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RESUMEN

Heliopsis longipes es una planta perenne endémica de la Sierra Gorda de México
cuya raiz posee un alto valor culinario, insecticida y medicinal debido a sus efectos
antimicrobianos, analgésicos y antihipertensivos. Estas propiedades se atribuyen
principalmente a la afinina, una alcamida de gran relevancia econémica con amplias
aplicaciones industriales. Actualmente, las principales fuentes de obtencion de este
metabolito, como la sintesis quimica y su purificacion a partir de Acmella oleracea,
presentan rendimientos limitados y costos elevados. En contraste, la raiz de H.
longipes contiene aproximadamente 40 % de afinina, por lo que constituye una
fuente natural particularmente valiosa. Sin embargo, hasta el momento se
desconocian las variaciones de su perfil metabolomico a lo largo del desarrollo
fenoldgico, asi como la influencia de la elicitacion biolégica sobre la produccion de
biomasa y metabolitos especializados.

En la presente investigacion se evalud la influencia de la etapa fenoldgica, las
condiciones de cultivo y la adicidn de elicitores bioldgicos sobre la biomasa y el perfil
metabolomico de la raiz de H. longipes. Para ello, se caracterizaron extractos de
diclorometano mediante Resonancia Magnética Nuclear Protonica ('H-RMN) y
Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM),
complementadas con estudios fitoquimicos, enzimaticos y farmacologicos. El
estudio fitoquimico realizado permitié purificar e identificar por primera vez en esta
especie tres alcamidas de naturaleza acetilénica: N-isobutildeca-2(E)-en-8,10-
diinamida, N-isobutildeca-3(E)-en-8,10-diinamida y N-isobutildeca-2(E),4(E)-dien-
8,10-diinamida, ampliando significativamente el conocimiento fitoquimico de la
especie. Asimismo, se demostré que la aclimatacion en invernadero incrementé
significativamente la biomasa radicular y la concentracion de alcamidas en
comparacion con las poblaciones silvestres. En contraste, no se observd una
correlacion directa entre la acumulacion de afinina y la actividad de la enzima valina
descarboxilasa, lo que sugiere la participacion de mecanismos regulatorios
adicionales en su biosintesis.

La integracion de los analisis morfolégicos, metabolomicos y farmacoldgicos
demostrd que la etapa de fructificacion constituye la condicion éptima de cosecha,
al coincidir con la mayor acumulacion de biomasa, las concentraciones mas
elevadas de afinina y una alta eficacia vasodilatadora de los extractos radiculares.
Adicionalmente, la afinina y la (+)-sesamina se perfilaron como los candidatos mas
relevantes a marcadores farmacoldgicos para futuros estudios de validacion
dirigida. Asimismo, la mayor potencia observada en los extractos de la etapa
vegetativa, a pesar de presentar menores concentraciones de afinina, sugiere que
la actividad biolégica de |la especie no depende exclusivamente de este metabolito
y que podrian existir interacciones aditivas o sinérgicas con otros componentes de
la matriz quimica.



Respecto a la elicitacion biologica, se demostrdé que el tratamiento durante seis
meses con extracto de raiz de la propia especie estimulé significativamente la
formacion de acodos; el peréxido de hidrogeno favorecié el incremento de la
biomasa radicular; mientras que el metil jasmonato promovio la mayor acumulacién
de afinina. Estos resultados evidencian que la respuesta de H. longipes a la
elicitacion depende tanto de la naturaleza del estimulo como del tiempo de
exposicion y que es posible modular de manera dirigida el crecimiento y la
composicidn quimica de la especie.

En conjunto, los hallazgos de esta investigacion aportan herramientas relevantes
para el aprovechamiento sostenible y la produccion controlada de H. longipes.
Desde una perspectiva agricola, el establecimiento del cultivo en invernadero y la
cosecha durante la etapa de fructificacidon permiten optimizar el rendimiento de
biomasa y el aprovechamiento estacional de la especie. Desde el punto de vista
biotecnolégico y farmacoldégico, el uso estratégico de elicitores ofrece una
alternativa para modular la produccion de afinina y otros metabolitos especializados,
contribuyendo a la estandarizacion de materias primas y extractos con perfiles
quimicos definidos para el desarrollo de productos derivados de esta especie y de
su principal metabolito bioactivo.

Palabras clave: Heliopsis longipes, afinina, metabolomica, etapa fenoldgica,
elicitacion bioldgica, actividad vasodilatadora.



ABSTRACT

Heliopsis longipes is a perennial plant endemic to the Sierra Gorda region of Mexico.
The roots of this species possess high culinary, insecticidal, and medicinal value due
to their antimicrobial, analgesic, and antihypertensive properties, respectively.
These biological activities have been mainly attributed to affinin, an alkamide of
considerable economic importance with broad industrial applications. Currently, the
main sources of affinin, including chemical synthesis and purification from Acmella
oleracea, are associated with limited yields and high production costs. In contrast,
the roots of H. longipes contain approximately 40 % affinin, making this species a
particularly valuable natural source of this bioactive compound. However, little was
known about the metabolomic variation of the roots throughout plant development
or about the influence of biological elicitation on biomass production and specialized
metabolism.

Therefore, the present study evaluated the influence of phenological stage,
cultivation conditions, and biological elicitation on root biomass and metabolomic
profile in H. longipes. Dichloromethane root extracts were characterized by Proton
Nuclear Magnetic Resonance ("H-NMR) spectroscopy and Gas Chromatography-
Mass Spectrometry (GC-MS), complemented with phytochemical, enzymatic, and
pharmacological analyses.

The phytochemical investigation enabled the purification and first identification in this
species of three acetylenic alkamides: N-isobutyldeca-2(E)-en-8,10-diynamide, N-
isobutyldeca-3(E)-en-8,10-diynamide y N-isobutyldeca-2(E),4(E)-dien-8,10-
diynamide, substantially expanding the phytochemical knowledge of H. longipes. In
addition, greenhouse acclimatization significantly increased root biomass and
alkamide accumulation compared with wild populations. In contrast, no direct
correlation was observed between affinin accumulation and valine decarboxylase
activity, suggesting the involvement of additional regulatory mechanisms in affinin
biosynthesis.

The integration of morphological, metabolomic, and pharmacological analyses
demonstrated that the fruiting stage represents the optimal harvest period, as it
coincided with maximum biomass accumulation, the highest affinin concentrations,
and high vasodilatory efficacy of root extracts. Furthermore, affinin and (+)-sesamin
emerged as the most promising candidate pharmacological markers for future
targeted validation studies. Interestingly, the greater vasodilatory potency observed
in vegetative-stage extracts, despite their lower affinin content, suggests that the
biological activity of H. longipes is not exclusively dependent on this metabolite and
that additive or synergistic interactions with other constituents of the phytochemical
matrix may occur.



Regarding biological elicitation, six-month treatment with root extract from the same
species significantly stimulated layer formation, hydrogen peroxide promoted root
biomass accumulation, and methyl jasmonate induced the highest affinin
concentrations. These findings demonstrate that the response of H. longipes to
elicitation depends on both the nature of the stimulus and the duration of exposure,
making it possible to modulate plant growth and chemical composition in a directed
manner.

Overall, the findings of this study provide valuable tools for the sustainable utilization
and controlled production of H. longipes. From an agricultural perspective,
greenhouse cultivation combined with harvesting during the fruiting stage optimizes
biomass yield and seasonal exploitation of the species. From a biotechnological and
pharmacological standpoint, the strategic use of elicitors offers an effective approach
for modulating affinin production and specialized metabolism, contributing to the
standardization of raw materials and extracts with defined chemical profiles for the
development of products derived from this species and its principal bioactive
metabolite.

Keywords: Heliopsis longipes; affinin; metabolomics; phenological stage; biological
elicitation; vasodilatory activity.



. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han desempefiado un papel esencial en el mantenimiento
de la salud del ser humano y han demostrado ser una terapia eficaz, segura y de
bajo costo (Liu et al. 2020; Zhao et al. 2020). En la actualidad, las plantas
medicinales continuan siendo un importante recurso para satisfacer las necesidades
de atencion primaria de salud, principalmente en aquellas poblaciones en las que
no existe un facil acceso a los sistemas de salud publica. Adicionalmente, las
plantas han sido una fuente muy valiosa de novedosas entidades quimicas para el
desarrollo de nuevos farmacos (Newman y Cragg, 2020). Entre los factores que han
obstaculizado la integracion completa de las plantas medicinales en los sistemas de
salud convencionales, se encuentran la gran complejidad de su composicidon
quimica y la variabilidad en el contenido de sus metabolitos, dependiendo de
diferentes factores ambientales y de su etapa de desarrollo (Yang et al. 2018; Liu et
al. 2018).

La familia Asteraceae constituye el grupo vegetal mas diverso de plantas vasculares
que existe sobre el planeta y cuenta con una alta representacion en México; muchas
especies vegetales pertenecientes a esta familia son ampliamente utilizadas en la
Medicina Tradicional Mexicana (Bessada et al. 2015; Villasefnor, 2018). Algunos
géneros pertenecientes a esta familia, entre los que se incluyen Acmella, Achillea,
Wedelia, Equinaceae y Heliopsis, se caracterizan por la acumulacion de alcamidas
en sus raices, en particular las especies A. oleracea y H. longipes (Molina-Torres et
al. 2001; Buitimea-Cantua et al. 2020).

H. longipes es una planta perenne de gran importancia econémica, ya que su raiz
es ampliamente utilizada con fines culinarios, insecticidas y medicinales. Se han
realizados diversos estudios cientificos dirigidos a validar el uso de esta raiz. En
este sentido, se ha comprobado que extractos obtenidos a partir de la raiz de H.
longipes inducen efecto: analgésico (Carifio-Cortés et al. 2010; Cilia-Lopez et al.
2010;), antinociceptivo (Luz-Martinez et al. 2025), antimicrobiano (Gutiérrez-Lugo et
al. 1996; Molina-Torres et al. 2004) e insecticida (Hernandez-Morales et al. 2012;

Beltran et al. 2015). Adicionalmente, se ha demostrado que los extractos de la raiz



de H. longipes presentan actividad antiinflamatoria (Hernandez, 2009) vy
vasodilatadora (Castro-Ruiz et al. 2017; Valencia-Guzman et al. 2021) y
antihipertensiva (Luz-Martinez et al. 2024; Marrero-Morfa et al. 2025).

Histéricamente, los estudios quimicos realizados en extractos organicos de H.
longipes, se han enfocado en la raiz, mientras que las partes aéreas de esta especie
permanecen poco exploradas. Frente a este sub-aprovechamiento, nuestro grupo
de investigacion se ha enfocado al estudio de las partes aéreas de esta especie,
logrando identificar algunos compuestos fendlicos (Parola-Contreras et al. 2021) y
otras moléculas de interés como la (+)-sesamina y el y-eudesmol, (+)-Rosifoliol,
asarinina y el y-sitosterol las cuales presentan un prometedor potencial con efectos
cardiovasculares (Romero-Tovar et al. 2025). Con respecto a la raiz, se han
identificado abundantes terpenos y alcamidas (Aguilar et al. 2016; Ruiz Castillo et
al. 2021). La afinina o espilantol, es la alcamida que se encuentra en mayor
proporcién (alrededor del 45 %) y se considera como el principal compuesto
responsable de los efectos farmacologicos demostrados en extractos organicos de
esta raiz (Garcia-Chavez et al. 2004; Castro-Ruiz et al. 2017; Valencia-Guzman et
al. 2021). Considerando las caracteristicas fisicoquimicas y los efectos bioldgicos
de la afinina, se han elaborado una amplia variedad de productos de higiene,
analgésicos y antienvejecimiento a base de esta molécula y de extractos de plantas

que la contienen (Silveira et al. 2018; Rondanelli et al. 2020).

La afinina es un compuesto de importancia en la industria farmacéutica, cosmética
y alimenticia y actualmente, su precio por 10 mg oscila entre los 6,000.00 vy
10,000.00 M.N. (Chromadex®) (Barbosa et al. 2016; Silveira et al. 2018). El elevado
costo de este compuesto se debe a que, en la actualidad, los métodos para su
obtencién, ya sea por sintesis quimica o por purificacion a partir de Acmella
oleracea, proporcionan bajos rendimientos (aproximadamente un 60 %) (Ikeda et al.
1984; Barbosa et al. 2016; Rondanelli et al. 2020).

Considerando la alta concentracién de afinina que posee la raiz de H. longipes, esta
especie vegetal constituye un candidato idoneo para la extraccion y purificacion de

esta alcamida. A pesar de los diferentes estudios quimicos y farmacoldgicos



realizados sobre la raiz de H. longipes, a la fecha no se conoce la variacion en su
perfil quimico durante las diferentes etapas de desarrollo de la planta, ni tampoco la
influencia de las condiciones de cultivo y el empleo de elicitores biolégicos sobre el
perfil metabolomico de esta raiz. La comprension del perfil metabolémico durante
las etapas de crecimiento de esta especie vegetal, en condiciones normales y en
procesos de adaptacion bajo condiciones de estrés, permitira, por una parte,
establecer estrategias de cultivo idoneas para su preservacion, propagacion y
mejoramiento y por otra, establecer los criterios de seleccion en el momento mas
apropiado para la recoleccion y el aprovechamiento de los ejemplares con mayor
rendimiento y de manera mas sustentable. De tal forma que, el objetivo de la
presente disertacion doctoral es determinar, mediante un analisis metabolémico, la
influencia de la etapa fenoldgica y la adicion de elicitores (acido salicilico, peroxido
de hidrogeno, metil-jasmonato y el extracto de la raiz de esta especie) sobre el perfil

quimico de esta raiz.



Il. ANTECEDENTES

I1.1. Medicina Tradicional

La utilizacion de las plantas con fines medicinales ha desempefiado un papel
esencial en el mantenimiento de la salud del ser humano desde su aparicion en
nuestro planeta y esto ha tenido un significativo impacto positivo en el progreso de
la civilizacién. Las plantas medicinales han demostrado ser una terapia eficaz,
segura y de bajo costo en la prevencion y el tratamiento de las enfermedades
humanas (Liu et al. 2018; Zhao et al. 2020).

En la actualidad, las plantas no solo satisfacen las necesidades de atencion primaria
de salud en la mayoria de los paises en desarrollo, sino también han proporcionado
las fuentes primarias para el desarrollo de nuevos farmacos desde 1940 (Newman
y Cragg, 2020). Los productos naturales obtenidos a partir de las plantas
medicinales presentan una gran ventaja en comparacion con las moléculas
sintéticas. Esto es debido a que la naturaleza da origen a moléculas pequefias que
son capaces de modular la funcién de biomoléculas (proteinas, acidos nucleicos,
lipidos, etc.) y de interaccionar con estructuras biolégicas especificas como
enzimas, receptores, etc. Asi mismo, los productos naturales al ser producidos por
organismos vivos desempefian una funcién sobre el mismo organismo o sobre otros
organismos, lo que les permite atravesar facilmente las membranas bioldgicas y por
consecuencia, poseer propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas
importantes que, a su vez, permiten el desarrollo de medicamentos con alta

especificidad a blancos endogenos (Ferro, 2015; Drasar et al. 2020).

Sin embargo, una de las desventajas ampliamente discutidas de las plantas
medicinales, es su composicion quimica compleja y altamente variable en cuanto al
tipo y cantidad de metabolitos y, por lo tanto, de sus efectos bioldgicos. Esto ha
representado un problema para la integracion de la medicina tradicional a las

practicas médicas convencionales (Yang et al. 2018; Liu et al. 2018).



[I.2. Biodiversidad vegetal en México

México es considerado como una region de gran interés por la diversidad de sus
recursos naturales, en especial por su riqueza floristica (Figura 1). Se encuentra
dentro de los cinco paises con mayor diversidad vegetal en el mundo con 27,322
especies de plantas vasculares distribuidas en su territorio y solo el 19.2 % de su
superficie ha sido estudiada (SEMARNAT, 2016; Villasefior, 2016).
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Figura 1. Localidades mexicanas con inventarios floristicos que corresponde a
378.886 km? que representan el 19.2 % del territorio mexicano (Villasefior, 2016).

México no solo es reconocido mundialmente por su diversidad de especies de
plantas, sino también, por su alto porcentaje de especies endémicas, ya que del 50
al 60 % de las especies de plantas distribuidas en el territorio nacional son
endémicas de nuestro pais (Villasefior, 2016). El numero estimado de plantas
utilizadas en México con fines medicinales es de 5,000 especies, que representan
el 18.3 % de la flora total mexicana. Estas, en forma silvestre, se contindan
utilizando por 60 grupos étnicos. En tanto que, el resto de la poblacion, las emplea

mediante productos elaborados a base de éstas (Chavez et al. 2017).



[1.3. Familia Asteraceae

La familia Asteraceae se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial.
Constituye el grupo vegetal mas diverso de plantas vasculares sobre el planeta, con
una alta representacion en el territorio mexicano. Es una de las familias mas
comunes en la mayor parte de los habitats, su riqueza a nivel mundial se estima en
1,600 géneros y 23,000 especies y México registra 417 géneros y 3,113 especies,
de las cuales 3,050 son especies nativas y 1,988 (63.9 %) son endémicas del

territorio nacional (Bessada et al. 2015; Villasefior, 2018).

En cuanto a su composicion quimica, las plantas de esta familia se caracterizan por
la presencia de flavonoides, acidos fendlicos, alcaloides (Burlec et al. 2017),
diterpenos (Chagas-Paula et al. 2015), cumarinas, derivados del acido clorogénico
(Bessada et al. 2015) y lactonas sesquiterpénicas (Ruiz-Reyes y Suarez, 2015).
Algunos géneros pertenecientes a esta familia, se caracterizan por la acumulacion
de alcamidas en las raices, entre éstos destacan los géneros Acmella, Achillea,
Wedelia, Equinaceae y Heliopsis, particularmente en las especies A. oleracea y H.

longipes (Molina-Torres et al. 2001; Buitimea-Cantua et al. 2020).

[I.4. Género Heliopsis

El género Heliopsis pertenece a la tribu Heliantheae de la familia Asteraceae; fue
descrito en 1807 por C.H. Persoon y posteriormente por Fisher (1945) y Turner
(1987). Este género es nativo del continente americano y se distribuye en el
hemisferio occidental, desde el oriente de los Estados Unidos hasta Bolivia. El clima
en el que se desarrolla es variado e incluye regiones aridas, humedas, célidas y
templadas (Cilia-Lopez et al. 2008; 2013).

Heliopsis es un género de plantas herbaceas perennes, con 32 especies, de las
cuales 11 son endémicas de México (H. anomala B.L., H. annua Hemsl., H.
brachactis Standl., H. filifolia S.Watson, H. longipes S.F. Blake, H. novogaliciana
B.L. Turner, H. parviceps S.F. Blake, H. procumbens Hemsl., H. rubra Fisher, H.

sinaloensis B.L. Turner y H. sufruticosa) (Garcia-Chavez et al. 2004).



Las plantas del género Heliopsis se caracterizan por sintetizar y acumular lactonas
sesquiterpénicas y una gran cantidad de alcamidas en sus raices. Sin embargo, su
uso se ve restringido a solo dos especies. H. helianthoides, la cual se comercializa
en Estados Unidos como flor de ornato en la jardineria como “falso girasol” y H.
longipes, que posee diversas aplicaciones en México y una larga tradicion herbolaria
indigena (Garcia-Chavez et al. 2004; Buitimea-Cantua et al. 2020).

H longipes ha sido empleada en la Medicina Tradicional Mexicana desde la época
colonial temprana y ha sido registrada bajo diversos nombres como, por ejemplo:
‘inchcha” en la obra de Francisco Hernandez de “De historia plantarum Novae
Hispanie”, y como “pelitre” (extractos) en la obra de Francisco Hernandez titulada
“Quatro libros de la natvraleza”. Adicionalmente, existen registros del empleo del
“pelitre de Africa” por sus propiedades insecticidas en el libro “curso e historia de
drogas” en 1902 (Garcia-Chavez et al. 2004). H. longipes también fue utilizada
durante la segunda guerra mundial (en extractos) ya que las raices presentaban
actividad paralitica y toxicidad contra moscas y otros insectos; éstos representan
algunos de los ejemplos que ponen en evidencia que H. longipes es la especie con
mayor importancia econémica dentro de su género, debido a su empleo culinario,
insecticida y medicinal durante cientos de afos (Castro-Ruiz, et al. 2017; Valencia-
Guzman et al. 2021).

[1.5. Heliopsis longipes

Heliopsis longipes es una planta perenne microendémica de la sierra de Alvarez y
de la sierra Gorda (21°50’ al norte, 20°55’ al sur, 99°37 ‘al este y 100°25’ al oeste
en cafiones escarpados) region de confluencia entre los estados de San Luis potosi,

Guanajuato y Querétaro (Cilia-Lopez et al. 2013; Abugannam et al. 2019).

La distribucion geografica silvestre de esta planta abarca, los municipios de
Rioverde, San Luis Potosi y San Luis de la Paz, Guanajuato (Cilia-Lépez et al.
2008). En el municipio de Rioverde (SLP), destacan las localidades de: Las
Margaras, El pescadito, Cuchill Alta, Las Albercas, La Alameda, Cerro del Teran,



Rincén de los Jabalines, la Cafa y Huertitas, en el municipio de Xichu (GTO), el
rancho de Beltran y el Ocotero y en el municipio de Arroyo Seco (QRO) las
localidades de Conca y San Buenaventura (Figura 2) (Cilia-Lépez et al. 2013;

Abugannam et al. 2019; Parola-Contreras et al. 2020).

El clima de las regiones en las que crece H. longipes es semicalido y subhumedo
tipo C, con lluvias en verano y una temperatura media anual de 18°C y 700 mm de
precipitacion anual media. Esta ubicacién exhibe una época humeda (junio a
septiembre), seca-fria (octubre a febrero) y seca-calida (marzo a mayo). El 75 % de
las poblaciones de H. longipes se localizan sobre sustrato igneo y el resto sobre
sustrato sedimentario, principalmente rocas calizas con suelo de litosol, feozem o

luvisol, cubiertos con una capa profunda de hojarasca (Cilia-Lépez et al. 2013).

En los estados de Guanajuato, Querétaro y San Luis Potosi, ademas de su empleo
como insecticida, el uso mas frecuente de la raiz de esta planta es como condimento
en salsas, guisos y como sustituto de chile, por su sabor pungente y por su efecto
de insensibilizacion. Dentro de sus usos tradicionales, esta raiz es utilizada para
calmar dolores de muelas, herpes bucal, dolores musculares, artritis, como
desinflamante, para el tratamiento de la diarrea y el empacho, como desparasitante,
para tratar problemas de encias e infecciones bucales (Cilia-Lopez et al. 2008;
2013).

En dichos estados, el nombre mas utilizado para esta planta es “chilcuague” (o
chilcuan), también conocida como pelitre, raiz de oro y raiz azteca. Esta raiz se
comercializa durante todo el afio en los tianguis de las comunidades de Rioverde
(SLP), San Ciro (SLP), San Luis de la Paz (GTO), Dr. Mora (GTO), San Felipe
(GTO), San José lturbide (GTO), Xichu (GTO) y Jalpan (QRO) (Cilia-Lopez et al.
2008; 2013).
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Figura 2. Distribucion comercial conocida de Heliopsis longipes (Cilia-Lépez et
al. 2008)

[1.5.1. Estudios farmacolégicos de H. longipes

Considerando su empleo en la medicina tradicional, se han realizado diversos
estudios in vivo, in vitro y ex vivo para comprobar y validar su uso como analgésico,

antimicrobiano e insecticida.

Los estudios realizados en extractos organicos de la raiz de H. longipes han
comprobado su actividad bactericida (Gutiérrez-Lugo et al. 1996; Molina-Torres et
al. 2004), antifungica (Ramirez-Chavez et al. 2000; Molina-Torres et al. 2004),
insecticida (Hernandez-Morales et al. 2012; Beltran et al. 2015), analgésica (Carino-
Cortés et al. 2010; Cilia-Lopez et al. 2010), antinociceptiva (Déciga-Campos et al.
2010). De manera reciente, se demostré que la afinina es un compuesto
antinociceptivo multiblanco que atenua la hipotermia, hipolocomocion y las
conductas de enfermedad en modelos murinos inducidos con lipopolisacaridos
(Luz-Martinez et al. 2025). Asimismo, se han reportado sus propiedades
antiinflamatoria, (Hernandez, 2009), vasodilatadora (Castro-Ruiz et al. 2017,
Valencia-Guzman et al. 2021) y recientemente, su efecto antihipertensivo (Luz-
Martinez et al. 2024; Marrero-Morfa et al. 2025), el cual actua a través de la

activacion de los receptores CB1 y de los canales TRPA1 y TRPV1 (Luz-Martinez
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et al. 2024). Con el fin de mejorar la entrega bioldgica de estos extractos, nuestro
grupo desarrollé un sistema de auto-microemulsificacion a partir del extracto
etandlico de la raiz para mejorar la solubilidad y la liberacién de la afinina (Marrero-
Morfa et al. 2023).

En lo que respecta al efecto vasodilatador, hasta la fecha, solo se han logrado
identificar tres compuestos con actividad vasodilatadora que pudieran contribuir al
efecto del extracto de diclorometano de esta especie vegetal: la afinina, el acido

adipico y el escualeno (Ruiz Castillo, 2021).

[1.5.2. Composicion quimica de H. longipes

Lo estudios quimicos realizados en extractos organicos de la raiz de H. longipes,
han permitido la identificacion de diversos metabolitos, que incluyen acidos
carboxilicos, aldehidos, ésteres, éteres, hidrocarburos aromaticos, abundantes
terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos) y alcamidas (alifaticas y
acetilénicas) (Aguilar et al. 2016; Ruiz Castillo et al. 2021).

Las moléculas bioactivas predominantemente encontradas en esta especie son las
N-alcamidas o alcamidas. Hasta la fecha se han logrado purificar a partir de la raiz
de H. longipes solo cuatro alcamidas lineales: la afinina (N-isobutil-2E,6Z,8E-
decatrienamida), la longipinamida A (N-isobutil-8,10-diinoico-3Z-undecenamida), la
longipenamida A (N-isobutil-sin-8,9-dihidroxi-2E,6Z-decadienamida) y la
longipenamida B  (N-isobutil-sin-6,9-dihidroxi-2E,7 E-decadienamida) (Lopez-
Martinez et al. 2011).

Las alcamidas identificadas en la raiz de H. longipes, particularmente la afinina, son
importantes desde un punto de vista farmacolégico, ya que los efectos bioldgicos
que se han demostrado a los extractos organicos preparados a partir de la raiz se
han atribuido principalmente a la presencia de este compuesto (Garcia-Chavez et
al. 2004; Aguilar et al. 2016; Ruiz Castillo, 2021). En este contexto, nuestro grupo

de investigacién se ha enfocado en la optimizacién de estas aplicaciones desde su
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cultivo, recientemente se ha evaluado como la elicitacién controlada y los tiempos
de aclimatacion en invernadero modifican las variables morfolégicas y bioquimicas

en colectas de esta especie (Parola-Contreras et al. 2020).

11.5.3. Importancia farmacolégica de la afinina

La afinina o espilantol, es la alcamida que se encuentra en mayor proporcion en la
raiz de H. longipes (Lépez-Martinez et al. 2011; Ruiz Castillo, 2021) y, como ya se
menciond anteriormente, se considera como el principal compuesto responsable de
los efectos farmacoldgicos demostrados para los extractos de esta raiz (Garcia-
Chavez et al. 2004; Castro-Ruiz et al. 2017; Valencia-Guzman et al. 2021; Luz-
Martinez et al. 2024).

Diversos estudios realizados en modelos in vivo e in vitro han demostrado que la
afinina es una molécula de caracter lipofilico con una excelente capacidad para
penetrar la piel, la mucosa oral (por difusion pasiva) y posteriormente, alcanzar la
circulacion sanguinea. Ademas, tiene la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica en grandes cantidades (~ 98) lo que le confiere gran capacidad
para ejercer multiples efectos farmacoldgicos en el sistema nervioso central
(Veryser et al. 2016).

Esta molécula posee diversas actividades bioldgicas asociadas principalmente a su
empleo en la medicina tradicional (insecticida y analgésica). Se ha demostrado su
actividad analgésica (Rios et al. 2007), antinociceptiva (Déciga-Campos et al. 2010),
antiinflamatoria (Huang et al. 2018), ansiolitica (Carifio-Cortés et al. 2010),
antimicrobiana (Molina-Torres et al. 1999), antifungica (Buitimea-Cantua et al.
2019), antibacteriana (Molina-Torres et al. 2004) y recientemente por nuestro grupo
de trabajo, su actividad vasodilatadora (Castro-Ruiz et al. 2017; Valencia-Guzman
et al. 2021) y antihipertensiva (Luz-Martinez et al. 2024)

Se ha propuesto que el efecto analgésico de la afinina involucra la via del NO-
GMPc-Canales de potasio y los sistemas GABAérgico, opiodérgico vy

11



serotoninérgico (Déciga-campos et al. 2010). Por otra parte, nuestro grupo de
trabajo ha demostrado que el efecto vasodilatador inducido por esta alcamida
implica una activacion de las vias de los gasotransmisores (NO/GMPc, CO/GMPc y
H2S/Katp) y las prostaciclinas (PGl2/AMPc). Adicionalmente, nuestro grupo ha
encontrado evidencia que indica que la afinina activa los receptores a cannabinoides
(CB1y eCB)y los canales endoteliales TRPA1 y TRPV1 localizados en el endotelio
vascular y, ademas, es capaz de estimular la via del HNO-TRPA1 y GRPc (Castro-
Ruiz et al. 2017; Valencia-Guzman et al. 2021).

Por otra parte, se ha demostrado que la administracién subcrénica de la afinina (50
mg/kg) en ratones Swiss Webster exhibe una actividad “ligeramente téxica con una
DLso de 1,442.2 mg/kg, sin que indujera cambios en los parametros bioquimicos y
hematoldgicos, descartando efectos nocivos en el sistema nervioso central. Estos
estudios demostraron que la afinina no solo es un candidato util para un posible
nuevo farmaco, sino también es un compuesto seguro para su administracion
repetida (Cuadro 1) (De la Rosa-Lugo et al. 2020).

