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RESUMEN

Los ecosistemas andinos y altoandinos son parte fundamental de ciclos biogeoquimicos como el
ciclo del agua y diferentes nutrientes como carbono, nitrégeno, fésforo 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 proximas a estos ecosistemas, servicios de regulacién, como el
ciclo de los nutrientes en el suelo y captacion 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
quimica de forma profunda, reportando compuestos de alto interés farmacéutico, cosmético,
gastrondmico 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, reportandose también que esta especie presenta facilidad en su
descomposicién, desempefiando de esta forma un rol importante en la circulacién 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 fijacion de nitrégeno
atmosférico dado que en sus raices se pueden encontrar nddulos habitados por diferentes especies
bacterianas, principalmente de género Rhizobium, las cuales desempefian su rol en el ecosistema

como fijadoras de nitrégeno.

Dado que se conoce poco sobre el efecto que podria ejercer el cambio en la disponibilidad de
nutrientes en el metaboloma de estas plantas representativas de zonas andinas, el presente trabajo
se enfoco a estudiar como las variaciones del nitrégeno disponible promueven cambios en su
metabotipo. Para ello, se obtuvieron semillas de ambas especies y se germinaron en cdmara
himeda para estimar el porcentaje de germinacion con fines de caracterizacion de las semillas; al
obtener las plantulas, se pasaron a invernadero y se sembraron en materas con un sustrato

realizado a partir de arena de rio y tierra comun en relacion 1:2.

Las plantas en su fase de invernadero fueron separadas por especie y por disolucién nutritiva
utilizada como tratamiento; se utilizaron para cada especie tres disoluciones nutritivas en las

cuales solo se cambid la concentracién total de nitrogeno y una disolucion sin nutrientres (Agua)
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con el fin de determinar como cambiaba los perfiles metabdlicos de ambas especies segun la

cantidad de nitrégeno inicial disponible en el sustrato.

En primera instancia, se determinaron los subestados fenoldgicos de las plantas utilizando la
escala BBCH vy, segun esta, se les asigndé un cddigo. Cuando las plantas se desarrollaron hasta
llegar al subestado fenol6gico determinado, se colectaron las hojas, se sometieron a liofilizacion
y, posteriormente, se sometieron a extraccion en etanol mediante ciclos de ultrasonido. Las
disoluciones obtenidas se perfilaron quimicamente mediante HPLC-MS con una columna
Premier C-18 (4,6 mm x 150 mm, 5 um), utilizando un método de separacion en gradiente de
elucion con una fase mévil compuesta por TFA 0.05% en agua y acetonitrilo.

Los perfiles quimicos obtenidos se sometieron un proceso de autoescalado y alineamiento para
realizar el analisis estadistico multivariado en el programa SIMCA ® (v 13.3, Umetrics) con
fines de construccién de modelos PCA y OPLS-DA y asi establecer las diferencias en la
composicién quimica de los extractos asociadas al metabotipo. Con los espectros de masas
obtenidos, se procedid a la identificacion tentativa de los compuestos principales en cada extracto,
con el fin de encontrar los posibles marcadores asociados a cada subestado y esquema de
fertilizacion en cada especie. De lo anterior, se encontraron cambios en los perfiles metabdlicos
obtenidos por cada una de las categorias evaluadas, concluyendo de esta manera que en los
subestados fenoldgicos evaluados para cada especie y, segin el esquema de fertilizacion, es
posible detectar cambios en el fenotipo metabdlico mediante analisis multivariado, haciéndose
evidente que a medida que ambas especies se van desarrollando, su metabolismo se va haciendo
mas diverso. Para Piper bogotense se determinaron cambios asociados a la produccion de
diferentes tipos de compuestos nitrogenados en los diferentes subestados fenolégicos y, para
Lupinus mutabilis, se determind que en subestados iniciales, suele priorizarse la produccion de
alcaloides, mientras que en los subestados fenolégicos mas avanzados se produce mayor

diversidad de metabolitos como isoflavonas.
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Capitulo 1 : CONDICIONES MEDIOAMBIENTALES, FENOTIPICAS Y
FITOQUIMICAS DE Piper bogotense Y Lupinus mutabilis

Piper bogotense y Lupinus mutabilis son representantes de dos géneros con una amplia
distribucion en los ecosistemas andinos y altoandinos; ademéas desempefian importantes roles en
la circulacién 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 biogeoquimicos,
tales como el ciclo del agua, carbono, nitrogeno, fosforo, entre otros. En estos ecosistemas se
pueden encontrar gran cantidad de humedales que prestan servicios ecosistémicos a las
comunidades locales como circulacién de nutrientes al suelo, regulacion y captacion 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 biotica basica en los ecosistemas asociados a la cordillera de los Andes se divide en
diferentes niveles relacionados con la altura, las cuales son bosgue andino bajo, bosque andino
alto y paramo. El bosque andino bajo se extiende desde los 2500 a 2800 mshm, 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 clasificacion de Holdridge estas zonas se pueden catalogar como bosque
montano bajo y bosques himedos. Y, por Gltimo, tenemos los paramos que se encuentran después
de los 3300 msnm hasta los 4500 msnm, los cuales presentan entre 700 y 2000 mm de

precipitacion (Pérez, 2000).

Estudios relacionados con la composicién vegetal revelan la compleja interaccion presente en
dichos ecosistemas, ya que es posible encontrar en los ecosistemas andinos sincronizacion en los
ciclos reproductivos de diversas especies vegetales que posiblemente se relacionan con los ciclos
térmicos y diferentes interacciones simbiéticas asociadas a la perseverancia de especies en

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

Las comunidades vegetales presentes en estos ecosistemas desempefian importantes roles en el
ciclo de elementos fundamentales para la vida tales como el nitrégeno y carbono, gracias al
denominado “efecto enfermera” que presentan algunas plantas, y de esta manera se mantienen las
redes troficas y energéticas en estos ecosistemas pobres en nutrientes (Nufies et al, 1999).
Teniendo en cuenta lo anterior, se hace necesario estudiar elementos del ecosistema para entender
de forma més clara su interaccion, la relacion del nitrégeno con las plantas presentes en la zona,
tomando en cuenta que ademéas 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 floristica 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 descomposicion de sus hojas en la hojarasca del lugar donde se distribuyen.
La tasa de descomposicion de hojarasca en el caso de Piper bogotense es reportada como material
de facil degradaciéon (Nufies, 2002). Es importante acentuar que la hojarasca en los bosques
representa almacenamiento de nutrientes, entre ellos nitrogeno y fésforo (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 desempefian un importante rol en el
ciclo de diferentes nutrientes, tales como nitrégeno, ya que gracias a las asociaciones con
microorganismos presentes en sus nddulos radiculares, pueden realizar procesos de fijacion de

nitrégeno atmosférico (Uyands 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
nitrégeno en los nédulos, ya que para el caso de Rhizobium tropici, la cual es una bacteria fijadora
de nitrégeno presente en nddulos radiculares, cuando se encuentra en escases de fésforo,
disminuye drésticamente la actividad de la enzima nitrogenasa (Hernandez et al, 2009). También
se ha descrito que al aumentar la concentracion de nitrégeno en el sustrato de plantas del género
Lupinus, incrementa la produccién 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 nitrégeno
(Johnson et al, 1987). Para el género Piper, se reporta que en diferentes especies, cuando se
presentan diferentes concentraciones del idn NOs™ en el sustrato, la actividad de enzimas nitrato-

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

Lo anterior podria sugerir que la variacion en los nutrientes disponibles en el sustrato podria
promover cambios en el metaboloma de Piper bogotense y Lupinus mutabilis, las cuales son
representantes de dos géneros de gran distribucién en bosques andinos y altoandinos y llegan a
tener importantes roles en el ciclo de nutrientes en estos ecosistemas, ya sea por fijacion de
nitrégeno en el caso de Lupinus mutabilis o por recirculacion de nutrientes mediante su

descomposicién 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 encontrandose filogenéticamente mas 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 caracteristica
importante para la identificacion 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 agrupacion 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).

Distribucion de la familia Piperaceae

La familia Piperaceae presenta distribucién en

las zonas tropicales y subtropicales del mundo
con plantas de diferentes habitos y estratos,
tales como estrato arboreo, arbustivo, herbaceo,

algunas especies también pueden ser epifitas y

enredaderas (Figura 1-1) (Stivens, 2001). Figura 1-1: Distribucion geogréfica de la familia
Piperaceae (Stivens, 2001).

Caracteristicas morfologicas y

anatomicas de la familia Piperaceae
Las especies que se encuentran agrupadas en la familia Piperaceae poseen tallos delgados con
nodos caracteristicos que en el caso de las especies trepadoras promueven la formacion de raices
adventicias que les permiten escalar en diferentes sustratos y sirven de soporte para otras especies,

la formacién 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 Mig. 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 tamarfio, pueden ser redondeadas, ovaladas, oblongas, elipticas,

cordadas y en algunas ocasiones sagitadas, la venacion de las hojas puede ser acrodroma,
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actinodroma, broquidodroma, camptodroma o campilodroma (Tebbs, 1993). La principal
caracteristica 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 aromaticos con diferentes sustituciones. En cuando a compuestos de extractos
volatiles se han descrito variedad de monoterpenos, sesquiterpenos y fenilpropanos (Celis et al,
2008; Tebbs, 1993).

Generalidades del género Piper

Distribucion del genero Piper

El género Piper se encuentra ampliamente distribuido en las regiones tropicales y subtropicales
del mundo, presentando reportes en los tropicos de Africa, Asia, Oceania 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 Neotrépico y las otras 700 ubicadas
en las regiones tropicales del viejo mundo (Quijano-Abril, 2006). En la region andina se reportan
gran cantidad de especies de este género con un porcentaje de endemismo de 22,46% y un nimero

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

Taxonomia 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 Neotropico, Tropico Asiatico y del Sur del
Pacifico (Jaramillo y Manos, 2001; Jaramillo et al, 2008). Para el clado del Neotrépico 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).

Fitoquimica del género Piper
En este género de plantas se han descrito gran diversidad de compuestos quimicos con gran
variedad de utilidades en la planta como en diferentes fines de bioprospeccion. Entre los mas

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 nitrégeno 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 variacion en la
produccién de compuestos nitrogenados en las plantas puede tener diferentes origenes; entre ellos,
el pH, la temperatura, la disponibilidad de nitrégeno y disponibilidad de carbono, los reguladores
de crecimiento vegetal, entre otros, que desempefian roles importantes en la biosintesis de estas

moléculas (Ramawat, 2007).

Las amidas son compuestos formados a partir de un grupo amino y un grupo acilo provenientes
de la sintesis de aminoécidos (Dewick, 2002); las cuales suelen tener pH neutro aunque pueden
ser acidos débiles. En algunos casos estos compuestos se forman a partir de un &cido y un
heterociclo de cinco a seis miembros. En el caso de la piperina, se trata de acido cindmico, donde
el nitrégeno 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 caracteristicas similares a piperina tales como la ubicacién de sus
grupos funcionales, y en su gran mayoria son moléculas alifaticas salvo algunos casos como la
pelitorina (Okwute y Egharevba, 2013).

El grupo de las amidas abarca moléculas con actividad biol6gica con propiedades como pesticidas
(Okwute y Egharevba, 2013); asi como propiedades antiinflamatorias, siendo este el caso de
alilprocatecol, el cual presenta actividad contra del desarrollo e inflamacion de las Ulceras
gastricas (Vikash et al, 2011).

Metabolitos no nitrogenados en el género Piper

Aunque las plantas de este género son conocidas por la produccion 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 metabolicas del mevalonato y shikimato (Dewick,
2002), tales como los terpenos (metabolitos derivados del isopreno), fitosteroles, acidos grasos
(Pérez et al, 2006). También se reporta la presencia de compuestos fendlicos como flavonas y
flavanonas, lignanos, neolignanos, terpenos, esteroides, piperolidos, 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 arb6reo, mide entre los ocho a diez metros de altura,
distribuido en Colombia, Ecuador y Panama (Trelease y Yuncker, 1950). Algunos estudios
fitoquimicos reportan en esta especie la presencia de alcaloides, hidroquinonas y benzoquinonas,
compuestos fenolicos y esteroles (Pefia et al, 2000).

Las plantulas de Piper bogotense, durante su proceso de crecimiento, generalmente al desenvolver
las hojas cotiledonares, su tallo presenta 5 mm de altura y es comdn encontrar plantulas que solo
poseen un cotileddn. Sus hojas en estados iniciales de desarrollo pueden ser polimdrficas, y en la
misma planta es posible encontrar hojas de diferentes tamafios y con diferente cantidad de
nervaduras; presentan también raiz de gran tamafio con respecto al tamafio general de la plantula
(Naranjo, 1998).

Se ha descrito la presencia de Piper bogotense en diferentes bosques altoandinos de
Cundinamarca y Boyaca. Alli se ha encontrado la presencia de hojas de Piper bogotense en la
hojarasca de estos ecosistemas donde, mediante el método de descomposicion en canasta, se
determind que entre las hojas de plantas encontradas en la hojarasca, las de Piper bogotense
destacaban por su facil descomposicion y, de esta forma, hacian aporte al suelo de diferentes
nutrientes (Nufies, 2002).

Esta planta presenta importancia también en el area de la recuperacién ecoldgica ya que se ha
descrito como perteneciente a grupos funcionales en ecosistemas andinos junto con plantas
similares en funcién y forma, mas no relacionadas genéticamente de forma obligatoria. La utilidad
de los grupos funcionales es contribuir a alguna funcién (til en el ecosistema y que sea llevada a
cabo por diferentes especies del mismo estrato y caracteristicas similares como area foliar,

biomasa, altura méxima, estado fenolégico, 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 nitrégeno atmosférico (Soltis et

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

familias Polygalaceae, Quillajaceae y Surianaceae,

teniendo como grupo filogenéticamente mas

Figura 1-2: Distribucion Fabaceae (Stivens, 2001).

relacionado a Polygalaceae (Doyle et al, 2000).
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En esta familia de plantas se encuentra una gran diversidad de estratos vegetativos, tales como
arboles, arbustos, lianas, algunas plantas acuaticas entre otros, con diferentes ciclos reproductivos
(Rundel, 1989).

