2, se debe a que las primeras presentaron mayor intensidad en las señales detectadas 

en los cromatogramas para los compuestos hidroxicinamoiloxidehidrolupanina, 

hidroximetoxicinnamoillupinina y cinamoiloxiupanina, mientras que los extractos tratados con 

las soluciones S3 y S0 presentan señales más intensas para los compuestos 

dihidroxilupinisoflavona N y  barpisoflavona A. 

 

  
Gráfica 3-8: OPLS-DA generado con 2 componentes principales y tres ortogonales, explicación del 95%, 

generados utilizando como variable de supervisión la disolución de tratamiento en el subestado T2. Diagrama 
de cargas del componente principal número 2. En el diagrama de dispersión (a), las agrupaciones están 

generadas de acuerdo a la variable categórica: disolución control S0 (verde), S1 (azul), S2 (rojo), y S3 
(amarillo). 

2 3

6 7
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El análisis generado con los extractos de las plantas colectadas en el subestado fenológico T3 

indica que las diferencias en la ubicación de las muestras en el score plot se debe a que los 

extractos de las plantas tratadas con las disoluciones 1 y 2 generaron señales más intensas en los 

cromatográmas para el metabolito cinamoiloxiupanina (4). 

Los alcaloides mencionados anteriormente también presentan en su estructura subunidades 

relacionadas con el ácido hidroxicinámico, a partir de la cual se forma el hidroxicinamol-CoA, 

relacionado directamente con la ruta metabólica de la fenilalanina (Moglia et al, 2014), el cual 

puede estar relacionado con los compuestos químicos mencionados en este trabajo; otros estudios 

revelan que la enzima 13-hidroxilupanina O-tigloil-transferasa puede estar involucrada 

directamente con le síntesis de estos alcaloides quinolizidinicos, los cuales por lo general se 

asocian en diferentes niveles de toxicidad para diferentes especies, entre ellas el ser humano 

(Wink y Hartmann, 1982; Vargas-Medina et al, 2016). 

Vale la pena señalar el hecho que, en general, la diferencia en la composición química de los 

extractos analizados, de acuerdo a la concentración de nitrógeno utilizada, correspondió a, que en 

las plantas tratadas con las disoluciones 1 y 2, por lo general, se encontraron señales más intensas 

en los cromatogramas correspondientes a uno o más alcaloides de los descritos anteriormente, 

exceptuando el caso del primer subestado fenológico, ya que en este la diferencia entre grupos se 

da por dos isoflavonas. 

Es importante destacar que se identificó la presencia de tigloiloxiafilina, la cual solo apareció en 

plantas del tercer subestado fenológico, aunque probablemente no destacó en los análisis 

estadísticos quizás porque la señal detectada por el compuesto no fue tan significativa como para 

los otros compuestos 

 
Gráfica 3-9: (A) OPLS-DA generado con 2 componentes principales y tres ortogonales, explicación del 95%, 

generados utilizando como variable de supervisión la disolución de tratamiento en el subestado T3. (B) Diagrama 
de cargas del componente principal número 2. En el diagrama de dispersión (a), las agrupaciones están generadas 

de acuerdo a la variable categórica: disolución control S0 (verde), S1 (azul), S2 (rojo), y S3 (amarillo). 

4
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CONCLUSIONES 

El análisis estadístico multivariado es una herramienta útil a la hora de establecer cambios 

metabolómicos en especies vegetales, cuando los análisis exploratorios como PCA y HCA no 

permiten establecer relaciones o diferencias claras entre las muestras es posible recurrir a análisis 

supervisados como OPLS-DA, el cual permite determinar de forma más clara los cambios en la 

composición química de los extractos por subestado fenológico o por tratamiento. 

Los diagramas de cargas de los análisis estadísticos permiten establecer con respecto a la variable 

independiente, en este caso el tiempo de retención de compuestos, en qué punto se registran los 

cambios en la composición química de las muestras, y de esta forma es posible establecer qué 

molécula es la responsable de la agrupación de datos en los diagramas de dispersión.   

Así, se lograron identificar siete compuestos diferentes en Lupinus mutabilis bajo las condiciones 

experimentales mencionadas anteriormente, de los cuales se tiene predominancia en la producción 

de alcaloides relacionados con la lupanina compuestos 2 y 3 de la tabla de anexos. Estos alcaloides 

cobran importancia, no solo por el hecho de ser del grupo de los alcaloides quinolizidínicos, los 

cuales son abundantes en este género, sino porque también resultaron útiles en el análisis 

estadístico para determinar las diferencias en la composición química de los extractos obtenidos 

en los diferentes subestados fenológicos evaluados, encontrándose en mayor medida en los 

extractos obtenidos en le subestado T3 con respecto al resto, pero también marcando la diferencia 

entre los subestados T1 y T2 parcialmente, ya que las isoflavonas descritas en este trabajo 

contribuyeron a la diferenciación de los subestados T1 y T2. 

La presencia de los metabolitos mayoritarios en cada uno de los subestados fenológicos puede ser 

correlacionada con la actividad de diferentes enzimas, pero teniendo en cuenta que no se 

realizaron métodos de cuantificación enzimática, o secuenciación de mRNA para determinar que 

genes estaban siendo activados en cada subestado o bajo los tratamientos aplicados, solo se pudo 

dar un acercamiento a las enzimas relacionadas a la síntesis  de cada grupo de metabolitos.  