Cuadro 1. Clasificacion y etiquetado de productos quimicos del Sistema
Globalmente Armonizado (OECD, 2001).

Clasificacion del Sistema Globalmente Armonizado (GSH)

Categoria 1 2 3 4 5
Simbolo de
comunicacion de /g\ /g\ & Sin simbolo
peligro
Palabras de Peligroso Peligroso Peligroso Atencion Atencion
advertencia
Indicacién de Mortal en Mortal en caso Toxico en Nocivo en Puede ser
peligro caso de de ingestion caso de caso de nocivo en caso
ingestién ingestién ingestién de ingestion
DLso (mg/kg) 5 50 300 2,000 5,000

Considerando los efectos farmacolégicos que se le han demostrado a nivel de los
sistemas cardiovascular y nervioso central y su baja toxicidad, la afinina, podria
considerarse como un candidato idoneo para el desarrollo de un nuevo farmaco y/o

como un marcador quimico idéneo para la cuantificacion y estandarizaciéon de un
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extracto preparado a partir de H. longipes para el posterior desarrollo de
fitomedicamentos Utiles para tratar el dolor y algunas enfermedades
cardiovasculares. Para consolidar este potencial, nuestro grupo de trabajo
desarroll6 un sistema auto-microemulsificante optimizado y estandarizado con base
en el contenido de afinina; este sistema no solo supera las limitaciones de
solubilidad y optimiza la liberacion del compuesto activo, sino que ya ha demostrado
con éxito su efecto antihipertensivo in vivo (Marrero-Morfa et al. 2023), abriendo una

via concreta y tecnolégicamente viable para la formulacion de fitomedicamentos.

11.5.4. Fuentes de obtencidén de la afinina

La afinina es una molécula de gran importancia en la industria farmacéutica,
cosmética y alimentaria. Se han elaborado una amplia variedad de productos con
base en afinina y/o mediante el empleo de extractos de plantas que la contienen.
Las plantas mas importantes productoras de afinina pertenecen a los géneros
Acmella (Spilanthes), Heliopsis y Wedelia. Esta molécula se encuentra en gran
proporcion en las especies de A. oleracea (84.52 mg/g de extracto hidroalcohdlico
(95:5) de flores y 77.98 mg/g de extracto hidroalcohdlico (95:5) de raiz) y H. longipes
(400 mg/g de extracto etandlico de raiz) (Barbosa et al. 2016; Valencia-Guzman et
al. 2021).

Hasta la fecha, se han patentado 91 productos alimentarios, cosméticos y
farmacéuticos que contienen afinina (Silveira et al. 2018) y 31 de ellos, se
desarrollaron a partir de Acmella oleracea (Milhomen et al. 2019). Estos productos
incluyen: productos de higiene como pasta de dientes (Colgate®), como analgésico
oral (Buccaldol®), gel antibacteriano (Indolphar®) y productos antienvejecimiento
(Gatuline®, SYN®-COLL, ChroNOline™) (Rondanelli et al. 2020).

En la actualidad, la afinina presenta un precio alto en el mercado. El precio de 10
mg de este compuesto oscila entre los 6,000.00 y 10,000.00 M.N. (Chromadex®), y
las principales fuentes para su obtencién son la sintesis quimica y la purificacion a

partir sus fuentes naturales (Barbosa et al. 2016; Silveira et al. 2018).
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Dada su importancia industrial, se han empleado diversos métodos para el
aislamiento y la purificacion de la afinina a partir de las flores de A. oleracea
(Barbosa et al. 2016) y la sintesis estereoselectiva, la cual no proporciona altos
rendimientos (61 %) (Ikeda et al. 1984; Barbosa et al. 2016; Rondanelli et al. 2020).

En este sentido, vale la pena considerar que diversos estudios han demostrado que
la afinina es el compuesto mayoritario presente en la raiz de H. longipes y que su
abundancia en ésta es de aproximadamente 45 % (Lopez-Martinez et al. 2011; Ruiz
Castillo, 2021). Considerando lo anterior, indudablemente la raiz de H. longipes es

una fuente muy valiosa para la extraccion y purificacién de dicha molécula.

II.6. Mecanismos adaptativos de defensa de las plantas ante factores de estrés

ambiental

La adaptabilidad al estrés ambiental es un comportamiento generalizado en la
naturaleza. Los organismos vivos se encuentran constantemente desafiados por
diversos factores ambientales (incluidos el estrés bidtico y abiotico). Este proceso
de adaptacion, implica la compensacion biolégica a estas interacciones, mediante
la reprogramacion de su expresion génica para ajustar su metabolismo y hacer
frente a los cambios que se presentan en su entorno (Yang et al. 2018; Salomé-
Abarca et al. 2020).

Debido a su sesibilidad, las plantas han estado sometidas a una fuerte presién
evolutiva, lo cual ha dado como resultado el desarrollo de sofisticados sistemas
adaptativos (fisicos y bioquimicos) que les han permitido sobrevivir y desarrollar
respuestas a las interacciones a las que se ven expuestas en los diversos
ecosistemas en que se desarrollan. Los exudados vegetales, las estructuras
superficiales (espinas, pelos, tricomas, etc.) y los metabolitos especializados son
mecanismos que les ayudan a enfrentarse a los diferentes retos a los que se ven
expuestas (Liebelt et al. 2019; Salomé-Abarca et al. 2020).

La composicion quimica de las plantas es altamente cambiante. La sintesis y

acumulacion de los metabolitos secundarios se han asociado a procesos de

14



adaptacién a las condiciones agroclimaticas, incluidas: la irradiacion de luz
(duracion, intensidad, calidad), la temperatura, la disponibilidad de agua, la fertilidad
y salinidad del suelo y, algunos procesos asociados con el crecimiento y desarrollo.
Adicionalmente, la produccién de metabolitos secundarios se ha asociado a
procesos de defensa/proteccion contra ataques de herbivoros, bacterias, hongos,
virus e incluso contra otras plantas. Adicionalmente, algunos de estos tipos de
metabolitos desempefan funciones de comunicacién entre plantas vy
microorganismos simbidticos, para atraer polinizadores y dispersores de semillas
(Liu et al. 2018; Yang et al. 2018; Valentino et al. 2020; Salomé-Abarca et al. 2020).

[I.7 Influencia de le etapa fenoldgica sobre el perfil quimico de las especies

vegetales

La biosintesis de los metabolitos de origen vegetal comienza a partir de vias
bioquimicas basicas, tales como la glucdlisis y posteriormente, se diversifica
dependiendo del tipo de célula, la etapa de desarrollo y las sefales ambientales.
Estos compuestos, que se distribuyen y se almacenan en diferentes células, tejidos
y organos, suelen ser producidos o inhibidos durante las diferentes etapas de

crecimiento y desarrollo (Li et al. 2020).

De manera general, la raiz y los tallos de las plantas son los 6rganos responsables
de la acumulacién de componentes bioactivos con importante valor medicinal. Esta
acumulacion se ve afectada por periodos de crecimiento, estaciones de crecimiento
y los afios de crecimiento (Li et al. 2020). Los exudados de la raiz, comprenden una
gran variedad de compuestos liberados por las plantas a la rizosfera, incluidos
metabolitos primarios de bajo peso molecular (sacaridos, aminoacidos y acidos
organicos), metabolitos secundarios (fenoles, flavonoides y terpenoides) y
moléculas organicas (dioxido de carbono y agua). Estos exudados tienen un papel
importante en diversos procesos, incluyendo la movilizaciéon y adquisicién de
nutrientes, atrayendo y repelando ciertas especies microbianas e inhibiendo el
crecimiento de especies vegetales competidoras (Gargallo-Garriga, 2018; Hennion
et al. 2019).
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En las primeras etapas de crecimiento, el metabolismo primario proporciona la
energia necesaria y las macromoléculas indispensables para la construccién de
proteinas, polimeros estructurales, etc. Los metabolitos primarios importantes como
los azucares, nucleédtidos, lipidos y aminoacidos son abundantes durante su
crecimiento y se ven disminuidos en etapas maduras (Avalos y Pérez-Urria, 2009;
Friederike et al. 2016). Durante las etapas reproductiva y de fructificacién, algunos
productos del metabolismo secundario presentan funciones ecoldgicas especificas
como atrayentes o repelentes de animales. Muchos pigmentos proporcionan color
a flores y frutos que desempefian un papel esencial en la reproduccién, atrayendo
insectos polinizadores o atrayendo a animales que van a utilizar los frutos como
fuente de alimento y posteriormente contribuiran a la dispersion de semillas (Avalos
y Pérez-Urria, 2009). Por otra parte, la maduracion, desde un punto de vista
metabdlico, conlleva una diferenciacion de tejidos, sintesis de enzimas vy
modificaciones fisicoquimicas. Esta etapa se caracteriza por un incremento en la
respiracion, produccion de aroma, un decremento en el almidoén, firmeza y un
eventual envejecimiento (Janampa, 2017). En este contexto, la biosintesis y
acumulaciéon de los metabolitos primarios y secundarios estan controladas de
manera temporal y fuertemente influenciada por su entorno cambiante (Li et al.
2020).

Las investigaciones recientes realizadas sobre diversas especies vegetales
indicaron que, durante la etapa vegetativa, la raiz de Duboisia Myoporoides y D.
leichhardtii (Solanaceae) mostrdé una alta concentracion de azucares (glucosa y
sacarosa) y aminoacidos (alanina, treonina y prolina) (Friederike et al. 2016). Estos
metabolitos primarios son esenciales para el proceso de crecimiento y
diferenciacion de estructuras primarias (Li et al. 2020). Adicionalmente, un estudio
realizado en la raiz de Scutellaria baicalensis (Lamiaceae), demostré que existen
compuestos unicos, que se encuentran en etapas especificas del desarrollo. La 8,2'-
trihidroxi-6,7-dimetoxi flavona se encontré unicamente en la etapa de germinacion.
En tanto que el 2'-O-B-D-glucésido de la 5,7,2', 6'-tetrahidroxi flavona, el 7-O-B-D-
glucurénido de la isoscutellareina, el 7-O-B-D-glucésido de la 5,7,2'-trihidroxi-6-

metoxi flavona, la 5,2'.6'-trihidroxi-7,8-dimetoxi flavona, la luteolina, el 4'-O-
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glucoésido de la cirsimaritina, la 5,2', 5'-trihidroxi-6,7,8-trimetoxi flavona y la 5,7-
dihidroxi-6,8-dimetoxi flavona fueron caracteristicos en plantulas. Mientras que en
la etapa madura de esta planta se encontraron el 3-O-B-D-glucdsido de la 3,5,7,4'-
tetrahidroxi-6-metoxi flavanona, el 8-O-3-D-glucurénido de la isoscutellareina y la
dihidronorwogonina. De manera general, en la etapa de germinacion se observo un
incrementd de flavonoles como el 3-O-glucdsido de la dihidromiricetina, el 7-O-
glucésido de la taxifolina, la dihidromiricetina y el 3-O-glucésido del kaempferol y
sus isdbmeros; en la etapa de plantulas, se observé un incremento de flavonoides
como la baicalina, el wogonosido, la baicaleina, la wogonina; y en etapas maduras,
hubo un incremento de flavonas como la escutelarina, la baicalina y el 7-O--D-

glucoroénido de la crisina (Xu et al. 2018).

El comportamiento metabdlico frecuente en las plantas perennes es un incremento
en el contenido y el rendimiento de los metabolitos secundarios conforme avanza el
tiempo (Li et al. 2020). Estudios realizados en la raiz de Achyranthus bidentada
(Amaranthaceae) mostraron que la sintesis y acumulacion de saponinas
triterpenoides (agliconas de acido oleandlico) incrementaban con la etapa de
crecimiento. Dichas saponinas estan directamente relacionadas con la biomasa de
la planta y alcanzan el mayor rendimiento en las raices completamente
desarrolladas (con estructuras terciarias) (Li y Hu, 2009). Por otro lado, estudios
realizados en Panax ginseng (Araliaceae) demostraron que el contenido de
ginsendosidos en la raiz aumenta con la edad, presentando el mayor rendimiento a
los 5 anos (Shi et al. 2007).

Asi mismo, en la raiz de Panax notoginseng (Araliaceae), las plantas de tres afos
presentan el mayor rendimiento de saponinas (Hong, 2005). No obstante, estudios
realizados en Codonopsis lanceolata (Campanulaceae) demostraron que la
acumulacién de triterpenos (acido oleandlico y acido tanico) en la raiz disminuia
cuando la planta envejecia (Zhu et al. 2014). Adicionalmente, el contenido de
polisacaridos (inulina, CPPS3, CPP-1, CPPA y CPP) saponinas triterpenoides tipo
oleanano (feetidisimosido A, aster saponina Hb, codonolasido |-V y lancemasida A-

G) y fenilpropanoides (tangsendsido I-1l y eleuterésido B) aumentaban conforme
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aumentaba el tiempo de desarrollo (2 a 4 anos) (Zhu et al. 2014). Esto indica una
tendencia general del incremento del contenido de saponinas vy triterpenos con el

paso del tiempo en etapas maduras.

Por otro lado, en la raiz de Equinaceae purpurea (L.) Moench (Asteraceae) se ha
demostrado un incremento de derivados de acido chicorico y alcamidas con el paso
de los anos (Xu et al. 2014). Adicionalmente, se ha asociado un incremento de la
concentracion de afinina en la raiz de Heliopsis longipes (Asteraceae) con el paso

del tiempo (9 meses) (Parola-Contreras et al. 2020).

Los estudios previamente descritos indican que, de manera general, en las especies
vegetales durante las primeras etapas de crecimiento, los metabolitos primarios
importantes en su desarrollo (azucares y aminoacidos) son abundantes (Friederike
et al. 2016). Asi mismo, se ha asociado un incremento de flavonoides y compuestos
fendlicos en las etapas de floracién y fructificacion (Xu et al. 2014; Xu et al. 2018) y
un incremento en triterpenos, saponinas y alcamidas en etapas avanzadas de
crecimiento (Hong et al. 2005, Xu et al. 2014, Parola-Contreras et al. 2020).

[1.8. Influencia de las condiciones ambientales en el perfil quimico de las especies

vegetales

De manera natural, el crecimiento y el desarrollo de las especies vegetales suelen
ser estimulados o inhibidos por diferentes condiciones ambientales. Por lo tanto, su
adaptaciéon morfolégica, anatdmica y funcional ante los cambios bidticos y abidticos
puede influir en la acumulacién de metabolitos secundarios. Las vias metabdlicas y
su regulacién son altamente susceptibles a las variaciones ambientales, ya que la
expresion de genes se ve alterada por distintos tipos de estrés (Borges et al. 2017;
Sanchita y Sharma, 2018).

Durante el desarrollo de las plantas, éstas interactuan con el entorno circulante, de
tal forma que entran en contacto con diferentes componentes abi6ticos como el
agua, la luz, la temperatura, el suelo y algunos productos quimicos. Sin embargo,

estos factores abiodticos pueden ser negativos como la sequia o las inundaciones,
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los cambios extremos de luz y temperatura, suelos pobres en nutrientes o existencia
de sustancias quimicas tdxicas que generan tensiones que desencadenan

variaciones en la biosintesis de metabolitos secundarios (Verma y Shukla, 2015).

En respuesta a la radiacion luminica (aumento o disminucién), las plantas se
adaptan a los rayos solares mediante la liberacion y acumulacién de diversos acidos
fendlicos y flavonoides. Estudios realizados en la raiz de Withania somnifera
(Solanaceae) demostraron que la radiacion solar UV-B induce la producciéon de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y promueve la biosintesis de alcaloides,
antocianinas, carotenoides, flavonoides, lignina, fitoresteroles, saponinas y taninos
(Takshak y Agrawal, 2014). Adicionalmente, un estudio realizado en la raiz de
Mahonia breviracema (Berberidaceae) demostré un incremento en la concentracion

de alcaloides con exposiciones del 30 y 50 % de luz solar (Li et al. 2018).

Las variaciones en la temperatura se han asociado a la presencia de metabolitos
secundarios. Si la temperatura se eleva, se acumulan alcaloides en algunas
especies vegetales, en tanto que si la temperatura baja, aumentan los compuestos
fendlicos y algunos terpenos (Li et al. 2020). En un estudio realizado en Astragalo
compactus (Fabaceae) se asocié el incremento de la temperatura con el aumento
de la concentracion de acidos fendlicos en la raiz (Naghiloo et al. 2012).
Adicionalmente, en Artemisia annua (Asteraceae) se incrementd la concentracion
de lactonas sesquiterpénicas (artemisinina) en toda la planta con un tratamiento de
preenfriamientro transitorio (Yin et al. 2008). Asi mismo, en el Chrysanthemum
morifolium (Asteraceae) disminuyd la concentracion de antocianinas cuando la

planta se sometio a altas temperaturas (Shibata et al. 1988).

En respuesta al estrés hidrico, generalmente, las plantas disminuyen su tamafio y
aumentan la concentracion de alcaloides, compuestos fendlicos y flavonoides, estos
ultimos en sequia grave. En la raiz de Hypericum brasiliense (Hypericaceae) y toda
la planta de Scutellaria baicalensis (Lamiaceae) se incremento la concentracion de
compuestos fendlicos totales en estrés por sequia (De Abreu y Mazzafera, 2005;

Cheng et al. 2018). En las mismas condiciones, en Artemisia annua (Asteraceae)
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se observdé un incremento en la concentracion de lactonas sesquiterpénicas

(Artemisinina) en toda la planta (Verma y Shukla, 2015).

Existen reportes que demuestran que la composicién quimica de los exudados de
la raiz de plantas estresadas por sequia (excepto de aquellas con sequia
prolongada) varia, segun la intensidad de la sequia. En las sequias mas extremas,
se han encontrado concentraciones altas de fructosa, arginina y valina, aminoacidos
precursores de metabolitos secundarios como los alcaloides y alcamidas alifaticas
(Gargallo-Garriga, 2018).

Se ha comprobado que el estrés salino provoca en las plantas un aumento en la
sintesis de polifenoles, saponinas, flavonoides, alcaloides y terpenos en
condiciones de salinidad. Estudios realizados en Achillea fragratissima (Asteraceae)
demostraron que, al incrementar la salinidad del medio, se incrementd la
concentracion de taninos y alcaloides en toda la planta (Abd y Ahmed, 2009). Asi
mismo, en la raiz de Plantago ovata (Plantaginaceae) se incremento la
concentracion de alcaloides, saponinas y de aminoacidos como la prolina (Haghighi
et al. 2012).

Adicionalmente, la sintesis y acumulacion de los metabolitos secundarios se ven
influenciados por otras clases de estrés ambiental, tales como el tipo y composicién
del suelo, heridas, presencia de iones metalicos, el ritmo circadiano, el origen
geografico, etc. (Yang et al. 2018; Li et al. 2020). En los ultimos afios, ha habido
numerosos reportes acerca de la influencia de diferentes tipos de estrés, la
disponibilidad de nutrientes (Dar et al. 2016), la presencia de iones metalicos
(Marslin et al. 2018), el origen geografico (Ortiz-Rojas et al. 2017; Li et al. 2018), el
genotipo (Friederike et al. 2016) y el estrés quimico (Verma y Shukla, 2015; Parola-
Contreras et al. 2020) sobre el metabolismo primario y secundario de diferentes

especies vegetales.

Estos estudios han contribuido a comprender los mecanismos de adaptacion de las
plantas ante las condiciones cambiantes de su entorno, lo cual constituye un punto
de partida para establecer las condiciones idoneas de crecimiento y desarrollar las
estrategias ambientales para la obtencion de cultivos mas productivos, nutritivos y
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resistentes a enfermedades. Por otra parte, se han explorado estrategias a fin de
estimular rutas biosintéticas especificas con el objeto de incrementar la produccion
de metabolitos de importancia en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica
(Pineros-Castro, et al. 2009; Li et al. 2020).

[1.9. Induccidn de mecanismos de defensa en las plantas a través de elicitores

Los metabolitos secundarios son moléculas con caracteristicas unicas que tienen
importantes aplicaciones en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica para
el desarrollo de aditivos alimentarios, sabores, olores y productos farmacéuticos. La
acumulacion de estos metabolitos, se puede inducir mediante el empleo de
inductores o moléculas de sefalizacion que provoquen situaciones de estrés en la
planta (Akula et al. 2011; Li et al. 2020).

Existe una gran cantidad de moléculas (elicitores) que actuan como sefales
generando una respuesta de defensa. Estas, se clasifican en dos grandes grupos
(Figura 3): i) los elicitores provenientes de patdégenos o moléculas de sefalizacion
producidas dentro de la planta (bi6ticos) que regulan procesos celulares, tales como
la sintesis de polisacaridos, acidos nucleicos, feromonas, fitohormonas, entre otros
y aquellas ii) moléculas externas de origen quimico o fisico que pueden inducir una
respuesta, tales como minerales, gases, nanoestructuras, rayos ultravioleta,

temperatura, sequia, ondas acusticas, entre otros (Vazquez-Hernandez et al. 2019).
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Figura 3. Clasificacion de elicitores con base a su origen (Vazquez-Hernandez et
al. 2019).

Los elicitores son moléculas que producen estimulos de estrés en las plantas, los
cuales, al ser aplicados en pequefias cantidades (agente eutresor), tienen la
capacidad de activar los mecanismos de defensa y la capacidad de adaptacion,
mediante la sintesis de metabolitos secundarios. Sin embargo, cuando el estimulo
permanece constante y es aplicado a altas concentraciones (agente distresor), se
pueden ocasionar consecuencias dafinas irreversibles en las plantas e incluso

provocar su muerte (Caicedo-Lopez et al. 2018).

La aplicacidn de elicitores, ya sean quimicos o bioldgicos en los cultivos vegetales,
son una estrategia biotecnolégica de gran importancia que permite obtener mayor
rendimiento de diversos metabolitos secundarios y desarrollar estrategias para la
purificacion y extraccion simultanea de metabolitos de importancia en la industria
alimentaria, cosmética y farmacéutica, etc. (Zhao et al. 2005; Pineros-Castro, et al.
2009; Akula et al. 2011; Li et al. 2020; Zhao et al. 2020).

El acido salicilico, el peroxido de hidrégeno y el acido metil-jasmaonico se consideran
hormonas vegetales y son los elicitores bioldégicos mas utilizados para incrementar
el contenido de compuestos fendlicos en las plantas (Vazquez-Hernandez et al.

2019). Estudios realizados en la raiz de Polygonum multiflorum (Polygonaceae)
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demostraron que la elicitacion controlada con acido salicilico y acido metill-
jasmonico (50 uM) indujo un incremento significativo en la biomasa de la raiz seca
e incrementd la concentracion de compuestos fendlicos (flavonoides) (Ho et al.
2017). La estimulacion in vivo con acido salicilico en cultivos de Echinacea purpurea
(L.) Moench (Asteraceae) incrementé de manera considerable la biomasa y la
concentracion (hasta 10 veces en comparacién con el control) de compuestos
fendlicos derivados del acido cafeico, el acido chicérico, el acido clorogénico y la
rutina (Kuzel et al. 2009; Mehrpooya, 2021). También, se ha demostrado que la
adicion de elicitores bioldgicos aumenta la concentracion de alcamidas en algunas
especies vegetales de la familia Asteraceae. Por ejemplo, se observé un aumento
en la concentracion de las alcamidas N-isobutil-undeca-2E,4Z-dieno-8,10-diinamida
(i); N-isobutil-undeca-2Z,4E-dieno-8,10-diinamida (ii); N-isobutildodeca-2E,4Z-
dieno-8,10-diinamida (iii); 2-metil-butilamida del acido undeca-2Z,4E dieno-8,10-di-
enoico (iv); N-isobutildodeca-2E,4E,10E-trieno-8-diinamida (v); dodeca-2E,4E-
dieno-8,2-metilbutilamida del acido 10-di-enoico (vi); N-isobutil-(2E,4E,8Z,10E)-
dodecatetraenamida (vii); N-isobutil-(2E,4E,8Z,10Z)-dodecatetraenamida  (viii);
Isobutilamida del acido dodeca-2E,4E,8Z-trienocico (ix); N-isobutil-(2E,4E)-
dodecadienamida (x) con la adicién de acido metil jasmonico (10-40 uM) en cultivos

de raices peludas de E. purpurea, E. pallida y E. angustifolia (Romero et al. 2009).

Por otro lado, se ha demostrado que la afinina posee efectos como promotora del
crecimiento vegetal. Un estudio realizado en cultivos de tomate revel6 que la
aplicacion de esta alcamida incrementa la altura de la planta, la longitud de la raiz y
la biomasa total, ademas de mejorar notablemente la arquitectura radicular
(Gonzéalez-Morales et al. 2015). Asimismo, se ha reportado que las alcamidas
inducen el desarrollo de raices laterales en modelos como Arabidopsis (Méndez-
Bravo et al. 2010). A pesar de estos hallazgos, hasta el momento se desconoce si
la afinina modifica la composicidén quimica de la raiz en las plantas tratadas, lo que
sugiere un comportamiento potencial como elicitor. Si bien el empleo de esta
alcamida en su forma pura resulta poco rentable para aplicaciones agricolas a gran
escala, la estandarizacion de extractos organicos que contengan este metabolito

activo representa una importante area de oportunidad biotecnoldgica.
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En lo que respecta a H. longipes, Parola-Contreras et al. (2020) demostraron que la
aplicacion foliar con peroxido de hidrégeno (200 mM) y acido salicilico (100 mM)
incrementd la actividad enzimatica de la valina descarboxilasa y aumento el
rendimiento de la afinina en la raiz de H. longipes a los 5 meses de aclimatacion.
Sin embargo, en dicho trabajo no se realiz6 el analisis del perfil metabolémico

completo de la planta.

Indudablemente, H. longipes es una planta con gran importancia econémica, debido
a su empleo en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. Sin embargo, a
la fecha no existe informacion relativa a la variacion en el perfil y concentracion de
los metabolitos primarios y secundarios presentes en la raiz de esta especie vegetal
en funcién de sus etapas fenologicas y como respuesta a la estimulacion con
elicitores bioldgicos. El conocimiento de la influencia de la etapa de desarrollo de H.
longipes sobre su perfil metaboldomico posibilitara, por una parte, confirmar si la
afinina representa un marcador quimico idoneo para el desarrollo de extractos
estandarizados que garanticen la seguridad y eficacia de productos farmacéuticos
y cosméticos preparados partir de la raiz de H. longipes. Adicionalmente, se
pondran establecer las condiciones idoneas para la propagacion y preservacion de

esta especie vegetal.

En este contexto, el presente estudio tiene como objetivo determinar la influencia
de la etapa fenoldgica, las condiciones de cultivo y la elicitacidn biolégica (perdxido
de hidrégeno, acido salicilico, metil-jasmonato, y extracto de la raiz de H. longipes)

sobre el perfil metabolémico de H. longipes.
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ll. JUSTIFICACION

Heliopsis longipes es una planta perenne perteneciente a la familia Asteraceae que
es microendémica de la Sierra Gorda (San Luis Potosi, Guanajuato y Querétaro).
Su raiz es la parte mas utilizada con fines medicinales, principalmente para aliviar
el dolor de muelas, gingivitis y dolor muscular. Los diversos estudios han
demostrado que los extractos organicos de esta raiz poseen actividad
antimicrobiana, analgésica, antinocicéptiva, vasodilatadora y mas recientemente
antihipertensiva. La raiz se caracteriza por la presencia de terpenos y alcamidas,
siendo la afinina la principal alcamida responsable de los efectos farmacoldgicos
observados. La afinina, es una molécula lipofilica que posee buenas propiedades
farmacocinéticas, accion analgésica y efectos farmacologicos sobre el sistema
cardiovascular, lo que la convierten en un candidato idoneo para el desarrollo de
farmacos y/o como un marcador quimico para la obtencién de fitomedicamentos con
efecto analgésico y para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares. En la
actualidad, la afinina cuenta con 91 patentes para el desarrollo de productos
alimentarios y farmacéuticos y su costo comercial es muy elevado. Debido a los
bajos rendimientos obtenidos por la sintesis quimica o por extraccion de Acmella

oleracea.

La raiz de H. longipes representa una fuente valiosa de afinina, con concentraciones
reportadas de hasta 350 mg/g de extracto. Sin embargo, se desconoce como varia
su perfil quimico segun la etapa fenoldgica de la planta y cual es el efecto de la
aplicacion de elicitores bioldgicos sobre la sintesis de metabolitos primarios y

secundarios.

De igual forma, existe escasa informacion sobre la influencia de las condiciones de
cultivo, particularmente la comparacion entre sistemas silvestres y controlados
(invernadero), en la acumulacidon y variacion de metabolitos bioactivos.
Considerando que factores como la disponibilidad de agua, la radiacién, la
temperatura y las caracteristicas edaficas pueden modular la expresion metabdlica

de las plantas, es razonable suponer que las condiciones de cultivo pueden impactar
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significativamente la biosintesis de alcamidas, incluida la afinina. Sin embargo, este
aspecto no ha sido abordado de manera sistematica en H. longipes, lo que
representa una limitante para el disefio de estrategias de produccion estandarizada

y aprovechamiento sostenible.

La caracterizacion del metaboloma de la raiz de H. longipes en diferentes etapas de
su desarrollo y bajo la influencia de elicitores bioldgicos permitira establecer
condiciones idoneas para su propagacion y preservacion. Ademas, brindara bases
cientificas para el aprovechamiento sustentable de esta importante especie vegetal,
endémica de México, con gran potencial para el desarrollo de nuevos farmacos,

fitomedicamentos y productos cosméticos y alimenticios.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto de la etapa fenoldgica, las condiciones de cultivo y la adiciéon de

elicitores biolégicos en el perfil metabolomico de la raiz de Heliopsis longipes?

V. HIPOTESIS

La etapa fenoldgica y las condiciones de cultivo modificaran el perfil metabolémico
de la raiz de H. longipes. En la etapa vegetativa se encontraran mayores
concentraciones de metabolitos primarios, tales como aminoacidos y carbohidratos,
mientras que en etapas reproductivas se incrementara el contenido de metabolitos
secundarios. La actividad de la enzima valina descarboxilasa y la concentracion de
alcamidas aumentaran progresivamente conforme avanza el desarrollo de la planta.
Las condiciones de cultivo (silvestre e invernadero) generaran diferencias en el
contenido de afinina y en el perfil metabolomico de la raiz. La aplicacion de elicitores
biolégicos provocara un incremento en la actividad de la valina descarboxilasa,

induciendo un aumento en la concentracion de alcamidas.
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VI. OBJETIVOS

VI1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la influencia de las condiciones de cultivo, la etapa fenoldgica y la

adicidn de elicitores bioldgicos sobre el perfil metabolémico de la raiz de H. longipes.