Distribucion de la familia Fabaceae

La Familia Fabaceae presenta distribucién en gran parte del globo terrdqueo, teniendo mayor
prevalecia en las zonas de climas templados y zonas tropicales, pero son muy comunes en diversas
areas (Figura 1-2) (Rundel, 1989). Entre ellas ecosistemas altoandinos, donde plantas del género
Lupinus tienen gran interés debido a su crecimiento rapido y su rol desempefiado en procesos de

sucesion dado por las caracteristicas anteriores (Sarmiento et al, 2003).

Caracteristicas morfologicas y anatomicas 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 nimero de foliolos, en ocasiones son filddicas, presentan estipulas o espinas segun el
subclado (Rundel, 1989). Las flores en las plantas de la famila Fabaceae suelen ser actinomdrficas
o zigomorfas, bisexuales, con un Unico carpelo superior, pentamérico, dispuestos solos 0 en
racimos. La principal caracteristica fundamental de esta familia es el fruto en forma de vaina o
legumbre (Polhill, 1994). Las leguminosas son usualmente vainas de un solo I6culo, con nimero

de 6vulos superior a dos, en dos filas alternas, este fruto es seco y dehiscente (Judd et al. 2002).

Fitoquimica 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, aminoacidos no proteicos, glucosidos cianogénicos y diversos péptidos. Como
también se reportan metabolitos no nitrogenados como compuestos fendlicos, 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 namero impar de foliolos y sus flores se encuentran dispuestas en
inflorescencias que poseen diferentes tonalidades; la familia Fabaceae tiene en Colombia una alta
distribucion, presentandose 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 subdivision 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 agronémico, ya que sus semillas
poseen una gran cantidad de proteinas, lo cual confiere una buena nutricion al momento de ser
usadas para alimento de ganado. En el caso de Lupinus bogotensis, sus semillas contienen un
valor proteinico del 43%, minerales como el cobalto, fésforo y potasio, principalmente; y una
cantidad del 13.5% de azUcares (Duran, 2011).

En este género de plantas, se describe gran potencial restaurador en ecosistemas con suelos
alterados, ya que la simbiosis en sus raices con rizobacterias formadoras de nédulos generan la
fijacidn de nitrégeno atmosférico, una mejor absorcién de agua y la asimilacién 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 nitrégeno, en el
gue se ha descrito que son las rizobacterias pertenecientes al género Rhizobium, las cuales forman
asociaciones con los pelos radiculares, donde secretan diferentes sacaridos promotores de
formacion de nddulos, donde se lleva a cabo la funcion de fijacion de nitrégeno (Madigan et al.
2012).

La simbiosis de rizobacterias con leguminosas es importante ya que de por si, estas no pueden
realizar la fijacion de nitrdgeno por su cuenta; se ha demostrado el efecto que posee la inoculacién
de rizobacterias en leguminosas, indicando que a mayor concentracién de sales en el suelo, la
simbiosis entre Rhizobium y la fabacea sera menos efectiva, generando diversos problemas en la
planta relacionados a clorosis, deficiencia de nitrégeno, disminucién en el peso seco y crecimiento

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

Los simbiontes en organismos vegetales, para este caso las rizobacterias, desempefian un rol muy
importante durante y segun el estadio fenoldgico en el cual realicen la asociacién simbidtica, dado
que, por lo general, contribuyen al desempefio Optimo de procesos metabolicos 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 numero y abundancia a los alcaloides, teniendo en cuenta que también se pueden encontrar

compuestos fendlicos.

Un alcaloide es una molécula que posee un heterociclo, en cuyo caso el heteroatomo componente
del mismo es un N; son de carécter basico 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 farmacoldgica; las rutas biosintéticas para la produccion de alcaloides en
plantas suelen ser variadas, por ejemplo, los alcaloides feniletilaminicos proceden de la ruta de
aminoacidos como la fenilalanina, tirosina, y 3,4-dihidroxifenillalanina; los alcaloides
pirrolidinicos pueden proceder del &cido acetoacetico, aminoacidos o acido 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
quinolizidinicos (derivados de la quinolizidina), como la esparteina, aungque también producen
alcaloides de piperidina como ammodendrina y N-acetil ammodendrina y alcaloides de indol
simples como la gramina; los alcaloides con toxicidad mas relevantes en el género Lupinus son
los alcaloides quinolizidinicos, de los cuales se describen compuestos biciclicos (grupo
norlupinano), triciclicos (grupo citosina) y tetraciclicos (grupo esparteina) (Pilegaard y Gry,
2009).

Las rutas biosintéticas de los alcaliodes estan incluidas en las rutas del acetato y shikimato, lo
cual ocurre durante la adicién del grupo amino de un aminoacido en alguno de los metabolitos
producidos por las rutas biosintéticas mencionadas anteriormente; es importante mencionar la
importancia que presentan los alcaloides quinolizidinicos en las plantas del género Lupinus, dado

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

Los alcaloides quinolizidinicos se derivan de la L-lisina, la cual se descarboxila para generar la
cadaverina y, mediante la accién de una diamina-oxidasa, como cobre aminooxidasa (CuAO),
forman un derivado de la cadaverina llamado 5-aminapentanal, el cual es ciclado
espontaneamente por la accion de la base Shiff pirimidina, y de ahi puede sufrir reacciones tipo
Aldol, hidrolisis, deaminaciones oxidativas y acoplamiento de otras estructuras para producir
alcaloides quinolizidinicos (Dewick, 2002; Frick et al, 2017). En este proceso desempefian
importantes roles las enzimas como acetiltransferasa HMT/HL formando productos acetilados
de 13a-hidroxilupanina and 13a-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 como los factores ambientales afectan la
produccion de alcaloides quinolizidinicos en Lupinus, pero hay correlacion positiva entre la
cantidad de fésforo y nitrégeno en el sustrato y la produccion 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 hidroxicinamicos y diversos compuestos fendlicos. 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 germinacion (Duefias et
al, 2009). Las flavonas identificadas para este género suelen ser flavonas glucosidadas, tales como
luteolina, apigenina y diosmetina (Duefias 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 reaccion
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
distribucion en éreas altoandinas (Drummond, 2008; Drummond et al. 2012) y suele ser utilizada
para el consumo humano bajo ciertas recomendaciones dietarias. 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 evaporizacién del suelo y contribucién al aporte de nitrégeno del
suelo (Miki¢ 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 econémico
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 nutricion (Gross et al. 1988).

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

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

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

En lupinus mutabilis se describe la presencia de los alcaloides quinolizidinicos, los cuales son un
grupo de alcaloides con elevada toxicidad. Se sugiere que Lupinus mutabilis produce estos
metabolitos con el fin de obtener defensa quimica contra insectos herbivoros. Recientemente se
han descrito algunos genes y enzimas involucradas en la produccion de alcaloides, tales como

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

Metabolomica

La metab6lomica es una ciencia “omica” cuyo

foco de interés es el estudio cuantitativo y —

cualitativo de los metabolitos (metaboloma) de i

un organismo bajo una condicion especifica en L -

un tiempo dado. Hay que tener en cuenta que el e ‘

metaboloma es el total de metabolitos o ,,I: \

moléculas pequefias que se encuentran en una _'

célula, tejido u organismo en un tiempo dado VNN
i : A AAAL

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

metab6lomica cobra importancia ya que

contribuye al entendimiento del metabolismo, "

-z o - Phenotype
expresion genéticay, en algunos casos, permite

hacer correlaciones fenotipicas cuando se

Figura 1-3: Interaccion de las ciencias 6micas

integran diferentes ciencias “omicas” como la -
g (Tugizimana et al, 2013).

gendémica, protedmica Yy transcriptomica
(Figura 1-3) (Liebeke et al, 2014).

Los estudios en metabdlomica de especies vegetales resultan de interés farmacéutico e industrial
a diferentes niveles debido a la actividad biolégica que pueden llegar a tener los metabolitos
producidos por estas; estudios estadisticos que relacionan la actividad biolégica de los productos
vegetales con respecto a sus compuestos permiten hacer predicciones de la posible utilidad de
estos en diferentes campos como produccidon de farmacos, agentes téxicos para diferentes

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

En estudios de metab6lomica es comun el uso de técnicas e instrumentos utilizados en quimica
analitica tales como métodos cromatograficos, espectrométricos y otros, que permiten discriminar
la naturaleza quimica de los productos obtenidos, como masa exacta de los metabolitos,
composicion elemental, informacion estructural de los compuestos, espectros, hidrofobicidad,

tiempo de retencidn, entre otros (Figua 1-4) (Tugizimana et al, 2013) .
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El perfilado metabdlico es una de las formas més operativas de abordar estudios en metabolomica.
Mediante esta rama de la metabolomica es posible leer/analizar/correlacionar los perfiles
metabolicos de muestras estudiadas con fines cuantitativos y cualitativos, como la identificacion
funcional/dinamica de biomarcadores y cuantificacion de los mismos, lo cual puede realizarse
obteniendo informacidn de los espectros obtenidos por espectrometria de masas o con técnicas
afines (Harrigan, 2012).

Con el fin de obtener informacion

estadistica clara a partir del
M5
perfilado metabdlico de algin s \ Acurte mass sign
organismo, es requerido el uso de * Specta " Hemental compositon: CAN.0F.S,
200-600 nm / signal * |sotopic pattern

estadistica multivariada, ya que  Chromophores -,
esta facilita en gran manera el : Heme

LG /GG N « Fragmentation
estudio e interpretacion de grupos * Composition s patter

of extract « Structural
de datos muy numerosos (Khatib « Hydrophobiciy ) information
e . , * Retention time H
et al, 2015). Los analisis mas
R + Standard compunds
comunes para estudios NI + Lot
O AT * Chemical shifts

metabolomicos son el analisis de + Couping e + (Bic) Chemical databases
componentes principales (PCA),
analisis de  conglomerados _ . e ,

Figura 1-4: Técnicas para la identificacion de moléculas
jerarquicos (HCA) y el analisis de (Tugizimana et al, 2013).

minimos  cuadrados parciales
ortogonales (OPLS).

Analisis de componentes principales

El objetivo del andlisis de componentes principales (PCA) es representar graficamente la
variacién obtenida de grupos de datos tabulados y esquematizados en un diagrama de dispersion
0 mapa de puntos (score) gque se encuentra trazado por componentes principales que explican la
variacion en la distribucion de los grupos de datos analizados. Dicho gréafico permite obtener
informacion de los datos mediante la ubicacién de estos en el grafico (Abdi y Williams, 2010).

El analisis de componentes principales (PCA) utiliza un calculo matematico para la
transformacién de un nimero de variables posiblemente correlacionadas en un nimero menor de
variables no correlacionadas (Figura 1-5) (Hussain et al, 2009). Dichas transformaciones
dependen del tamafio de los vectores indicados en la matriz donde fueron tabulados los datos, la
cual tiene un tamafo definido segin el niamero de columnas y filas que componen la misma (Bro
y Smilde, 2014). Estas transformaciones son llamadas componentes principales, donde el

componente principal namero uno del PCA indica la maxima variabilidad posible y cada uno de
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los componentes siguientes indica la posible variabilidad del recorrido de los datos en el mapa de

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

La transformacion de los
datos en el PCA se da en
términos de minimos
cuadrados. En  este
analisis se toma el primer
eje como la linea que
pasa por el centro o
mayor cantidad de datos
y minimiza el cuadrado
de la distancia de cada
punto a la linea del
componente principal. La

linea atraviesa la
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Figura 1-5: Representacion de un diagrama de dispersion obtenido por PCA
trazado a dos componentes principales (Broy Smilde, 2014).

variacién maxima en los datos. El segundo eje PCA también pasa a través de la variacion maxima

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

2009).

Un andlisis PCA puede utilizarse con fines exploratorios, es decir, no hay un propésito

cuantitativamente bien definido con el analisis, 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 numero de componentes, la variacion explicada es cada vez mas pequefia, aungque no

significa que no sea importante generar dicha informacion para diversos casos de estudio (Broy

Smilde, 2014).

Analisis de
conglomerados
jerarquicos

Los analisis de
conglomerados
jerarquicos (HCA)
tienen como fin
determinar de forma no
supervisada la similitud
entre grupos de datos

mediante indices de
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Figura 1-6: Representacion de la agrupacion llevada a cabo por HCA

(Francesca et al, 2016).
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similitud, lo cual permite identificar qué grupos de datos presentan mayor numero de
caracteristicas comunes e interpretar dicha informacion segun el caso de estudio (Figura 1-6)
(Bravi et al, 1997).

El anélisis de clusteres o conglomerados es ampliamente utilizado sin supervision en el cual el
analisis de agrupamiento que utiliza el método de Ward como regla de agrupamiento y utiliza la
distancia euclidiana cuadrada como medida para establecer la agrupacion (Sarbu et al, 2012). El
andlisis de conglomerados jerarquico (HCA) utiliza la medida descrita anteriormente para formar
agrupaciones secuencialmente, agrupando primero los grupos de datos mas similares y agrupando
al final los conjuntos de datos menos similares (Goyeneche et al, 2014).

Regresion de minimos cuadrados ortogonales (OPLS)

Cuando los analisis exploratorios como PCA no permiten visualizar de forma clara las diferencias
o similitudes entre grupos de datos por una baja separacion entre los puntos ubicados en el score,
un andlisis supervisado como el OPLS-DA permite obtener informacién méas detallada del
conjunto de datos, ya que su algoritmo le permite buscar diferencias mas puntuales cuando el
disefio 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 analisis

posee gran
utilidad ya que

permite  separar . ol

,

auin  mas los

grupos de datos A . P

Tt

debidamente

- - — il

X —— N
categorizados que B 4 \"' v

otros analisis ya

Figura 1-7: Representacion de la agrupacion de un OPLS-DA (Bylesjd, et al, 2006).