La presencia de isoflavonas, compuestos que también son abundantemente descritos para el 

género Lupinus, contribuyeron también a establecer las diferencias en la composición química 

(compuestos 6 y 7 de la tabla de anexos), encontrándose en mayor proporción en los extractos de 

las plantas colectadas en los subestados fenológicos más avanzados en este estudio, especialmente 

el compuesto 7, el cual solo se presentó en las plantas de los subestados 2 y 3. 
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Anexos 3.1 
Tabla 3-2: Tabla de compuestos registrados para las muestras de Lupinus mitabilis 

N

o 

RT  

(min) 
Nombre M  

m/z 

[M+H]
+ 

mw 

Muestra vegetal  

T1 T2 T3 

S

0 

S

1 

S

2 

S

3 

S

0 

S

1 

S

2 

S

3 

S

0 

S

1 

S

2 

S

3 

1 28.8 tigloiloxiafilina Al  347 346         X X X X 

2 30.90  
hidroxi-

cinnamoiloxidehidrolupanina 

 

Al 
411 410 X X X X X X X X X X X X 

3 31.8 
hidroximetoxicinnamoillupinin

a 

 

Al 
346 345     X X X X     

4 32.8 cinnamoiloxilupanina Al  395 394 X X X X X X X X X X X X 

5 36.40 No identificado - 100 - X X X X X X X X X X X X 

6 37.27 dihidroxilupinisoflavona N Fl 505 504 X X X X X X X X X X X X 

7 40,2 barpisoflavona A Fl  301 
300

  
          X X X   X X X 

 

Anexos 3.2 
Tabla 3-3:  Subestados fenológicos evaluados en Lupinus mutabilis 

ESTADO FENOLÓGICO ESCALA BBCH DESCRIPCIÓN 

Vegetativo 

1.10 10 hojas verdaderas 

1.15 15 hojas verdaderas 

1.20 20 hojas verdaderas 

 

Anexos 3.3 
Tabla 3-4: Porcentaje de rendimiento de los extractos etanólicos de Lupinus mutabilis 

      % Rendimiento  

    

Muestra  

T1 

S0 11,56 

S1 12,043 

S2 10,954 

S3 9,65 

T2 

S0 8,034 

S1 10,98 

S2 10,709 

S3 10,432 

T3 

S0 11,509 

S1 13,768 

S2 12,323 

S3 10,491 
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Capítulo 4 : Conclusiones generales y recomendaciones  
 

El perfilado metabólico es una forma de abordar estudios metabolómicos que, mediante el uso de 

técnicas analíticas químicas como la cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 

(LC-MS), permite la obtención de las huellas digitales asociados al estado metabólico de muestras 

obtenidas mediante la extracción metabólica de organismos, las cuales pueden ser utilizadas para 

la elaboración de análisis estadísticos, que junto a la identificación tentativa permite correlacionar 

marcadores metabólicos con algún rasgo (fenotipo). En este sentido, los modelos estadísticos por 

PCA, HCA y OPLS-DA permitieron establecer correlaciones entre las muestras obtenidas 

respecto a tres subestados fenológicos y a diferentes tratamientos de fertilización alternando la 

concentración de nitrógeno disponible tanto en P. bogotense como en Lupinus mutabilis. Como 

resultado, se evidenciaron por consiguiente cambios en el metaboloma de estas dos especies 

representantes de géneros ampliamente distribuidos en zonas andinas y altoandinas durante tres 

subestados fenológicos y, de forma subsecuente,  también se evidenció que la variación en la 

concentración de nitrógeno disponible en la solución fertilizante aplicada ya sea a Piper bogotense 

o Lupinus mutabilis es otro factor que promueve cambios en la composición química presente en 

ambas especies. 

Por lo tanto, Piper bogotense y Lupinus mutabilis, dadas las implicaciones ambientales que 

presentan en su ecosistema en la circulación de nitrógeno y nutrientes en los ecosistemas andinos 

y altoandinos, se demostró que presentan cambios en su respuesta metabólica al alternar la 

cantidad de nitrógeno disponible en la solución fertilizante. No obstante, en ambos casos se 

encontró que el factor más determinante a la hora de establecer variaciones en la presencia de 

metabolitos en las muestras analizadas fue el subestado fenológico evaluado. 

Para P. bogotense, las variaciones estuvieron marcadas por cambios entre amidas y flavonoides 

glicosidados, que marcaron la diferencia entre subestados fenológicos, mientras que en las 

variaciones de nitrógeno disponible, se encontró la expresión de un triterpenoide, entre otros. Por 

su parte, para el caso de L. mutabilis, los cambios que marcaron la diferenciación ontogénica y 

las variaciones nutricionales fueron definidos por la expresión selectiva de alcaloides y/o 

isoflavonas. Estos resultados abren cuatro posibles escenarios futuros: 1) el aprovechamiento de 

estas especies en función de estos grupos de metabolitos a nivel de plántula, 2) el monitoreo 

durante el desarrollo inicial de estas plantas mediante los compuestos selectivamente expresados 

que se pueden vincular a marcadores metabólicos, 3) la asociación/correlación de eventos 

bioquímicos, fisiológicos moleculares y lecturas funcionales con el metabotipo registrado en 

plántulas de ambas especies y, 4) el entendimiento sobre la dinámica metabólica en estados 

iniciales en respuesta a sus restricciones ambientales en función de nutrición y desarrollo. 
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Dado lo anterior, se considera importante la implementación de pruebas, en el marco de fases 

futuras y continuación del estudio, en los cuales se pueda evaluar la expresión genética de ambas 

especies en el momento de la extracción de los metabolitos secundarios, y de esta forma poder 

correlacionar la expresión de genes relacionados con las rutas metabólicas a las cuales se asocian 

los metabolitos secundarios mencionados en este trabajo y, por ende, para soportar lo encontrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  