V1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificar los compuestos mayoritarios de la raiz de H. longipes mediante
técnicas cromatograficas convencionales a partir de extractos de ejemplares
silvestres.

e Analizar la composicion quimica del suelo y obtener los datos climaticos del
sitio en el que se desarrollan los ejemplares de H. longipes en condiciones
silvestres.

e Establecer las condiciones Optimas de cultivos para el crecimiento y
desarrollo de ejemplares de H. longipes en condiciones de invernadero.

e Aclimatar ejemplares de H. longipes en condiciones silvestres y de
invernadero e identificar sus cuatro etapas fenoldgicas.

e Seleccionar la etapa fenoldégica y las condiciones de cultivo con mayor
rendimiento de afinina, y elicitar (con acido salicilico, perdxido de hidrogeno,
metil-jasmonato y extracto de ejemplares de H. longipes) durante 3 y 6 meses
de aclimatacion.

e Evaluar el efecto de las condiciones de cultivo, la etapa fenoldgica y la
aplicacién foliar de elicitores biolégicos sobre la actividad de la enzima valina
descarboxilasa y el contenido de afinina, mediante HPLC-DAD.

e Evaluar el efecto de las condiciones de cultivo, la etapa fenoldgica y la
aplicacién foliar de elicitores biolégicos sobre el perfil metabolémico de la raiz

de H. longipes mediante el empleo de "H-RMN y CG-EM.
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e Proponer un mecanismo general que explique la influencia de los estados
fenoldgicos y la adicion de elicitores bioldgicos sobre el perfil metabolomico

de la raiz de H. longipes.
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VII. MATERIALES Y METODOS

VIl.1. Recoleccion del material vegetal.

Los ejemplares de referencia y las muestras de Heliopsis longipes utilizadas en el
estudio fitoquimico fueron recolectados en la Reserva de la Biosfera de la Sierra
Gorda, en la localidad de Rancho Beltran, municipio de Xichu, Guanajuato (21°
16°15.5856” N, 100° 3'11.4624” O).

La identificacidon y autentificacion taxondmica fue realizada por el Dr. Luis
Hernandez. Asi mismo, un ejemplar de respaldo fue depositado en el Herbario Jerzy
Rzedowski de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma de

Querétaro con el siguiente numero de voucher QMEX00006951.

VII.2. Germinacién de semillas de H. longipes.

Las semillas recolectadas de ejemplares silvestres en Beltran, Gto. fueron
germinadas en charolas. Se utilizé el suelo de la localidad como sustrato y riego
exclusivo con agua. Las plantulas permanecieron bajo la sombra durante 3 meses

para su desarrollo hasta su trasplante.

VII.3. Aclimatacidon de ejemplares de H. longipes en condiciones silvestres y de

invernadero.

Los ejemplares fueron trasplantados en bolsas de L/30 K con fuelle blanco. El grupo
de Condiciones de Invernadero (Cl) fue transferido a un invernadero con techo curvo
localizado en la Universidad Auténoma de Querétaro, Campus Amazcala (20° 42°
15.5” N, 100° 15" 34.2” O), mientras que el grupo de Condiciones Silvestres (CS)
fue aclimatados al aire libre en Beltran, Xichu, Guanajuato. En ClI, se utiliz6 como
sustrato una proporcion de 4:4:2 de Pet moss® (musgo del género Sphagnum),

composta y tezontle cernido, respectivamente. El riego fue automatizado por goteo
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suplementado con solucién de Steiner. Por el contrario, en CS, el sustrato utilizado

fue el suelo local y riego manual con agua.

Durante los experimentos, en Cl se registré la humedad y temperatura con un
termohigrometro Elitech® GSP-6, mientras que los datos metereoldgicos de las CS
se obtuvieron de la pagina oficial de la Comisién Nacional del Agua

smn.conagua.gob.mx.

Para la realizacion del muestreo y el andlisis fertilidad, propiedades hidricas y
condiciones de habitabilidad de los sustratos utilizados en los experimentos se
consideréo la NOM-021-RENAC-2000, que establece las especificaciones de

fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos (Semarnat, 2002).

VIl.4. Identificacidon de las etapas fenologicas de H. longipes.

Las etapas fenoldgicas fueron identificadas considerando los criterios estacionales
y estructurales (estructuras vegetativas y reproductivas) descritos por Cilia-Lopez y
cols. en 2013. Adicionalmente, se empled la escala BBCH extendida para la

subclasificacion precisa (Meier et al. 2009).

VII.5. Parametros morfoldgicos de los ejemplares de H. longipes.

Las variables morfolégicas de los ejemplares recolectados fueron determinadas de
la siguiente manera: la altura de la planta, longitud del tallo y de la raiz fue
determinado con un medidor de distancia laser YOMYM® OQ-40/40S, mientras que
el peso del ejemplar y de su raiz en una escala mecanica de triple brazo Ohaus®
serie 700.

VII.6. Obtencién de los extractos organicos a partir de la raiz de H. longipes.

La raiz de cada recolecta se coloco en papel Kraft y secé a la sombra. Una vez

seca, la raiz fue triturada (molino electronico IKA® MF 10 con diametro de poro de
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0.5 mm) para la preparacion de los extractos. El vegetal seco y molido se sometio
a un proceso de extraccion por maceracion (sélido-liquido) con diclorometano grado
reactivo. Este procedimiento se realizd por triplicado. Concluido el tiempo, el
solvente se filtré y fue removido por destilacion rotatoria a presion reducida en un

rotaevaporador (BUCHI® R-114) hasta la obtencién del extracto seco.

Una vez obtenido el extracto de diclorometano, el material vegetal recuperado se
sometid a un proceso de extraccidn por maceracion con metanol grado reactivo.
Este procedimiento se llevd a cabo con las condiciones descritas anteriormente

hasta obtener el extracto metandlico.

VII.7. Analisis metaboldmico de los extractos de diclorometano de la raiz de H.

longipes mediante Resonancia Magnética Nuclear Protonica.

Los extractos de diclorometano se disolvieron en cloroformo deuterado (CDCls al
99.8 % + 0.03 % v/v de TMS Cambridge Isotope Laboratories®) y se transfirieron a
un tubo de RMN de 5 mm x 7 in (Norell SV SUPER®).

Los espectros de 'H-RMN se adquirieron en un espectrometro Avance Il HD 700
(Bruker®) a una frecuencia de 699.99 MHz, equipado con una criosonda TCI con
gradiente de eje z (56 mm), a 298 K, mediante secuencias de pulsos estandar. Se
aplicé un factor de ensanchamiento de linea exponencial de 0.3 Hz al decaimiento
por induccion libre antes de la transformada de Fourier. Los espectros se
procesaron de manera automatica y se corrigié de forma manual la fase y la linea
base, y se referenciaron al desplazamiento quimico del tetrametil silano (TMS) a

0.00 ppm en el software TopSpin® v. 3.5.6.

Los datos numéricos de cada espectro se redujeron generando intervalos
homogéneos de 0.04 ppm en un rango de desplazamiento quimico de 0.23 a 11.33
ppm excluyendo la sefal del disolvente (7.23 a 7.33 ppm) mediante el software
Chenomx® v. 8.3. La matriz de los datos se sometié a analisis exploratorios de
Componentes Principales (PCA) y a un discriminante de minimos cuadrados
parciales ortogonales (OPLS-DA) en el software SIMCA® v. 9.05. La identificacion
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de los compuestos presentes en los extractos se realizé mediante la comparacion
de los desplazamientos quimicos (ppm), multiplicad de las sefales y constantes de

acoplamiento (J).

VII.8. Fraccionamiento cromatografico del extracto de diclorometano de

ejemplares silvestres por cromatografia en columna abierta.

El extracto de diclorometano obtenido de la raiz de ejemplares silvestres se sometio
a un fraccionamiento en Cromatografia en Columna Abierta (CCA). Se absorbieron
50 g del extracto en 27 g de silica gel (Kiegesel 60 Merk® 100-230 mesh, 8 x 100
mm). La fase estacionaria consistio en silica gel suspendida en n-hexano, mientras
que la fase movil consistio en diferentes proporciones de n-hexano, diclorometano,

acetato de etilo y metanol (J.T. Baker®).

El proceso fue monitoreado por Cromatografia en Capa Fina (CCF) en placas de
silica gel 60 F2s4 Merck® con un espesor de 200 um, las cuales fueron reveladas en
luz ultravioleta (A\: 254 nm y A: 365 nm) y finalmente, con aspersion de p-

anisaldehido™ con posterior calentamiento a 100 °C (Secretaria de Salud, 2021).

VI1.9. Purificacién por Cromatografia en Capa Fina preparativa (CCF prep)

El grupo F104 obtenido en el sistema de elucidn compuesto por hexano y
diclorometano en una proporcion 5:5 seleccionado por su rendimiento y perfil
cromatografico, se disolvio en diclorometano grado reactivo y fue adsorbido en una
placa preparativa de vidrio recubierta con silica gel GF2s4 con espesor de 1000 ym
(UNIPLATE™) y se eluyd con hexano:diclorometano en una proporcién 1:1. La
separacion de los compuestos fue visualizada con luz ultravioleta, los cuales fueron

raspados y recuperados con diclorometano.
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VII.10. Purificacion por Cromatografia Liquida de alta-resoluciéon preparativa

acoplada a un detector de Matriz de Fotodiodos.

El grupo F384 fue analizado en un Cromatdgrafo de Liquidos de alta-resolucion
(HPLC Waters® 600E) acoplado a un Detector de Matriz de Fotodiodos (DAD
Waters® 2998) en una columna Waters symmetryprep™ C18 de 7 um, 7.8 x 300
mm. La fase movil consistio en A (acido acético al 1 % en agua grado HPLC) y B
(acetonitrilo grado HPLC) en una proporcién 60:40 en modalidad isocratica. El
volumen de inyeccion fue de 200 uL y se detectd a una longitud de onda (A) de 236

nm.

VII.11. Elucidacién estructural e identificacion de los compuestos purificados por

Resonancia Magnética Nuclear y Espectrometria de Masas.

Los compuestos purificados se disolvieron en 700 uL de cloroformo deuterado
(CDCl3 al 99.8 % + 0.03 % v/v de TMS, Cambridge Isotope Laboratories®) para su
analisis en RMN. Los espectros se adquirieron a 700 MHz en un espectrometro
Bruker Avance Il HD equipado con criosonda TCl de gradiente de eje z. Se utilizd

TMS como estandar interno para referenciar los desplazamientos quimicos ().

La caracterizacion se realiz6 mediante el registro de espectros unidimensionales de
'H y 3C y bidimensionales homonucleares (COSY y TOCSY) y heteronucleares
(HSQC y HMBC).

De manera complementaria, la confirmacién de la identidad quimica se realizd
mediante Espectrometria de Masas (EM) de impacto electrénico con cuadrupolo
(Agilent® 5975C) a 70 eV de energia de ionizacién. Los espectros de masas se
procesaron en el software MSD ChemStation® y se cotejaron con los registros de la
biblioteca NIST® v. 2.0.
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VII.12. Cuantificacion de la afinina mediante Cromatografia Liquida de alta-

resolucion acoplada a un detector de Matriz de Fotodiodos.

La cuantificacion de la afinina se llevd a cabo utilizando como base el método
previamente desarrollado y validado por nuestro grupo de investigacion (Marrero-
Morfa et al. 2023) en el cromatégrafo de liquidos de alta resolucién descrito en la
seccion 7.10. La elucion se realizé en una columna Agilent® ZORBAX Eclipse XDB-
C8 de 5 um, 4.5 x 150 mm y 120 A. La fase movil consistio en A (acido acético al 1
% en agua grado HPLC) y B (acetonitrilo grado HPLC) en una proporcioén 65:35 en
modalidad isocratica. El volumen de inyeccién fue de 20 pL y se detectd a una A de
236 nm. La curva de calibracion se realizé con afinina estandar (Chromadex®) en

un rango de 15-90 pyg/mL.

VII.13. Analisis de los extractos de diclorometano de la raiz de H. longipes
mediante CG-EM.

El analisis se realizdé en un Cromatografo de Gases (Agilent® 78902) con detector
de ionizacién a la flama (CG). La fase estacionaria utilizada consistié en una
columna capilar HP-5MS (60 m x 0.25 mm). El gas acarreador utilizado fue helio de
alta pureza a un flujo de 1 mL/min. La ionizacién de los extractos se realizd con
rampa de temperatura iniciando con 150 °C durante 5 minutos, incrementando a
una velocidad de 5 °C/min hasta alcanzar 230 °C, dicha temperatura se mantuvo

por 15 minutos.

El analisis de espectrometria de masas se realizé en un Espectrometro de impacto
electrénico con analizador de cuadrupolo (Agilent® 5975C). La temperatura de la
fuente de iones y del cuadrupolo se ajusté a 230 °C y 250 °C, respectivamente. El
escaneo se realizé en un rango de 33-300 uma a una velocidad de escaneo de
5.3/s, con un voltaje de ionizacién de 70 eV. Como estandar interno se utilizé una
serie de n-alcanos. La identificacién de los compuestos se realizé por medio de la
comparacion de su espectro de masas con lo registrado en la biblioteca de NIST®
v. 2019.
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VII.14. Actividad enzimatica de la Valina descarboxilasa por Espectrofotometria
Uv-Vis.

La actividad de la enzima Valina Descarboxilasa (VDC) se determind en 1 g de raiz
fresca de los ejemplares de H. longipes recolectados. La cuantificacién de proteina
y de isobutilamina se realizd en un espectrofotometro Uv-Vis (Bio-Rad® Benchmark
Plus) a una longitud de onda de 595 y 550 nm, respectivamente. La cuantificacion
de proteina se determino por el método de Bradford y la isobutilamina liberada por
el método de Cortez-Espinosa et al. en 2011. La actividad de la VDC se expreso

como U/mg de proteina.

VII.15. Determinaciéon del efecto vasodilatador de los extractos de diclorometano

de la raiz de H. longipes mediante el ensayo de aorta aislada de rata

Los animales utilizados para la determinacién del efecto vasodilatador de los
extractos de diclorometano de la raiz de H. longipes fueron proporcionados por el
Bioterio del Instituto de Neurobiologia de una Universidad Nacional Autbnoma de
México, Campus Juriquilla. Las ratas macho Wistar (200-230 g) se mantuvieron en
condiciones estandar de laboratorio con libre acceso a agua potable y alimento
(Rodent LabDiet®). El protocolo de estudio recibié la aprobacién del Comité de
Bioética de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro,
México (cédigo de aprobacion: CBQ25/005b). La manipulacion y el sacrificio de los
animales se realiz6 considerando la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999
que establece las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de
animales de laboratorio (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,

Pesca y Alimentacion, 2001).

Para la extraccion de la aorta toracica ascendente, los animales fueron sacrificados
por decapitacidon con previa anestesia con isoflurano. El ensayo ex vivo se realizé
con la metodologia descrita por Ibarra-Alvarado et al. en 2010. La aorta extraida se
limpid de sangre y tejido conectivo en solucion de Krebs-Henseleit fria. La aorta se

cort6 en anillos de 4 mm, los cuales fueron colocados en camaras para tejido aislado
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con solucion de Krebs-Henseleit en condiciones fisiologicas (37 °C, pH 7.4) y
oxigenacién constante con O2/COz2 (95:5 %). Posteriormente, el tejido fue contraido
con KCI (3.3 uM) para comprobar la viabilidad el tejido y posteriormente con L-

fenilefrina (1 yM) para inducir la contraccion.

Los cambios registrados en la tensidn producidos por los extractos y los compuestos
purificados fueron registrados en un transductor de fuerza Grass® FT03 acoplado a
un poligrafo Grass® 7D. El efecto farmacoldgico se evalué a través de la
construccion de curvas de concentracidon-respuesta acumuladas en un intervalo de
dosisde 1, 3.16, 10, 31.6, 100, 316 y 1000 pg/ml. Los datos fueron registrados como

porcentaje de vasodilatacion con base a la contraccion generada por la L-fenilefrina.

VII.16. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales y flavonoides totales
presentes en los extractos metandlicos de la raiz de H. longipes por

Espectrofotometria UV-Vis.

El contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales se cuantific6 mediante
los métodos de Folin-Ciocalteu y Zhishen, respectivamente. Las determinaciones
se realizaron un espectrofotometro Uv-Vis (Bio-Rad® Benchmark Plus) a una
longitud de 765 y 510 nm, respectivamente. Las curvas de calibracidn se elaboraron
con los estandares de acido galico Sigma-Aldrich® (0.005 — 0.1 mg/mL) y catequina
Sigma-Aldrich® (0.02 — 0.2 mg/mL). Los resultados fueron expresados en mEq de

catequina y de acido galico (Luna-Vazquez et al. 2013).

VI1.17. Elicitacion biolégica de ejemplares cultivados en condiciones de invernadero

Los elicitores biolégicos utilizados en este estudio fueron de origen comercial. Se
emplearon: peréxido de hidrégeno (Per) grado reactivo (J.T. Baker®, 30 % de
pureza), acido salicilico (As) grado reactivo (Meyer®, 99.0 % de pureza) y metil-
jasmonato (MeJA) (Sigma Aldrich®, 95 % de pureza). Adicionalmente, se utilizo el

extracto etandlico preparado a partir de las raices de H. longipes (EHI) colectadas
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en la localidad de Xichu, Guanajuato. El contenido de afinina en el extracto fue 345

mg de afinina/g de extracto.

Los ejemplares de H. longipes obtenidos por germinacion de semillas fueron
aclimatados en ClI siguiendo el procedimiento descrito en la seccién VII.3. Después
de 3 semanas de aclimatacion, los ejemplares fueron agrupados por tratamiento (n=
6). Al grupo 1 se le adicioné As (10 mM), al grupo 2 Per (200 mM), al grupo 3 la
combinacion de As y Per a una concentracion de 10 y 200 mM, respectivamente, al
grupo 4 MeJA (40 mM), al grupo 5 EHI (lo equivalente a 345 mg de afinina). El grupo
6 fue utilizado como control, al cual se le adiciond unicamente agua de riego. Los
tratamientos se aplicaron de manera foliar mediante aspersion a punta de gota, con
aplicacién cada 2 semanas antes de la apertura de las estomas para facilitar su
absorcidon. Posterior a los 3 y 6 meses de tratamiento, se recolectaron los
ejemplares en etapa de fructificacién, definida por un minimo de 80 % de flores con

desarrollo de aquenios y formacion de semillas.

VI1.18. Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media * el error estandar de la Media
(EEM) de 3 a 5 réplicas de las muestras independientes (n=6). Los resultados de la
evaluacion farmacoldgica fueron graficados en el software GraphPad Prism®v. 8.01,
mientras que el resto de los resultados fueron graficados en SigmaPlot®v. 12.0. Las
diferencias significativas fueron determinadas con ANOVA de una via y finalmente

una prueba de Tuckey post hoc.
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VIIl. RESULTADOS Y DISCUSION

VIII.1. Condiciones experimentales de cultivo

Con el propdsito de caracterizar los ambientes de crecimiento utilizados en este
estudio, se realizé un analisis edafolégico de los sustratos correspondientes a las
CS y CI. Los resultados obtenidos evidenciaron diferencias importantes en las
propiedades quimicas, fisicas e hidricas de ambos sustratos, las cuales podrian
influir en la disponibilidad nutrimental, el crecimiento vegetal y la acumulacion de

metabolitos especializados en H. longipes (Cuadro 2).

El sustrato proveniente de la localidad de Beltran, empleado en las CS, se
caracterizd por presentar altas concentraciones de calcio y magnesio
intercambiable, asi como una elevada saturacion por bases. En conjunto, estas
caracteristicas son consistentes con un suelo de reaccion cercana a la neutralidad
(pH 6.92), con una adecuada disponibilidad de cationes esenciales para el
desarrollo vegetal y una importante capacidad amortiguadora frente a cambios en

la quimica del suelo.

En cuanto a las propiedades fisicas, el sustrato presentdé una proporcion
considerable de limo y arcilla, lo que favorece una elevada capacidad de retencién
de agua, reflejada en los valores de capacidad de campo y punto de marchitez.
Estas caracteristicas pueden resultar particularmente relevantes bajo condiciones
de disponibilidad hidrica variable, al contribuir al almacenamiento y conservacion de
agua en el suelo. Asimismo, los contenidos de materia organica oxidable y carbono
organico sugieren condiciones favorables para la actividad microbiana y los

procesos de mineralizacion de nutrientes.

También se identificaron algunas limitaciones potenciales relacionadas con la
elevada densidad aparente y el desequilibrio observado en determinadas relaciones
catidnicas podrian favorecer procesos de compactacion y restringir parcialmente la

aireacion del suelo y el crecimiento radicular. Adicionalmente, estos factores podrian
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influir en la disponibilidad de nutrientes y en la respuesta fisioldgica de las plantas

bajo condiciones naturales (Cuadro 2) (Matus et al. 2016).

Cuadro 2. Caracterizacion edafolégica de los sustratos utilizados en CS y Cl.

Parametros

CS

Cl

1. Nutrientes del suelo

Nitrogeno (%)

0.115+0.0071

0.35085 + 0.0363

Fésforo (mg/kg)

75.602 + 4.7482

378.5275 + 38.1113

Potasio intercambiable (mg/kg) 373.037 + 21.5616 2397.415
231.9559

Calcio intercambiable (mg/kg) 1506.86 £ 56.3182  127.2802 + 63.6401
Magnesio intercambiable (mg/kg) 403.45 * 6.2432 318.76 + 17.3880
Sodio intercambiable (mg/kg) 48.395 + 5.6287 133.9625 + 29.5930
Capacidad de intercambio cationico (Cmol* kg) 12.005 £ 0.3448 26.485 + 1.1355
Saturacion de calcio (%) 62.5925 + 0.6120 64.9775 + 1.7150
Saturacion de magnesio (%) 27.9875 * 0.8669 9.9025 + 0.2757

Saturacion de potasio (%)

7.9275 + 0.2373

22.9725 + 1.2916

Salinidad por sodio (%)

1.715 + 0.1706

2.1475 £ 0.3945

Saturacion por bases (%)

98. 2575 + 0.1593

97.8525+ 0.3945

Il Caracterizacion y propiedades hidricas

Textura (%)

52.32 + 3.5360

81.04 + 1.7321

Arcilla

18.46 £1.000

7.6 £ 0.6855

Limo

29.65 * 1.4045

11.3600 £ 1.3076

Capacidad de campo (%)

19.77 £ 1.0894

9.3400 + 0.6008

Punto de marchitez (%)

10.745 £ 0.5916

5.0750 + 0.3246

lil. Propiedades fisicoquimicas

Humedad (%)

2.3525 £ 0.995

31.0300 + 2.9137

Densidad aparente (g/cm?3)

2.6667 + 2.6667

2.1674 £ 0.0820

Densidad real (g/cm?3)

2.0504 + 2.0504

2.0950 £ 0.1540

Color Munsell (suelo seco) 5YR 5/3 5YR 4/3
Color Munsell (suelo humedo) 5YR 2.5/2 5YR 3/2

IV. Condiciones de habitabilidad
pH 6.9195 + 0.0400 8.3365 + 0.4867

Conductividad eléctrica (dSm-")

0.2252 + 0.0304

0.4110 £ 0.0364

Materia organica oxidable (%) 2.4 +£0.03545 1.4554 £ 0.7277
Carbon organico (%) 1.39 £ 0.2080 4.0700 £ 0.4214
Relacién Ca+Mg/K 11.43 £ 0.7783 3.1550 + 0.2471
Relacion Ca/K 7.91 +0.3281 2.8675 + 0.2394
Relacion Mg/K 2.2675 % 0.2068 0.4350 £ 0.0520
Riesgo de apelmazamiento (Ca/Na) 3.515 £ 0.4571 34.1000 + 7.0208

* Los parametros evaluados en este cuadro se determinaron de acuerdo a la NOM-021-RENAC-
2000. Especificaciones para estudios de muestreo y analisis de fertilidad, salinidad y clasificacién de

suelos.
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La caracterizacion del sustrato empleado en las CS evidencié carencias
nutrimentales y una elevada capacidad de retencion de agua. Considerando lo
anterior, la formulacién del sustrato para los ejemplares cultivados en Cl se basé en
el disefio propuesto por Parola-Contreras et al. (2020), con algunas modificaciones.
El sustrato empleado en ClI fue enriquecido con un mayor porcentaje de Peat Moss®
con el objetivo de incrementar la retencion de agua y mejorar la aireacion, ademas

de la adicion humus para aumentar la disponibilidad de macronutrientes.

El sustrato utilizado en Cl presenté mayores concentraciones de nitrégeno, fosforo
y potasio intercambiable, asi como una mayor capacidad de intercambio catiénico,
lo cual indica una fertilidad quimica superior con respecto al sustrato de las CS. En
cuanto a la textura, el sustrato en Cl se clasificé predominantemente como arenoso,
lo cual favorece una mejor aireacion y drenaje. Asi mismo, los valores de pH
ligeramente alcalinos se asocian a un incremento en la conductividad eléctrica, lo
cual refleja una mayor presencia de sales solubles con una mayor disponibilidad de

nutrientes en el sustrato.

La temperatura maxima registrada en Cl se observd durante el otofio (50.900 %
1.300 °C), mientras que en CS se registréo en verano (32.264 + 0.729 °C). En
contraste, las temperaturas minimas en ambas condiciones se presentaron en
invierno con valores de -1.728 + 0.290 °C y 8.210 + 0.9256 °C, respectivamente. En
este sentido, ambas condiciones de cultivo presentaron contrastes térmicos muy
marcados. La temperatura maxima registrada en ambas condiciones tiene una
diferencia de 18.63 °C, mientras que en las temperaturas minimas una diferencia
de 9.938 °C. No obstante, se encontro diferencia significativa (p < 0.05) en todas las
variables entre ambas condiciones en todas las estaciones del afio (Ver Anexo 2).

Los datos climaticos de los sitios experimentales se presentan en la Figura 4.
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Figura 4. Variacion estacional de la temperatura maxima, minima y promedio
registrada en un termohigrometro digital en A) Cl y B) los datos metereoldgicos
registrados en CS obtenidos de smn.conagua.gob.mx. Los valores corresponden
a la media + EEM (n=6).

La humedad relativa registrada en Cl no pudo compararse con las CS ya que los
datos de la localidad no fueron reportados por la CONAGUA. No obstante, es
importante sefalar que la humedad relativa maxima dentro del invernadero alcanzé
valores de 99 + 0 % en verano y el 99 + 2.763 % en otofio, mientras que la minima
se registrd durante el verano con un valor de 13.00 + 0.0 %. Por otro lado, el registro
de las precipitaciones en las CS durante el periodo de estudio se muestra en el

Anexo 3.

Las areas endémicas de H. longipes se caracterizan por presentar temperaturas
medias anuales entre 18 y 20 °C y precipitaciones anuales de 600 a 800 mm (Cilia-
Lopez et al. 2013, 2014). En este contexto, las Cl evaluadas en el presente estudio
registraron una temperatura media anual superior (29.00 + 3.02 °C) a la reportada
para el habitat natural de la especie. Por su parte, las condiciones silvestres
presentaron una temperatura media anual de 20.80 £ 1.01 °C, valor cercano al
intervalo descrito para las poblaciones naturales. Adicionalmente, durante el periodo
de estudio se registrd una precipitacion de 2.59 £ 1.78 mm, valor considerablemente
menor al reportado para las zonas endémicas de la especie (Cilia-Lépez et al. 2013,
2014).
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En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que los ejemplares evaluados
estuvieron expuestos a ambientes edaficos y climaticos contrastantes. Estas
diferencias podrian influir significativamente en la disponibilidad de nutrientes, la
disponibilidad hidrica y las condiciones de crecimiento de H. longipes,
contribuyendo potencialmente a las variaciones observadas posteriormente en el
desarrollo morfoldgico, la acumulacion de afinina y la composicién metabolémica de

la especie.

VIII.2. Identificacidén de las etapas fenoldgicas

La identificacion de las etapas fenoldgicas de H. longipes se realizé mediante la
clasificacion de cuatro estadios clave del desarrollo, definidos a partir de
descriptores morfolégicos especificos y su correspondiente codificacion en la escala
BBCH. La etapa de crecimiento vegetativo se identificé en la subetapa BBCH 19,
caracterizada por el despliegue completo de nueve o mas hojas verdaderas y una
arquitectura foliar densa (Figura 5A). Este estadio coincide con lo reportado por
Meier et al. (2009) para plantas herbaceas perennes, donde el establecimiento de
una base foliar robusta constituye un requisito previo para la transicion hacia el

estado reproductivo.

La transicién reproductiva, categorizada como etapa de floracidon, se definio
estrictamente por la formacién y desarrollo de botones florales, comprendiendo las
subetapas BBCH 51 a 55. Durante este periodo, los ejemplares presentaron
organos florales visibles, pero aun cerrados, con los capitulos protegidos por las
bracteas del involucro (Figura 5B). A diferencia de otros estudios, la antesis plena
no fue incluida dentro de esta categoria, ya que se priorizé el analisis del estado de
botdn floral como el punto critico de transicidbn metabdlica hacia la maduracion

reproductiva.

Posteriormente, la etapa de fructificacion (FRS; BBCH 71-89) se identifico por la

presencia de aquenios maduros localizados en el margen de la cabeza floral (Figura
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5C). Este estadio representa una fase critica dentro del ciclo fenolégico de la
especie, debido a que la maduracién del fruto y el desarrollo de las semillas ocurren
de manera simultanea mientras el receptaculo conserva aun tonalidades verdes y

turgencia.

Durante esta etapa, los aquenios experimentan un proceso de endurecimiento y
adquieren su pigmentacidn caracteristica, evidenciando que las semillas,
localizadas tanto en el margen como en el envés de la cabeza floral, han alcanzado
su madurez fisioldgica. Esta sincronia morfologica sugiere una translocacion activa
de nutrientes y fotoasimilados desde las estructuras fotosintéticas remanentes hacia
los 6rganos de propagacion. En consecuencia, este proceso marca el inicio del
declive de la actividad vegetativa aérea, favoreciendo la acumulacion de reservas
energéticas en las semillas y preparando a la planta para la transicion hacia la

senescencia.