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

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

Este tipo de representacion gréafica permite obtener informacion derivada de estudios en diferentes
disciplinas de mejor manera que otros analisis basados en regresiones, por tanto es comunmente
utilizado en diferentes estudios con diferentes fines como estudios metabolémicos,
epidemioldgicos, poblacionales, de desarrollo, productivo, ontogénico, medioambiental u otros

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

Pagina 22



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

Referencias

% Alécio, A. C., Bolzani, V. D. S., Young, M. C. M., Kato, M. J., & Furlan, M. (1998).

Antifungal amide from leaves of Piper hispidum. Journal of Natural Products, 61(5), 637-
639.

< Amaya-Villarreal, A. M., & Renjifo, L. M. (2010). Efecto del retamo espinoso (Ulex

7
0.0

europaeus) sobre las aves de borde en un bosque altoandino. Ornitologia Colombiana, 10, 11-
25.

Aragjo, A. P., Teixeira, M. G., & De Almeida, D. L. (1997). Phosphorus efficiency of wild
and cultivated genotypes of common bean (Phaseolus vulgaris L.) under biological nitrogen
fixation. Soil Biology and Biochemistry, 29(5-6), 951-957.

Arroyo, M. T. K., Armesto, J. J., & Villagran, C. (1981). Plant phenological patterns in the
high Andean Cordillera of central Chile. The Journal of Ecology, 205-223.

% Beebe, S., Toro Ch, O., Chaco” n, M. I., & Debouck, D. G. (1997). Wild-weed-crop complexes

of common bean (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae) in the Andes of Peru and Colombia, and
their implications for conservation and breeding. Genetic Resources and Crop
Evolution, 44(1), 73-91.

Bro, R., & Smilde, A. K. (2014). Principal component analysis. Analytical Methods, 6(9),
2812-2831.

% Bylesjo, M., Rantalainen, M., Cloarec, O., Nicholson, J. K., Holmes, E., & Trygg, J. (2006).

X3

%

X3

%

OPLS discriminant analysis: combining the strengths of PLS-DA and SIMCA
classification. Journal of Chemometrics, 20(8-10), 341-351.

Caziani, S. M., & Derlindati, E. J. (1999). Humedales altoandinos del Noroeste de Argentina:
su contribuciéon a la biodiversidad regional. Tépicos sobre humedales subtropicales y
templados de Sudamérica, 1-13.

Celis, A., Mendoza, C., Pachén, M., Cardona, J., Delgado, W., & Cuca, L. E. (2008). Extractos
vegetales utilizados como biocontroladores con énfasis en la familia Piperaceae. Una
revisién. Agronomia Colombiana, 26(1), 97.

Chapin IlI, F. S. (1980). The mineral nutrition of wild plants. Annual review of ecology and
systematics, 11(1), 233-260.

% Christiansen, ., & Graham, P. H. (2002). Variation in di-nitrogen fixation among Andean bean

X3

%

(Phaseolus vulgaris L.) genotypes grown at low and high levels of phosphorus supply. Field
crops research, 73(2), 133-142.

da Silva, R. V., Navickiene, H. M. D., Kato, M. J., Bolzani, V. D. S., Méda, C. I., Young, M.
C. M., & Furlan, M. (2002). Antifungal amides from Piper arboreum and Piper
tuberculatum. Phytochemistry, 59(5), 521-527.

Pagina 23



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

¢ Dasgupta, N., & De, B. (2004). Food Chemistry Antioxidant activity of Piper betle L . leaf
extract in vitro, 88, 219-224. http://doi.org/10.1016/j.foodchem.2004.01.036

7
0.0

Dewick, P. M. (2002). Medicinal natural products: a biosynthetic approach. John Wiley &
Sons.

Dodson, C. D., Dyer, L. A, Searcy, J., & Wright, Z. (2000). Cenocladamide , a
dihydropyridone alkaloid from Piper cenocladum, 53, 51-54.

7
0.0

7
0.0

Drummond, C. S. (2008). Diversification of Lupinus (Leguminosae) in the western New
World: Derived evolution of perennial life history and colonization of montane habitats.
Molecular Phylogenetics and Evolution, 48(2), 408-421. doi:10.1016/j.ympev.2008.03.009

7
0.0

Drummond, C. S., Eastwood, R. J., Miotto, S. T. S., & Hughes, C. E. (2012). Multiple
continental radiations and correlates of diversification in Lupinus (leguminosae): Testing for
key innovation with incomplete taxon sampling. Systematic Biology, 61(3), 443-460.
doi:10.1093/syshio/syr126

+¢ Duefias, M., Hernandez, T., Estrella, 1., & Fernandez, D. (2009). Germination as a process to
increase the polyphenol content and antioxidant activity of lupin seeds (Lupinus angustifolius
L.). Food Chemistry, 117(4), 599-607.

+¢ Duran, V. E. B. (2011). Biodiversidad Y Ecogeografia Del Género Lupinus L. (Leguminosae)
En Colombia. Universidad Nacional De Colombia Facultad De Ciencias Agropecuarias, 1—
118.

X3

%

Duran, V. E. B. (2011). Biodiversidad Y Ecogeografia Del Género Lupinus L. (Leguminosae)
En Colombia. Universidad Nacional De Colombia Facultad De Ciencias Agropecuarias, 1—
118.

X3

%

Dyer, L. A., Richards, J., & Dodson, C. D. (2004). Isolation, synthesis, and evolutionary
ecology of Piper amides. In Piper: A model genus for studies of phytochemistry, ecology, and
evolution (pp. 117-139). Springer US.

Falconi, C. E., Visser, R. G., & van Heusden, S. (2015). Influence of plant growth stage on

X3

%

resistance to anthracnose in Andean lupin (Lupinus mutabilis). Crop and Pasture
Science, 66(7), 729-734.
«¢ Francesca, N., Barbera, M., Martorana, A., Saiano, F., Gaglio, R., Aponte, M., ... & Settanni,
L. (2016). Optimised method for the analysis of phenolic compounds from caper (Capparis
spinosa L.) berries and monitoring of their changes during fermentation. Food chemistry, 196,
1172-1179.
Fredeen, A. L., & Field, C. B. (1992). Ammonium and nitrate uptake in gap, generalist and

X3

%

understory species of the genus Piper. Oecologia, 92(2), 207-214.

Pagina 24



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

< Frick, K. M., Kamphuis, L. G., Siddique, K. H., Singh, K. B., & Foley, R. C. (2017).
Quinolizidine alkaloid biosynthesis in lupins and prospects for grain quality

improvement. Frontiers in Plant Science, 8.

7
0.0

Gomez-Ruiz, P. (2011). Efecto de la densidad de siembra sobre las interacciones bioldgicas
entre las leguminosas Lupinus bogotensisy Vicia bengha lensiscon las nativas Solanum
oblongifoliumy Viburnum tinoides en parcelas experimentales de restauracion ecoldgica del
bosque altoandino”Facultad de ciencias, Universidad Nacional de Colombia. Bogots,

Colombia

7
0.0

Gomez-Ruiz, P. A., Lindig-Cisneros, R., & Vargas-Rios, O. (2013). Facilitation among plants:
A strategy for the ecological restoration of the high-andean forest (Bogota, D.C.-Colombia).
Ecological Engineering, 57, 267-275. doi:10.1016/j.ecoleng.2013.04.049

¢ Goyeneche, R., Roura, S., & Di Scala, K. (2014). Principal component and hierarchical cluster
analysis to select hurdle technologies for minimal processed radishes. LWT-Food Science and
Technology, 57(2), 522-529.

« Gross, R., Von Baer, E., Koch, F., Marquard, R., Trugo, L., & Wink, M. (1988). Chemical
composition of a new variety of the Andean lupin (Lupinus mutabilis cv. Inti) with low-
alkaloid content. Journal of food composition and analysis, 1(4), 353-361.

¢ Harrigan, G. G., & Goodacre, R. (Eds.). (2012). Metabolic profiling: its role in biomarker
discovery and gene function analysis. Springer Science & Business Media.

% Hernandez, G., Valdés-Lopez, O., Ramirez, M., Goffard, N., Weiller, G., Aparicio-Fabre, R.,

... & Vance, C. P. (2009). Global changes in the transcript and metabolic profiles during

symbiotic nitrogen fixation in phosphorus-stressed common bean plants. Plant

Physiology, 151(3), 1221-1238.

Horner, H. T., Wanke, S., & Samain, M. S. (2009). Evolution and systematic value of leaf

7
'0

*,

crystal macropatterns in the genus Peperomia (Piperaceae).International Journal of Plant
Sciences, 170(3), 343-354.
Hussain, K., Ismail, Z., Sadikun, A., & Ibrahim, P. (2009). Evaluation of metabolic changes

X3

%

in fruit of Piper sarmentosum in various seasons by metabolomics using fourier transform
infrared (FTIR) spectroscopy. Intrenational Journal of Pharmaceutical and Clinical
Research, 1(2), 68-71.

Jaramillo, M. A., & Callejas, R. (2004). Current Perspectives on the Classification and

X3

%

Phylogenetics of the Genus Piper L. In Piper: a model genus for studies of phytochemistry,
ecology, and evolution (pp. 179-198). Springer US.

¢ Jaramillo, M. A., & Manos, P. S. (2001). Phylogeny and patterns of floral diversity in the
genus Piper (Piperaceae). American Journal of Botany, 88(4), 706-716.

Pagina 25



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

«¢+ Johnson, N. D., Liu, B., & Bentley, B. L. (1987). The effects of nitrogen fixation, soil nitrate,
and defoliation on the growth, alkaloids, and nitrogen levels of Lupinus succulentus
(Fabaceae). Oecologia, 74(3), 425-431.

7
0.0

Judd, W. S., C. S. Campbell, E. A. Kellogg, P. F. Stevens, and M. J. Donoghue. 2002. Plant
Systematics, A Phylogenetic Approach, 2nd edition. Sinauer Associates, Sunderland,
Massachusetts, USA.

7
0.0

Kandus, P., Quintana, R. D., Minotti, P. G., Oddi, J. D. P., Baigun, C., Trilla, G. G., &
Ceballos, D. (2011). Ecosistemas de humedal y una perspectiva hidrogeomorfica como marco
para la valoracion ecolégica de sus bienes y servicios. Valoracion de servicios ecosistémicos:
conceptos, herramientas y aplicaciones para el ordenamiento territorial. Ediciones Inta,
Buenos Aires, 265-292.

« Lei, L., & Liang, H. (1997). Pollen morphology and its taxonomic significance of

Piperaceae. Acta Botanica Yunnanica, 20(4), 429-433.

+¢ Liebeke, M., Bruford, M. W., Donnelly, R. K., Ebbels, T. M., Hao, J., Kille, P., ... & Spurgeon,
D. J. (2014). Identifying biochemical phenotypic differences between cryptic species. Biology
letters, 10(9), 20140615.

¢ Luyen, B. T. T., Tai, B. H,, Thao, N. P, Yang, S. Y., Cuong, N. M., Kwon, Y. |, ... & Kim,
Y. H. (2014). A new phenylpropanoid and an alkylglycoside from Piper retrofractum leaves
with their antioxidant and a-glucosidase inhibitory activity. Bioorganic & medicinal chemistry
letters, 24(17), 4120-4124.

X3

%

Ma, J., Jones, S. H., Marshall, R., Johnson, R. K., & Hecht, S. M. (2004). A DNA-Damaging
Oxoaporphine Alkaloid from Piper caninum, 1162-1164.

X3

%

Madigan M., Martinko J., Stahl D., Clark D. (2012). Brock — Biology of microorganisms.
(13th ed., pp. 724 - 728)

Marques, J. V., Kitamura, R. O. S., Lago, J. H. G, Young, M. C. M., Guimardes, E. F., &
Kato, M. J. (2007). Antifungal amides from Piper scutifolium and Piper

X3

%

hoffmanseggianum. Journal of natural products, 70(12), 2036-2039.

X3

%

Miki¢, A., Cupina, B., Mihailovi¢, V., Krsti¢, D., Antanasovi¢, S., Zorié, L., ... Srebri¢, M.
(2013). Intercropping white (Lupinus albus) and Andean (Lupinus mutabilis) lupins with other
annual cool season legumes for forage production. South African Journal of Botany, 89, 296
300. doi:10.1016/j.sajb.2013.06.015

X3

%

Molina-Poveda, C., Lucas, M., & Jover, M. (2013). Evaluation of the potential of Andean
lupin meal (Lupinus mutabilis Sweet) as an alternative to fish meal in juvenile Litopenaeus
vannamei diets. Aquaculture, 410-411, 148-156. doi:10.1016/j.aquaculture.2013.06.007

Pagina 26



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

/7
0‘0

R/
0‘0

R/
0‘0

R/
0‘0

7
0.0

7
0.0

7
0.0

7
0.0

X3

%

X3

%

Négele, T. (2014). Linking metabolomics data to underlying metabolic regulation. Frontiers
in Molecular Biosciences, 1, 22.

Naranjo, H. L. (1998). Correlaciones embrion/planta adulta en especies de Piper
L.(Piperaceae). Rev. Forest. Venez, 42(2), 131-139.

Navickiene, H. M. D., Alécio, A. C., Kato, M. J., Bolzani, V. D. S., Young, M. C. M.,
Cavalheiro, A. J., & Furlan, M. (2000). Antifungal amides from Piper hispidum and Piper
tuberculatum. Phytochemistry, 55(6), 621-626.

Nouri, L., Mohammadi, A., & Karim, A. A. (2014). properties of different extracts from betel
leaves. Industrial Crops & Products, 62, 47-52. http://doi.org/10.1016/j.indcrop.2014.08.015

Nufiez, C. I., Aizen, M. A., & Ezcurra, C. (1999). Species associations and nurse plant effects
in patches of high-Andean vegetation. Journal of Vegetation Science, 10(3), 357-364.