Finalmente, el estadio de defoliacion se clasificé dentro de la subetapa de
senescencia avanzada (BBCH 97). Esta fase se distinguio por la pérdida casi total
de la lamina foliar y el marchitamiento de los tallos aéreos, marcando el inicio del
estado de latencia del sistema radicular (Figura 5D). Como se menciond
previamente, la identificacion de esta etapa unicamente fue posible en las Cl, ya
que la ausencia de marcadores visuales aéreos en las CS imposibilita la localizacion
precisa de los individuos en su habitat natural, de acuerdo con los criterios de

muestreo establecidos por Meier et al. (2009).

La definicidon precisa de estas etapas fenoldgicas permitié establecer un marco de
referencia para evaluar los cambios morfoldgicos, bioquimicos y metaboldmicos
asociados al desarrollo de H. longipes. Asimismo, esta clasificacion facilité la
comparacion de los efectos de las condiciones de cultivo y de los tratamientos de
elicitacion sobre la dinamica de crecimiento, la acumulaciéon de biomasa y la

produccion de metabolitos especializados a lo largo del ciclo de vida de la especie.
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Figura 5. Etapas fenoldgicas identificadas en los ejemplares de H. longipes
aclimatados en CS y Cl. A) Etapa vegetativa (prefloracion), B) etapa de floraciéon
(formacidn de botones florales), C) etapa de fructificaciéon (desarrollo de aquenios
y semillas) y D) etapa de defoliacién (pérdida parcial o total de hojas).

VIII.3. Parametros morfoldgicos

La aclimatacion de los ejemplares de H. longipes en CI favorecio el crecimiento
general de las plantas, reflejandose principalmente en una mayor acumulacion de
biomasa y en un desarrollo mas pronunciado del sistema radicular en comparacion
con los individuos desarrollados bajo CS. Sin embargo, al analizar especificamente
la altura del tallo principal, se observo que los ejemplares en las etapas vegetativa
y de floracion presentaron valores superiores en CS respecto a los cultivados en CI.
En contraste, durante las etapas de fructificacion y defoliacion la altura del tallo
alcanzo sus valores maximos, sin detectarse diferencias significativas entre ambas

condiciones de cultivo (Figura 6A).

La longitud de la raiz mostré un comportamiento distinto al observado en la parte
aérea. Los ejemplares cultivados en CI presentaron raices significativamente mas
largas que los desarrollados en CS durante las etapas de floracion, fructificacion y
defoliacidon, mientras que en la etapa vegetativa no se observaron diferencias entre
ambas condiciones (Figura 6B). Estos resultados sugieren que las CI favorecieron
principalmente el desarrollo del sistema radicular, mientras que el crecimiento aéreo
estuvo influenciado tanto por la etapa fenolégica como por las condiciones

ambientales de cultivo.

La respuesta diferencial observada entre la parte aérea y el sistema radicular podria
estar relacionada con las diferencias edafologicas descritas previamente para

ambos sistemas de cultivo. En particular, la mayor disponibilidad de nutrientes y la
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mayor capacidad de intercambio catidénico registradas en Cl podrian haber
favorecido el crecimiento radicular sostenido, mientras que las condiciones
ambientales presentes en CS habrian promovido un mayor crecimiento inicial del

tallo durante las primeras etapas del desarrollo.
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Figura 6. Parametros morfolégicos de los ejemplares cultivados en CS y de Cl en
diferentes etapas fenoldgicas: (A altura del tallo y (B longitud de la raiz. Los datos
se expresan como media * EEM. Un asterisco (*) indica una diferencia
significativa entre las condiciones de cultivo (p=0,05), mientras que un signo de
numero (#) indica una diferencia significativa entre las etapas fenoldgicas. La
significancia estadistica se evalu6 mediante un ANOVA de una via seguido de la
prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

En términos de biomasa, los ejemplares cultivados en Cl presentaron una mayor
acumulacion de biomasa total y radicular en comparacion con aquellos
desarrollados bajo CS. En ambas condiciones de cultivo, las etapas de fructificacién
y defoliacion registraron los valores mas altos para ambos parametros,
evidenciando una acumulacién progresiva de materia vegetal conforme avanzo el

desarrollo fenoldgico de la especie (Figura 7).

Estos resultados indican que la produccion de biomasa en H. longipes se
incrementa gradualmente a lo largo de su ciclo de desarrollo, alcanzando sus
valores maximos durante las etapas finales. Asimismo, la mayor acumulacién de

biomasa observada en Cl sugiere que las condiciones edafolégicas y ambientales
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de este sistema favorecieron el crecimiento de la especie, particularmente del
sistema radicular. Este comportamiento es consistente con la mayor disponibilidad
nutrimental y la mayor capacidad de intercambio cationico registradas en el sustrato
de CI (Cuadro 2), factores que pueden contribuir a una mayor eficiencia en la
absorcidn de agua y nutrientes y, por consiguiente, a una mayor produccioén de

biomasa.
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Figura 7. Parametros morfoldgicos de los ejemplares cultivados en CS y Cl en
diferentes etapas fenoldgicas: (A peso del espécimen y (B peso de la raiz. Los
datos se expresan como media £+ EEM. Un asterisco (*) indica una diferencia
significativa entre las condiciones de cultivo (p=0,05), mientras que un signo de
numero (#) indica una diferencia significativa entre las etapas fenoldgicas. La
significancia estadistica se evalué mediante un ANOVA de una via seguido de la
prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

La aclimatacion de los ejemplares de H. longipes favorecio significativamente el
crecimiento y la acumulacién de biomasa en Cl en comparacién con los individuos
desarrollados en CS. En este sentido, la sustitucion del sustrato endémico por un
sustrato enriquecido con macronutrientes esenciales para el crecimiento vegetal,
tales como nitrogeno, foésforo, calcio, potasio, magnesio y azufre, promovié el
desarrollo de estructuras vegetativas y radiculares, reflejandose en valores hasta
3.5 veces superiores en algunas de las variables evaluadas. Asimismo, la mayor

capacidad de intercambio cationico y la mayor disponibilidad nutrimental registradas
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en Cl (Cuadro 2) pudieron contribuir a una absorcién mas eficiente de agua vy

nutrientes, favoreciendo el crecimiento general de los ejemplares.

En conjunto, estos resultados sugieren que la disponibilidad y el equilibrio
nutrimental influyen de manera importante en los procesos fisiolégicos asociados al
crecimiento de H. longipes. En contraste, el menor crecimiento observado en los
ejemplares desarrollados en CS podria estar relacionado con las limitaciones
nutrimentales y las caracteristicas fisicoquimicas del sustrato local, las cuales

podrian restringir parcialmente el desarrollo éptimo de la especie.

Independientemente de la condicion de cultivo, los ejemplares mostraron una
tendencia general de incremento en las variables de crecimiento y acumulacién de
biomasa conforme avanzaron las etapas fenoldgicas. Este comportamiento se
mantuvo desde la etapa vegetativa hasta la fructificacion, mientras que durante la
defoliacion se observé una ligera disminucion en algunos parametros morfoldgicos.
No obstante, las etapas de fructificacién y defoliacion concentraron los valores mas
elevados para la mayoria de las variables evaluadas, indicando que el maximo
desarrollo estructural de la planta ocurre durante las fases finales de su ciclo de

crecimiento (Figura 6 y Figura 7).

El patrén observado es consistente con la secuencia ontogénica caracteristica de
las especies perennes, en las cuales el crecimiento vegetativo inicial es seguido por
una fase de intensa acumulacién de biomasa y desarrollo reproductivo, culminando
posteriormente con procesos de senescencia aéreay preparacion para los periodos
de latencia. En este contexto, los resultados sugieren que H. longipes mantiene una
acumulacién progresiva de recursos durante gran parte de su ciclo fenoldgico,

alcanzando su maximo desarrollo durante las etapas de fructificacion y defoliacion.

Las etapas previas a la fructificacion se caracterizan por un crecimiento activo de
las estructuras vegetativas y reproductivas, reflejado en el incremento progresivo de
la talla y la biomasa observado en los ejemplares evaluados. Conforme la planta
avanza hacia la fructificacion, una proporcion importante de los recursos fisiolégicos
se destina al desarrollo y maduracion de frutos y semillas, procesos que representan
una de las principales demandas metabdlicas durante el ciclo reproductivo.
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Posteriormente, una vez alcanzada la madurez reproductiva, la planta inicia
gradualmente la transicidn hacia la senescencia. Durante esta etapa disminuye la
actividad fisiologica de los 6rganos aéreos y se manifiestan cambios morfolégicos
asociados con el final del ciclo de crecimiento visible. Este comportamiento
concuerda con la ligera disminucion observada en algunos de los parametros
evaluados durante la defoliacion. En conjunto, estos resultados respaldan que el
maximo desarrollo estructural de H. longipes ocurre durante las etapas de
fructificacion y defoliacion, seguido por el establecimiento progresivo de los

procesos de senescencia caracteristicos de las especies perennes.

VIII.4. Analisis metabolémico por 'H-RMN

Los espectros de "H-RMN obtenidos a partir de los extractos de diclorometano de
la raiz de ejemplares de H. longipes cultivados en CS y CIl durante las distintas
etapas fenoldgicas revelaron un perfil metabdlico complejo dominado por sefales
caracteristicas de alcamidas. Los espectros adquiridos en CDClz a 700 MHz,
mostraron patrones espectrales consistentes entre las muestras, aunque con
diferencias notables en la intensidad relativa de las sefales localizadas en las
regiones de desplazamiento quimico correspondientes a cadenas alifaticas (6n 0.8—
2.5 ppm), protones olefinicos (61 5.0-6.5 ppm) y grupos funcionales asociados a
amidas (0H 1.5-4.5 ppm) (Figura 8).

Las senales observadas en estas regiones espectrales coincidieron principalmente
con las reportadas para la afinina, la alcamida mayoritaria previamente descrita en
las raices de H. longipes. En conjunto, los espectros obtenidos sugieren que este
metabolito constituye uno de los principales componentes responsables del perfil
quimico de los extractos evaluados, las diferencias observadas en la intensidad
indican variaciones metabdlicas asociadas a las condiciones de cultivo y al avance

de las etapas fenoldgicas.
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Figura 8. Espectros representativos de '"H-RMN de extractos de diclorometano de
raices de H. longipes correspondientes a diferentes etapas fenoldgicas: Ay D)
etapa vegetativa; B y E) floracion; C y F) fructificacion; y G) defoliacion. Los
espectros mostrados corresponden a plantas cultivadas en CS (A—C) y en Cl (D-
G).

Durante el procesamiento de los espectros se identificaron sefiales exdgenas que
no correspondian al perfil metabdlico de H. longipes. Entre ellas, se detectd una
senal diferencial en la region de desplazamiento quimico cercana a 61 ~5.0 ppm,
presente exclusivamente en los extractos obtenidos de ejemplares cultivados en
CS. El analisis detallado de los desplazamientos quimicos y correlaciones H-C en
los espectros 2D permitio identificar a este compuesto como acetato de polivinilo
(PVAc) (ver Anexo 4). Un analisis exhaustivo de las posibles fuentes de
contaminacion permitioé asociar el origen de este polimero al adhesivo empleado en
el revestimiento de corcho de las tapas de los viales utilizados para el

almacenamiento de las muestras (Figura 9).

En los mismos espectros, el analisis también permitié identificar el di-n-butil ftalato
(DBP) (ver Anexo 5), confirmandose como un plastificante derivado de materiales

empleados durante la preparacién y manipulacion analitica (Fankhauser-Noti et al.
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2007). Las regiones espectrales asociadas con PVAc y DBP presentaron una mayor
abundancia relativa en los espectros correspondientes a los ejemplares cultivados
en CS.

Por otra parte, en los espectros correspondientes a los ejemplares cultivados en ClI
también se identificaron sefales inconsistentes con el perfil metabdlico endégeno
de H. longipes. Los patrones observados coincidieron con reportes previos de
contaminantes derivados de materiales plasticos (Bhaskar et al. 2014) y el analisis
de los espectros permitio asignarlos al bisfenol A (BPA) y tereftalato de polibutileno
(PBT) (de Souza et al. 1998; Zhou et al. 2013) (ver Anexos 6 y 7). Sin embargo, la
presencia de ftalatos en muestras vegetales ha sido ampliamente documentada y
puede estar asociada tanto a fuentes ambientales, incluyendo suelos contaminados,
materiales agricolas y deposicion atmosférica, como al contacto con materiales
poliméricos durante la manipulacién y el procesamiento rutinarios (Frankhauser-Noti
et al. 2007; Li et al. 2023). Debido a que estas sefiales estuvieron presentes de
forma consistente en las muestras analizadas, se decidié conservarlas para los

analisis posteriores y evaluar su posible influencia sobre los modelos multivariados.

El analisis exploratorio PCA (Figura 9A) utilizando los espectros de RMN de 'H
mostroé que practicamente todas las muestras se localizaron dentro de la elipse de
confianza del 95 % de Hotelling T2, Aunque se identificO una muestra
correspondiente a la etapa de defoliacion como posible valor atipico, no se encontré
una justificacion biolégica o experimental que sustentara su exclusion, por lo que
todas las observaciones fueron conservadas para los analisis subsecuentes. El
modelo PCA explicé una proporcién considerable de la variabilidad de los datos
(R2X(cum)=0.935) y presentd una adecuada capacidad predictiva (Q2(cum)=0.837)
utilizando dos componentes principales.

En este modelo, no se observd una segregacion de las muestras en funcion de la
etapa fenologica. No obstante, los ejemplares correspondientes a la etapa
vegetativa mostraron una separacion parcial respecto al resto de los grupos,
sugiriendo la existencia de diferencias metabdlicas asociadas con las fases

tempranas del desarrollo.
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Con el objetivo de incrementar la capacidad discriminatoria del analisis, se
construyé un modelo supervisado OPLS-DA (Figura 9B). Este modelo mostré una
separacion moderada de las muestras de acuerdo con la etapa fenoldgica
(R2X(cum)=0.805; Q%(cum)=0.201). La influencia de las sefiales asignadas a ftalatos
fue evaluada mediante analisis paralelos realizados con y sin dichas regiones
espectrales. La consistencia observada entre los modelos obtenidos, cuyas
métricas no presentaron diferencias relevantes, indic6 que estas sefales no

alteraban sustancialmente la interpretacion biologica de los datos.

El grafico de puntuaciones mostré que la separacién de las muestras ocurrio
principalmente a lo largo de la variable latente predictiva t[1], la cual explico el 41.5
% de la variabilidad observada. Los ejemplares correspondientes a la etapa
vegetativa fueron nuevamente el unico grupo que presentd una separacion parcial,
ubicandose hacia el extremo negativo de {[1], mientras que las muestras de

floracion, fructificacion y defoliacion mostraron un elevado grado de superposicion.

Debido a esta limitada discriminacidon global, se priorizd6 el empleo de modelos
OPLS-DA por pares en lugar de un modelo multiclase. Esta estrategia permitio
evaluar de manera mas precisa los cambios metabdlicos asociados con transiciones
fenoldgicas especificas, facilitando la identificacién de biomarcadores diferenciales
que podrian quedar enmascarados por la variabilidad acumulada a lo largo de todo

el ciclo de desarrollo de la planta.
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Figura 9. Analisis multivariado de extractos de diclorometano de muestras de H.
longipes cultivadas en Cl en diferentes etapas fenoldgicas: A) Grafico de
puntuacion PCA 'y B) Grafico de puntuacién OPLS-DA. Los extractos se codificaron
por colores considerando la etapa fenoldgica, con seis réplicas biolégicas por
grupo: vegetativa (amarillo), floracion (azul), fructificacion (rojo) y defoliacién
(verde).

El modelo OPLS-DA construido para las dos primeras etapas de desarrollo (Figura
10A) mostré una elevada robustez, con valores de R2X(cum) = 0.880 y Q¥ cum) =
0.879, lo que indica una excelente capacidad descriptiva y predictiva. La variacion
explicada por el modelo se distribuyd en un componente predictivo t[1] y dos

componentes ortogonales, to[1] y to[2].

Durante la etapa vegetativa, el perfil de carga estuvo dominado por sefiales
asociadas a cadenas alifaticas largas, consistentes con una composicidon
metabdlica enriquecida en compuestos de naturaleza lipidica, precursores de
acidos grasos y estructuras saturadas. En contraste, la etapa de floracion mostré un
desplazamiento del perfil metabdlico hacia regiones espectrales tipicamente
asociadas con estructuras que contienen grupos amida. Aunque la superposicion
de sefiales sugiere que otros metabolitos estructuralmente relacionados podrian
contribuir a estas sefales, este patrén es consistente con una mayor participacion

de las alcamidas durante la transicién hacia el desarrollo reproductivo.

Por otra parte, el modelo OPLS-DA con las etapas de floracion y fructificacion
(Figura 10B) presenté una menor capacidad predictiva (R2X(cum)=0.812; Q3(cum)=

0.451), lo que indica una mayor similitud metabdlica entre ambas fases
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reproductivas. El modelo estuvo constituido por un componente predictivo y un
componente ortogonal. A pesar de la discriminacién limitada, el perfil de carga
reveld un incremento sostenido en la intensidad de las sefales localizadas en
regiones comunmente asociadas con sefales de alcamidas durante la etapa de

fructificacion.

La persistencia y el aumento progresivo de estas sefales sugieren que las
alcamidas continuan siendo componentes dominantes del perfil metabdlico radicular
de H. longipes a lo largo del desarrollo reproductivo. En conjunto, estos resultados
indican que la transicion de la etapa vegetativa a la floracién implica una
reorganizacion metabdlica mas marcada que la observada entre floraciéon y
fructificacion, donde el perfil quimico conserva gran parte de las caracteristicas

adquiridas durante el inicio de la fase reproductiva.
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Figura 10. Graficos de puntuacion OPLS-DA que ilustran la discriminaciéon
metabdlica en las distintas etapas fenoldgicas: A) vegetativa frente a floracion y B)
floraciéon frente a fructificacion. Las muestras se codificaron por colores segun la
etapa fenologica (n=6).

El analisis OPLS-DA con las etapas de fructificacién y defoliacion no generd un
modelo predictivo valido, lo que indica una elevada similitud metabdlica entre ambas
fases del desarrollo. Este resultado es consistente con la limitada separacion
observada previamente en los analisis multivariados y sugiere que los principales

cambios quimicos asociados al desarrollo de H. longipes ocurren antes de la
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fructificacion, mientras que las etapas finales del ciclo fenoldgico conservan perfiles

metabodlicos altamente relacionados.

El analisis metabolomico basado en 'H-RMN revel6 que el perfil quimico de los
extractos estuvo dominado principalmente por sefiales atribuibles a la afinina. Entre
las sefales mas representativas se identificaron aquellas asociadas con la porcion
isobutilo de esta alcamida, incluyendo los grupos metilo terminales en &1 0.96 ppm,
el proton metino en dn 1.8-2.0 ppm y el grupo metileno adyacente al nitrégeno
amida (N-CH;) en d&n 3.16 ppm, todos ellos caracteristicos de estructuras que
contienen grupos amida. Adicionalmente, la sefial observada en &+ 2.28 ppm fue

asignada a protones alilicos presentes en la cadena carbonada insaturada.

Esta interpretacion se vio reforzada por las sefales localizadas en la region
insaturada (o1 5.16-8.32 ppm), particularmente las sefales observadas en 61 5.72,
5.88 y 6.28 ppm, consistentes con el sistema trieno conjugado caracteristico de la
afinina. Sin embargo, aunque la RMN permitié identificar claramente este metabolito
como el componente predominante de los extractos, las alcamidas minoritarias no
pudieron resolverse individualmente debido a su baja abundancia relativa y a la

superposicion de sefales espectrales.

Considerando estas limitaciones analiticas y con el objetivo de caracterizar de
manera mas completa la composicion quimica de las raices de H. longipes, se
implementé un enfoque fitoquimico complementario orientado al aislamiento y la
identificacion de las principales alcamidas presentes en el extracto de
diclorometano. Para ello, se desarrollé6 un método de HPLC preparativa que permitio
la purificacidn de los constituyentes mayoritarios, seguida de su elucidacion

estructural mediante técnicas espectroscopicas.
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VIII.5. Obtencion del extracto de diclorometano de la raiz de H. longipes y su

fraccionamiento por CCA

El analisis metabolémico por RMN indicé que la afinina constituia el metabolito
predominante en los extractos de diclorometano de las raices de H. longipes. Sin
embargo, la presencia de sefiales superpuestas y la baja abundancia relativa de
otras alcamidas limitaron su identificacién individual mediante esta técnica. En
consecuencia, se implementd una estrategia fitoquimica complementaria orientada
al aislamiento e identificacion de los constituyentes minoritarios presentes en el
extracto, con el propdsito de ampliar la caracterizacion quimica de la especie y

complementar los resultados obtenidos mediante metabolémica.

A partir de 3 kg de raiz seca de H. longipes recolectada en Xichu, Guanajuato, se
obtuvieron 300 g de extracto de diclorometano, equivalente a un rendimiento
aproximado del 10 % respecto al material vegetal inicial. Con el propésito de
simplificar la compleja composicion quimica del extracto y facilitar el aislamiento de
sus principales constituyentes, éste fue sometido a un proceso de fraccionamiento

mediante cromatografia en columna abierta.

Como resultado, se obtuvieron un total de 500 fracciones cromatograficas, las
cuales fueron agrupadas con base en su similitud cromatografica en 25 grupos
finales. El sistema de elucion empleado, la distribucion de las fracciones obtenidas
y sus respectivos rendimientos se presentan en el Cuadro 3. Este procedimiento
permiti®6 concentrar metabolitos estructuralmente relacionados en grupos
especificos de fracciones, facilitando su posterior purificacion e identificaciéon

estructural.
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Cuadro 3. Fracciones obtenidas y el sistema de elucion utilizado en CCA.

Fracciones Sistema de Proporcion Intervalo de Nombre i
s o s s Rendimiento (g)
colectadas elucion (viv) agrupacion del grupo
1-15 Hexano 100 1-14 F1 0.0002
16-26 99:1 15-26 F15 0.0001
27-30 95:5 26-36 F26 0.0001
31-55 90:10 37-54 F37 0.0031
56-79 85:15 55-79 F55 0.0010
80-99 80:20 80-103 F80 0.0025
100-129 75:25 104-128 F104 0.0763
130-155 65:35 129-156 F129 0.0083
156-200 60:40 157-199 F157 0.0027
201-225 50:50 200-227 F200 0.0001
226-244 ) Hexano/ 40:60 228-243 F228 0.0046
Diclorometano

245-265 35:65 244-267 F244 0.0002
267-285 30:70 268-277 F268 0.0006
286-288 25:75 278-287 F278 0.0002
289-297 20:80 288-297 F288 0.0001
298-318 F298 0.0067

298-363 10:90
319-363 F319 0.0023
364-383 F364 0.0044

265-400 95:05
384-400 F384 0.964
401-420 99:01 401-421 F401 0.065
421-440 Diclorometano 100 422-438 F422 0.023
440-448 Diclorometano/ 50:50 439-447 F439 0.010

acetato de etilo
449-485 Acetato de etilo 100 448-486 F448 0.037
480-495 Acetato de 50:50 487-495 Fa87 0.045
etilo/metanol

496-500 Metanol 100 496-500 F496 1.546

El seguimiento cromatografico de las fracciones mediante CCF, en conjunto con el
registro de la masa recuperada, permitié identificar las fracciones candidatas para

su analisis mediante técnicas cromatograficas preparativas.
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VIII.6. Analisis cromatografico del grupo F104 mediante CCF prep.

El perfil cromatografico del grupo F104 mostré dos componentes mayoritarios con
factor de retencion de 0.125 y 0.229, que al ser reveladas con p-anisaldehido
mostraron una coloracion violeta y magenta, respectivamente (Figura 11A),
caracteristicas de triterpenos pentacilicos (Secretaria de Salud et al. 2021). La
adecuada resolucion observada entre ambos componentes a nivel analitico, junto
con el rendimiento obtenido para este grupo de fracciones, permitié seleccionar al
grupo F104 para su posterior separacion mediante cromatografia en capa fina
preparativa. Esta estrategia permitié concentrar los compuestos de interés y facilitar

su aislamiento para los analisis estructurales subsecuentes.

Figura 11. Analisis cromatografico del grupo F104 en CCF A) analitica y B)
preparativa revelada con p-anisaldehido y luz Uv a 254 nm, respectivamente.
Sistema de elucién de hexano/diclorometano en una proporcion 1:1.

La separacién cromatografica mediante cromatografia en capa fina preparativa
permitié el aislamiento de cuatro franjas bien definidas (Figura 11B), las cuales
fueron enumeradas en orden de polaridad descendente. Los rendimientos
individuales obtenidos para cada una de estas franjas se resumen en el Cuadro 4.

La obtencion de estas sub-fracciones permitié reducir la complejidad quimica del
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grupo F104 y facilitd la posterior caracterizacion de sus constituyentes mayoritarios

mediante técnicas espectroscopicas.

Cuadro 4. Rendimiento obtenido de las franjas obtenidas por CCF prep del grupo
F104.

Rendimiento

Numero de franja (mg por cada 30 mg del grupo)

1A )
2B 10
3C 1
4D 4

Las franjas recuperadas fueron analizadas mediante cromatografia en capa fina
utilizando el mismo sistema de elucion, con el propdsito de evaluar su composicion
y verificar el grado de pureza alcanzado tras el proceso de separacion (Figura 12A).
El analisis por cromatografia en capa fina bidimensional de las franjas 1 y 2 mostro
la presencia de una unica mancha sin evidencia de desdoblamiento o separacion
adicional, lo que sugiere un elevado grado de pureza cromatografica para ambos

compuestos (Figura 12B-C).
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Figura 12. Analisis cromatografico por CCF uni y bidimensional de las franjas
recuperadas por CCF prep: A) las franjas recuperadas y las franjas mayoritarias,
B) compuesto 1A y C) compuesto 2B revelada con p-anisaldehido. Sistema de
elucién de hexano/diclorometano en una proporcion 1:1.
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En este sentido, considerando la masa recuperada y el elevado grado de pureza
cromatografica observado para esta fraccion, el compuesto 2B fue seleccionado
para su posterior analisis mediante RMN, con el propdsito de avanzar en su

identificacion estructural.

VIII.7. Analisis cromatografico del grupo F384 mediante CCF y HPLC-DAD.

El analisis inicial del grupo F384 mediante cromatografia en capa fina reveld la
presencia de un componente mayoritario con un factor de retencién de 0.50, el cual
desarrollé una coloracion café tras el revelado con p-anisaldehido (Figura 13A-B).
De acuerdo con los criterios cromatograficos descritos previamente, esta coloracion

es caracteristica de las alcamidas (Secretaria de Salud et al. 2021).

Con el propdsito de avanzar en la identificacion preliminar de este compuesto, se
realizd un analisis comparativo mediante cromatografia en capa fina utilizando un
estandar comercial de afinina (Chromadex®). La coincidencia observada tanto en la
coloracion como en el valor de factor de retencion entre ambas muestras sugiere
que la afinina constituye el principal componente presente en el grupo F384 (Figura
13C). No obstante, esta asignacion se considero preliminar y fue posteriormente
corroborada  mediante  técnicas  cromatograficas 'y  espectroscopicas

complementarias.

|
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Figura 13. Analisis cromatografico por CCF A) uni y B) bidimensional del grupo
F384 y C) su comparacion con afinina reveladas con luz Uv a 254 nm y p-
anisaldehido. Sistema de elucion de hexano/acetato de etilo en una proporcién
6:4.
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Por otro lado, el analisis del grupo F384 mediante cromatografia en capa fina
bidimensional indicé que no correspondia a un compuesto puro, sino a una mezcla
de constituyentes con elevada similitud estructural, los cuales no pudieron
resolverse adecuadamente mediante este sistema cromatografico. Estos resultados
evidenciaron las limitaciones de la CCF para separar los componentes presentes
en esta fraccion, por lo que se recurrié a la cromatografia liquida de alta resolucién
con el propdsito de incrementar la capacidad de resolucion y caracterizar con mayor

precision su composicién quimica.

El cromatograma analitico del grupo F384 reveld la presencia de al menos siete
componentes mayoritarios con tiempos de retencion (TR) de 25.279, 32.014,
33.503, 35.635, 38.881, 63.103 y 65.829 minutos (Figura 14). La presencia de
multiples senales cromatograficas confirmoé que el grupo correspondia a una mezcla
compleja de metabolitos estrechamente relacionados, lo que explica la limitada

separacion observada previamente mediante CCF bidimensional.

Con el objetivo de determinar cual de estos siete picos correspondia al constituyente
principal identificado preliminarmente como afinina mediante CCF, se realizé un
enriquecimiento del grupo F384 con un estandar de referencia de este compuesto.
Esta estrategia permitié establecer la correspondencia entre el pico cromatografico
del estandar y los componentes presentes en la muestra, facilitando su identificacién

dentro del perfil cromatografico obtenido.
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Figura 14. Cromatograma analitico del grupo F384 (A=236 nm). Las condiciones
de analisis se muestran en la seccion VII.12.

El analisis comparativo confirmé que el pico con un TR de 35.635 min correspondia
a la afinina, dado que el espectro de absorcién ultravioleta no mostrd
desdoblamiento del pico (Figura 15A-B) y registré a una longitud de onda maxima

idéntica (Amax) (Figura 15C-D).
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Figura 15. Cromatograma analitico del grupo F384 (A=236 nm). A y B)
enriquecimiento del grupo F384 con afininay C y D) Amax del grupo y de la afinina.
Las condiciones de analisis se muestran en la seccion VII.12.
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Finalmente, el método de HPLC preparativa desarrollado permitié la separacion y el
aislamiento individual de los siete componentes mayoritarios previamente
detectados en el analisis cromatografico analitico del grupo F384. Los compuestos
fueron recolectados de manera individual conforme a su orden de elucion y a sus
respectivos tiempos de retencion, permitiendo la obtencion de fracciones

enriquecidas para su posterior caracterizacion estructural.

El cromatograma preparativo correspondiente al grupo F384 se presenta en la
Figura 16, mientras que los rendimientos obtenidos para cada uno de los
compuestos aislados se muestran en el Cuadro 5. La resolucion alcanzada
mediante este método permitié recuperar de forma independiente los principales
constituyentes de la fraccidon, proporcionando material suficiente para los analisis

espectroscopicos subsecuentes.
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Figura 16. Cromatograma preparativo por HPLC-DAD del grupo F384 (A=236 nm).
Las condiciones de analisis se muestran en la seccion VII.10.

Es importante destacar que la afinina represento el 78.92 % del contenido total de
las alcamidas presentes en este grupo, lo que confirma su predominancia dentro
del perfil cromatografico obtenido. Esta elevada abundancia relativa es consistente
con los resultados previamente observados mediante RMN y HPLC-DAD, los cuales
sefalaron a la afinina como el principal constituyente quimico de las raices de H.
longipes. En conjunto, estos hallazgos respaldan que esta alcamida constituye el
metabolito especializado predominante de la especie y uno de los principales

responsables de las variaciones observadas en el perfil quimico radicular.

63



Cuadro 5. Rendimiento de los compuestos purificados del grupo F384 por HPLC-
DAD prep.

Numero de pico TR Rendimiento (mg por
(minutos) cada 200 mg del grupo)

1 86.377 8.2
2 117.936 5.0
3 128.168 1.7
4 140.744 97.8
5 148.974 3.1

6 228.098 5.0
7 238.885 21

Adicionalmente, se caracteriz6 el perfil de absorcion ultravioleta de los metabolitos
aislados con el proposito de obtener informacion complementaria sobre sus
sistemas cromoforos. Los valores de longitud de Amax determinados para cada
compuesto purificado se presentan en el Cuadro 6. Los maximos de absorcion
observados son consistentes con la presencia de sistemas de dobles enlaces
conjugados y enlaces triples caracteristicos de las alcamidas, en concordancia con
lo reportado por Cheng et al. (2015). En conjunto, estos resultados proporcionan
evidencia espectroscopica adicional que respalda la naturaleza estructural de los
compuestos aislados y complementa la informacion obtenida mediante los analisis

cromatograficos realizados previamente.
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Cuadro 6. Los cromatogramas y las Amax de los compuestos purificados por HPLC-

DAD prep.

No. de

pico

Cromatograma del pico
purificado

Amax (nm)

ND
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ND: No determinado

Finalmente, con el objetivo de establecer su identidad quimica, los compuestos

fueron sometidos a analisis por RMN para su elucidacién estructural.
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VI11.8. Elucidacion estructural de los compuestos purificados

VII1.8.1. Identificacion del compuesto 2B del grupo F104.

El espectro de RMN de '3C del compuesto 2B presenté un total de 32 seiiales de
carbono, lo que sugirio la presencia de un derivado triterpénico pentaciclico. Tanto
el numero de carbonos observados como la distribucion de sus desplazamientos
quimicos son consistentes con los patrones reportados para compuestos

pertenecientes a esta clase estructural (Zakiri et al. 2023).

Entre las sefales mas relevantes destacd la observada en &c 171.09 ppm,
caracteristica de un carbono carbonilico asociado a un grupo acetato. Asimismo, se
identificd una resonancia en 6¢ 81.0 ppm atribuible a un carbono oxigenado (C-3),
junto con sefales en d¢c 150.97 ppm y 6¢ 109.9 ppm correspondientes a un sistema
olefinico terminal formado por los carbonos C-20 y C-29, respectivamente. Este
ultimo constituye una de las caracteristicas estructurales mas representativas del

grupo isopropenilo presente en los triterpenos tipo lupano (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de '*C-RMN del compuesto 2B purificado por CCF prep
(CDCls, 175 MHz)

Por otra parte, el espectro de "H-RMN mostroé seis singuletes intensos en la region
de campo alto, con desplazamientos quimicos en &+ 0.78, 0.83, 0.84, 0.85, 0.94 y

1.03 ppm. Estas senales corresponden a protones de grupos metilo unidos a
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carbonos cuaternarios, una caracteristica distintiva de los triterpenos pentaciclicos.
La presencia de multiples sefiales metilicas intensas en esta region es consistente
con la elevada sustitucion alifatica caracteristica del esqueleto lupanico (Figura 18).
En conjunto, este patron de sefales constituye una evidencia adicional que respalda
la asignacion preliminar del compuesto 2B como un triterpeno pentaciclico de tipo

lupano.
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Figura 18. Espectro de 'H-RMN del compuesto purificado por CCF prep (CDCls,
700 MHz).

En el Cuadro 7, se muestra las sefiales que sustentan la propuesta de identidad del

compuesto del compuesto 2B como acetato de lupeol.
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Cuadro 7. Comparacion de los datos espectroscopicos de 'H y 3C RMN del
compuesto 2B del grupo F104 con los reportados para el acetato de lupeol.

Datos del compuesto 2B del grupo F104 Datos reportados para el acetato de lupeol

Posicion (CDCls, 700 MHz) (CDCls, 700 MHz) (Zakari et al. 2023)
5'3C (ppm)  &'H (ppm), multiplicidad, J (Hz), integracion ~ 8'3C (ppm)  &'H (ppm), multiplicidad, J (Hz), integracion
40.0 - 39.99 1.64,1(2.8), 2H
38.4 - 38.03 1.03, 9 (3.8), 2H
80.98 4.49, 80.98 4.6,dd (3.3,4.3), 1H
43.00 - 42.99 -
48.01 - 48.00 2.39,ddd (6.9,7.5,7.9), 1H
35.57 - 35.56 1.58, q (5.6), 2H
34.21 - 34.20 1.6,1(5.3), 2H
37.09 - 37.08 -
- 48.68 1.06, t(7.2),1H
42.83 - 42.81 -
29.84 - 29.82 1.07,9(1.4), 2H
- 27.92 1.37,9(8.5), 2H
27.95 - 27.94 1.04,9(3.7), 1H
21.33 - 21.33 2.07,t(1.3),1H
- 21.31 2.09,9(94), 1H
25.10 - 25.08 1.37,d (8.5), 2H
- 21.30 -

2129  1.06,1(8.9), 1H

48.29

NINPNDPNNPNDPNNDNDNN S QA A -
O N aRRON S o N RN Ao ® N OR LN =

- 4828 1.61,q(4.8), 1H
150.97 - 150.96 -
2372 - 2371 1.69, q (5.6), 2H
- 2132 1.66,t(6.4), 2H
19.29  1.05, s, 3H 19.28  1.69, s, 3H
18.01  0.81, s, 3H 17.99  0.79, s, 3H
16.50  0.86, s, 3H 16.49  0.79, s, 3H
28.02  0.87,s, 3H 16.35  1.03, s, 3H
16.19  0.88, s, 3H 16.17  0.79, s, 3H
15.98  1.05, s, 3H 15.97  1.03, s, 3H
109.36  4.59 109.35  4.57,dd, (3.9, 4.2), 2H
4.71
30 55.38  0.81 55.37  0.79, s, 3H
1 o) o) -
2’ 171.02 171.02 -
3 - 5753  0.87,s

s: singulete, brs: singulete ancho, d: doblete, brd: doblete ancho, dd: doblete de dobles, ddd: doblete de dobles
de dobles, dddd: doblete de dobles de dobles de dobles, dtd: doblete de tripletes de dobles, dddt: doblete de
dobles de dobles de tripletes, t: triplete, q: cuarteto, dt: doblete de tripletes, dq: doblete de cuartetos, ddp: doblete
de dobles de pentetes, m: multiplete.

VII1.8.2. Identificacion del compuesto correspondiente al pico 1 del grupo
F384.

El espectro de "3C-RMN del pico recolectado a un TR de 86.377 mostré un total de
30 senales de carbono, entre las cuales destacaron dos a 6¢ 171.11 y 166.30 ppm
que revelaron la existencia de dos grupos carbonilo de tipo amida. El caracter
cuaternario de ambos carbonos se corroboré por la ausencia de correlaciones en el

experimento de 'Hy '3C en HSQC. El espectro COSY mostro dos sistemas de espin
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independientes, mientras que las correlaciones HMBC asociaron el carbonilo de dc
166.33 ppm unicamente con el sistema de espin integrado por las sefales H-1" (dH
3.15), H-2 (dn 5.79) y H-3 (dn 6.88). Asimismo, el carbonilo de &¢c 171.11 ppm
presentd correlaciones exclusivas con un segundo conjunto de sefales H-1" (dn
3.15), H2 (dn 2.96) y H3 (dn 5.59) sin observarse correlaciones de largo alcance
entre ambos sistemas. Estos resultados demostraron que las sefales

correspondian a dos compuestos diferentes en la muestra.

El analisis de las correlaciones observadas en los experimentos HSQC, COSY y
HMBC permitié identificar un primer fragmento estructural correspondiente al
sustituyente unido al nitrégeno de la amida. La sefial del metilo H-3" (61 0.92, d, J =
6.71 Hz) present6 correlaciones HMBC con C-1°, C-2" y C-3°, ademas de una
correlacion COSY con H-2’, lo que evidencid su union al metino C-2. A su vez, el
proton H-2" (du 1.78, m) mostré correlaciones COSY con H-1" y H-3°, asi como
correlaciones HMBC con C-1"y C-3’, lo que permitié establecer la secuencia CHs-
CH-CHa. Finalmente, el metileno H-1" (dn 3.15, dd, J = 6.86, 6.09 Hz) presento
correlacion COSY con el proton NH (dn 5.43, bs) y correlaciones HMBC con el
carbonilo C-1 (8¢ 166.33 ppm) y los carbonos C-1"y C-2°, lo que confirmé que este
fragmento correspondia a un grupo N-isobutilo unido al nitrégeno de una amida (ver

anexo 8).

El analisis de la cadena carbonada mostrd un sistema olefinico constituido por los
protones H-1 (&1 5.79,t, J=1.59 Hz) y H-2 (61 6.81, t, J = 6.88 Hz). Ambos protones
presentaron correlacion mutua en el experimento COSY. El protén H-1 mostrd
correlaciones HMBC con el carbonilo C-1 y el metileno C-4, lo que ubico el doble
enlace en posicion a,8 con respecto a la amida. De manera complementaria, H-2
presenté correlaciones HMBC con C-1, C-2, C-3 y C-4, lo cual confirmé la
continuidad de la cadena carbonada. La secuencia alifatica continué con los
metilenos H-4, H-5, H-6 y H-7, los cuales presentaron correlaciones consecutivas
en el experimento COSY (H-3/H-4, H-4/H-5, H-5/H-6 y H-6/H-7), lo que permitid
establecer de forma inequivoca la continuidad del esqueleto carbonado. Las

correlaciones de largo alcance observadas en el experimento HMBC reforzaron esta
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asignacion, ya que H-4 correlacioné con C-2, C-3, C-5y C-6, H-5 con C-3, C-4, C-
6y C-7, H-6 con C4, C-5, C-7 y C-8, y H-7 con C-6, C-7, C-8, C-9, C-10 y C-11.
Estas ultimas correlaciones resultaron particularmente importantes, ya que
establecieron la conexion entre la cadena metilénica y el sistema acetilénico

terminal.

En la regién de carbono sp, el espectro de "*C-RMN mostrd cuatro sefiales a dc
77.85 (C-8), 68.48 (C-9), 68.59 (C-10) y 65.16 ppm (C-11) con desplazamientos
quimicos caracteristicos de un sistema diacetilénico. La ausencia de correlaciones
en el experimento HSQC confirmé que C-8, C-9 y C-10 correspondian a carbonos
acetilénicos no protonados. En contraste, C-11 presentd una correlacion directa con
el proton terminal H-11 (n 1.96, t, J = 1.18 Hz), mientras que las correlaciones
HMBC observadas desde H-11 permitieron establecer la posicion del sistema diino

en el extremo de la cadena carbonada.

La integracion de todas las correlaciones observadas en los experimentos COSY,
HSQC y HMBC permitié reconstruir la conectividad completa del compuesto, desde
el sustituyente unido al nitrégeno hasta el sistema diacetilénico terminal.
Posteriormente, la comparacién de los desplazamientos quimicos y constantes de
acoplamiento con los datos reportados en la literatura permitio establecer la

identidad del compuesto como N-isobutilundeca-2(E)-en-8,10-diinamida.

La asignacion completa de las sefiales de 'H y '3C RMN se presenta en el Cuadro
8, donde se comparan los valores experimentales obtenidos en este estudio con los
reportados previamente por Alperth et al. (2024). La elevada concordancia
observada entre ambos conjuntos de datos respalda la identificacion propuesta para

este compuesto.
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Cuadro 8. Datos espectroscopicos de RMN de 'H y '3C RMN del pico 1 del grupo
F384 y los reportados para N-isobutildeca-2(E)-en-8,10-diinamida.

Datos del pico 1 del grupo F384 (CDCls, Datos reportados para N-isobutildeca-2(E)-

Posicion en-8,10-diinamida (CDCls, 700 MHz)
700 MHz) (Alperth et al. 2024)
5'°C (ppm)  &'H (ppm), multiplicidad, J (Hz), integracion ~ 8'3C (ppm)  &'H (ppm), multiplicidad, J (Hz), integracion

1 166.33 - 165.9 -

2 124.21 5.79, 1t (1.59) 1241 5.78,d (15.2)

3 143.91 6.81, t(6.88) 143.8 6.82, dt, (15.2,7.0)

4 31.60 2.20, m 31.3 2.20, 9 (6.3)

5 27.46 1.58, m 27.2 1.58

6 27.41 1.58, m 274 1.58

7 19.05 2.28, 7d, (6.99, 1.29) 18.9 2.28, m

8 77.85 - 77.9 -

9 68.48 - 65.0 -

10 68.59 - 68.4 -

1 65.16 1.96,1,1.18 64.7 1.97,s

1 46.98 3.15, dd, (6.86, 6.09) 46.9 3.16, t (6.4)

2’ 28.79 1.78, m 28.6 1.80, m

3 20.25 0.92,d (6.71) 20.2 0.93,d (6.5)

4’ 20.25 0.92,d (6.71) 20.2 0.93,d (6.5)
-NH 5.43, brs 5.44, brs

s: singulete, brs: singulete ancho, d: doblete, brd: doblete ancho, dd: doblete de dobles, ddd: doblete
de dobles de dobles, dddd: doblete de dobles de dobles de dobles, did: doblete de tripletes de dobles,
dddt: doblete de dobles de dobles de ftripletes, t: triplete, q: cuarteto, dt: doblete de tripletes, dq:
doblete de cuartetos, ddp: doblete de dobles de pentetes, m: multiplete.

Por otro lado, las sefales del segundo esqueleto estructural asociado al carbonilo a
O0c 171.11 ppm permanecieron practicamente invariables en comparacion con el
compuesto previamente descrito, particularmente aquellas correspondientes al
grupo N-isobutilamida y al sistema 8,10-diino, lo que indicé que ambos compuestos

comparten el mismo esqueleto molecular.

La principal diferencia estructural con respecto al isomero N-isobutildeca-2(E)-en-
8,10-diinamida radica en el desplazamiento del doble enlace hacia la posicion A3, lo
que elimina la conjugacién directa entre el sistema olefinico y el grupo carbonilo de
la amida. Esta modificacion estructural se reflejé en los espectros de RMN, donde
el carbono a al carbonilo se observdé como un metileno a ¢ 40.68 ppm (C-2) con
una senal de protén a &1 2.96 ppm (m). Las correlaciones HMBC desde H-2" hacia
el carbonilo (C-1, &¢ 171.11 ppm) y los carbonos olefinicos C-3 (6¢c 123.76 ppm) y
C-4 (8¢ 134.52 ppm), en conjunto con la correlacion COSY entre H-3 y H-4 (&1 5.59
ppm) confirmaron su posicion adyacente al grupo amida y sustentaron el
desplazamiento del doble enlace respecto al isomero A3,
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De manera consistente, el sistema olefinico presento sefales a d¢c 123.76 (C-3) y
134.52 ppm (C-4), ambas asociadas a protones a du 5.59 ppm. Las correlaciones
HMBC de H-3 con C-2 y C-5, asi como las correlaciones COSY entre H-4 y H-5,
permitieron establecer la continuidad de la cadena carbonada. Asimismo, las
correlaciones de largo alcance observadas para H-5 hacia C-3, C4, C-6 y C-7
confirmaron la conexién entre el sistema olefinico y la porcidn correspondiente al

sistema diacetilénico.

El sistema diino terminal conservd desplazamientos quimicos practicamente
idénticos a los del isémero N-isobutildeca-2(E)-en-8,10-diinamida, con sefales a &c
77.85 (C-7), 68.48 (C-9), 68.59 (C-10) y 65.16 ppm (C-11). De igual forma, las
correlaciones HMBC del metileno adyacente (H-7) hacia C-8, C-9, C-10 y C-11
confirmaron que esta region permanecia inalterada. En conjunto, la ausencia de
variaciones significativas en esta zona indicé que la diferencia estructural entre
ambos compuestos se limita al desplazamiento del doble enlace dentro de la porcion

insaturada de la porcion amida (ver Anexo 9).

En contraste, el grupo N-isobutilamida presenté desplazamientos quimicos vy
patrones de correlacién bidimensional idénticos a los del compuesto previamente
elucidado, lo que evidencid la conservacion de este fragmento estructural. En
consecuencia, ambos compuestos comparten el mismo esqueleto molecular y
difieren unicamente en la posicion del enlace olefinico, por lo que se clasifican como

isbmeros constitucionales de posicion.

Finalmente, tras una revision exhaustiva de la literatura, no se encontraron reportes
previos de N-isobutildeca-3(E)-en-8,10-diinamida aislado de H. longipes. Por lo
tanto, su asignacion estructural se sustento en el analisis comparativo de los datos
de 'H y '3C RMN, asi como de las correlaciones obtenidas en los experimentos
COSY, HSQC y HMBC, respecto al isomero N-isobutildeca-2(E)-en-8,10-diinamida,
cuya estructura ha sido previamente descrita (Alperth et al., 2024).
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VIII.8.3. Identificacién del compuesto correspondiente al pico 2 del grupo
F384.

El espectro de '3C-RMN del compuesto correspondiente al pico recolectado con TR
de 117.936 min del grupo F384 mostr6 un total de 15 sefales de carbono, entre las
cuales destaco una sefal a dc 166.30 ppm correspondiente al carbonilo de una
amida. La ausencia de correlacion en el experimento HSQC confirmé el caracter
cuaternario de este carbono. El analisis conjunto de los experimentos COSY, HSQC
y HMBC permitié establecer la presencia de una alcamida con un fragmento N-
isobutil y una cadena acilica constituida por un sistema dieno conjugado y un

sistema diacetilénico terminal.

El fragmento correspondiente al sustituyente unido al nitrégeno de la amida fue
identificado como un grupo N-isobutilo. Las sefiales correspondientes a los grupos
metilo H-3" y H-4" (&1 0.91, m; d¢ 20.01 ppm) mostraron correlaciones HMBC con
los carbonos C-1', C-2' y C-3', ademas de la correlacion COSY con H-2', lo cual
evidencié su conexidén con un carbono metinico. El protén H-2' (61 1.81, m; &c 28.46
ppm) presentod correlaciones COSY con H-1"'y H-3', asi como correlaciones HMBC
con C-1"y C-3', lo cual establecio la secuencia caracteristica N-CH2-CH(CH3)2.
Finalmente, el metileno H-1" (dn 3.15, dd, J = 6.86, 6.13 Hz; dc 46.81 ppm),
directamente enlazado al nitrégeno, presento correlaciones HMBC con el carbonilo

C-1 (8¢ 166.30 ppm), confirmando la presencia del sustituyente N-isobutilo.

El analisis de la cadena acilica permitio identificar un sistema dieno conjugado. La
sefal correspondiente a H-2 (&n 5.53, d, J = 11.33 Hz; ¢ 119.31 ppm) presento
correlaciones HMBC con el carbonilo C-1, asi como con C-3 y C-4, confirmando su
posicion a al grupo amida. Asimismo, H-2 mostré correlacion COSY con H-3 (dH
6.39, td, J = 11.19, 0.84 Hz; d¢c 140.87 ppm), estableciendo el primer doble enlace
de la cadena acilica.

La continuidad del sistema conjugado fue establecida mediante las correlaciones
observadas entre H-3/H-4 y H-4/H-5 en el experimento COSY. El protén H-4 (&n
7.50, ddq, J = 15.00, 10.90, 1.27, 1.16 Hz; d¢c 128.00 ppm) presentd correlaciones

73



HMBC con C-2 y C-5, mientras que H-5 (dn 5.97, td, J = 15.26, 6.33 Hz; d¢c 139.59
ppm) mostré correlaciones HMBC con C-3, C-4, C-6 y C-7, confirmando la presencia

de un sistema dieno conjugado dentro de la cadena carbonada.

Las constantes de acoplamiento observadas permitieron establecer la configuracion
geomeétrica de las insaturaciones. El valor de J = 11.33 Hz observado entre H-2 y
H-3 fue consistente con una configuracion Z para esta insaturacion, mientras que el
acoplamiento de J = 15.26 Hz entre H-4 y H-5 indicé una configuracion E para el
segundo doble enlace. Considerando la nomenclatura empleada para las

alcamidas, el sistema conjugado fue asignado como 2(Z),4(E).

La region alifatica posterior al sistema dieno estuvo constituida por los metilenos C-
6y C-7. El protén H-6 (&1 2.40, m; &c 31.33 ppm) presento correlaciones COSY con
H-5y H-7, mientras que H-7 (dn 2.40, m; &c 18.93 ppm) mostro correlaciones HMBC
con C-5, C-6, C-8, C-9 y C-10, permitiendo establecer la conexion entre la region

olefinica y el sistema diacetilénico terminal.

En la region correspondiente a los carbonos sp, el espectro de '*C-RMN mostrd
cuatro sefiales caracteristicas de un sistema diacetilénico terminal: dc 77.36 (C-8),
68.44 (C-9), 68.44 (C-10) y 65.45 ppm (C-11). La ausencia de sefiales HSQC para
C-8, C-9 y C-10 confirmé la presencia de carbonos acetilénicos no protonados,
mientras que C-11 presento correlacion con el protén terminal H-11 (61 1.99, t, J =

1.13 Hz), confirmando la presencia de un alquino terminal.

La integracién de las correlaciones obtenidas mediante los experimentos COSY,
HSQC y HMBC permitié reconstruir la conectividad completa del compuesto, desde
el sustituyente N-isobutilo hasta el sistema diacetilénico terminal. La comparacién
de los desplazamientos quimicos obtenidos mediante RMN de 'H y '3C con los
datos reportados previamente en la literatura permitié identificar este compuesto
como un isémero geometrico de la N-isobutildeca-2,4-dien-8,10-diinamida, ya que
el compuesto previamente reportado corresponde al isomero 2(E),4(E), mientras

que el metabolito caracterizado en este estudio presento la configuracion 2(Z2),4(E).
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Los datos espectroscopicos completos se presentan en el Cuadro 9, donde se
comparan los valores experimentales obtenidos para el compuesto aislado del
grupo F384 con los datos reportados previamente para N-isobutildeca-2(E),4(E)-
dien-8,10-diinamida. La elevada similitud entre ambos conjuntos de datos respalda
la asignacion estructural propuesta.

Cuadro 9. Datos espectroscopicos de RMN de 'H y '3C RMN del pico 2 del grupo
F384 y los reportados para la N-isobutildeca-2(E),4(E)-dien-8,10-diinamida.

Datos reportados para la N-isobutildeca-

Datos del pico 2 del grupo F384 (CDCls, 2(E),4(E)-dien-8,10-diinamida (CDCls, 400

Posicion

700 MHz) MHz) (Aydin et al. 2019)
5'3C (ppm)  &'H (ppm), multiplicidad, J (Hz), integracion 5'3C (ppm)  &'H (ppm), multiplicidad, J (Hz), integracion

1 166.41 - 166.2 -

2 119.72 5.52,d (11.29) 123.2 5.84, d (15.04)

3 140.97 6.38,1(11.24) 140.3 7.18, dd (15.02, 10.76)
4 128.10 7.53, m 129.8 6.20, dd (15.14, 10.76)
5 139.72 ??Z,) dddd (14.29, 5.16, 4.04, 139.0 6.06, m

6 31.30 242, m 31.3 2.4, m

7 19.16 2.39, m 18.8 2.4, m

8 77.57 - 76.9 -

9 68.47 - 68.2 -

10 68.47 - 65.4 -

11 65.50 1.98, m 65.0 2.0,s

1 46.99 3.14,d (6.88, 6.13) 47.0 3.16, t (6.40)

2’ 28.68 1.81 m, (13.44, 6.67) 28.6 1.87, m

3 20.40 0.93, d 6.67) 20.1 0.92, d (6.68)

4’ 20.40 0.93, d (6.67) 20.1 0.92, d (6.68)
-NH - 5.50, brd

s: singulete, brs: singulete ancho, d: doblete, brd: doblete ancho, dd: doblete de dobles, ddd: doblete
de dobles de dobles, dddd: doblete de dobles de dobles de dobles, dtd: doblete de tripletes de dobles,
dddt: doblete de dobles de dobles de ftripletes, t: triplete, q: cuarteto, dt: doblete de tripletes, dq:
doblete de cuartetos, ddp: doblete de dobles de pentetes, m: multiplete.

Finalmente, los datos de EM respaldaron la estructura propuesta a partir de los
analisis de RMN. El espectro mostrd un ion molecular [M]* en m/z 229, consistente
con la férmula molecular CisH19NO y un indice de deficiencia de hidrégeno
correspondiente a siete insaturaciones, atribuibles a cuatro dobles enlaces, dos

enlaces triples y un grupo carbonilo.

El patron de fragmentacion observado proporciond evidencia adicional sobre la
conectividad de la molécula. Entre los fragmentos mas relevantes destacé el ion en

m/z 157 [C11H9Q]*, atribuido a un cation acilio generado tras la pérdida del
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fragmento amino. Asimismo, la sefial observada en m/z 128 [C1oHs]* fue consistente
con la ruptura de la cadena hidrocarbonada insaturada, mientras que el ion en m/z
57 [CaHo]* correspondioé al fragmento isobutilo [CH2CH(CHs)2] caracteristico de las
alcamidas con fragmento N-isobutilo. En conjunto, estos fragmentos fueron

congruentes con la estructura propuesta para el compuesto aislado.

Es importante destacar que, tras una revisidbn exhaustiva de los antecedentes
fitoquimicos de H. longipes, no se encontraron reportes previos de la presencia de
N-isobutildeca-2(E),4(E)-dien-8,10-diinamida en esta especie. Aunque este
metabolito ha sido identificado previamente en otros géneros de la familia
Asteraceae, su deteccion en las raices de H. longipes amplia significativamente el
conocimiento sobre la diversidad estructural de las alcamidas alifaticas y
acetilénicas presentes en la especie. En consecuencia, el presente estudio

constituye el primer reporte de este metabolito para H. longipes.

VII1.8.4. Identificacion del compuesto correspondiente al pico 3 del grupo
F384.

La elucidacion estructural completa del compuesto correspondiente al pico
recolectado con TR de 128.168 min no fue posible debido al bajo rendimiento
obtenido durante el proceso de purificaciéon (rendimiento < 2 mg), cantidad
insuficiente para la adquisicion de espectros de RMN en 2D con calidad adecuada

para su interpretacion.

No obstante, los datos de EM proporcionaron informacién preliminar sobre su
posible identidad. El espectro mostré un ion molecular [M]* en m/z 221, consistente
con la férmula molecular C14H23NO, la cual coincide con la reportada para la afinina.
Asimismo, el patron de fragmentacion presento sefiales diagndsticas en m/z 41, 53,
81, 98, 126, 141, 175 y 221, las cuales mostraron una elevada similitud con los

fragmentos descritos previamente para esta alcamida (ver anexo 11).

La coincidencia observada tanto en la masa molecular como en el patron de

fragmentacién sugiere que este metabolito corresponde a un compuesto
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estructuralmente relacionado con la afinina. Sin embargo, debido a la ausencia de
informacion espectroscopica complementaria obtenida por RMN, no fue posible
determinar si se trata de la propia afinina o de un isémero posicional o geométrico
con la misma composicion elemental. Por lo tanto, la identidad definitiva de este
compuesto debera confirmarse mediante estudios posteriores que permitan obtener
una mayor cantidad de material purificado y realizar su caracterizacién estructural

completa.

VIII.8.5. Identificacién del compuesto correspondiente al pico 4 del grupo
F384.

El espectro de '3C-RMN del compuesto correspondiente al pico con TR de 140.744
min mostré un total de 14 sefiales de carbono, destacando una sefial a dc 165.89
ppm, atribuida a un carbonilo de amida. La ausencia de correlacion en el
experimento HSQC confirmé que dicha sefial corresponde a un carbono
cuaternario. El analisis conjunto de los experimentos HSQC, COSY y HMBC
permitié establecer la conectividad completa del esqueleto molecular y determinar

la presencia de una cadena aciclica poliinsaturada caracteristica de una alcamida.

El analisis del fragmento unido al nitrégeno permitié identificar un grupo N-isobutilo.
La senal correspondiente al metilo H-3" (&1 0.92, d, J = 6.70 Hz; d¢c 20.36 ppm)
presentd correlaciones HMBC con C-1, C-2 y C-3, ademas de una correlaciéon
COSY con H-2". El proton metinico H-2" (du 1.79, m; &¢c 28.50 ppm) mostré
correlaciones COSY con H-1"y H-3", asi como correlaciones HMBC con C-1"y C-
3’, estableciendo la secuencia CH2-CH-(CH3)2 caracteristica del fragmento isobutilo.
Posteriormente, el metileno H-1" (dn 3.14, dd, J = 6.90, 6.09 Hz; &¢c 46.96 ppm),
debido a su desplazamiento quimico compatible con un carbono unido a nitrégeno,
presento correlaciones COSY con H-2 y el NH, ademas de correlaciones HMBC con
el carbonilo C-1 (&¢ 165.89 ppm) y con C-1"y C-2°, confirmando la presencia del

fragmento N-isobutilamida.
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La primera insaturacion de la cadena acilica se establecid a partir del sistema
olefinico formado por H-2 (6n 5.79, dt, J = 15.27, 1.59 Hz; &¢ 124.25 ppm) y H-3 (dH
6.81, dt, J=15.25,6.71 Hz; d¢c 143.72 ppm). Ambos protones mostraron correlacién
COSY, mientras que las correlaciones HMBC de H-2 con el carbonilo C-1 'y con C-
4, asi como de H-3 con C-1, C-4 y C-5, lo cual permitié ubicar el doble enlace entre
C-2 y C-3. La constante de acoplamiento observada entre H-2 y H-3 (J = 15.27 Hz)

fue consistente con una configuracién E para esta insaturacion.