Nufez, J. P. V. (2002). Analisis del sitio de un bosque altoandino con énfasis en el mantillo.
Microcuenca de la quebrada” La Vieja", Bogota, Colombia. Acta Biol6gica Colombiana, 7(2),
60-61.

Okwute, S. K., & Egharevba, H. O. (2013). Piperine-type amides: review of the chemical and
biological characteristics. International Journal of Chemistry, 5(3), 99.

Péres, V. F., Saffi, J., Melecchi, M. I. S., Abad, F. C., de Assis Jacques, R., Martinez, M. M.,
... & Caramdo, E. B. (2006). Comparison of soxhlet, ultrasound-assisted and pressurized liquid
extraction of terpenes, fatty acids and Vitamin E from Piper gaudichaudianum Kunth. Journal
of Chromatography A, 1105(1), 115-118.

Pérez, A. (2000). La estructura ecoldgica principal de la Sabana de Bogota. Bogota: Sociedad
Geografica de Colombia, Academia de Ciencias Geograficas. Recuperado de http://www.
sogeocol. edu. co/documentos/est_eco. pdf.

Pilegaard K., & Gry, J. (2009). Alkaloids in edible lupin seeds. Nordic Council of Ministers.

Polhill, R. M. 1994. Classification of the Leguminosae. Pages xxxv—xlviii in Phytochemical
Dictionary of the Leguminosae (F. A. Bishy, J. Buckingham, and J. B. Harborne, eds.).
Chapman and Hall, New York, NY.

Quijano-Abril, M. A., Callejas-Posada, R., & Miranda-Esquivel, D. R. (2006). Areas of
endemism and distribution patterns for Neotropical Piper species (Piperaceae). Journal of
Biogeography, 33(7), 1266-1278.
Quijano-Abril, M. A., Callejas-Posada, R., & Miranda-Esquivel, D. R. (2006). Areas of
endemism and distribution patterns for Neotropical Piper species (Piperaceae). Journal of
Biogeography, 33(7), 1266-1278.

Ramawat, K. G. (Ed.). (2007). Biotechnology: secondary metabolites. CRC Press.

Pagina 27



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

¢ Ruiz-Molina, J. (2015). Grupos funcionales de plantas con potencial para la restauracion
ecoldgica de manantiales de agua en la microcuenca de la Laguna de Pedro Palo y sus
alrededores, Cundinamarca-Colombia (Doctoral dissertation, Universidad Nacional de
Colombia-Sede Bogotd).

7
0.0

Rundel, P. W. 1989. Ecological success in relation to plant form and function in the woody
legumes. In C.H. Stirton and J.L. Zarucchi (eds.). Advances in legume biology, Monographs
in Systematic Botany from the Missouri Botanical Gardens 29: 377-398.

7
0.0

Sadeghi-Bazargani, H., Bangdiwala, S. I., Mohammad, K., Maghsoudi, H., & Mohammadi,

R. (2011). Compared application of the new OPLS-DA statistical model versus partial least

squares regression to manage large numbers of variables in an injury case-control

study. Scientific Research and Essays, 6(20), 4369-4377.

+» Sarbu, C., Nascu-Briciu, R. D., Kot-Wasik, A., Gorinstein, S., Wasik, A., & Namie$nik, J.
(2012). Classification and fingerprinting of kiwi and pomelo fruits by multivariate analysis of
chromatographic and spectroscopic data. Food Chemistry, 130(4), 994-1002.

+¢+ Sarmiento, L., & Bottner, P. (2002). Carbon and nitrogen dynamics in two soils with different
fallow times in the high tropical Andes: indications for fertility restoration. Applied Soil
Ecology, 19(1), 79-89.

« Sarmiento, L., Llambi, L. D., Escalona, A., & Marquez, N. (2003). Vegetation patterns,

regeneration rates and divergence in an old-field succession of the high tropical Andes. Plant

Ecology, 166(1), 145-156.

X3

%

Soltis, D. E., P. S. Soltis, M. W. Chase, M. E. Mort, D. C. Albach, M. Zanis, V. Savolainen,
W. H. Hahn, S. B. Hoot, M. F. Fay, M. Axtell, S. M. Swensen, L. M. Prince, W. J. Kress, K.
C. Nixon, and J. S. Farris. (2000). Angiosperm phylogeny inferred from 18S rDNA, rbcL,
and atpB sequences. Botanical Journal of the Linnean Society 133:381-461.

X3

%

Souza, L. A., Moscheta, I. S., & Oliveira, J. H. G. (2004). Comparative morphology and
anatomy of the leaf and stem of Peperomia dahlstedtii C. DC., Ottonia martiana Mig. and
Piper diospyrifolium Kunth (Piperaceae). Gayana Bot, 61(1), 6-17.

X3

%

Stivens, P.F (2001 ownards). Angiosperms Phylogeny Website. Version 12. Julio, 2012.

4

% Swapna, N. L., Ammani, K., & Saripalli, H. P. (2012). Antioxidant activity of
Mokkathotapapada leaves of Piper betel L. Cv. Kapoori. Free Radicals and Antioxidants, 2(4),
68-72.

X3

%

Tabopda, T. K., Ngoupayo, J., Liu, J., Mitaine-Offer, A. C., Tanoli, S. A. K., Khan, S. N., ...
& Luu, B. (2008). Bioactive aristolactams from Piper umbellatum. Phytochemistry, 69(8),
1726-1731.

Pagina 28



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

¢ Tebbs, M. C. (1993). Piperaceae. In Flowering Plants- Dicotyledons (pp. 516-520). Springer
Berlin Heidelberg.

< Trelease, W., & Yuncker, T. G. (1950). The Piperaceae of Northern South America (Vol. 1).
University of Illinois Press.

7
0.0

Tucker, S. C. (1980). Inflorescence and flower development in the Piperaceae. I.
Peperomia. American Journal of Botany, 686-702.

Tucker, S. C., Douglas, A. W., & Han-Xing, L. (1993). Utility of ontogenetic and conventional
characters in determining phylogenetic relationships of Saururaceae and Piperaceae

7
0.0

(Piperales). Systematic Botany, 614-641.

7
0.0

Tugizimana, F., Piater, L., & Dubery, I. (2013). Plant metabolomics: A new frontier in

phytochemical analysis. South African Journal of Science, 109(5-6), 01-11.

% Uyandz, R., & Karaca, U. (2011). Effects of different salt concentrations and Rhizobium
inoculation (native and Rhizobium tropici CIAT899) on growth of dry bean (Phaseolus
vulgaris L.). European Journal of  Soil Biology, 47(6), 387-391.
d0i:10.1016/j.ejsobi.2011.07.007

¢ Vidal, L. F., Delgado, J., & Andrade, G. I. (2013). Factores de la vulnerabilidad de los
humedales altoandinos de Colombia al cambio climatico global. Cuadernos de Geografia:
Revista Colombiana de Geografia, 22(2), 69-85.

+¢ Vikash, C., Shalini, T., Verma, N. K., Singh, D. P., Chaudhary, S. K., & Asha, R. (2011). Piper

betel:  Phytochemistry,  Traditional ~Use and  Pharmacological  Activity—A

Review. International Journal of Pharmacological Research and Development, 4(4), 216-223.

Wanke, S., Jaramillo, M. A., Borsch, T., Samain, M. S., Quandt, D., & Neinhuis, C. (2007).

Evolution of Piperales—matK gene and trnK intron sequence data reveal lineage specific

X3

%

resolution contrast. Molecular phylogenetics and evolution, 42(2), 477-497.

X3

%

Weerakkody, J., & Parkinson, D. (2006). Input, accumulation and turnover of organic matter,
nitrogen and phosphorus in surface organic layers of an upper montane rainforest in Sri
Lanka. Pedobiologia, 50(4), 377-383.

X3

%

Wink, M. (2013). Evolution of secondary metabolites in legumes (Fabaceae). South African
Journal of Botany, 89, 164-175.

+¢ Yuliana, N. D., Jahangir, M., Verpoorte, R., & Choi, Y. H. (2013). Metabolomics for the rapid
dereplication of bioactive compounds from natural sources. Phytochemistry reviews, 12(2),
293-304.

Yuliana, N. D., Khatib, A., Choi, Y. H., & Verpoorte, R. (2011). Metabolomics for bioactivity
assessment of natural products. Phytotherapy research, 25(2), 157-1609.

X3

%

Pagina 29



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

+¢ Yuliana, N. D., Khatib, A., Choi, Y. H., & Verpoorte, R. (2011). Metabolomics for bioactivity
assessment of natural products. Phytotherapy research, 25(2), 157-1609.

Pagina 30



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

Capitulo 2 : DIFERENCIAS EN EL ESQUEMA DE FERTILIZACION
PROMUEVE VARIACIONES EN EL METABOTIPO DE LAS HOJAS DE
PLANTULAS DE Piper bogotense

RESUMEN

Piper bogotense (Piperaceae) es una planta que presenta distribucion en ecosistemas andinos de
Ecuador, Colombia y Panama. Se ha reportado que las hojas de Piper bogotense son de facil
descomposicion en la hojarasca, por lo que desempefian un importante rol en la circulacién de
nutrientes al suelo. Asi mismo, para plantas del género Piper se ha descrito que la actividad de
la enzima nitrato reductasa puede variar segun la disponibilidad de nitrégeno en el sustrato, asi
como cambios en el metabotipo de frutos segun factores ontogénicos. Como parte del interés en
los cambios metabolicos en especies andinas, en el presente trabajo se estudiaron las variaciones
en el metaboloma de Piper bogotense en tres subestados fenoldgicos y segun el contenido de
nitrégeno disponible. Para ello, se sometieron a germinaciéon semillas de Piper bogotense, las
cuales fueron posteriormente sembradas en invernadero y se separaron en cuatro grupos; cada
grupo fue tratado con una disolucion en la cual se modificé la cantidad de nitrégeno (N estandar,
% N, ¥ N y el control negativo). De cada grupo se colectaron las hojas de cada planta, se
obtuvieron los extractos etanolicos crudos de cada muestray se perfilaron quimicamente mediante
LC-MS con un equipo UFLC Shimadzu Prominence con una columna Premier C-18 (4,6 mm X
150 mm, 5 pum). Las huellas digitales de los perfiles quimicos se sometieron a proceso de
alineamiento y autoescalado, con el propdsito de llevarlos a un analisis de todos estos datos por
estadistica multivariada (PCA, HCA y OPLS-DA). Este proceso permitié obtener correlaciones
entre la composicion quimica de los extractos con su respectivo subestado fenol6gico y
tratamiento. Como parte del proceso, se realizé la anotacion de picos para lograr su identificacion
tentativa, lo cual permiti6 determinar que los metabolitos, como la cumaroiltiramina,
desmetilpiplartina, metoxikaempferitrina y dimethoxikaempferitrina, son representativos de

cierto subestado fenoldgico o tratamiento alternando la cantidad de nitrégeno.

Palabras clave: Piperaceae, Metabolomica, Metabotipo, Disolucion nutritiva, Analisis

estadistico multivariado.
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INTRODUCCION

Las plantas del género Piper (Piperaceae) son conocidas por su distribucion en las regiones
tropicales del planeta y, entre ellas, algunas especies tienen ocurrencia en zonas andinas y
altoandinas, dado que la produccion 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
fisiologicas como alcaloides, amidas, compuestos fendlicos (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, cosmetologia, perfumeria, farmacologia 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 distribucion se da en zonas andinas de Ecuador, Colombia y
Panama (Trelease y Yuncker, 1950), se han reportado alcaloides, hidroquinonas y benzoquinonas,

compuestos fendlicos y esteroles (Pefia et al, 2000).

En los ecosistemas en los cuales esta especie se encuentra presente, cumple funciones en la
circulacion de nutrientes mediante la rapida descomposicion de sus hojas en la hojarasca presente
en los bosques andinos donde se da su distribucion (Nufies, 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 concentracion de NOs 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 determiné que
existen diferencias en la composicion quimica de sus frutos cuando se cosechan en meses
diferentes del afio; la diferencia en la composicién quimica de este material vegetal se determind
mediante analisis 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 segun ontogenia, el presente trabajo se
enfocd a comprender cdmo la disponibilidad de nitrégeno en el sustrato promueve cambios en el
metaboloma de Piper bogotense durante tres subestados fenol6gicos iniciales, lo cual contribuiria
al conocimiento general sobre las interacciones y respuestas metabdlicas 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 recuperacion ambiental de humedales altoandinos (Ruiz-
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Molina, 2015). De igual manera, el hecho de entender estos cambios puede ser Util también con

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

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del material vegetal

Las semillas de Piper bogotense se obtuvieron comercialmente en Geaoambiente SAS. Las
semillas se sometieron a germinacion en camara humeda. Con fines de caracterizacion de las
semillas, se cuantifico la masa de las semillas, se determiné su fotoblastismo y se estimé su

porcentaje de germinacion en dichas condiciones.

Posteriormente, se
sometieron a E
germinacion las semillas

_ B Do = B o 05 E
necesarias para obtener ElaNE 0B O ERENE R
un total de 36 plantas, las EEE EEN B o E L

cuales se dividieron en

cuatro grupos de nueve
plantas. Cada grupo se plantas sembradas individualmente en cada unidad experimental.

Figura 2-1: Disefio de unidades experimentales: (1) (2) (3) (4) corresponden a las
unidades experimentales; los cuadrados sombreados representan el nimero de

mantuvo en unidades

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

Sustrato empleado para la siembra de las plantas

Las plantas germinadas en cAmara himeda, 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.

Preparacion de disoluciones de Hoagland con diferentes
concentraciones de nitrégeno

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 varié el contenido de
nitrégeno disponible segln la tabla 2-1. Asi, las plantas de la unidad experimental 1 tuvieron la
concentracion total de nitrégeno de la disolucion de Hoagland estandar (disolucion 1), las plantas
de la unidad experimental 2 se trataron con una disolucion que contenia el 50% del nitrégeno
disponible (disolucion 2), las plantas de la unidad experimental tres se trataron con una disolucién

que contenia el 25% de la concentracion de nitrégeno disponible (disolucion 3), las plantas de la
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unidad experimental cuatro se trataron Unicamente con agua (disolucion 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]) concentracién stock inicial; (VSPLS) volumen del stock por litro de disolvente; (E) elemento;
(CFE) concentracion final del elemento; (S1) disolucién sin modificaciones; (S2) disolucion 50% nitrégeno
disponible; (S3) disolucién 25% nitrégeno disponible.