La extension de la cadena carbonada se establecié mediante las correlaciones entre
los protones alifaticos H-4 (&1 2.25, m; ¢ 32.12 ppm) y H-5 (6w 2.31, q, J = 7.27,
6.88 Hz; &c 26.60 ppm). Ambos protones mostraron correlaciones COSY
consecutivas (H-3/H-4, H-4/H-5 y H-5/H-6), mientras que las correlaciones HMBC
de H-4 con C-2, C-3, C-5y C-6, y de H-5 con C-3, C-4, C-6 y C-7, confirmaron la

continuidad de la cadena hasta la siguiente region insaturada.

Los dobles enlaces restantes se identificaron mediante las sehales olefinicas
correspondientes a H-6 (01 5.25, dtd, J=10.86, 7.42, 7.37,0.91 Hz; 8¢ 127.80 ppm),
H-7 (&1 5.96, d, J = 10.95 Hz; &¢ 129.53 ppm), H-8 (&1 6.28, dddt, J = 15.49, 10.96,
3.19, 1.67 Hz; d¢c 126.80 ppm) y H-9 (&n 5.69, dq, J = 13.81, 6.75 Hz; &¢ 130.13
ppm). Las correlaciones COSY entre H-6/H-7, H-7/H-8 y H-8/H-9 demostraron la
continuidad del sistema trieno. Ademas, las correlaciones HMBC observadas entre
estos protones y los carbonos vecinos permitieron establecer la ubicacion de las

insaturaciones restantes dentro de la cadena carbonada.

La configuracion geométrica de los dobles enlaces fue determinada a partir de las
constantes de acoplamiento observadas. El valor de J = 15.49 Hz entre H-8 y H-9
fue consistente con una configuracién E para el doble enlace correspondiente,
mientras que el valor de J = 10.95 Hz entre H-6 y H-7 fue compatible con una
configuracion Z. En conjunto, los datos espectroscopicos permitieron establecer un
sistema trieno con la configuracion geométrica correspondiente a la N-isobutildeca-
2(E),6(2),8(E)-trienamida.

La integracion de las correlaciones obtenidas mediante COSY, HSQC y HMBC

permitié reconstruir la conectividad completa del compuesto, constituido por un
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grupo N-isobutilamida unido a una cadena aciclica con tres dobles enlaces y
configuraciones geométricas definidas. Finalmente, la concordancia entre los
desplazamientos quimicos, multiplicidades, constantes de acoplamiento y patrones
de correlacion permitié proponer inequivocamente la estructura de N-isobutildeca-
2(E),6(2),8(E)-trienamida. La asignacion completa de las sefiales espectroscopicas

se presenta en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Datos espectroscopicos de RMN de 'H y 3C RMN el pico 4 del grupo
F384 y los reportados para la afinina.

Posicién Datos del pico 4 del grupo F384 (CDCls, Datos reportados para la afinina (CDClIs,
700 MHz) 400 MHz) (Alperth et al. 2024)
5'3C (ppm)  &'H (ppm), multiplicidad, J (Hz), integracion 5'3C (ppm)  &'H (ppm), multiplicidad, J (Hz), integracion

1 165.89 - 166 -

2 124.25 5.79, dt (15.27, 1.59) 124.2 5.81, brd (15.4)

3 143.72  6.81, dt (15.25, 6.71) 143.5 6.83, dt (15.3,6.7)

4 32.12 2.25, m 32.1 2.26, m

5 26.60 2.31,q(7.27, 6.88) 26.4 2.33, m

6 127.80 5.25, dtd (10.86, 7.42, 7.37, 0.91) 127.7 5.26, dt (10.7, 6.9)

7 129.53 5.96, 10.95 129.4 5.98,1(10.8)

8 126.80 ?'é%dddt (15.49, 10.96, 3.19, 1267  6.29,dd (13.0, 11.0)

9 130.13 5.69, dq (13.81, 6.75) 130.0 5.69

10 18.43 1.77, m 18.3 1.78,d (6.5)

1 46.96 3.14, dd (6.90, 6.09) 46.9 3.14,1(6.6)

2 28.50 1.79, m 28.6 1.80, m

3 20.36 0.92,d (6.70) 20.1 0.92,d (6.7)

4’ 20.36 0.92,d (6.70) 20.1 0.92,d (6.7)
-NH - 5.51 brs - 5.68

s: singulete, brs: singulete ancho, d: doblete, brd: doblete ancho, dd: doblete de dobles, ddd: doblete
de dobles de dobles, dddd: doblete de dobles de dobles de dobles, dtd: doblete de tripletes de dobles,
dddt: doblete de dobles de dobles de ftripletes, t: triplete, q: cuarteto, dt: doblete de tripletes, dq:
doblete de cuartetos, ddp: doblete de dobles de pentetes, m: multiplete.

Finalmente, los datos de EM confirmaron la estructura propuesta a partir de los
analisis de RMN. El espectro mostré un ion molecular [M]* en m/z 221, consistente
con la formula molecular C14H2sNO. EI patron de fragmentacion obtenido
proporciono evidencia adicional sobre la conectividad de la molécula y la presencia
de los grupos funcionales caracteristicos de esta alcamida.

Entre los fragmentos mas representativos destacaron los iones observados en m/z
189, 167 y 141, los cuales se atribuyeron a pérdidas sucesivas de fragmentos de la
cadena hidrocarbonada insaturada. Asimismo, la sefal en m/z 126 fue consistente
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con procesos de fragmentacion asociados a la ruptura del sistema amida. Por otra
parte, el ion observado en m/z 98 se asigné al fragmento N-isobutilamida, mientras
que las sefales intensas en m/z 81, 53 y 41 fueron compatibles con procesos de
fragmentacion del sistema de insaturaciones conjugadas presente en la molécula.
Finalmente, el fragmento caracteristico en m/z 57 [C4Hq]* confirmé la presencia del

grupo isobutilo.

En conjunto, la coincidencia entre la masa molecular observada, el patrén de
fragmentacién y los datos obtenidos mediante RMN de 'H y 3C confirmaron la
identidad del compuesto como N-isobutildeca-2(E),6(Z2),8(E)-trienamida (afinina o
espilantol), constituyendo el principal metabolito especializado presente en la raiz

de H. longipes.

VIII.8.6. Identificacién del compuesto correspondiente al pico 5 del grupo
F384.

De manera preliminar, el compuesto recolectado a un TR de 148.974 min fue
identificado como afinina considerando la elevada concordancia entre sus
desplazamientos quimicos de RMN de 'H y 'C vy los valores reportados
previamente para este metabolito. Esta similitud espectroscopica, aunada a la
coincidencia de la formula molecular determinada mediante EM, proporciona

evidencia consistente con la estructura de la afinina (ver anexo 13).

No obstante, la baja relacion sefial/ruido obtenida en los espectros de RMN limité la
resolucidn detallada de algunas senales criticas para la asignacion inequivoca de
sus multiplicidades y constantes de acoplamiento. En consecuencia, aunque los
datos disponibles indican que este compuesto comparte la misma conectividad
molecular que la afinina, no fue posible descartar completamente la posibilidad de
que corresponda a esta molécula o a un isbmero posicional o geométrico. Por lo
tanto, la asignacion estructural debe considerarse preliminar y requerira estudios

espectroscopicos adicionales para su confirmacion definitiva.
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VIII.8.7. Identificacidbn compuesto correspondiente al pico 6 del grupo F384.

El espectro de '*C-RMN del compuesto correspondiente al pico con TR de 228.098
min mostro un total de 15 sefiales de carbono, destacando una sefial a dc 166.20
ppm, atribuida al carbonilo de una amida. La ausencia de correlacion de esta senal
en el experimento HSQC confirmo6 que corresponde a un carbono cuaternario. El
analisis conjunto de los experimentos HSQC, COSY y HMBC permitio establecer la
conectividad completa del compuesto, evidenciando la presencia de una alcamida

constituida por un sustituyente N-alquilo y una cadena alifatica trienoica.

El analisis del fragmento unido al nitrégeno permitié identificar un grupo N-(2-
metilbutilo). Los metilos H-4" (&1 0.89, m; &¢ 11.11 ppm) y H-5" (61 0.89, m; &¢c 17.02
ppm) mostraron correlaciones HMBC con los carbonos C-2°, C-3" y C-5", mientras
que el metileno H-3" (61 1.14 y 1.41, m; ¢ 27.37 ppm) presento correlaciones COSY
con H-4" y H-5", ademas de correlaciones HMBC con C-1, C-3, C-4 y C-5. El metino
H-2" (01 1.58, m; &¢ 35.17 ppm) mostrd correlaciones COSY con H-2°, H-4" y H-5",
asi como correlaciones HMBC con C-1, C-2, C-4 y C-5. Finalmente, el metileno H-
1" (6n 3.13y 3.25, m; &¢c 45.00 ppm), caracteristico de un carbono unido al nitrégeno,
presentd correlaciones HMBC con C-2°, C-3°, C-4" y con el carbonilo C-1,
confirmando la presencia del sustituyente N-(2-metilbutilo) unido al nitrégeno de la

amida.

La cadena acilica se establecié a partir de las correlaciones COSY entre H-2/H-3,
H-3/H-4, H-4/H-5, H-5/H-6, H-6/H-7, H-7/H-8 y H-8/H-9, las cuales definieron la
continuidad de una cadena alifatica con tres dobles enlaces conjugados. Las
correlaciones HMBC observadas de H-2 con el carbonilo C-1 y C-3, de H-3 con C-
1, C-4 y C-5, de H-4 con C-2, C-3, C-5y C-6, y de H-5 con C-3, C4, C-6 y C-7,

confirmaron la conectividad de la cadena carbonada.

La constante de acoplamiento observada entre H-2 y H-3 (J = 15.28 Hz) fue
consistente con una configuracién E para el primer doble enlace, mientras que el
valor de J = 11.03 Hz entre H-6 y H-7 indicé una configuracién Z para el segundo
doble enlace. Por su parte, el doble enlace terminal presenté constantes de

acoplamiento compatibles con una configuracion E, de acuerdo con el valor de J =
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15.54 Hz observado entre H-8 y H-9, lo cual estableci6 un sistema trieno con
configuracion 2(E),6(2),8(E).

La integracion de las correlaciones obtenidas mediante los experimentos COSY,
HSQC y HMBC permitié reconstruir la conectividad completa del compuesto. La
comparacion de los desplazamientos quimicos, las constantes de acoplamiento y la
férmula molecular obtenida mediante EM con los datos reportados en la literatura

permitié asignar el compuesto como N-(2-metilbutil)deca-2(E),6(Z),8(E)-trienamida.

En conjunto, estos datos indican que el compuesto conserva el mismo sistema
carbonado insaturado presente en la afinina, diferenciandose principalmente por la
sustitucion del grupo N-isobutilo por una unidad N-metilbutilamida, lo que sugiere la
presencia de una alcamida estructuralmente relacionada dentro del perfil quimico

de la raiz de H. longipes (ver anexo 14).

Cuadro 11. Datos espectroscopicos de RMN de 'H y '3C RMN del pico 6 del grupo
F384 y los reportados para el homoespilantol.

Posicién Datos del pico 6 del grupo F384 (CDCls, Datos reportados para el homoespilantol

700 MHz) (CDCls, 700 MHz) (Alperth et al. 2024)
5'3C (ppm) 5'H (ppm), multiplete, J (Hz), integracion 5'3C (ppm)  &'H (ppm), multiplicidad, J (Hz), integracién

1 166.20 - 166.0 -

2 124.19 5.79, dt (15.28,1.60) 124 1 5.78,d (15.3)

3 143.21 6.81, m 143.5 6.82, td (6.7, 15.2)

4 32.08 2.25, m 32.2 2.26,q(7.4)

5 26.51 2.32, m 26.4 2.32,q(7.4)

6 127.86  5.25, dt (10.96, 7.26) 127.7 5.27,dt (11.0,7.5)

7 12949 5.98,1t(11.03) 129.4 5.97,1(11.0)

8 126.85 ?ég‘) ddp (15.54, 10.90, 1,68, 126.7 6.29,t(13.0)

9 130.27 5.69, dq (13.80, 6.71) 130.0 571, m

10 18.52 1.77,dd (6.79, 1.64) 18.3 1.78,d (6.7)

1 45.00 3.13,3.25m 451 3.26,3.14, m

2 35.17 1.58, m 35.0 1.58

3 27.37 1.14,1.41, m 27.0 1.41,1.16, m

4’ 11.11 0.89, m 11.3 0.91

5 17.02 0.89, m 17.2 0.91
-NH - - 5.41, brs

s: singulete, brs: singulete ancho, d: doblete, brd: doblete ancho, dd: doblete de dobles, ddd: doblete
de dobles de dobles, dddd: doblete de dobles de dobles de dobles, dtd: doblete de tripletes de dobles,
dddt: doblete de dobles de dobles de ftripletes, t: triplete, q: cuarteto, dt: doblete de tripletes, dq:
doblete de cuartetos, ddp: doblete de dobles de pentetes, m: multiplete.
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Finalmente, la identidad estructural del compuesto fue corroborada mediante EM.
El espectro mostré un ion molecular [M]* en m/z 235, consistente con la formula
molecular C1sH2sNO, en concordancia con la estructura propuesta a partir de los
datos de RMN.

El patron de fragmentacién proporcioné evidencia adicional sobre la conectividad
molecular. Entre los fragmentos mas representativos destacaron los iones
observados en m/z 206, 189 y 155, los cuales se atribuyeron a pérdidas sucesivas
de fragmentos de la cadena hidrocarbonada insaturada. Asimismo, la sefial en m/z
126 se asocio con la ruptura del enlace amida y la retencidn de la porcion acilica de

la molécula.

Por otra parte, el ion observado en m/z 98 fue consistente con la presencia del
fragmento N-metilbutilamida, mientras que las sefales intensas en m/z 81, 53 y 41
fueron atribuidas a procesos de fragmentacion del sistema de insaturaciones
conjugadas. Finalmente, el fragmento en m/z 57 confirmo la presencia de la porcién

alquilica correspondiente al sustituyente unido al nitrégeno de la amida.

En conjunto, la coincidencia entre la masa molecular observada, el patrén de
fragmentacion y los datos obtenidos mediante RMN de 'H y '3C respaldan la
identidad del compuesto como una alcamida estructuralmente relacionada con la
afinina que presenta una unidad N-metilbutilamida en sustitucion del grupo N-

isobutilo caracteristico de esta ultima.

VII.8.8. Identificacion del compuesto correspondiente al pico 7 del grupo
F384.

La elucidacién estructural completa del compuesto correspondiente al pico con TR
de 238.885 min no fue posible debido al bajo rendimiento obtenido durante el
proceso de purificacion (2.1 mg), cantidad insuficiente para realizar una
caracterizacion exhaustiva mediante RMN. No obstante, los datos obtenidos por EM

proporcionaron evidencia solida sobre su posible identidad.
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El espectro mostré un ion molecular [M]* en m/z 247, consistente con la formula
molecular C16H2sNO, la cual coincide con la reportada para la N-isobutildodeca-
2(E),4(2),8(2),10(E)-tetraenamida (ver anexo 15). Asimismo, el patron de
fragmentacién presento senales diagndésticas en m/z 41, 57, 81, 95, 115, 128, 152,
167, 196, 217 y 247, las cuales mostraron una elevada concordancia con los

espectros reportados en la biblioteca NIST para esta alcamida.

Entre los fragmentos mas representativos destacé la seial en m/z 57,
correspondiente al ion [CsHo]*, caracteristica de la ruptura del grupo isobutilo
terminal. Por otra parte, los fragmentos observados en m/z 81 y 95 fueron
consistentes con procesos de ciclacion y fragmentacion del sistema poliinsaturado
de la cadena alifatica, generando cationes estabilizados por conjugacion.
Finalmente, los iones de mayor masa observados en m/z 196 y 167 fueron
compatibles con pérdidas sucesivas asociadas a la cadena hidrocarbonada y a la
formacion de fragmentos acilicos sustituidos, proporcionando evidencia adicional en

favor de la estructura propuesta.

En conjunto, los datos espectrométricos sugieren que este compuesto corresponde
a la N-isobutildodeca-2(E),4(2),8(2),10(E)-tetraenamida. Sin embargo, debido a la
ausencia de informacion complementaria obtenida mediante RMN, la configuracion
estereoquimica y la conectividad estructural deberan corroborarse mediante
estudios posteriores una vez que se disponga de una mayor cantidad de material

purificado.

La identificacion de estas alcamidas pone de manifiesto la notable plasticidad
biosintética de las raices de H. longipes. Una de las principales variaciones
estructurales observadas se relaciona con la naturaleza de la fraccién aminica, la
cual se origina a partir del metabolismo de aminoacidos de cadena ramificada. La
presencia predominante de alcamidas N-isobutiladas sugiere que la L-leucina
constituye uno de los principales precursores biosintéticos utilizados por la especie
(Cortez-Espinosa et al. 2011). No obstante, la deteccion de la N-isobutildodeca-
2(E),4(2),8(2),10(E)-tetraenamida demuestra que H. longipes también es capaz de

incorporar precursores alternativos derivados de la L-isoleucina, ampliando asi la
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diversidad estructural de sus metabolitos especializados. Esta capacidad de
conjugar una misma cadena acilica con diferentes aminas probablemente modifica
propiedades fisicoquimicas relevantes, como la lipofilicidad, y podria influir en la

actividad bioldgica de las alcamidas resultantes.

Por otra parte, los resultados evidenciaron la coexistencia de dos familias
estructurales principales de alcamidas. La primera corresponde a compuestos
caracterizados por sistemas de dobles enlaces conjugados, representados por la
afinina y sus derivados relacionados. La segunda comprende alcamidas que
incorporan sistemas acetilénicos, cuya presencia refleja una elevada
especializacion enzimatica hacia la biosintesis de metabolitos que contienen

enlaces triples carbono-carbono.

La coexistencia de sistemas olefinicos y acetilénicos dentro de una misma matriz
quimica constituye una de las caracteristicas mas distintivas del perfil metabolomico
radicular de H. longipes. En este contexto, el reporte de estas alcamidas adicionales
no solo amplia significativamente el conocimiento fitoquimico de la especie, sino
que también confirma que la afinina representa unicamente el componente
predominante de una red mucho mas diversa de metabolitos estructuralmente
relacionados. En conjunto, estos hallazgos refuerzan el valor de H. longipes como
un modelo bioldgico de alta complejidad quimica y relevancia quimiotaxonémica

dentro de la familia Asteraceae (Figura 19).
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Figura 19. Estructuras quimicas de los compuestos purificados a partir del
extracto de H. longipes caracterizadas mediante RMN. A) acetato de lupeol; B) N-
isobutildeca-2(E)-en-8,10-diinamida; C) N-isobutildeca-3(E)-en-8,10-diinamida;
D) N-isobutildeca-2(E),4(E)-dien-8,10-diinamida; E) afinina (N-isobutildeca-
2(E),6(2),8(E)-trienamida); 'y F) homoespilantol  (N-(2-metilbutil)deca-
2(E),6(2),8(E)-trienamida).

VII1.9. Cuantificacion de afinina

La cuantificacion de afinina revelé que las CI favorecieron significativamente su
acumulacién en comparacion con las CS. Asimismo, los resultados demostraron
que este compuesto esta presente desde las etapas tempranas del desarrollo de H.
longipes y permanece detectable a lo largo de todo su ciclo fenoldgico, lo que indica
que su produccién constituye una caracteristica metabdlica mantenida durante el

crecimiento de la especie.

En ambas condiciones de cultivo, la concentracion de afinina mostré una tendencia
creciente conforme avanzoé el desarrollo fenoldgico de la planta. Los valores mas
bajos se registraron durante la etapa vegetativa, mientras que las mayores
concentraciones se observaron en las etapas de fructificacién y defoliacion. No
obstante, para cada una de las etapas evaluadas, las plantas cultivadas en CI

presentaron concentraciones superiores a las observadas en los ejemplares
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desarrollados bajo condiciones silvestres (Figura 20). En conjunto, estos resultados
indican que tanto la condicién de cultivo como la etapa fenoldgica influyen en la
acumulacién de afinina en la raiz de H. longipes, favoreciendo su concentracion

durante las fases finales del desarrollo de la planta.
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Figura 20. Efecto de las condiciones de cultivo y la etapa fenoldgica en la
concentracion de afinina en la raiz de H. longipes. Los datos se expresan como
media + EEM (n=6). Un asterisco (*) indica una diferencia significativa entre las
condiciones de cultivo (p=0,005), mientras que un signo de numero (#) indica una
diferencia significativa entre los estadios fenolégicos. La significancia estadistica
se evalu6 mediante un ANOVA de una via seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

Por otro lado, es importante destacar que estos resultados concuerdan plenamente
con las tendencias previamente identificadas mediante analisis de "H-RMN de los
ejemplares en ClI, lo cual proporciona una validacién cuantitativa de las mismas,
reforzando la idea de que la afinina es el metabolito mas dinamicamente regulado y

representativo a lo largo de las etapas fenolégicas evaluadas.

Desde una perspectiva aplicada, los resultados obtenidos permiten identificar a la
etapa de fructificacion como el periodo mas favorable para el aprovechamiento de
la raiz de H. longipes destinada a la obtencion de afinina. Independientemente de

la condicidn de cultivo, esta etapa presentd simultaneamente los valores mas altos
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de biomasa radicular y las mayores concentraciones de afinina, caracteristicas que
la convierten en el momento 6ptimo de cosecha para maximizar el rendimiento de

este metabolito bioactivo.

Adicionalmente, las condiciones de cultivo no solo influyeron en la acumulacién de
afinina, sino también en la abundancia relativa de otras alcamidas presentes en la
raiz. La Figura 21 muestra cromatogramas representativos de muestras
provenientes de plantas desarrolladas bajo CS y Cl en distintas etapas fenoldgicas,
evidenciando modificaciones tanto cualitativas como cuantitativas en el perfil
metabolodmico radicular. Estos resultados sugieren que la condicidn de cultivo ejerce
un efecto mas amplio sobre el metabolismo especializado de H. longipes que el

observado unicamente para la afinina.
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Figura 21. Cromatogramas representativos de HPLC-DAD (A=236 nm) del perfil
de las alcamidas presentes en H. longipes cultivadas en A) CS y B) CI en
diferentes etapas fenoldgicas. Los picos cromatograficos se identifican de la
siguiente manera: Picos: 1) N-isobutildeca-2(E)-en-8,10-diinamida y N-
isobutildeca-3(E)-en-8,10-diinamida, 2)  N-isobutildeca-2(E),4(E)-dien-8,10-
diinamida, 3) desconocido, 4) isémero de afinina, 5) afinina, 6) isémero de afinina,
7) homoespilantol y 8) desconocido.

En ambas condiciones de cultivo, la etapa vegetativa presenté las menores
proporciones relativas de afinina y de las alcamidas minoritarias detectadas en los
cromatogramas, mientras que la etapa de fructificacion exhibié la mayor abundancia
de estos compuestos. Este comportamiento coincide con el incremento general
observado en la acumulaciéon de metabolitos especializados durante las etapas
reproductivas de la planta y sugiere que la biosintesis de alcamidas se intensifica

conforme avanza el desarrollo fenologico.

Aunque las alcamidas minoritarias no fueron cuantificadas individualmente en este
estudio, los cambios observados en sus sefales cromatograficas indican que su
acumulacién podria estar influenciada tanto por la etapa fenolégica como por la
condicion de cultivo. Estos resultados amplian las observaciones reportadas por
Lépez-Martinez et al. (2011) y proporcionan una base para futuras investigaciones
dirigidas a la identificacion, cuantificacion y evaluacion bioldgica de las alcamidas

minoritarias presentes en H. longipes.
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VII1.10. Analisis de los compuestos semivolatiles por CG-EM.

El analisis por CG-EM de los extractos de diclorometano de las raices de H. longipes
reveld una matriz compleja de compuestos semivolatiles. El perfil metabdlico
radicular esta compuesto predominantemente por alcamidas, acidos grasos,
fenilpropanoides, derivados lipidicos asociados a la cuticula radicular y terpenos
(Figura 22). Estos grupos de compuestos mostraron variaciones distintivas en las
diferentes etapas fenoldgicas, asi como diferencias caracteristicas en las
condiciones de cultivo en CS y Cl. En el anexo 16 se proporcionan las listas
detalladas de los compuestos identificados en conjunto con sus respectivas

clasificaciones biosintéticas.
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Figura 22. Mapa de calor (heatmap) de la abundancia relativa de las principales
familias de metabolitos en raices de H. longipes. Las filas representan los
extractos de las diferentes etapas fenoldgicas bajo ambas condiciones de cultivo:
CS y CI. Las columnas corresponden a la clasificacion biosintética de los
compuestos semivolatiles identificados por CG-EM. La escala de color de la
derecha representa los valores de intensidad normalizados mediante puntuacién
Z (Z-score), donde el espectro rojo indica una mayor acumulacion relativa y el
espectro amarillo sefiala una menor abundancia.
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Durante la etapa vegetativa, los ejemplares en Cl mostraron una mayor abundancia
relativa en la mayoria de las familias quimicas en comparacion con las CS. Se
registré una mayor acumulacion de alcamidas (9.8414 %), acidos grasos y sus
derivados (1.7274 %), fenilpropanoides (2.7427 %) y derivados lipidicos (26.1908
%) con respecto a los ejemplares en CS (2.9965, 0.0647, 0, 24.1811 y 2.4588 %,
respectivamente). En contraste, los ejemplares en CS mostraron una mayor
abundancia de terpenos (2.4588 %) con respecto a los cultivados en Cl (1.0874 %).
Este comportamiento puede atribuirse a que las familias de metabolitos mayoritarias
en Cl estan asociadas a procesos de mantenimiento celular y metabolismo primario
en condiciones controladas (Schaller, 2003). Por el contrario, la mayor acumulacion
de terpenoides en los ejemplares en CS sugiere la activacion de mecanismos de
defensa asociados y de comunicacién entre las plantas y su ecosistema (Bai et al.
2021; Dong & Qi, 2025; Thimmapa et al. 2014).

La transicién de la etapa vegetativa a la etapa de floracion se caracterizé por un
incremento en la abundancia relativa de las alcamidas acompafado de una
disminucién en los niveles de acidos grasos y derivados lipidicos en ambas
condiciones de cultivo. Este comportamiento sugiere un posible redireccionamiento
del metabolismo desde la sintesis de componentes estructurales asociados al
metabolismo primario hacia la acumulacibn de metabolitos especializados
vinculados con el desarrollo reproductivo. Durante la etapa de floracion, los
ejemplares cultivados en Cl mostraron una acumulacion superior de alcamidas
(21.3957 %) en comparacion con los ejemplares desarrollados en CS (6.4079 %).
En contraste, en Cl se observé una menor abundancia relativa de fenilpropanoides
(1.4253 %), derivados lipidicos (22.9013 %) y terpenos (0.6041 %) respecto a CS
(1.5077, 30.4342 y 13.2263 %, respectivamente). Asimismo, durante esta etapa no
se detectaron acidos grasos ni sus derivados en ninguna de las condiciones

evaluadas.

La transicion de la etapa de floracion a fructificacion se caracterizé por un
incremento adicional en la abundancia de alcamidas y fenilpropanoides,

acompanado por una disminucion relativa de los derivados lipidicos. Durante la
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fructificacion, los ejemplares cultivados en Cl presentaron una mayor acumulacion
de alcamidas (35.2484 %), fenilpropanoides (22.9128 %) y terpenos (3.7193 %) en
comparacién con los ejemplares de CS (28.7872 %, 21.1880 % y 2.5510 %,
respectivamente). Este comportamiento coincide con la etapa de maxima
acumulacioén de afinina observada previamente y sugiere una intensificacion de las
rutas biosintéticas asociadas a la produccion de alcamidas durante el desarrollo y
maduracion de las estructuras reproductivas. De manera paralela, el incremento de
fenilpropanoides podria estar relacionado con procesos de lignificacion y
fortalecimiento de tejidos vasculares y de soporte, necesarios para sostener el

aumento de biomasa y la demanda fisiolégica asociada a la reproduccion.

Finalmente, la transicion de la etapa de fructificacidon a la etapa de defoliacion en Cl
se caracterizé por un incremento marcado en la abundancia de derivados lipidicos
(28.9737 %), acompanado por una disminucion significativa de fenilpropanoides
(0.4009 %) y una ligera reduccion en el contenido de terpenos (2.8899 %) con
respecto a la etapa anterior. Cabe destacar que la abundancia relativa de las
alcamidas se mantuvo elevada durante esta fase. En conjunto, estos resultados
sugieren que, una vez concluido el desarrollo reproductivo, el sistema radicular entra
en una fase de reorganizacion metabodlica asociada al establecimiento de la
senescencia y la latencia. En este contexto, la reduccidon de metabolitos derivados
de rutas biosintéticas energéticamente demandantes, junto con el incremento de
compuestos lipidicos, podria estar relacionada con procesos de almacenamiento de
reservas y mantenimiento de la integridad estructural de membranas y tejidos

radiculares durante el periodo de reposo fisiolégico.

Con respecto al perfil de alcamidas, se observé una evolucién dinamica a lo largo
del desarrollo fenoldgico de la planta. La afinina se consolidé como el componente
constante y mayoritario en todas las etapas, independientemente de las condiciones
de cultivo, mientras que las transiciones entre fases estuvieron acompafadas por la
aparicion de alcamidas diferenciales caracteristicas de cada estadio de desarrollo.
La etapa vegetativa se caracterizé por la presencia de N-isobutildeca-2(E)-en-8,10-

diinamida y erucamida. Por su parte, la transicion hacia la floracion se asocié con la
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aparicion de homoespilantol, hexadecamida y N-isobutil-sec-butilamida. Durante la
fructificacion se mantuvieron la afinina, el homoespilantol y la erucamida; ademas,
se identificd la N-isobutilhexadecanamida como la alcamida diferencial de esta
etapa. Finalmente, durante la defoliacion se conservo el perfil de alcamidas
observado en fructificacion, con excepcion de la erucamida. Si bien la erucamida, la
hexadecamida y la N-isobutil-sec-butilamida no fueron identificadas mediante
HPLC-DAD, su deteccién por CG-EM resulta particularmente relevante. El estudio
de estas alquilamidas aporta informacién valiosa sobre los cambios quimicos
asociados al desarrollo ontogenético y a las condiciones de cultivo, permitiendo
proponerlas como potenciales marcadores quimicos de etapas especificas del ciclo

biolégico de la especie.