MaN PM  [S] VSPLS E [CFE] SI S2 S3
g/mol mMM mL/LHO SM uM mL mL mL

KNOs 101,1 1000 g N 16000
K 6000 6 3 15
K:SO. 174,25 1000 6 K 6000 0 3 45
Ca(H,PO,) 137,06 1000 g C& 4000002 3
P 2000 0 1 15
CasO, 136,14 1000 2 s 1000 1 1 1
K(NOs), 263,16 1000 4 Ca 4000 4 2 1
NH:H,PO, 115,08 1000 2 P 2000 2 105
MgSOs 246,48 1000 1 Mg 12000 1 1 1
MiN PM  [S]] VSPLS E [CFE] SI S2 S3
g/mol mM mLLHO0 SM uM mL mL mL
KCl 7455 25 2 cl 50 2 2 2
HBO, 61,83 125 2B 25 2 2 2
MnSO, 169,01 1 2Mn 2 2 2 2
7ns0, 28754 1 2z 2 2 2 2
CuSO, 249,68 0.25 2Cu 05 2 2 2
H,MoO, 161,97 0,25 2 Mo 05 2 2 2
FeSO. 27801 o, L re L1 1 g

Na,EDTA 372,24

Efecto de la concentracion de nitrogeno en el fertilizante en diferentes
subestados fenologicos sobre el metaboloma de Piper bogotense

De cada unidad experimental, se realiz6 la colecta de tres plantas en tres periodos diferentes con
el fin de reunir tres réplicas por tratamiento en cada subestado fenoldgico, los cuales se
determinaron segun Meier, 2001. Se utiliz6 la escala general de la BBCH, mediante la cual se

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

Obtencion de los extractos vegetales

Las hojas colectadas se sometieron a proceso de liofilizacion, 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 disolucién obtenida. Los extractos se

almacenaron en viales hasta su uso.
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Caracterizacion quimica de los extractos

Se utiliz6 un equipo UFLC Shimadzu Prominence el cual se compone de un médulo de separacion
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 um). Se inyect6 un volumen de
muestra de 50 pL 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 120
separacion en gradiente de elucion con una § 122
fase mévil compuesta por TFA 0.05% en agua g 60
y acetonitrilo, segun la Gréfica 2-1. Con los § [2'2
cromatogramas obtenidos se correlacion6 0
0 20 40 60

compuesto mayoritario con Su respectivo Tiempo (min)

espectro de masas con el fin de determinar la
. L. Grafica 2-1: Gradiente utilizado en el método
posible naturaleza quimica del compuesto cromatogréafico de las muestras de Piper bogotense

mediante analisis de sus espectros EM.

Analisis estadistico

Una vez se obtuvieron las huellas digitales para cada extracto de hojas de Piper bogotense, se
exportaron los datos cromatograficos 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 correlacién
(Score Plots y Loading line Plots) mediante analisis de componentes principales (PCA) y

regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales con analisis discriminante (OPLS-DA).

Anotacion de picos (identificacion tentativa de los componentes
mayoritarios en los extractos)

Los picos en los cromatogramas 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

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

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de las semillas

Las semillas de Piper bogotense utilizadas para este experimento presentaron una masa promedio
de 1,620 mg +/- 0,131. Se determin6 que las semillas de Piper bogotense en cdmara himeda
presentan fotoblastismo nulo, ya que pueden germinar en presencia 0 ausencia de luz. Sin

embargo, se puede apreciar una disminucion en el porcentaje de germinacién del 17% cuando las
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semillas se encuentran en oscuridad (Gréafica 2-2). Otros estudios han reportado resultados que

indican una variacion en el porcentaje

de germinacion al someter las 5 80.000 63I33
. . . c
semillas a diferentes longitudes de i3 RN 44,667
. S 40.000 T
onda, como es el caso de las semillas <
. . ) € 20.000
de otras especies del mismo género, &
. . 0.000
como Piper aduncum 'y Piper Oscuridad iz
hispidinervum, de las cuales se Tratamiento
presentan  reportes de mejores Grafica 2-2: Germinacion de Piper bogotense en camara
resultados de germinacién al ser huimeda: Las semillas de Piper bogotense presentan mayor
porcentaje de germinacidn en presencia de luz.

sometidas a luz blanca (Bergo et al,
2010).

Otro factor que incide en la germinacién 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 germinacién, dado gque en los bosques donde suelen encontrarse especies de este género,
la descomposicion de materia organica aumenta la concentracién de NO3 en el sustrato, lo cual
contribuye a la germinacion de algunas especies del género Piper; para las especies anteriores se
evaluaron concentraciones de nitrato de potasio entre 1x102 M y 1x107 M, obteniendo los
porcentajes mas altos de germinacion para cada especie, los cuales se encontraron entre 60% y
90% (Daws et al, 2002).

La germinacion de semillas del género Piper también se relaciona con la cantidad de luz que
reciben; en este experimento se vio un mayor porcentaje de germinacion 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 germinacién de semillas disminuye cuando se
exponen a longitudes de onda cercanas a rojo lejano y suelen tardar mas tiempo en germinar
(Daws et al, 2002).

Obtencion de los subestados fenologicos de las plantas de Piper
bogotense

Se determinaron los siguientes subestados fenol6gicos 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 fenoldgicos dado que Piper bogotense presentd un
crecimiento lento en invernadero, comportamiento que puede ser explicado por la radiacion 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 mas altas ya que Piper bogotense es una planta de sombra y

de climas frios, tipicos de bosques altoandinos de la sabana de Bogota.
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Tabla 2-2: Subestados fenoldégicos de Piper bogotense evaluados

ESTADO FENOLOGICO ESCALA BBCH DESCRIPCION

1.2 Dos hojas verdaderas
Vegetativo 1.4 Cuatro hojas verdaderas
1.7 Siete hojas verdaderas

Perfilado metabdlico de los extractos obtenidos de Piper bogotense

Los perfiles metabdlicos obtenidos mediante LC-MS a partir de las plantas sometidas a los
diferentes tratamientos, reveld la presencia de diferentes metabolitos secundarios, los
cuales son evidenciados mediante sefiales (entre 7-48 min) con diferentes intensidades
(correspondiente a la proporcidn diferencial en los extractos) y cuya presencia representan
metabolitos en particular en cada cromatograma, la cual pertenece a un muestra analizada.
En la grafica 2-3 se encuentran todos los perfiles metab6licos correspondientes a los

extractos analizados por LC-MS.

- 24,8

- 18,6

Intensity

- 12,4

- 6,2

- 0.0
~_T3.v131

Time (Min)
Grafica 2-3: Perfiles metabdlicos obtenidos mediante (LC-MS) de los extractos de hojas de Piper bogotense

Mediante Pareto normalizado se obtuvo el cromatograma totalizado de los perfiles metabdlicos
obtenidos mediante (LC-MS) de los extractos de hojas de Piper bogotense (Gréfica 2-3), con el
fin de proceder al analisis estadistico multivariado; en este grafico se pueden apreciar los picos
anotados de los cuales se realizé la identificacion tentativa. En este contexto, el grupo de muestras
presentd la ocurrencia de 14 compuestos mayoritarios que fueron seleccionados por su intensidad
registrada en los cromatogramas. De acuerdo al método cromatografico empleado, los
compuestos migraron por la columna de acuerdo a su polaridad, por tanto, primero fueron

registrados los compuestos mas polares y posteriormente los menos polares.
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— el

Grafica 2-4: Cromatograma totalizado de los perfiles quimicos de los extractos de hojas de Piper bogotense, los
numeros se relacionan con el nimero del compuesto en la tabla de anexos 2.

Analisis de Componentes Principales (PCA) no supervisado de los
perfiles quimicos de los extractos de hojas de Piper bogotense

El andlisis de componentes principales (PCA) junto con el analisis de conglomerados jerarquicos
(HCA) se realizé con los datos extraidos de los cromatogramas de todas las muestras analizadas
mediante (LC-MS). Este analisis estadistico permitid determinar si se presentaron relaciones o
similitudes en la composicion metabdlica de los extractos de hojas de Piper bogotense obtenidos
en diferentes estados fenol6gicos y bajo diferentes esquemas de fertilizacion alternando la

concentracion total de nitrégeno disponible en la disolucién nutritiva.
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Grafica 2-5: (a) PCA de los perfiles quimicos de las muestras de Piper bogotense. (b) HCA de los perfiles
quimicos de las muestras de Piper bogotense.

En las gréficas 2-5a-b se presenta, respectivamente, el analisis de componentes principales (PCA)
y andlisis de conglomerados jerarquicos (HCA) de los perfiles metabdlicos de todos los extractos
crudos obtenidos de las hojas de Piper bogotense de las plantas sometidas a diferente esquema de

fertilizacion analizada en diferentes subestados fenolégicos.

El objetivo del analisis de componentes principales (PCA) es extraer informacion sobresaliente

de un grupo de datos matriciales tabulados que permita obtener informacion de los datos mediante
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su agrupacion en el diagrama de dispersion, el cual se encuentra trazado por componentes
principales ortogonales generados en el analisis. (Abdi y Williams, 2010). (Hussain et al, 2009).
La transformacidn de los datos en el PCA se da en términos de un ajuste por minimos cuadrados.
En este andlisis se toma el primer eje como la linea que pasa por el centro 0 mayor cantidad de
datos y minimiza el cuadrado de la distancia de cada punto a la linea del componente principal.
La linea atraviesa la variacion maxima en los datos. El segundo eje PCA también pasa a través
de la variacion méxima en los datos, pero lo hace de forma ortogonal al primer componente

principal (Hussain et al, 2009).

Los andlisis de conglomerados jerarquicos (HCA) tienen como fin determinar de forma no
supervisada la similitud entre grupos de datos mediante indices de similitud, como el indice de
Jaccard, el cual permite identificar qué grupos de datos presentan mayor nimero de caracteristicas
comunes mediante el grado de similitud de los conjuntos de datos y agrupa dicha informacion que
segun el caso de estudio puede ser representada graficamente mediante dendogramas (Bravi et al,
1997).

Con los andlisis estadisticos mencionados anteriormente, no se evidencié una tendencia marcada
entre los perfiles quimicos de las muestras, ya sea por su esquema de fertilizacion o subestado
fenoldgico. No obstante, es posible observar un comportamiento particular en algunos grupos del
HCA dependiendo del subestado fenoldgico, donde se puede observar que la mayoria de muestras
del grupo dos generado por el HCA (Gréafica 2-5b) corresponden a extractos obtenidos en el
segundo subestado fenol6gico, el grupo tres esta principalmente constituido por extractos
obtenidos en el primer subestado fenoldgico evaluado y el grupo cuatro estd conformado por

extractos obtenidos en el tercer subestado fenol6gico evaluado

Regresion de minimos cuadrados parciales con analisis discriminante
(OPLS-DA) supervisado por subestado fenolégico

Dado que mediante el analisis estadistico no supervisado de tipo exploratorio anterior se
obtuvieron ligeras tendencias en la agrupacion de muestras por subestados fenoldgicos (Graficas
2-5a-b), se hizo necesario extender el analisis a un enfoque supervisado, con el cual se hallaron

de forma mas clara las relaciones existentes entre la composicion de los extractos obtenidos.

Cuando los anélisis exploratorios como PCA no permiten visualizar de manera notoria las
diferencias o similitudes entre grupos de datos por una baja separacion entre los puntos ubicados
en el diagrama de dispersion, un andlisis supervisado como el OPLS-DA permite obtener
informacién mas detallada del conjunto de datos, ya que su algoritmo le permite buscar
diferencias mas puntuales cuando el disefio 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 realiz6 un analisis estadistico de regresion de minimos cuadrados (OPLS-DA),
utilizando como variable categorica de supervision los subestados fenoldgicos en los que se
colectaron las plantas, con el fin de determinar como era la agrupacion de los datos en el diagrama
de dispersion y establecer asi las relaciones entre los extractos obtenidos. Esto permitio identificar
qué factores, en términos de expresion de metabolitos, eran determinantes para la diferenciacion
de los perfiles metabolicos de las muestras obtenidas, como la produccién de algin metabolito
secundario caracteristico en cada subestado fenoldgico.
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Grafica 2-6: Diagrama de dispersion OPLS-DA, generado 2+3+0, usando subestados fenolégicos como variable
categorica. T1: Primer subestado, T2: Segundo subestado, T3: Tercer subestado. (b) Diagramas de cargas
componente 1. (c) Diagrama de cargas componente 2

En el diagrama de dispersién del OPLS-DA (Grafica 2-6) se puede observar la correlacion de los
grupos de datos correspondientes a las muestras discriminadas por el subestado fenoldgico en el
que fueron obtenidos los extractos (T1, T2, T3), con una dispersién notoria para los extractos de
cada subestado evaluado. En este contexto, los graficos de cargas (loading line plots), son
herramientas que contienen la informacion espectral relacionada con la discriminacién entre
grupos de muestras de un diagrama de dispersion (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
patron en los datos numéricos se encarga de diferenciar los grupos de datos (Hedenstrom et al,
2008).

Los extractos del estado fenoldgico (T1) son diferenciados dada la presencia selectiva, respecto a
los otros dos subestados, de una amida Ilamada cumaroiltiramina (13), del grupo de las amidas

de nacleo piperumbellatamico, reportado en Piper umbellatum (Tabopda et al, 2008).