Con respecto a su posible funcion bioldgica, la dinamica observada en las alcamidas
sugiere la existencia de un sistema de proteccion y adaptacion del érgano
subterraneo estrechamente relacionado con las demandas fisiolégicas de cada
etapa de desarrollo y con las condiciones del microambiente edafico. Durante la
etapa vegetativa, la presencia de afinina y N-isobutildeca-2(E)-en-8,10-diinamida
podria contribuir a la proteccién de los tejidos radiculares debido a la elevada
reactividad quimica asociada a los sistemas diinicos, los cuales han sido
relacionados con actividades nematicidas y fitoalexinicas en otras especies
(Christensen y Lam et al. 1991; Molina-Torres et al. 2004). Asimismo, la presencia
de erucamida podria estar relacionada con procesos de organizacion y

mantenimiento de membranas celulares durante el crecimiento activo de la raiz.

Con el inicio de las etapas reproductivas, la aparicién y acumulacion sostenida de
homoespilantol sugiere una ampliacion de la capacidad defensiva del sistema
radicular. Este compuesto ha sido asociado con actividades biol6gicas que podrian
contribuir a la proteccion frente a organismos del suelo, reforzando el papel de la
raiz como un importante reservorio de metabolitos especializados durante los
periodos de mayor inversion energética de la planta (Greger, 1984). De manera
simultanea, el incremento en la diversidad de alcamidas observado durante la

floracion y fructificacion coincide con la etapa de maxima acumulacion de afinina y
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con el aumento de biomasa radicular registrado previamente, lo que sugiere una
estrecha relacion entre el desarrollo reproductivo y la acumulacion de metabolitos

especializados.

Finalmente, durante la etapa de defoliacion, la persistencia de afinina,
homoespilantol y N-isobutilhexadecanamida podria representar una estrategia de
mantenimiento quimico del sistema radicular durante el periodo de latencia. La
permanencia de estas alcamidas, caracterizadas por estructuras relativamente
estables, sugiere que podrian contribuir a la proteccién de los tejidos subterraneos
frente a microorganismos y otros factores ambientales durante el periodo de reposo
fisiolégico. En conjunto, estos resultados indican que la composicion de alcamidas
en H. longipes no es estatica, sino que responde de manera dinamica a las
necesidades fisiolégicas de la planta a lo largo de su ciclo de desarrollo,
contribuyendo potencialmente tanto a procesos de defensa como de adaptacion

ecoldgica (Schafleitner et al. 2007).

VIII.11. Actividad de la valina descarboxilasa.

Las condiciones de cultivo evaluadas no indujeron cambios significativos en la

actividad de la valina descarboxilasa en la raiz de H. longipes (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de las condiciones de cultivo y la etapa fenolégica sobre la
actividad de la valina descarboxilasa. Los datos se expresan como media + EEM
(n=6). Un asterisco (*) indica una diferencia significativa entre las condiciones de
cultivo (p=0,05), mientras que un signo de numero (#) indica una diferencia
significativa entre las etapas fenolégicas. La significancia estadistica se evalu6
mediante un ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples
de Tukey (p < 0.05).

Estos resultados sugieren que la actividad de la VDC permanece relativamente
estable durante el ciclo fenolégico de H. longipes y que, bajo las condiciones
evaluadas, no es afectada significativamente por la condicion de cultivo ni por el
avance del desarrollo fenolégico. Esta estabilidad podria indicar que la
descarboxilacion de la valina constituye un proceso metabdlico mantenido a lo largo
del crecimiento de la especie, independientemente de los cambios morfolégicos
observados durante su desarrollo. Esta tendencia podria estar relacionada con los
cambios fisiolégicos asociados a la senescencia y a la disminucion gradual de la

actividad metabdlica caracteristica de las etapas finales del desarrollo de la planta.

En este contexto, el estudio de Parola-Contreras et al. (2020; 2024) demostré que
la induccién de estrés mediante la adicion de Per (200 mM) y As (10 mM) incrementa
significativamente la actividad de esta enzima en H. longipes. Esto sugiere que la
regulacion de la VDC opera bajo un control de caracter inducible y es altamente

sensible a las alertas ambientales y de sefalizacion por estrés. Desde esta
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perspectiva, la actividad enzimatica relativamente constante y basal observada en
el presente estudio es consistente con un desarrollo vegetal bajo condiciones no
restrictivas, donde la homeostasis no se vio comprometida y, por lo tanto, la enzima
respondié de manera exclusiva a las demandas del reloj ontogenético interno de la

planta.

Este resultado aporta nueva evidencia para el entendimiento de la ruta biosintética
de la afinina y sugiere que la regulacion de este metabolito no depende
exclusivamente de la actividad de la VDC. En consecuencia, es probable que otros
factores metabdlicos participen en el control de su acumulacion, incluyendo la
disponibilidad de precursores o la regulacion de etapas posteriores de la ruta
biosintética. En este sentido, la participacién de compuestos lipidicos precursores,
como el acido decanoico, el acido (2E,6E,8E)-deca-2,6,8-trienoico u otros acidos
grasos intermediarios, constituye una hipotesis consistente con el modelo

biosintético propuesto por Buitimea-Cantua et al. (2020).

VIIl.12. Efecto vasodilatador de los extractos de diclorometano de la raiz de H.

longipes

Los extractos radiculares de H. longipes indujeron una respuesta vasodilatadora
dependiente de la concentracion en anillos de aorta con endotelio funcional,
confirmando la presencia de compuestos con actividad relajante vascular en todas
las etapas fenoldgicas evaluadas. El analisis farmacoldgico revelé diferencias
significativas tanto en Emax como en la CEso entre las distintas etapas de desarrollo,
asi como entre las condiciones de cultivo estudiadas, lo que indica que la actividad
vasodilatadora de la especie esta influenciada por cambios asociados al desarrollo
fenolégico y al ambiente de crecimiento. Las curvas concentracion-respuesta
obtenidas para cada extracto se presentan en la Figura 24, mientras que los
parametros farmacoldgicos correspondientes, junto con los valores determinados

para la acetilcolina (ACh, control positivo) y la afinina, se resumen en el Cuadro 12.
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Figura 24. Curvas de concentracion-respuesta del efecto vasodilatador inducido
por extractos de raices de ejemplares de H. longipes cultivados en A) CS y de B)
Cl en diferentes etapas fenoldgicas (n=5). Las respuestas se registraron en anillos
aorticos aislados de rata con endotelio funcional.

En este sentido, la etapa vegetativa presentd los valores mas bajos de Emax en
ambas condiciones de cultivo. En contraste, las etapas de floracion, fructificacion y
defoliaciéon bajo Cl indujeron los mayores efectos vasodilatadores. Cabe destacar
que estas etapas también mostraron el mayor contenido de afinina, en comparacién
con la etapa vegetativa y los ejemplares cultivados en CS. En conjunto, estos
hallazgos sugieren que la afinina constituye probablemente el principal compuesto
responsable de la actividad vasodilatadora de los extractos de diclorometano, y que

su mayor concentracion se asocia con un incremento en la eficacia en el efecto

vasodilatador.

No obstante, a pesar de presentar el menor contenido de afinina, la etapa vegetativa
en ambas condiciones de cultivo exhibi® una mayor potencia relativa en
comparacion con las otras de las etapas (Cuadro 12). Ese comportamiento podria
atribuirse a la presencia de otros compuestos bioactivos o a un efecto sinérgico

entre metabolitos diferenciales caracteristicos de esta etapa fenoldgica.

97



Cuadro 12. Efecto vasodilatador inducido por extractos de raiz de H. longipes sobre
la aorta de rata pre-contraida con L-fenilefrina con endotelio funcional.

Etapas Emax (%) CEso (ug/mL) Emax (%) CEso (ug/mL)
fenoldgicas CS Cl
Vegetativa 43.78 £+ 1.17*# 53.16 £ 1.880 65.13+0.25% 58.11 +3.99
Floracién 65.72 + 1.52°# 116.2+1.568 98.41+1.71% 99.8 +2.23
Fructificacion 93.19+1.50%*  73.80 £ 3.690 1000 56.72 + 1.43
Defoliacion ND ND 100+ 0 49.33 £ 4.54
ACh Emax (%) 67.88 +1.43 CEso (pg/mL) 9.30+1.14

Los datos se expresan como media + EEM (n=5). Los asteriscos (*) y las cruces (T) indican
diferencias significativas en los valores de Emax y CEso entre las condiciones de cultivo (p=0,005),
mientras que los signos de numero (#) y las cruces dobles (1) indican diferencias significativas entre
las etapas fenoldgicas, respectivamente. Las diferencias significativas se determinaron mediante un
ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

En este sentido, la vasodilatacion inducida por la afinina parece involucrar multiples
vias de sefalizacion, incluyendo los sistemas NO/GMPc, CO/GMPc, H,S/Katp y
PGI,/AMPc. Ademas, se ha demostrado que este compuesto activa los receptores
CB1, asi como los canales TRPA1 y TRPV1, al tiempo que inhibe los canales de
calcio tipo L (Valencia-Guzman et al. 2021). El efecto vasodilatador de la afinina
también se ha asociado con la modulacidon de los canales de potasio activados por
calcio de alta conductancia (BKca), promoviendo la hiperpolarizacion de la
membrana celular y contribuyendo a la reduccion del tono vascular. En conjunto,
estas evidencias respaldan que la afinina constituye el principal determinante de la
eficacia vasodilatadora observada en los extractos de raiz de H. longipes, aunque
su actividad probablemente se encuentra modulada por la interaccién dinamica con

otros componentes presentes en la matriz quimica.

Sin embargo, hasta el momento no puede descartarse la participacion de otras
alcamidas minoritarias en la actividad vasodilatadora observada. Estos metabolitos
forman parte de una matriz quimica compleja en la que la afinina representa el
componente predominante, pero no el unico constituyente bioactivo. Aunque las
propiedades vasodilatadoras individuales de estas alcamidas aun no han sido
evaluadas experimentalmente, comparten elementos estructurales relevantes con

la afinina, particularmente la porcion amida a,B-insaturada y la cadena

98



hidrocarbonada lipofilica. Dichos motivos estructurales han sido reconocidos como
determinantes importantes de la actividad biolégica de las alquilamidas, influyendo
en su capacidad de interactuar con diversos blancos moleculares (Bai et al. 2021).
Por lo tanto, es razonable plantear que algunas de estas alcamidas podrian
contribuir, de manera aditiva o sinérgica, al efecto farmacologico global de los

extractos.

Curiosamente, aunque las etapas de fructificacion y las etapas subsecuentes
presentaron las mayores concentraciones de afinina y la maxima eficacia
vasodilatadora, los extractos obtenidos durante la etapa vegetativa mostraron una
mayor potencia farmacoldgica. Esta observacion sugiere que factores adicionales a
la concentracion de afinina pueden influir en la respuesta vasodilatadora. Una
posible explicacion es la contribucion de metabolitos cuya abundancia relativa es
mayor durante la etapa vegetativa. Entre ellos destaca la (+)-sesamina, identificada
como uno de los metabolitos discriminantes en el analisis metabolémico, la cual ha
sido asociada con efectos vasorrelajantes dependientes del endotelio mediante el
incremento de la biodisponibilidad de NO. Estudios previos han demostrado que
este lignano puede incrementar la expresion de la 6xido nitrico sintasa endotelial y
disminuir el estrés oxidativo vascular a través de la inhibicién de la actividad de la
NADPH oxidasa (Elufioye et al. 2020). En consecuencia, aunque la afinina parece
ser el principal responsable del efecto vasodilatador global, la mayor potencia
observada durante la etapa vegetativa podria estar relacionada con interacciones
aditivas o sinérgicas entre multiples metabolitos, incluyendo la (+)-sesamina. No
obstante, el presente estudio no fue disefiado para evaluar combinaciones de
compuestos puros, por lo que esta hipotesis debera corroborarse mediante estudios

farmacoldégicos especificos.

Asimismo, algunos de los metabolitos detectados de manera constante en los
extractos de raiz a lo largo de las diferentes etapas fenoldgicas y condiciones de
cultivo cuentan con actividades vasodilatadoras previamente reportadas. Entre ellos
destacan el escualeno (Ruiz-Castillo et al. 2021) y el estigmasterol (Wongaswatkul

et al. 2008), los cuales podrian contribuir de forma aditiva al efecto vasodilatador
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global observado en los extractos crudos (Figura 25). La relevancia de estos
compuestos no se limita a la modulacion aguda del tono vascular, sino que también
podria estar relacionada con el efecto antihipertensivo previamente demostrado
para H. longipes. Este planteamiento se encuentra respaldado por reportes que
documentan actividad antihipertensiva para el escualeno (Mirmiranpour et al. 2026),
asi como para el sistema fitocomplejo conformado por estigmasterol y B-sitosterol
(Villar et al. 2020). De manera similar, la (+)-sesamina ha mostrado efectos
benéficos sobre la funcion vascular y el control de la presion arterial. En conjunto,
la coexistencia de alcamidas, lignanos, terpenos y fitoesteroles en la raiz sugiere
que la actividad cardiovascular de H. longipes podria ser el resultado de multiples
mecanismos complementarios y potenciales interacciones farmacoldgicas entre sus

metabolitos especializados.
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Figura 25. Curvas de concentracion-respuesta del efecto vasodilatador inducido
por los compuestos identificados en H. longipes (n=5). Las respuestas se
registraron en anillos adrticos aislados de rata con endotelio funcional.

Adicionalmente, en este estudio se reporta por primera vez el efecto vasodilatador
del acetato de lupeol, el cual fue purificado directamente a partir del extracto de
diclorometano de H. longipes. Los parametros farmacolégicos evaluados para los

compuestos individuales se resumen en el Cuadro 13.
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Cuadro 13. Efecto vasodilatador reportado de los compuestos identificados en los
extractos de diclorometano de H. longipes sobre anillos de aorta de rata con
endotelio funcional.

Compuesto Emax (%) CEso (ug/mL)
Afinina 100 + 3.10 27.38+1.20 Castro-Ruiz et al. 2017
Escualeno 61.58 + 3.98 4710+ 5.44 Ruiz-Castillo et al. 2021
Acetato de lupeol 36.01£2.76 123.5 + 2.41 -
Sesamina ~90 - Nakano et al. 2006

(como metabolito activo SC-1)

En general, la integracion de datos fenologicos, metabdlicos y farmacolégicos
demuestra que H. longipes exhibe una estrategia de estabilidad metabdlica
cualitativa combinada con especializacién cuantitativa. La afinina emerge como el
metabolito mas representativo y regulado dinamicamente, cuya acumulacion esta
estrechamente ligada al desarrollo. Es importante destacar que estos hallazgos
indican que la etapa oOptima de cosecha depende no solo de maximizar el
rendimiento del compuesto, sino también de equilibrar la potencia bioldgica, lo que
subraya que la maxima acumulacién de los compuestos bioactivos ya identificados

no necesariamente coincide con la maxima eficacia farmacoldgica.

VIII.13. Cuantificacién de compuestos fendlicos totales y flavonoides.

Los ejemplares cultivados en CS presentaron los mayores niveles de compuestos
fendlicos y flavonoides totales en comparacion con las Cl en todas las etapas
fenoldgicas (Figura 26). El mayor contenido de fenoles y flavonoides se registro

durante las etapas de fructificaciéon y defoliacion, respectivamente.

En cuanto a los compuestos fendlicos, en Cl se evidencidé un aumento progreso
conforme avanzaron las etapas fenolégicas, seguido de un decremento en la etapa
de defoliacién (p < 0.05). Por el contrario, en CS, los compuestos fendlicos se
mantuvieron constantes durante las primeras dos etapas sin mostrar diferencia
significativa, sin embargo, durante la etapa de fructificacion se registré un
incremento significativo de 2.5 veces superior al observado en las etapas iniciales
(Figura 26A).
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Por otro lado, en ambas condiciones de cultivo, el contenido de flavonoides se
mantuvo relativamente constante durante las primeras dos etapas, mostrando un
incremento significativo (p < 0.05) en la etapa de fructificacién en CS (2.5 veces

mas) y durante la etapa de defoliacion en Cl (3.2 veces) (Figura 26B).
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Figura 26. Cuantificacion de A) compuestos fendlicos y B) flavonoides totales en
ejemplares de H. longipes cultivados en CS y Cl en diferentes etapas fenolégicas.
Los datos se expresan como media + EEM (n=3). Un asterisco (*) indica una
diferencia significativa entre las condiciones de cultivo (p=0.05), mientras que un
signo de numero (#) indica una diferencia significativa entre las etapas
fenoldgicas. La significancia estadistica se evalué mediante un ANOVA de una
via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

Por otro lado, es importante destacar que, a diferencia de los observado en la
cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides, las plantas cultivadas bajo CS
presentaron una menor concentracion de afinina en comparacion con aquellas
cultivadas bajo CI. Este hallazgo sugiere que el metabolismo de los ejemplares se
encuentra redireccionado hacia la biosintesis y acumulacion preferencial de
compuestos fendlicos y flavonoides en contraste con la biosintesis de afinina y en
comparacion con los ejemplares cultivados en Cl. Dicho comportamiento podria
estar asociado a la activacion de mecanismos de defensa frente a estresores
abioticos tales como la disponibilidad limitada de nutrientes y la tolerancia a la
sequia (Gharibi et al. 2016; Sharma et al. 2019), considerando la baja fertilidad
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encontrada en el sustrato y que, ademas, durante el periodo de estudio se registrd
una menor precipitacion anual en Xichu en comparacion con reportes previos en la
region. En cuanto al estrés biotico, este tipo de compuestos también estan
involucrados en procesos de comunicacion planta-microorganismo (Wang et al.
2022), los cuales podrian verse atenuados en Cl. En este sentido, la identificacidon
futura de este tipo de metabolitos resulta relevante para la comprension de esta

especie.

Por otro lado, este cambio en el perfil metabolico podria tener implicaciones
funcionales sobre la actividad biolégica de los extractos. Si bien la afinina mostro
ser el principal compuesto responsable de la eficacia vasodilatadora en los extractos
de diclorometano, la posible presencia de otros compuestos de origen fendlico y de
baja polaridad como los lignanos, podrian contribuir al efecto observado. A pesar de
que estos compuestos no han sido reportados hasta el momento en las raices de
H. longipes, si han sido identificados en las hojas de H. helianthoides (Hajdu et al.
2004) lo cual no descarta su presencia en las raices de especies de este género
(Efentakis et al. 2015; Wagner & Ulrich-Merzenich, 2009)

VII1.14. Caracterizacion del EHI.

La caracterizacion quimica mediante CG-EM del EHI revelé un perfil semivolatil
dominado por un numero reducido de metabolitos mayoritarios. En total, fue posible
identificar el 57.06 % del area cromatografica correspondiente a compuestos
volatiles y semivolatiles de bajo peso molecular. La afinina constituyé el componente
predominante, con una abundancia relativa de 28.47 %, confirmando su papel como

el principal metabolito detectable en este tipo de extracto.

Ademas de la afinina, se identificaron otros compuestos en menores proporciones,
entre los que destacaron el acetato de linalilo (4.21 %) y el a-terpineno (1.68 %). La
marcada dominancia de la afinina sobre el resto de los compuestos identificados

sugiere que este metabolito contribuye de manera importante a las caracteristicas
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quimicas del EHI. La lista completa de los compuestos identificados se presenta en
el Cuadro 14.

Cuadro 14. Perfil fitoquimico semi-volatil no polar por CG-EM del EHI.

Nombre bi::iTtltl';taica clasﬁ‘iucbacién c;?nd(:iccfegiia P(«:/?)a Numero CAS
Afinina Alcamida Alifatica 70 41.5533 1000106-17-5
Cis-Dihidrojasmonato Otros Jasmonato 90 1.1255 039647-11-5
Acetato de linalilo Terpeno Monoterpeno 91 6.1473 000115-95-7
B-Mirceno Terpeno Monoterpeno 80 0.5867 000123-35-3
D-Limoneno Terpeno Monoterpeno 94 0.7307 005989-27-5
a-Terpineno Terpeno Monoterpeno 90 2.4583 000099-86-5
Stigmasdieno Terpeno Fitoesterol 78 4.4624 004970-37-0

Total | 57.0647

Es importante destacar que la seleccion del etanol como solvente de extraccion no
estuvo orientada a maximizar la recuperaciéon de afinina, sino a obtener un extracto
compatible con su aplicacion como agente elicitor. Aunque el etanol puede
presentar una menor capacidad de extraccion para algunos metabolitos lipofilicos
en comparacion con otros solventes organicos, su elevada miscibilidad con el agua
facilita la preparacién de formulaciones acuosas para aplicacion foliar y favorece la

disponibilidad de los compuestos bioactivos durante el proceso de elicitacion.

A pesar de estas consideraciones, el analisis por CG-EM demostré que la afinina
continud siendo el metabolito predominante del EHI, con una abundancia relativa de
28.47 %, lo que confirma su presencia como uno de los principales componentes
quimicos de la preparacion utilizada. Asimismo, la utilizacién de CG-EM para la
caracterizacion del extracto se consider6 adecuada debido a la naturaleza volatil de
la afinina y a su relevancia como marcador quimico del tratamiento elicitor. Esta
estrategia permiti6 estandarizar la aplicacion de los extractos mediante la
cuantificacion de la afinina y el ajuste de la dosis equivalente a 350 mg de este
compuesto, garantizando asi una mayor reproducibilidad en los tratamientos de

elicitacion aplicados a las plantas.
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VIII.15. Efecto de la elicitacion biologica sobre la morfologia de los ejemplares de H.

longipes

La aplicacion repetida de elicitores bioldégicos modificd significativamente el

crecimiento aéreo de los ejemplares de H. longipes, evidenciandose cambios en la

altura del tallo principal a lo largo del periodo experimental. Después de tres meses

de tratamiento, los ejemplares tratados con MeJA presentaron una altura

significativamente mayor que la observada en el grupo control (p < 0.05).

Posteriormente, a los seis meses de tratamiento, tanto el MeJA como el EHI

indujeron incrementos significativos en esta variable con respecto al control. En

contraste, los ejemplares tratados con As mostraron una reduccion significativa en

la altura del tallo principal (p < 0.05), indicando una respuesta diferencial del

crecimiento en funcion del elicitor aplicado (Figura 27).
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Figura 27. Altura del tallo de los ejemplares posterior a A) 3 y B) 6 meses de
tratamiento con elicitores bioldgicos. Los datos se expresan como media + EEM
(n=6). El asterisco (*) indica una diferencia significativa con respecto al grupo
control (p=0.05). La significancia estadistica se evalu6 mediante un ANOVA de
una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

En relacién con la longitud de la raiz, ninguno de los elicitores evaluados produjo

cambios significativos respecto al grupo control después de tres meses de

tratamiento. Sin embargo, tras seis meses de aplicacién, los tratamientos con Per,
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MeJA y EHI indujeron un incremento significativo en la longitud radicular de los
ejemplares en comparacién con el grupo control (p < 0.05; Figura 28). Estos
resultados sugieren que la respuesta del sistema radicular a los elicitores evaluados
requiere periodos prolongados de exposicion para manifestarse, evidenciando un

efecto dependiente del tiempo de tratamiento sobre el crecimiento de la raiz.

40 - 40 4

Figura 28. Longitud de raiz de los ejemplares posterior a A) 3 y B) 6 meses de
tratamiento con elicitores bioldgicos. Los datos se expresan como media £+ EEM
(n=6). El asterisco (*) indica una diferencia significativa con respecto al grupo

control (p=0.05). La significancia estadistica se evalué mediante un ANOVA de
una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).
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Con respecto a la biomasa radicular, ninguno de los tratamientos evaluados durante
los primeros tres meses produjo cambios significativos en comparacién con el grupo
control. Sin embargo, tras seis meses de aplicacion, el Per, la combinacion de As +
Per y MeJA promovieron incrementos significativos en el peso total de la raiz (p <
0.05).
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Figura 29. Peso total de los ejemplares posterior a A) 3 y B) 6 meses de
tratamiento con elicitores bioldgicos. Los datos se expresan como media £+ EEM
(n=6). El asterisco (*) indica una diferencia significativa con respecto al grupo
control (p=0.05). La significancia estadistica se evalué mediante un ANOVA de
una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

Los efectos mas pronunciados se observaron en los tratamientos con Per y MeJA,
los cuales incrementaron la biomasa radicular en aproximadamente 3.5y 2.5 veces,
respectivamente, en comparacién con el grupo control (Figura 30). Estos resultados
indican que la exposicidon prolongada a determinados elicitores favorece
significativamente el desarrollo del sistema radicular, érgano de interés debido a
que constituye la principal fuente de afinina y otros metabolitos especializados en

H. longipes.
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Figura 30. Peso total de la raiz de los ejemplares posterior a A) 3y B) 6 meses de
tratamiento con elicitores bioldgicos. Los datos se expresan como media + EEM
(n=6). El asterisco (*) indica una diferencia significativa con respecto al grupo
control (p=0.05). La significancia estadistica se evalu6 mediante un ANOVA de
una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

En cuanto al peso de la raiz principal, inicamente el tratamiento con As durante tres
meses produjo una disminucién significativa respecto al grupo control (p < 0.05). Sin
embargo, después de seis meses de tratamiento, el Per y el MeJA promovieron
incrementos significativos en esta variable, aumentando el peso de la raiz principal
aproximadamente 2.8 y 2.4 veces, respectivamente, en comparacion con el grupo
control.

Por el contrario, los tratamientos con As y EHI aplicados durante seis meses
ocasionaron una reduccion significativa en la biomasa de la raiz principal (p < 0.05)
(Figura 31). En conjunto, estos resultados evidencian que la respuesta de la raiz
principal depende tanto del tipo de elicitor como de la duracion del tratamiento,
observandose efectos contrastantes entre los tratamientos promotores del
crecimiento radicular (Per y MeJA) y aquellos que limitaron la acumulacion de

biomasa en este érgano (As y EHI).
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Figura 31. Peso de la raiz principal de los ejemplares posterior a A) 3 y B) 6 meses
de tratamiento con elicitores biolégicos. Los datos se expresan como media +
EEM (n=6). El asterisco (*) indica una diferencia significativa con respecto al grupo
control (p=0.05). La significancia estadistica se evalué mediante un ANOVA de
una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

La aplicacion de los elicitores evaluados modificé significativamente la formacién de
acodos en los ejemplares de H. longipes. Después de tres meses de tratamiento,
todos los elicitores, con excepcion del EHI, promovieron la formaciéon de acodos en
comparacion con el grupo control. Los incrementos mas pronunciados se
observaron en los tratamientos con la combinacién de As + Per y con MeJA, los
cuales aumentaron el numero de acodos aproximadamente 18 y 11 veces,

respectivamente, en relacion con el grupo control (p < 0.05).

Tras seis meses de tratamiento, el patrén de respuesta fue diferente. En esta etapa,
el Per, el MeJA y el EHI indujeron incrementos significativos en la formacion de
acodos respecto al control. Los mayores efectos se observaron en los tratamientos
con EHI y MeJA, los cuales incrementaron el numero de acodos aproximadamente
21y 16 veces, respectivamente (Figura 32). En conjunto, estos resultados indican
que los elicitores evaluados no solo afectan el crecimiento vegetativo y radicular de
H. longipes, sino que también influyen en mecanismos asociados con la
propagacion vegetativa de la especie, evidenciando respuestas dependientes tanto

del tipo de estimulo como del tiempo de exposicion.
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Figura 32. Numero de acodos formados por ejemplar posteriora A) 3y B) 6 meses
de tratamiento con elicitores biolégicos. Los datos se expresan como media +
EEM (n=6). El asterisco (*) indica una diferencia significativa con respecto al grupo
control (p=0.05). La significancia estadistica se evalué mediante un ANOVA de
una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p < 0.05).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la elicitacion biologica
acumulativa durante seis meses produjo efectos mas pronunciados sobre la
morfologia de H. longipes que los observados tras tres meses de tratamiento. Este
comportamiento sugiere que, bajo las dosis evaluadas, los elicitores requieren una
exposicion prolongada para inducir cambios significativos en el crecimiento y

desarrollo de la especie.

Durante los primeros tres meses de tratamiento, la respuesta morfolégica fue
limitada y especifica para algunos parametros. En este periodo no se observaron
cambios importantes en la biomasa total ni en el desarrollo radicular, con excepcién
de los efectos promovidos por el MeJA. Asimismo, aunque el As redujo
significativamente el peso de la raiz principal, también estimuld la formacion de
acodos, lo que sugiere una respuesta diferencial dependiendo del parametro
evaluado. Este comportamiento podria indicar que, en etapas tempranas, el As
favorece procesos relacionados con la diferenciacion y propagacion vegetativa

antes que la acumulacion de biomasa.

Por el contrario, después de seis meses de tratamiento se observaron

modificaciones significativas en la mayoria de las variables evaluadas. En la parte
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aérea, el MeJA, el Per y el EHI promovieron incrementos en la altura del tallo y en
la biomasa de los ejemplares, mientras que el As produjo una reduccién de estas
variables. De manera similar, Per y MeJA estimularon significativamente el
crecimiento radicular, aumentando tanto la longitud como la biomasa de la raiz,
mientras que el EHI mostré efectos positivos principalmente sobre algunos
parametros de crecimiento y propagacion vegetativa. Entre los tratamientos
evaluados, Per y MeJA mostraron los efectos mas consistentes y pronunciados

sobre el desarrollo general de la planta (Figura 33).