La cumaroiltiramina es una amida derivada del &cido hidroxicinamico, (HCAAS), por tanto
pertenecen al grupo de los fenilpropanoides, los cuales son derivados de la ruta del shikimato, via
acido cinamico, el cual se sintetiza a partir de la fenilalanina mediante la enzima fenilalanina
amonio liasa PAL (Dewick, 2002). Los fenilpropanoides derivados del &cido hidroxicinamico han
sido descritos principalmente como metabolitos secundarios inducibles en respuesta a la presencia
de patogenos en la planta (Yogendra et al, 2015; Sanmartin, 2008). En Solanum tuberosum, se

describid que la sobreexpresion del factor de transcripcion StWEKY1 en plantas transgénicas
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incrementa la produccion de enzimas relacionadas con la sintesis de HCAAs tales como tiramin
hidroxycinamoil transferasa (THT), fenébmeno que también ocurria al inducir la infeccién 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 funcién como metabolitos de defensa que suelen acumularse en las paredes celulares,
pero también hay que tener en cuenta que los HCAAs presentan relacion en diferentes procesos
relacionados con el desarrollo vegetal en cuanto a division celular, reticulacion de la pared celular
entre otras (Moschou et al, 2012). Por tanto, seria 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, encontrandose en mayor medida
en los extractos de plantas del primer subestado fenolégico que en los otros dos subestados

evaluados.

Los grupos de muestras T2 y T3 se distribuyen principalmente en el area negativa del diagrama
de dispersién 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 comunmente (Dodson et al, 2000). La piplartina también es conocida como
piperlongumina, esta molécula corresponde al grupo de las alcamidas, las caules son descritas
comunmente 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 actta uniendo piperoil-CoA
a la piperidina, pirrolidina, o a la isobutilamina, lo que contribuye a la formacion del grupo amida;
cabe resaltar que se ha descrito que la funcion particular de las alcamidas en la planta es contribuir

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

Por lo anterior, se sugiere que en el subestado T1 tenemos mayor expresion 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 fenoldgicos se incrementa la actividad de la enzima N-piperoiltransferasa
con respecto al anterior, ya que esta enzima se relacionada con la produccion de alcamidas en
Piper como la desmetilpiplartina, derivada de la piplartina. Cabe mencionar también que la sefial
registrada por el compuesto desmetilpiplartina en los cromatogramas en los extractos del

subestado T3 es mas 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 fenoldgicos T2 y T3
corresponde a la presencia en los cromatogramas de sefiales mas 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 fendlicos derivados del
kaempferol, el cual es un flavonol, por ende es producido en la ruta de la fenilalanina. En la
glucosidacion del kaempferol y formacion 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 respiracion celular. Estas moléculas ofrecen proteccion extra a la planta contra el estrés
oxidativo, el cual es un factor que puede aumentar en las plantas cuando se exponen a radiacion
excesiva. La glucosidacion de los flavonoides ocurre en el citosol, donde la enzima UDP-
glucosidasa transfiere el grupo glucésido a los flavonoides sintetizados en diferentes organelos
celulares, teniendo que la sintesis de kaempferol se da principalmente en el reticulo

endoplasmatico (Agati et al, 2012).

Esta agrupacion de las muestras en el diagrama de dispersion (Gréfica 6) indica que existe una
marcada correlacion entre la composicion quimica presente en las hojas de Piper bogotense vy el
subestado fenoldgico en el cual fueron colectadas. Este fendmeno 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 composicion quimica (i.e., quimiotipo o
metabotipo) segun el nimero de foliolos presentes en la misma a las condiciones evaluadas
(Hussain et al, 2009; Khalid et al, 2011).

Asi mismo, cabe resaltar que la composicion quimica de los extractos de Piper bogotense no
depende Unicamente del subestado fenoldgico en el cual son colectadas, también del tejido del
cual se obtienen; igualmente, es de esperarse que existan variaciones en el metaboloma segun las

condiciones ambientales las que se encuentre la especie (Yamaguchi et al, 2011).
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Figura 2-2: Metabolitos identificados en las hojas de plantulas de P. bogotense que influencian la diferenciacién
entre subestados fenoldgicos.

Pagina 42



Sebastidn Rincon Aceldas | Cambios en el metaboloma de P. bogotense y L. mutabilis

Se determind asi que el subestado fenoldgico bajo condiciones semicontroladas posee cambios
los perfiles metabdlicos de Piper bogotense y, por consiguiente, se obtuvieron algunos
metabolitos que se encuentran en mayor proporcion en diferentes subestados. Este tipo de analisis
puede contribuir al hallazgo de un marcador metabdlico asociado a algin fenotipo o estado

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

Regresion de minimos cuadrados parciales con analisis discriminante
(OPLS-DA) supervisando con variacion de nitréogeno disponible.
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Figura 2-3 : OPLS-DA de los extractos obtenidos de Piper bogotense discriminando por esquema de fertilizacion

Para determinar si el esquema de fertilizacion, en el que se cambi6 la concentracion de nitrégeno
de cada disolucion utilizada segun lo explicado en la tabla 1, también influenciaba el metaboloma
de Piper bogotense, se realiz6 un OPLS-DA con todas las muestras obtenidas en el experimento,

cuya la discriminacion se realiz6 acorde a la disolucién nutritiva empleada para cada grupo de

plantas (Gréfica 2-3).

::ﬂ
:

(c)

Grafica 2-7: Diagramas de dispersion generados por OPLS-DA utilizando como variable categorica la disolucion
nutritiva por cada subestado fenoldgico, 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 estan generadas de acuerdo a la

variable categdrica: disolucion S1 (verde), S2 (azul), S3 (rojo), y
CIT Td gl artiad £=17 3T }JUCUC USCTVdarl L.{UC T ICly UTlTd UTTTTTTICIAUTUIT dAdItdITICTiie TTidareauds Tt TUS

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

plantas del primer subestado fenoldgico tratadas con la solucién 2 (S2) y grupo control (S0)
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presentaron mayor separacion en el diagrama de dispersion con respecto a las plantas tratadas con
las soluciones 1 (S1) y 3 (S3).
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Figura 2-4: Metabolitos identificados en las hojas de plantulas de P. bogotense que influencian la
diferenciacion entre tratamientos con disoluciones nutritivas.

La diferencia en la composicion quimica de los extractos de las plantas obtenidas en el subestado
fenoldgico T1 tratadas con las disoluciones S1y S3 vy los extractos de plantas tratadas con las
disoluciones S2 y SO es influenciada por varios compuestos, principalmente por los compuestos
metoxikaempferitrina (5) y dimetoxikaempferitrina (6), cuyas sefiales en los cromatogramas
fueron mas intensas en los extractos tratados con S1 y S3. Ademas, los extractos de las plantas
tratadas con las disoluciones SO y S2 presentan en mayor medida cefaradiona A (8),
desmetilpipaltrina (10) y cumaroiltiramina (13) (Grafica 2-8). La cefaradiona A es un alcaloide
oxaporfinico que presenta reportes de bioactividad contra levaduras, por tanto, como otros
alcaloides de nucleo aporfinico obtenido de angiospermas basales, puede catalogarse como
metabolito de defensa (Ma et al, 2004).

56 —0.085183 * i — 0897345 ]

pe——

Grafica 2-8: Graficos de cargas generados a partir del OPLS-DA del subestado fenolégico T1 a lo largo de (a)
Componente 1y (b) Componente 2. Los nimeros estan relacionados con la tabla de anexos 2.

Se realiz6 también un OPLS-DA de los extractos obtenidos del subestado T2 (Gréfica 2-7b) con
el fin de determinar las diferencias existentes entre la composicion quimica de las plantas tratadas
con las diferentes disoluciones. De dicho andlisis se puede decir que entre réplicas no se presenta
una agrupacion muy clara excepto para los extractos de las plantas tratadas con la solucion S1.
No obstante, se observo que la composicion quimica entre réplicas se mantenia constante, pero
se manifestaron ligeros cambios entre tales réplicas, relacionadas con la intensidad en cada sefial
detectada en el cromatograma, lo que claramente influyé en la dispersion 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
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condiciones climéticas no estandarizadas puedan tener influencia en la produccion de metabolitos
en los organismos, ademas hay que tener en cuenta que la obtencion de material vegetal que se
puede obtener en estados del desarrollo temprano puede llegar a ser muy poco, motivo que
complica la extraccion y procedimientos llevados posteriormente (Kim et al, 2010).

Adicionalmente, se puede indicar que las plantas tratadas con la disolucion S3 y con la disolucién
SO (Gréfica 2-9) en el subestado fenoldgico T2 presentan distribucién en el diagrama de
dispersion en el area negativa y en el area positiva del componente principal 1 respectivamente,
por tanto se puede decir que las diferencias se deben a las sefiales en los cromatogramas
correspondiente al compuesto desmetilpiplartina (10), las cuales son méas intensas en los extractos
de las plantas del grupo control y, la sefial correspondiente a estigmastdienona (14), es mas intensa

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

También se observo que la distribucion de las muestras tratadas con las soluciones S1, S3 'y S0 se
da en el area positiva del componente principal 2, mientas que las muestras tratadas con la
solucion S2 se encuentran en el area negativa del mismo componente. Por tal motivo se puede
decir que la diferencia en la respuesta metabdlica de este grupo (S2) con respecto al resto es
explicada por la presencia de sefiales mas intensas que el resto, que para este caso se ve

influenciada por la expresion del compuesto estigmastdienona (14) (Gréfica 2-9).
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Grafica 2-9: graficos de cargas generados a partir del OPLS-DA del subestado fenolégico T2 de Piper
bogotense a lo largo de (a) Componente 1y (b) Componente 2

De igual manera, se realiz6 un OPLS-DA con los extractos del subestado T3 usando como
variable de supervision la disolucion con la cual fueron tratadas las plantas (Gréafica 2-7c),
teniendo que los extractos de las plantas tratadas con las disoluciones SO, S1 y S2 tienden a
agruparse en el &rea positiva del componente principal 2, mientras que las plantas tratadas con la
solucién S3 se agrupan en el area negativa del componente principal 2 por tal motivo se puede
decir que la diferencia de este Gltimo grupo con el resto se debe a la presencia mayoritaria del

derivado de piplartina (10) con respecto al resto.
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Grafica 2-10: Graficos de cargas generados a partir del OPLS-DA del tercer subestado fenolégico de Piper
bogotense

Dado que los extractos de las plantas tratadas con la disolucion SO y S1 se encuentran ubicados

en el area 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 sefial registrada por el cromatograma del compuesto 10.

Es de fundamental importancia entender cdmo las plantas utilizan el nitrégeno disponible de su
ambiente dado que estas tienen la capacidad de asimilar nitrégeno inorganico y producir
moléculas fundamentales para el desarrollo del mismo organismo (Kusano et al, 2011).
Necesariamente hay que aclarar que aungue muchas plantas tengan la capacidad de metabolizar
nitrégeno inorganico u organico, 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 metabdlicas presenten gran
cantidad de genes agrupadas con la misma funcion o han hecho desaparecer genes de rutas
metabolicas (Chae et al, 2014).

Asi mismo, como se encontran agrupaciones de genes dedicados a la misma funcién para
diferentes rutas metabdlicas, también es comUn que una misma serie de genes involucrados en la
misma ruta metabolica o con la misma funcién 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 mayoria de los genes especializados en el metabolismo del nitrégeno no se encuentran en
agrupaciones. Glycine max (soja) presenta mayor numero de genes agrupados para el
metabolismo del nitrdgeno que para el metabolismo de fenilpropanoides y de terpenos y en el
caso de Sorghum encontramos mayor nimero de genes involucrados en el metabolismo de

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

La importancia que los genes se encuentren en agrupaciones o no, radica en los niveles de
coexpresion para las rutas metabdlicas involucradas (Chae et al, 2014). De lo anterior se resalta
gue no todas las plantas metabolizan sustancias de la misma manera ni con los mismos niveles de
expresion. Por tanto, se hace necesario el estudio integrado de varias ciencias 6micas para

entender de qué manera el nitrégeno puede generar cambios en la expresion fenotipica en los
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organismos, ya que por si solo un analisis metabolomico no puede dar informacion inambigua de
cémo una condicion ambiental se ve involucrada en la activacion de alguna ruta metabdlica (Zhao
et al, 2013).

Es importante tener en cuenta también que la disponibilidad de nitrdgeno en diferentes
concentraciones y en compaiiia de otros nutrientes pueden llegar a cambiar la expresion de varias
rutas metabdlicas, lo que desemboca en diferencias en el metaboloma de las especies y producir
la expresion de diferentes fenotipos metabolicos (Vidal y Gutiérrez, 2008; Amiour et al, 2012).
En este estudio, basado meramente en la expresion del fenotipo metabdlico de la planta, pudimos
establecer algunos cambios metabolémicos relacionados con el estado fenoldgico de la planta y

con el cambio en la concentracion de nitrégeno 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 algin caracter
fenotipico, e.g., niumero de foliolos durante el estado de plantula. También fue posible determinar
coémo cambia el perfil metabolico de Piper bogotense cuando se trata con diferentes cantidades

de nitrégeno 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 fenoldgicos, esta
discriminacion 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 diferenciacion quimica presente en las muestras que en
el subestado T1 la expresion de la enzima fenilalanina amonio liasa (PAL) se da en mayor
proporcion para dar origen al &cido cinamico, el cual es precursor de los fenilpropanoides
HCAAs, cuya sintesis es mediada por la enzima tiramin hidroxycinamoil transferasa (THT) y

cuyos promotores estan debidamente descritos en otras especies.

La diferencia en el metabotipo de los extractos T2 con respecto a los extractos T3 se determind
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 vy
dimethoxikaempferitrina son flavonoides glicosidades que son derivados de la kaempferitrina, la
cual a su vez es producida a partir del kaempferol mediante la glucosidacion del kaempferol,
reaccion que es mediada por la enzima UDP-glucosidasa, por ende se sugiereque esta enzima

presenta mayor actividad en el subestado T2 que en T3.
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En cuanto a las variaciones en el metaboloma de los extractos con respecto a la solucidn nutritiva

utilizada, se evidencio la tendencia a que las plantas tratadas con la disolucion con mayor

concentracion de nitrégeno expresaban metoxikaempferitrina y dimethoxikaempferitrina,

mientras que con S2 se vio 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 fenoldgico y bajo diferente esquema de fertilizacion alternando la cantidad de nitrégeno disponible

Muestra
RT m/z
No . Nombre [M+H] Tl T2 T3
(min) ‘ S SSSSSSSS S S S
0 1. 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
7,42 dihidofutoenona 339.05 X X X
10 metoxicubebinina 463,15 X
11,5 yangambina 4475 X X X X X X X
trans-cafeato de
4 12,75 metoxiapigenina 609,05 X X X X X
glucésido
5 15,48 metoxikaempferitrina 593,15 X X X X X X X X X X X
6 16,33 g'methox'kaempfe”t”” 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 26555 X X X X X X X X X X X X
12 39,7 neopellitorina 23655 X X X X X X X X X X X X
13 441 coumaroiltiramina 2845 X X X X X X X X X X X X
14 47,7 Stigmastdienona 4115 X X X X X X X X
Anexos 2.2

Tabla 2-4: Porcentaje de rendimiento de los extractos etandlicos de Piper bogotense

% Rendimiento

T1

Muestra T2

T3

SO
S1
S2
S3
SO
S1
S2
S3
SO
S1
S2
S3

5,009
6,593
4,062
4,87
4,03
8,091
5,985
5,467
7,521
15,033
16,347
11,22
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Capitulo 3 : DIFERENCIAS EN EL METABOLOMA DE Lupinus
mutabilis RELACIONADAS CON EL ESQUEMA DE FERTILIZACION
EN DIFERENTES SUBESTADOS FENOLOGICOS

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 nitrégeno al
igual que por la produccidn de alcaloides quinolizidinicos y diversos compuestos fendlicos, se ha
reportado que cambios en el metaboloma de plantas del género Lupinus pueden ser presentados
por modificaciones en la composicidn de nutrientes en el sustrato, al igual que a diversificacion
ontogénica. Por lo anterior, se determinaron los cambios en el fenotipo metabélico (metabotipo)
de las hojas de L. mutabilis en condiciones de invernadero durante tres subestados fenolédgicos y
alternando la cantidad de nitrégeno en la disolucién 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 etandélicos crudos mediante ciclos de ultrasonido y fueron analizados
mediante LC-MS. Con los espectros de masas de los picos principales de los cromatogramas se
realizd la respectiva anotacion de los mismos. Asi mismo, con el fin de conocer las variaciones
en los perfiles metabdlicos entre los tratamientos y estados, se realizaron andlisis estadisticos
multivariados sobre las huellas digitales de las muestras segun las categorias evaluadas. De esta
manera, se anotaron 7 compuestos, de los cuales cuatro son alcaloides y dos son isoflavonas. Se
determind que existen diferencias en la composicion quimica de los extractos de hojas
dependiendo del subestado fenoldgico en el cual se colectd el material ya que, en el subestado T1,
los compuestos mayoritarios son alcaloides quinolizidinicos, 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 Gltimo en el que se presentan en
mayor medida con respecto al resto. Ademas de encontrar los compuestos anteriores, se da la
produccién de compuestos fendlicos. La disolucidn fertilizante también es un factor que

promueve cambios en el metabotipo de Lupinus mitabilis.

Palabras clave: Fabaceae, PCA, OPLS-DA, Metabolémica, HPLC-MS
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INTRODUCCION

Lupinus mutabilis (Fabaceae), perteneciente al grupo de los Lupinus del Oeste de Suramérica
(Drummond, 2008; Drummond et al. 2012; (Beebe et al 1997), presentando distribucidn en areas
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
distribucion 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 ademas Lupinus mutabilis puede utilizarse en rotacién de cultivos con
el fin de preservar propiedades del suelo como humedad y mantener niveles de nitrégeno 6ptimos
mediante la fijacién de nitrégeno atmosférico (Gross et al. 1988; Miki¢ et al. 2013; Molina-
Poveda et al. 2013). La caracteristica de la fijacién de nitrégeno atmosférico la encontramos en
varias especies de la familia Fabaceae, gracias a las asociaciones simbiéticas que presentan con
rizobacterias, las cuales realizan la fijacion de nirégeno en los nddulos 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 nitrogeno 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 nodulacion y fijacion de nitrogeno se ve disminuida, particularmente hablando del
caso de las deficiencias de fosforo en el sustrato (Aradjo et al, 1997; Christiansen y Graham,
2002). Esto puede relacionarse con la cantidad de fésforo disponible para fabricar ATP y
mantener la actividad optima de enzimas de actividad nitrogenasa, las cuales desempefian un

importante rol a la hora de fijar nitrogeno 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 inoculacién con fitopatégenos como Colletotrichum lupini, es posible encontrar en los perfiles
metabdlicos mayor cantidad de fitoalexinas como isoflavonas y diferentes glicoconjugados, con
respecto a plantas que no fueron inoculadas con el fitopatdgeno (Wojakowska et al, 2013).
Diferentes tipos de estrés ambiental, como la sequia, se ha reportado como otro factor de cambios
en la produccién de metabolitos en plantas del género Lupinus, observandose que la concentracion

de malato en las raices se ve disminuida, pues dado que este es un metabolito esencial para la
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asimilacion de nitratos, el metabolismo del nitrégeno 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 fenolégicos diferentes al tratar las plantas con
diferentes disoluciones nutritivas alternando la cantidad de nitrégeno 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 quinolizidinicos (Frick et al, 2017), y fitoalexinas como flavonas,
isoflavonas, derivados del &cido hidroxicinamico, entre otros (Duefias et al, 2009).

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del material vegetal
Las semillas de Lupinus mutablis se colectaron manualmente en el campus de la Universidad

Militar Nueva Granada. Posteriormente se sometieron a germinacién en camara himeda con
fines de caracterizacion de las semillas. Se cuantifico la masa de las semillas, se determiné su

fotoblastismo y se estimé su porcentaje de germinacion en dichas condiciones.

Posteriormente, se sometieron a germinacién 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 disefio experimental por bloques aleatorizados .
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Figura 3-1: Diseiio experimental: (1) (2) (3) (4) corresponden a las unidades experimentales; los cuadrados
sombreados representan el nimero de plantas sembradas individualmente en cada unidad experimental.

Sustrato empleado para la siembra de las plantas
Las plantas germinadas en camara himeda, 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.
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Preparacion de disoluciones de Hoagland con diferentes

concentraciones de nitréogeno
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 varié el contenido de
nitrdégeno disponible segln la tabla 1. Asi, las plantas de la unidad experimental 1 tuvieron la
concentracion total de nitrogeno de la disolucién de Hoagland estandar (disolucion 1), las plantas
de la unidad experimental 2 se trataron con una disolucion que contenia el 50% del nitrégeno
disponible (disolucion 2), las plantas de la unidad experimental tres se trataron con una disolucién
que contenia el 25% de la concentracion de nitrégeno disponible (disolucion 3), las plantas de la
unidad experimental cuatro se trataron Gnicamente con agua (disolucion 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]) concentracién stock inicial; (VSPLS) volumen del stock por litro de disolvente; (E) elemento;
(CFE) concentracion final del elemento; (S1) disolucién sin modificaciones; (S2) disolucion 50% nitrégeno
disponible; (S3) disolucién 25% nitrdgeno disponible.

MaN PM [SI] VSPLS E [CFE] S1 S2 S3
mL/L

g/mol mM H,0 SM uM mL mL mL

KNOs 101,12 1000 6 N 16000
K 6000 6 3 15
K2S04 174,25 1000 6 K 6000 0 3 45
Ca(H.POs) 137,06 1000 4 C& 4000023
P 2000 0 1 15
CaS0, 136,14 1000 2 S 1000 1 1 1
K(NO3), 263,16 1000 4 Ca 4000 4 2 1
NH4H:PO, 115,08 1000 2 P 2000 2 1 05
MgSO4 246,48 1000 1 Mg 1000 1 1 1
MiN PM [SI] VSPLS E [CFE] S1 S2 S3

mL/L

g/mol mM H,0O SM uM mL mL mL
KCI 7455 25 2 ClI 50 2 2 2
HBO, 61,83 12,5 2 B 25 2 2 2
MnSO4 169,01 1 2 Mn 2 2 2 2
ZnS0O4 287,54 1 2 Zn 2 2 2 2
CuSO4 249,68 0,25 2 Cu 05 2 2 2
H.MoO, 161,97 0,25 2 Mo 05 2 2 2
FeSO4 278,01 1 Fe 1 1 1 1

Na,EDTA 372,24
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Efecto de la concentracion de nitrogeno en el fertilizante en diferentes

subestados fenologicos sobre el metaboloma de Lupinus mutabilis
De cada unidad experimental, se realiz6 la colecta de tres plantas en tres periodos diferentes con

el fin de reunir tres réplicas por tratamiento en cada subestado fenoldgico, los cuales se
determinaron segun Meier, 2001. Se utilizo la escala general de la BBCH, mediante la cual se
establecieron los codigos correspondientes a cada uno de los estados determinados

Obtencion de los extractos vegetales
Las hojas de cada planta colectada se sometieron a proceso de liofilizacion; 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.

Caracterizacion quimica de los extractos
Para caracterizar quimicamente los extractos y obtener los perfiles metabélicos de cada uno de

ellos, se utiliz6 un equipo UFLC Shimadzu Prominence el cual se compone de un médulo de
separacion 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 um). Se inyectd un volumen
de muestra de 10 puL 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
separacion en gradiente de elucion con una fase mévil compuesta por TFA 0.05% en agua y
acetonitrilo con un flujo de 0,7ml/min. Con los cromatogramas obtenidos se correlaciond
compuesto mayoritario con su respectivo espectro de masas con el fin de determinar la naturaleza

quimica del compuesto mediante analisis de sus espectros EM.
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Grafica 3-1: gradiente de la fase mdvil del método cromatografico

Analisis estadistico
Una vez se obtuvieron las huellas digitales para cada extracto de hojas de Lupinus mutabilis, se

exportaron los datos cromatogréaficos 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 correlacion
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(Score Plots y Loading line Plots) mediante analisis de componentes principales (PCA) y

regresion de minimos cuadrados parciales ortogonales con analisis discriminante (OPLS-DA).

Anotacion de picos (identificacion tentativa de los componentes
mayoritarios en los extractos)

Los picos en los cromatogrdmas 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

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

RESULTADOS Y DISCUSION

La germinacién 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 cdmara humeda el porcentaje de germinacion es alto, las
semillas no presentan fotoblastismo y la desviacion estandar es baja en cada caso.

100

20

% Germinacion

Luwz Oscuridad

Grafica 3-2: Porcentaje de germinacion de las semillas de Lupinus mutabilis en camara humeda.

En este experimento no se observo ningin problema en la germinacion de semillas, dado que al
cabo de una semana se obtuvieron porcentajes de germinacion 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 germinacion superiores al 90% utilizando diferentes tratamientos
(Karaguzel et al, 2004).
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Perfilado metabélico de Lupinus mutabilis.
A continuacion 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 composicion
quimica bajo diferente disponibilidad de nitrégeno en la disolucion nutritiva durante diferentes
subestados fenoldgicos. La mayoria de sefiales presentes en los extractos durante el proceso de
cromatografia se registran desde el minuto 25 a 45 (Graficas 3-3 y 3-4).

Grafica 3-3: Perfiles cromatograficos de los extractos de Lupinus mutabilis

En el cromatograma estadisticamente totalizado mediante Pareto normalizado, se puede
evidenciar con mayor detalle las sefiales detectadas para las muestras evaluadas durante este
estudio.

A —rl1]

MNum
R2X[1] = 0,858

Grafica 3-4: Cromatograma totalizado mediante Pareto normalizado Los nimeros sobre
cada sefial cromatografica se relacionan con los compuestos anotados en el anexo 3.1
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En el cromatograma totalizado (Gréfica 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 realiz6 la identificacion 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 composicién quimica de las hojas de Lupinus mutabilis sometidas a los diferentes

tratamientos, se decidio hacer un PCA para determinar las diferencias presentes en los extractos.

T e ey

ENE NN ]
valnPrieiey 1)

Grafica 3-6: (a) OPLS-DA generado con modelo 2+3+0, explicacion 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 categégica: T1 (verde), T2 (azul) y T3 (rojo). Nimeros
relacionados a anexos 3.1

No obstante, el analisis no supervisado, a través de PCA junto con su respectivo analisis HCA
(Gréfica 3-5), no permitieron realizar conclusiones estadisticas muy claras, pero se hace evidente
que hay niveles de agrupacion definidos entre los extractos. Por tanto, se procedio a realizar
andlisis supervisado mediante OPLS-DA para determinar las diferencias existentes en la

composicion quimica de los extractos obtenidos en los subestados fenolégicos evaluados.

En el diagrama de dispersion del andlisis por OPLS-DA, en el cual se analizaron todas las
muestras utilizando como variable categdrica de supervision el subestado fenoldgico, se pudo
notar que este es un factor de clasificacion que permite evidenciar de forma clara las diferencias
en la composicién quimica de los extractos obtenidos a partir de las hojas de Lupinus mutabilis
(Gréfica 3-6). La diferencia en la composicion quimica de estos extractos procedentes del
subestado fenol6gico T1 con respecto a los extractos del subestado fenoldgico T2 se puede
atribuir principalmente a las sefiales detectadas en los cromatogrdmas 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 sefiales correspondientes a compuestos y dihidroxilupinisoflavona N (6) y barpisoflavoa A

).
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Por otra parte, se aprecia asi mismo la diferencia en los extractos obtenidos en el subestado T3
con respecto al resto, dado que en este se presentan sefiales mas intensas en los cromatogramas
para los compuestos hidroxicinamoiloxidehidrolupanina, cinamoiloxilupanina y la
dihidroxilupinisoflavona N con respecto al resto de subestados evaluados. Por lo anterior se not6
que la presencia de los alcaloides quinolizidinicos hidroxicinamoiloxidehidrolupanina y
cinamoiloxilupanina y la isoflavona dihidroxilupinisoflavona N se dan con presencia selectiva
en el primer y Gltimo subestado fenoldgico evaluado. Cabe insistir que las plantas del género
Lupinus son ricas en alcaloides quinolizidinicos (QA), pero las especies cultivadas como Lupinus
albus. Lupinus mutabilis y Lupinus angustifolious poseen niveles mas bajos de estos metabolitos,
por lo cual poseen menos resistencia a la herbivoria por parte de insectos dado que los (QA)
ofrecen proteccion contra depredacion a las plantas ya que son toxicos para varias especies (Lee
et al, 2007; Frick et al, 2017; Wink y Hartmann, 1982). La biosintesis de todos los alcaloides
quinolizidinicos se da mediante la descarboxilacion de la L-lisina mediante la enzima
ornitindescarboxilasa (ODC), formando el intermediario cadaverina, la cual sufre una
desaminacién oxidativa mediante la enzima cobre amino oxidasa (CuAQO) para formar 4-
aminopentanal, el cual sufre una ciclacion para formar delta-pirimidina, (base de Shiff);
posteriormente una serie de modificaciones mediante reacciones tipo Aldol, hidrolisis,
desaminaciones, entre otras, contribuyen a la formacion 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 fenémenos 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 modificacion de los alcaloides (Frick et al, 2017).

Las isoflavonas, por su parte, permiten diferenciar mediante la el fenotipo metabdlico, los
extractos obtenidos en T2 de los obtenidos en T1. Estas isoflavonas son dihidroxilupinisoflavona
Ny barpisoflavona A, las cuales son sintetizadas mediante la ruta metabdlica de los flavonoides,
es decir, son derivados de la ruta metabdlica de la fenilalanina y del malonil-CoA via acido
cinamico, es decir que proceden de la ruta metabdlica 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
reaccion es denominado narginin-chalcona, accion llevada a cabo mediante la enzima chalcona-

isomerasa (CHI) (Dewick, 2002; Falcone-Ferreira et al, 2012; (Higuchi 2012). La ruta metabdlica
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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 inhibicion de genes
relacionados con la produccién de isoflavonas se traduce en la susceptibilidad a patdégenos por
parte de la planta, lo cual indica que las isoflavonas representan un tipo de resistencia a la
infeccion 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 produccién 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 fenélicos como flavonoides, flavonas, entre otros, ademas 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 produccion de energia
(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).

Regresion de minimos cuadrados parciales con analisis discriminante
(OPLS-DA) supervisado por subestado fenolagico

Posteriormente, con el fin de evaluar como la cantidad de nitrdgeno disponible en la disolucion
nutritiva promovia cambios en el perfil metabdlico de Lupinus mutabilis, se realizaron analisis de
OPLS-DA, por cada subestado estudiado, utilizando como variable categérica de supervision la
disolucidn nutritiva con la cual fue tratado cada grupo de plantas.

— D24 pef2]

(@) - (o)

120 g¢; 005

L il
0005 1

4
BTt 3 LI

D25 W 35 41
RIT) - 0293 X2 - 0.3 Elipse. Hoteling's T2 #4% VarlDiPamary 10}

Grafica 3-7: OPLS-DA generado con 2 componentes principales y tres ortogonales, explicacion del 95%,
generados utilizando como variable de supervision la disolucién de tratamiento. Subestado fenolégico T1.
Diagrama de cargas del componente principal nimero 2. En el diagrama de dispersion (a), las agrupaciones
estan generadas de acuerdo a la variable categdrica: disolucion control SO (verde), S1 (azul), S2 (rojo), y
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Los analisis de OPLS-DA permitieron establecer las diferencias en la composicion quimica de
cada uno de los extractos sometidos a los diferentes tratamientos. Como observaciones generales
sobre los diagramas de dispersion generados, cada grupo de muestras presenta su distribucién en
coordenadas diferentes, por lo cual es posible decir que el uso de soluciones fertilizantes con
diferente cantidad de nitrégeno 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 solucion S3 son diferentes de los demés por la presencia
selectiva de dihidroxilupinisoflavona N y barpisoflavona A. Las diferencias en cuanto a la
composicién quimica de los extractos obtenidos de plantas tratadas con las disoluciones S1y S2,
con respecto a los extractos de las plantas tratadas con la solucion SO y S3 obtenidos en el
subestado T2, se debe a que las primeras presentaron mayor intensidad en las sefiales detectadas
en los cromatogramas los hidroxicinamoiloxidehidrolupanina,

para compuestos

hidroximetoxicinnamoillupinina y cinamoiloxiupanina, mientras que los extractos tratados con

las soluciones S3 y SO presentan sefiales mas intensas para los compuestos
dihidroxilupinisoflavona N y barpisoflavona A.
=|: — IR T pel]
Ja o H | IR
T Ry [l
” } s122 @ ) .
fE . SIZI e o g e :7:1 - 523 fi"
l:f u 5373 e O.'-Z % n::; 23
N 2 o 532 e = 0 Md A
: ; ¢
o6 0 e ot 04 : o a \.-:J{.:II'J[D[“-‘.JNJ;:D] PR

Grafica 3-8: OPLS-DA generado con 2 componentes principales y tres ortogonales, explicacion del 95%,
generados utilizando como variable de supervision la disolucion de tratamiento en el subestado T2. Diagrama
de cargas del componente principal nimero 2. En el diagrama de dispersion (a), las agrupaciones estan

generadas de acuerdo a la variable categérica: disolucién control SO (verde), S1 (azul), S2 (rojo), y
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El anélisis generado con los extractos de las plantas colectadas en el subestado fenolégico T3
indica que las diferencias en la ubicacion de las muestras en el score plot se debe a que los
extractos de las plantas tratadas con las disoluciones 1y 2 generaron sefiales méas intensas en los

cromatogramas para el metabolito cinamoiloxiupanina (4).
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Grafica 3-9: (A) OPLS-DA generado con 2 componentes principales y tres ortogonales, explicacion del 95%,
generados utilizando como variable de supervision la disolucién de tratamiento en el subestado T3. (B) Diagrama
de cargas del componente principal numero 2. En el diagrama de dispersion (a), las agrupaciones estan generadas

de acuerdo a la variable categérica: disolucion control SO (verde), S1 (azul), S2 (rojo), y

Los alcaloides mencionados anteriormente también presentan en su estructura subunidades
relacionadas con el &cido hidroxicindmico, a partir de la cual se forma el hidroxicinamol-CoA,
relacionado directamente con la ruta metabdlica de la fenilalanina (Moglia et al, 2014), el cual
puede estar relacionado con los compuestos quimicos mencionados en este trabajo; otros estudios
revelan que la enzima 13-hidroxilupanina O-tigloil-transferasa puede estar involucrada
directamente con le sintesis 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 sefialar el hecho que, en general, la diferencia en la composicion quimica de los
extractos analizados, de acuerdo a la concentracion de nitrégeno utilizada, correspondi6 a, que en
las plantas tratadas con las disoluciones 1y 2, por lo general, se encontraron sefiales mas intensas
en los cromatogramas correspondientes a uno o mas alcaloides de los descritos anteriormente,
exceptuando el caso del primer subestado fenolégico, ya que en este la diferencia entre grupos se

da por dos isoflavonas.

Es importante destacar que se identificé la presencia de tigloiloxiafilina, la cual solo apareci6 en
plantas del tercer subestado fenoldgico, aunque probablemente no destacé en los analisis
estadisticos quizas porque la sefial detectada por el compuesto no fue tan significativa como para

los otros compuestos
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CONCLUSIONES

El analisis estadistico multivariado es una herramienta Util a la hora de establecer cambios
metaboldmicos en especies vegetales, cuando los analisis exploratorios como PCA y HCA no
permiten establecer relaciones o diferencias claras entre las muestras es posible recurrir a analisis
supervisados como OPLS-DA, el cual permite determinar de forma més clara los cambios en la
composicién quimica de los extractos por subestado fenolégico o por tratamiento.

Los diagramas de cargas de los andlisis estadisticos permiten establecer con respecto a la variable
independiente, en este caso el tiempo de retencién de compuestos, en qué punto se registran los
cambios en la composicioén quimica de las muestras, y de esta forma es posible establecer qué
molécula es la responsable de la agrupacion de datos en los diagramas de dispersion.

Asi, se lograron identificar siete compuestos diferentes en Lupinus mutabilis bajo las condiciones
experimentales mencionadas anteriormente, de los cuales se tiene predominancia en la produccion
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 quinolizidinicos, los
cuales son abundantes en este género, sino porque también resultaron Utiles en el analisis
estadistico para determinar las diferencias en la composicion quimica de los extractos obtenidos
en los diferentes subestados fenoldgicos evaluados, encontrandose 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 diferenciacion de los subestados T1y T2.

La presencia de los metabolitos mayoritarios en cada uno de los subestados fenoldgicos puede ser
correlacionada con la actividad de diferentes enzimas, pero teniendo en cuenta que no se
realizaron métodos de cuantificacién enzimatica, o secuenciacion 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 sintesis 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 composicion quimica
(compuestos 6 y 7 de la tabla de anexos), encontrandose en mayor proporcion en los extractos de
las plantas colectadas en los subestados fenolégicos mas avanzados en este estudio, especialmente

el compuesto 7, el cual solo se present6 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

m/z Muestra vegetal
N RT Nomb M [M+H T1 T2 T3
o (min) ombre [M+H] - mw
S S S S S S S S S S S S
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
1 288 tigloiloxiafilina Al 347 346 X x
hidroxi-
2 3090 cinnamoiloxidehidrolupanina Al a1l 410 e e x
3 318 hidroximetoxicinnamoillupinin 346 345 o x x
a Al
4 3238 cinnamoiloxilupanina Al 395 394 x x x x x x X x X X
5 3640 No identificado - 100 - X X X X X X X X X X
37.27 dihidroxilupinisoflavona N FlI 505 504 x x x x x X X X X X
7 40,2 barpisoflavona A FI 301 300 X X X X
Anexos 3.2

Tabla 3-3: Subestados fenolégicos evaluados en Lupinus mutabilis

ESTADO FENOLOGICO ESCALA BBCH DESCRIPCION

1.10 10 hojas verdaderas
Vegetativo 1.15 15 hojas verdaderas
1.20 20 hojas verdaderas

Anexos 3.3

Tabla 3-4: Porcentaje de rendimiento de los extractos etandlicos de Lupinus mutabilis

% Rendimiento

SO 11,56
S1
T1 12,043
S2 10,954
S3 9,65
SO 8,034
S1 10,98
Muestra T2
S2 10,709
S3 10,432
SO 11,509
S1 13,768
T3
S2 12,323
S3 10,491
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Capitulo 4 : Conclusiones generales y recomendaciones

El perfilado metabdlico es una forma de abordar estudios metabolémicos que, mediante el uso de
técnicas analiticas quimicas como la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS), permite la obtencidn de las huellas digitales asociados al estado metabdlico de muestras
obtenidas mediante la extraccién metabdlica de organismos, las cuales pueden ser utilizadas para
la elaboracion de andlisis estadisticos, que junto a la identificacion tentativa permite correlacionar
marcadores metabdlicos con algln rasgo (fenotipo). En este sentido, los modelos estadisticos por
PCA, HCA y OPLS-DA permitieron establecer correlaciones entre las muestras obtenidas
respecto a tres subestados fenoldgicos y a diferentes tratamientos de fertilizacion alternando la
concentracion de nitrogeno 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 fenoldgicos y, de forma subsecuente, también se evidencié que la variacion en la
concentracion de nitrogeno disponible en la solucién fertilizante aplicada ya sea a Piper bogotense
o Lupinus mutabilis es otro factor que promueve cambios en la composicion quimica presente en

ambas especies.

Por lo tanto, Piper bogotense y Lupinus mutabilis, dadas las implicaciones ambientales que
presentan en su ecosistema en la circulacion de nitrégeno y nutrientes en los ecosistemas andinos
y altoandinos, se demostré que presentan cambios en su respuesta metabolica al alternar la
cantidad de nitrégeno disponible en la solucidn fertilizante. No obstante, en ambos casos se
encontro que el factor mas determinante a la hora de establecer variaciones en la presencia de

metabolitos en las muestras analizadas fue el subestado fenoldgico evaluado.

Para P. bogotense, las variaciones estuvieron marcadas por cambios entre amidas y flavonoides
glicosidados, que marcaron la diferencia entre subestados fenoldgicos, mientras que en las
variaciones de nitrdgeno disponible, se encontré la expresion de un triterpenoide, entre otros. Por
su parte, para el caso de L. mutabilis, los cambios que marcaron la diferenciacion ontogénica y
las variaciones nutricionales fueron definidos por la expresion selectiva de alcaloides y/o
isoflavonas. Estos resultados abren cuatro posibles escenarios futuros: 1) el aprovechamiento de
estas especies en funcion de estos grupos de metabolitos a nivel de plantula, 2) el monitoreo
durante el desarrollo inicial de estas plantas mediante los compuestos selectivamente expresados
que se pueden vincular a marcadores metabdlicos, 3) la asociacion/correlacion de eventos
bioquimicos, fisiolégicos moleculares y lecturas funcionales con el metabotipo registrado en
plantulas de ambas especies y, 4) el entendimiento sobre la dinamica metabolica en estados

iniciales en respuesta a sus restricciones ambientales en funcion de nutricién y desarrollo.
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Dado lo anterior, se considera importante la implementacion de pruebas, en el marco de fases
futuras y continuacion del estudio, en los cuales se pueda evaluar la expresion genética de ambas
especies en el momento de la extracciéon de los metabolitos secundarios, y de esta forma poder
correlacionar la expresion de genes relacionados con las rutas metabdlicas a las cuales se asocian
los metabolitos secundarios mencionados en este trabajo y, por ende, para soportar lo encontrado.

Pagina 74