En conjunto, estos resultados evidencian que la respuesta morfologica de H.
longipes frente a la elicitacion biolégica depende tanto de la naturaleza del estimulo
como del tiempo de exposicion, siendo los tratamientos prolongados los que

generan las modificaciones mas importantes en el crecimiento de la especie.
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En cuanto a la raiz principal, los tratamientos con Per y MeJA promovieron
incrementos significativos en su biomasa, mientras que el As y el EHI produjeron
reducciones significativas en esta variable. Sin embargo, estos ultimos tratamientos
favorecieron significativamente la formacion de acodos, lo que sugiere una
modificacion en el patrén de crecimiento del sistema radicular, caracterizada por

una mayor ramificacion en detrimento del crecimiento de la raiz principal.

Desde una perspectiva general, el Per fue el elicitor que produjo los efectos mas
consistentes sobre las variables morfoldgicas evaluadas después de seis meses de
tratamiento, seguido por el MeJA. En contraste, el As tendié a reducir diversos
parametros asociados al crecimiento y acumulacion de biomasa. Estos resultados
sugieren que la senalizacion inducida por Per y MeJA favorece el desarrollo
sostenido de H. longipes bajo las condiciones evaluadas, mientras que el As genera
una respuesta fisiolégica diferente que limita la acumulacion de biomasa a largo

plazo.

Por otro lado, la formacién de acodos fue una de las variables mas sensibles a la
elicitacion. A los tres meses de tratamiento, el As promovié un incremento
significativo en el nimero de acodos, mientras que a los seis meses los mayores

efectos se observaron con MeJA y EHI. Particularmente, el EHI mostré una
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respuesta dependiente del tiempo, ya que no indujo cambios significativos en esta
variable durante los primeros tres meses, pero después de seis meses promovio
incrementos importantes en la altura del tallo, la longitud de la raiz y, especialmente,

en la formacion de acodos.

Las divergencias fenotipicas observadas tras seis meses de exposicion cronica a
los elicitores se fundamentan en la activacion diferencial de vias de transduccién de
sefales. Estas cascadas bioquimicas modifican sustancialmente la asignacion de
recursos metabdlicos y los patrones morfogénicos de H. longipes. En el caso del
Per, el incremento sostenido en la biomasa total y radicular responde a su funcion
dual como molécula sefializadora y agente de remodelacion de la pared celular. A
concentraciones subletales, las ROS como el H,0, actuan induciendo un estado de
eustrés que activa canales de calcio transmembranales, promoviendo cascadas de
fosforilacién asociadas al crecimiento. Simultdaneamente, el Per participa en la
dinamica de la pared celular a través de su interaccion con peroxidasas de clase lll,
catalizando el entrecruzamiento y subsecuente relajamiento de las microfibrillas de
celulosa; un proceso biomecanico insustituible para la expansion y elongacion

celular rapida en el tejido radicular (Foreman et al. 2003; Mittler et al. 2004 ).

Por su parte, el MeJA actué como un potente promotor global del crecimiento
vegetativo. Fisiologicamente, la sefializacion por jasmonatos trasciende la induccién
de la biosintesis de metabolitos secundarios, estableciendo una estrecha
intercomunicacion con las vias de auxinas y etileno. La exposicion a MeJA
incrementa la fuerza de demanda del sistema radicular, transformandolo en un flujo
metabdlico altamente eficiente. Esta reconfiguracion facilita la movilizacion y
redireccion de fotoasimilados desde los érganos aéreos hacia la raiz, garantizando
la disponibilidad de esqueletos de carbono necesarios para sostener tanto la
actividad mitética en los meristemos apicales como la acumulacion masiva de

biomasa (Wasternack y Hause, 2013).

En marcado contraste, los ejemplares tratados con As exhibieron una reduccion
significativa en la biomasa de la raiz principal y en la altura del tallo. Este detrimento

morfoldgico ilustra el paradigma ecofisiolégico conocido como compensacion entre

113



crecimiento y defensa (growth-defense trade-off). La aplicacion exégena de As
simula un estado de estrés bidtico que activa la Resistencia Sistémica Adquirida
(SAR). La instauracion de la SAR representa un alto costo bioenergético para la
planta, obligandola a desviar precursores metabolicos principalmente ATP vy
carbohidratos del crecimiento primario hacia la sintesis de novo de proteinas
relacionadas con la patogénesis (Huot et al. 2014). No obstante, la percepcién
aguda de este estrés quimico desencadena Respuestas Morfogénicas Inducidas
por Estrés (SIMRs), justificando la estimulacion temprana en la formacion de acodos
como una estrategia compensatoria de propagacion vegetativa ante condiciones

percibidas como adversas (Pasternak et al. 2005).

Finalmente, el fenotipo inducido por el EHI evidencia la accién de un mecanismo
especializado en la reprogramacién de la arquitectura radical, mediado
primordialmente por la afinina. Esta alcamida activa una cascada bioquimica
dependiente de la sintesis endégena de NO. Al fungir como segundo mensajero, el
NO interviene en la homeostasis, percepciéon y transporte polar de las auxinas
enddégenas mediante la modulacion de las proteinas transportadoras PIN. Esta
sinergia hiperestimula las divisiones periclinales en las células competentes del
periciclo (Ramirez-Chavez et al. 2004; Méndez-Bravo et al. 2011). En consecuencia,
la planta canaliza preferencialmente sus recursos bioenergéticos hacia la vigorosa
emision y elongacion de raices adventicias y laterales, en detrimento del

engrosamiento y acumulacién de biomasa en el eje de la raiz principal.

Desde una perspectiva agrondémica y aplicada, la implementacién programada de
elicitores como el MeJA y el EHI constituye una herramienta biotecnoldgica
altamente prometedora. Al inducir la formacion masiva de acodos de manera
anticipada a la cosecha destructiva de las raices, se facilita la propagacion clonal in
situ de los ejemplares. Esta aproximacién prospectiva no solo permite optimizar el
rendimiento productivo mediante el manejo dirigido del fenotipo, sino que sienta las
bases bioldgicas para el disefio de protocolos de cultivo estrictamente sostenibles,
garantizando el aprovechamiento racional y la conservacion a largo plazo de las

poblaciones de H. longipes.
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La pertinencia de esta estrategia se sustenta en la baja diversidad genética y la
elevada similitud entre las poblaciones naturales de H. longipes, condiciones que,
aunadas a la extraccion intensiva de sus raices, incrementan la vulnerabilidad de la
especie (Parola-Contreras et al. 2024). En este contexto, la propagacion clonal
constituye una alternativa con potencial para favorecer su conservacion y

aprovechamiento sostenible.

VIII.16 Cuantificacidon de afinina en los ejemplares elicitados.

La cuantificacion de afinina mostré cambios significativos en la concentracion de
esa alcamida. El tratamiento con EHI durante 3 meses aumentd significativamente
la concentracion de afinina con respecto al grupo control. En contraste, el
tratamiento con Per y As disminuyeron la concentracién de afinina con respecto al
grupo control. Por otro lado, el tratamiento con MeJA y EHI durante 6 meses
aumentd la concentracion de la afinina con respecto a la elicitacion durante

unicamente 3 meses y el grupo control (Figura 34).
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Figura 34. Contenido de afinina en la raiz de los ejemplares posterior a A) 3 y B)
6 meses de tratamiento con elicitores biolégicos. Los datos se expresan como
media + EEM (n=6). El asterisco (*) indica una diferencia significativa con respecto
al grupo control (p < 0.05). La significancia estadistica se evalué mediante un
ANOVA de una via seguido de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (p
< 0.05).
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Por otro lado, la elicitacion bioldgica no solo influyé en la concentracion de afinina,
sino que también favorecieron el incremento de otras alcamidas minoritarias. En la
Figura 35 se presentan cromatogramas representativos de muestras provenientes
de plantas elicitadas con los diferentes tratamientos durante 3 y 6 meses, lo que

evidencia cambios cuali y cuantitativos en el perfil metabolémico radicular.
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Figura 35. Cromatogramas representativos de HPLC-DAD (A=236 nm) del perfil
de las alcamidas presentes en H. longipes cultivadas en Cl con diferentes
tratamientos durante A) 3 y B) 6 meses. Los picos cromatograficos se identifican
de la siguiente manera: Picos: 1) N-isobutildeca-2(E)-en-8,10-diinamida y N-
isobutildeca-3(E)-en-8,10-diinamida, 2)  N-isobutildeca-2(E),4(E)-dien-8,10-
diinamida, 3) desconocido, 4) isémero de afinina, 5) afinina, 6) isémero de afinina,
7) homoespilantol y 8) desconocido.

En todos los tratamientos se observd un aumento significativo en el ABC de las
alcamidas minoritarias presentes en los extractos. No obstante, a los 3 meses de
tratamiento se observd un incremento de las alcamidas N-isobutildeca-2(E)-en-
8,10-diinamida y N-isobutildeca-3(E)-en-8,10-diinamida en todos los tratamientos,
mientras que a los 6 meses de tratamiento se observé un aumento de una alcamida

desconocida y la N-isobutildeca-2(E),4(E)-dien-8,10-diinamida de manera conjunta.

En conjunto, estas variaciones cuantitativas y cualitativas demuestran que la
elicitacion induce una reprogramacion metabodlica dependiente del tiempo de

exposicion en H. longipes. El incremento de diinamidas a los tres meses,
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independiente del tratamiento, sugiere una respuesta inicial generalizada que
prioriza compuestos poliacetilénicos de respuesta rapida. En contraste, a los seis
meses, el MeJA y el EHI consolidan una adaptacién que reorienta el flujo de carbono
hacia la hiperacumulacion de afinina y la diversificacién de analogos como la N-
isobutildeca-2(E),4(E)-dien-8,10-diinamida. Esto confirma que la elicitacidon
prolongada no solo maximiza el rendimiento del metabolito mayoritario, sino que
modula integralmente el perfil metabolémico radicular. Asi, esta estrategia se
consolida como una herramienta de precisidon para estandarizar perfiles fitoquimicos

e incrementar el valor de la biomasa.

VIII.17. Analisis de compuestos semivolatiles de ejemplares elicitados por CG-EM.

El perfil metabolomico basal de las raices no elicitadas de H. longipes a los 3 meses
de cultivo se caracterizé por una marcada predominancia de la fraccidn nitrogenada,
con una abundancia relativa promedio de alcamidas del 65.80 %. El segundo bloque
metabdlico en importancia cuantitativa correspondié a los terpenos, los cuales
registraron un promedio de 9.81 %, seguidos de cerca por la fraccion de lipidos y
sus derivados con el 5.72 %. Las familias de menor representatividad en el extracto
organico basal fueron los acidos grasos y sus derivados, con un valor promedio de
2.74 %, y los fenilpropanoides, que se posicionaron en un 1.41 %. Esta distribucion
del flujo de carbono confirma que, en condiciones de crecimiento estables, el
metabolismo radicular de la planta prioriza de manera constante la via biosintética
de las alcamidas sobre las rutas del MVA, del MEP y del acido shikimico (ver anexo
17).

A pesar de esta clara tendencia hacia la sintesis de compuestos nitrogenados, los
datos analiticos revelaron cierta variabilidad interna entre las muestras del mismo
tratamiento. Esta heterogeneidad biolégica se manifestd en una de las réplicas, la
cual exhibié una disminucién en la abundancia de alcamidas (47.88 %) acoplada a
incrementos compensatorios en las fracciones de terpenos (18.49 %) y lipidos

(10.10 %), en comparacion con la estabilidad observada en las otras dos réplicas.
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Estas fluctuaciones intragrupos sugieren que, incluso en ausencia de inductores
exogenos, el sistema radicular conserva una plasticidad intrinseca capaz de redirigir
temporalmente los precursores metabodlicos comunes en respuesta a pequefas
variaciones en el suelo o a ligeras asincronias en el desarrollo ontogenético de cada

individuo (Figura 36).
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Figura 36. Mapa de calor (heatmap) de la abundancia relativa de las principales
familias de metabolitos en raices de H. longipes. Las filas corresponden a las
clasificaciones biosintéticas de los compuestos semivolatiles identificados por
CG-EM. Las columnas representan los diferentes tratamientos en CI durante 3
meses. La escala de color de la derecha representa los valores de intensidad
normalizados mediante puntuacion Z (Z-score), donde el espectro rojo indica una
mayor acumulacion relativa y el espectro amarillo sefiala una menor abundancia.

La elicitacién con Per a los 3 meses de cultivo indujo una reconfiguracion drastica y
selectiva en el perfil metabolomico radicular de H. longipes. Este tratamiento se
caracteriz6 por dirigir la maxima canalizacion del flujo de carbono hacia la fraccion
nitrogenada, alcanzando un promedio de abundancia relativa de alcamidas del
69.72 %. En contraste con la dominancia de las alcamidas, las fracciones
correspondientes a los terpenos y a los fenilpropanoides se mantuvieron en niveles
discretos, registrando promedios generales de 6.19 % y 1.41 %, respectivamente.
El fendmeno cuantitativo mas notable bajo esta condicidn de estrés oxidativo fue la
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marcada reduccion de los componentes lipidicos, donde la fraccién de lipidos y sus
derivados cay6 a un promedio del 1.89 %, mientras que los acidos grasos y sus
derivados se redujeron severamente hasta un valor promedio de 3.24 %. Desde una
perspectiva bioquimica, este comportamiento sugiere que el estrés oxidativo agudo
inducido por el Per actua como un potente desencadenante para el consumo de
precursores lipidicos de membrana, derivandolos presumiblemente mediante
cascadas de lipoxigenasas hacia la sintesis acelerada de alcamidas como un
mecanismo prioritario de proteccion celular y sefalizacion frente al dafio
(Bhattacharya et al. 2010; Mittler, 2002).

A nivel intra-tratamiento se observo cierta variabilidad biolégica debido a que las
réplicas Per1 y Per2 mostraron una acumulacién moderada de alcamidas (~61-64
%) y niveles estables de acidos grasos, mientras que la muestra Per3 polarizé la
respuesta al suprimir casi por completo la fraccion lipidica (0.15 %) para disparar la

sintesis de alcamidas hasta un 83.33 %.

La elicitacion hormonal con As a los 3 meses de cultivo indujo una respuesta
metabdlica distintiva que refleja la activacién de vias de defensa sistémica en el
sistema radicular de H. longipes. Bajo esta condicidén, la abundancia relativa
promedio de las alcamidas disminuyé a un 46.82 %, posicionandose como el valor
medio mas bajo entre todos los tratamientos a los 3 meses. En contraparte, el flujo
de carbono se redirigi6 de manera notable hacia la sintesis de componentes
lipidicos y de defensa volatil; los acidos grasos y sus derivados registraron un
promedio del 10.63 %, mientras que la fraccion de lipidos y sus derivados se situo
en un 4.80 %. Asimismo, la acumulacion relativa de terpenos alcanzé un promedio
de 6.18 %, respaldando el rol clasico del acido salicilico en la modulacion de
respuestas de resistencia y en la activacion de rutas hacia fitoalexinas y compuestos

de naturaleza terpenoide (Reymond y Farmer, 1998).

Al interior del tratamiento se presentd una marcada variabilidad biologica
condicionada por el comportamiento atipico de la réplica As1, la cual mantuvo
niveles elevados de alcamidas (59.29 %) y una baja proporcion de terpenos (5.00

%). Por el contrario, las réplicas As2 y As3 consolidaron la tendencia caracteristica
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del inductor al contraer la fraccion nitrogenada en torno al 40 % y disparar la
acumulacién de acidos grasos (hasta 16.71 %) y terpenos (alcanzando 10.73 % en
As3), lo que evidencia diferencias individuales en el tiempo de sincronizacion y

transduccidén de la sefal hormonal.

La combinacién simultdnea de ambos inductores (As + Per) a los 3 meses de cultivo
desencadend una profunda reprogramaciéon en el flujo metabdlico de Heliopsis
longipes, caracterizada por el efecto sinérgico mas evidente sobre la via de los
isoprenoides. Bajo esta condicion de co-elicitacion, la fraccion nitrogenada de
alcamidas se mantuvo en un nivel intermedio con un promedio de abundancia
relativa del 50.72 %, mientras que la fracciéon de lipidos y sus derivados promedio
un 5.70 % y los acidos grasos y sus derivados un 8.09 %. El rasgo analitico distintivo
de este tratamiento fue la hiperestimulacion de la ruta de los terpenos, los cuales
alcanzaron un promedio general del 17.62 %, duplicando los valores observados en
los tratamientos individuales correspondientes y sugiriendo un fendmeno de cross-
talk positivo entre la sefial hormonal del acido salicilico y el mensajero secundario
ROS (Per) que maximiza el arsenal de defensa de la planta (Mur et al. 2006;

Vasconsuelo y Boland, 2007).

La variabilidad interna del tratamiento estuvo marcada por una respuesta
escalonada y progresiva entre las réplicas biolégicas, donde la acumulacién de
terpenos ascendio de manera lineal desde un 5.93 % en la muestra As + Per1 hasta
un valor cumbre de 28.93 % en la réplica As + Per3. Este comportamiento diferencial
se correlacion6 de forma inversa con la fraccion de lipidos estructurales (la cual
cayo de 7.35 a 2.02 %), evidenciando que el grado de amplificacién de la cascada
de transduccion varia entre unidades experimentales, influyendo directamente en la

tasa de redireccion de carbono hacia las rutas del MVA o del MEP.

La induccion hormonal con MeJA a los 3 meses de cultivo promovio una respuesta
metabdlica altamente homogénea y orientada a la estabilidad de la fraccion
nitrogenada en las raices de H. longipes. Bajo esta condicion, la abundancia relativa
promedio de las alcamidas se posicion6 en un 65.74 %, consolidandose como la

segunda familia mas representativa del perfil global. Esta priorizacion biosintética
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mantuvo controlado el gasto energético en los componentes lipidicos primarios,
registrando promedios generales de 6.85 % para los acidos grasos y sus derivados,
y de 4.66 % para la fraccion de lipidos y sus derivados; mientras que los terpenos y
los fenilpropanoides se mantuvieron en niveles discretos con promedios de 5.71 %
y 0.56 %, respectivamente. Estos resultados confirman el rol clasico del MeJA como
el modulador maestro para la activacion sostenida de genes involucrados en la
homeostasis y sintesis de metabolitos secundarios nitrogenados (Wasternack y
Hause, 2013).

A nivel intra-tratamiento se observé una variabilidad interna muy baja en la
acumulacién de la fraccion nitrogenada principal, donde dos réplicas mantuvieron
niveles de alcamidas estrechamente similares (~71 y 69 %, respectivamente). La
fluctuacién biolégica mas notoria se restringié a una réplica, la cual present6 una
ligera disminucion en la abundancia de alcamidas (56.66 %) acoplada a incrementos
marginales en las fracciones de lipidos y fenilpropanoides. Esta homogeneidad
general confirma que el jasmonato ejerce un control transcripcional robusto y
uniforme sobre la ruta de las alcamidas, minimizando las desviaciones del flujo de

carbono hacia rutas secundarias concurrentes a los 3 meses de desarrollo.

La elicitacién con el EHI a los 3 meses de cultivo indujo una de las respuestas
fitoquimicas mas potentes y complejas en el sistema radicular de H. longipes. Este
tratamiento forz6 una masiva canalizacién del flujo de carbono hacia la fraccion
nitrogenada, alcanzando una abundancia relativa promedio de alcamidas del 73.98
%, el valor medio mas alto registrado entre todos los inductores en este periodo
evaluado. Este marcado incremento coexistié con un promedio del 4.34 % en la
fraccion de lipidos y sus derivados, un 2.77 % en los acidos grasos y un 1.63 % en
los fenilpropanoides, mientras que los terpenos acumularon un promedio general
del 7.86 %. La capacidad del EHI para estimular simultaneamente multiples familias
metabdlicas sugiere que su naturaleza multicomponente actua como un elicitor
crudo que activa receptores celulares multiples, simulando una sefal de dafio tisular
generalizado que obliga a la planta a robustecer sus defensas quimicas solubles
(Baenas et al. 2014; Thakur y Sohal, 2013).
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Al interior del tratamiento se presentd una variabilidad biolégica progresiva, donde
la acumulacion de alcamidas mostro niveles sobresalientes en todas las unidades,
pero con dinamicas internas distintas, destacando la réplica EHI2 con el valor
maximo de 79.94 % acoplado a la supresién casi total de acidos grasos (0.09 %).
Por el contrario, la muestra EHI3 exhibié una ligera contraccién en la fraccion
nitrogenada (69.34 %), la cual fue compensada por un repunte notable en la sintesis
de terpenos (14.30 %) y fenilpropanoides (3.10 %). Estas fluctuaciones demuestran
que, aunque la mezcla compleja del extracto exdégeno induce una alerta metabdlica
generalizada y robusta en todas las réplicas, la magnitud de la desviacion del flujo
de carbono hacia las rutas secundarias conserva un componente de variabilidad
individual (Figura 36).

Por otro lado, el perfil metaboldémico basal de las raices de H. longipes a los 6 meses
de cultivo reflejo la consolidacion de un estado metabdlico maduro, caracterizado
por una canalizacién del flujo de carbono predominantemente enfocada en la
fraccidn nitrogenada. En este periodo, la abundancia relativa promedio de las
alcamidas incrementé de manera notable hasta situarse en un 78.25 %, reafirmando
su posicién como la familia de metabolitos mayoritaria. Por su parte, los acidos
grasos y sus derivados registraron un promedio del 6.11 %, seguidos de cerca por
los terpenos con un 5.19 % y la fraccion de lipidos y sus derivados con el 1.67 %,
mientras que los fenilpropanoides se mantuvieron como el grupo de menor
representatividad cuantitativa con un promedio de 1.36 %. Esta distribucion quimica
corrobora que, bajo un desarrollo ontogenético avanzado y condiciones ambientales
estables, la maquinaria biosintética de la planta prioriza y estabiliza el

almacenamiento constitutivo de alcamidas en el érgano subterraneo.

La variabilidad intra-tratamiento entre las réplicas bioldgicas basales fue moderada
y evidencié una consistencia general en la dominancia nitrogenada, aunque con

ligeras reconfiguraciones en las rutas minoritarias.

La elicitacion cronica con Per a los 6 meses de cultivo indujo una fase de
estabilizacidén y especializacion celular en el sistema radicular de H. longipes, tras

el choque oxidativo inicial observada en etapas tempranas. Bajo esta condicién de
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estrés cronico, la fraccion de alcamidas se consoliddé con una abundancia relativa
promedio del 68.62 %, manteniéndose como la ruta biosintética prioritaria. Las
familias acompanantes registraron promedios generales del 8.00 % para terpenos,
4.44 % para lipidos y sus derivados, y un discreto 0.97 % para fenilpropanoides. Por
su parte, la fraccidn de acidos grasos y sus derivados promedié un 8.03 %, lo que
sugiere una reconfiguracion orientada a sostener la sintesis defensiva sin

comprometer de manera absoluta la viabilidad celular del 6rgano subterraneo.

A nivel intra-tratamiento se presenté una marcada polarizacion metabdlica debido
al comportamiento atipico de la réplica Per2. Mientras que las muestras Per1y Per3

exhibieron una respuesta altamente consistente y homogénea.

La elicitacién prolongada con As a los 6 meses de cultivo desencadend una de las
respuestas mas drasticas y polarizadas del desarrollo ontogenético en H. longipes,
forzando una canalizacion del flujo de carbono sumamente selectiva. Bajo esta
condicién crénica, la abundancia relativa promedio de las alcamidas sufri6 una
severa contraccion hasta situarse en un 34.53 %. El rasgo analitico mas
contundente de este tratamiento fue la redireccién radical del metabolismo hacia la
via de los isoprenoides, donde la fraccion de terpenos alcanzé un promedio general
del 30.52 %, posicionandose como el valor mas alto registrado para esta familia. De
manera paralela, los fenilpropanoides incrementaron notablemente hasta promediar
un 3.84 %, mientras que los acidos grasos y los lipidos estructurales se bloquearon
por completo, registrando un 0 % en todas las muestras. Este comportamiento
confirma que, a largo plazo, la via de sefalizacién del acido salicilico prioriza de
forma exclusiva el almacenamiento de defensas de naturaleza terpenoide y
fenilpropanoide en detrimento absoluto de las fracciones lipidicas (Reymond y
Farmer, 1998).

Al interior del tratamiento se observo una variabilidad interna moderada que reflejo
la maduracién de la respuesta defensiva, principalmente en la magnitud de la
inversion energética. Esta fluctuacion marginal sugiere que, ante el estimulo créonico

con As, el sistema radicular unifica el bloqueo de las rutas lipidicas primarias, pero
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conserva diferencias individuales en la tasa de acumulacion neta de sus fitoalexinas

volatiles y semivolatiles.

A los 6 meses de tratamiento, la combinacién simultanea de ambos inductores (As
+ Per) modificod drasticamente la tendencia sinérgica observada en las etapas
tempranas, redirigiendo el flujo de carbono de manera concertada hacia la fraccion
nitrogenada. Bajo esta condicion de estrés cronico combinado, la abundancia
relativa promedio de las alcamidas increment6 de forma escalonada hasta situarse
en un 68.52 %. En contraparte, la ruta de los isoprenoides sufri6 una severa
depresion, registrando un promedio general de terpenos de apenas 4.37 %. Por su
parte, los fenilpropanoides mantuvieron una presencia notable con un promedio del
3.82 %, mientras que las fracciones lipidicas se mantuvieron en niveles minimos,
promediando un 2.32 % para los acidos grasos y sus derivados, y un 0.56 % para
los lipidos estructurales. Este comportamiento tardio sugiere un fenémeno de cross-
talk transcripcional donde la persistencia del estrés combinado obliga al sistema
radicular a deponer la produccién de compuestos volatiles para priorizar amidas

estables de alto peso molecular.

La variabilidad interna del tratamiento fue baja y evidencio una notable consistencia
en la consolidacién del escudo nitrogenado a nivel intra-tratamiento. Esta
homogeneidad general confirma que, ante la exposicion cronica combinada, las
diferencias individuales disminuyen y el sistema radicular unifica sus recursos

energéticos hacia la ruta mayoritaria como estrategia de supervivencia prolongada.

La induccion prolongada con MeJA a los 6 meses de cultivo consolidé su rol como
el estimulante por excelencia de la ruta de las alcamidas bajo estrés cronico en H.
longipes. Este tratamiento redirigio el flujo de carbono y nitrdgeno de manera masiva
hacia la fraccién nitrogenada, alcanzando una abundancia relativa promedio del
67.53 %. Como consecuencia de esta polarizacion biosintética, las rutas
competitivas concurrentes se mantuvieron reprimidas, registrando promedios
generales de 2.21 % para los fenilpropanoides y un escaso 0.62 % para los lipidos
y sus derivados. Por su parte, la fraccion de terpenos se posicioné en un promedio

del 20.96 %, mientras que los acidos grasos y sus derivados disminuyeron
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drasticamente hasta un valor medio de 0.85 %, confirmando que la exposicion
cronica al jasmonato monopoliza los recursos energeéticos para maximizar el arsenal
de defensas amidicas en la raiz (Rios-Chavez et al. 2003; Wasternack y Hause,
2013).

A nivel intra-tratamiento se presento la variabilidad biolégica mas drastica de todo
el disefio experimental a los 6 meses, evidenciando respuestas metabdlicas
bimodales entre las unidades experimentales, lo que demuestra que el umbral de
saturaciéon al estimulo cronico por jasmonatos puede desencadenar una

canalizacion metabdlica total y diferencial entre individuos del mismo tratamiento.

La elicitacion cronica con el EHI a los 6 meses de cultivo indujo un perfil adaptativo
particular en H. longipes, caracterizado por sostener una alerta metabdlica
diversificada que evitdé el acostumbramiento celular. Bajo esta condicion de
exposicion prolongada a una matriz compleja, la fraccion de alcamidas registré una
abundancia relativa promedio del 39.68 %, mostrando una disminucién en
comparaciéon con las etapas tempranas. Por el contrario, el flujo de carbono se
canalizé de manera robusta y constante hacia la ruta de los isoprenoides, donde la
fraccidn de terpenos alcanzé un promedio general del 26.91 %. Las familias
acompanantes se mantuvieron en niveles discretos, reportando promedios de 2.51
% para los acidos grasos y sus derivados, 2.50 % para los fenilpropanoides y 1.68
% para los lipidos estructurales. Estos datos corroboran que la complejidad
fitoquimica del inductor exégeno obliga al sistema radicular a disminuir severamente
su gasto en lipidos basales para sostener un sistema defensivo mixto, balanceando
su inversion entre amidas solubles y terpenoides semivolatiles (Baenas et al. 2014,
Thakur y Sohal, 2013).

Al interior del tratamiento se observé una variabilidad bioldgica controlada que se
manifestd principalmente en la proporcionalidad de las dos familias mayoritarias.
Esta oscilacion intra-tratamiento confirma que, si bien la exposiciéon crénica a una
mezcla de extractos crudos previene la habituacién y mantiene activo un escudo
quimico dual, la magnitud exacta con la que cada individuo distribuye sus recursos

entre ambas rutas conserva un margen de plasticidad bioldgica.
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En este sentido, a los 3 meses de cultivo, la elicitacion quimica y hormonal
desencadend una reprogramacion metabolica rapida y divergente en el sistema
radicular de H longipes, caracterizada por la competencia inmediata en la
asignacion de carbono hacia rutas de defensa especificas. El estrés oxidativo agudo
inducido por el peréxido de hidrogeno Per y la complejidad fitoquimica del EHI
actuaron como potentes senales de peligro celular, activando preferencialmente la
ruta de las alcamidas (metabolismo secundario nitrogenado) mediante el consumo

acelerado de precursores lipidicos de membrana.

Por el contrario, los tratamientos hormonales tempranos reflejaron respuestas
polarizadas: el As atenud la fraccién nitrogenada para desviar los recursos
metabdlicos hacia la via del acido shikimico (fenilpropanoides) y la via del MVA/MEP
(sintesis de terpenos basales); mientras que el MeJA consolid6 la homeostasis de
las alcamidas al actuar como regulador transcripcional especifico de esta via
nitrogenada. El hallazgo mas relevante de este periodo fue el marcado cross-talk
positivo de la co-elicitacion (As + Per, la cual hiperestimulé de manera sinérgica la
ruta de los isoprenoides (terpenos), multiplicando el arsenal defensivo volatil ante la

convergencia de una sefal hormonal y un mensajero secundario de estrés.

A los 6 meses de exposicidn prolongada, el sistema radicular abandoné las
respuestas de choque temprano para consolidar rutas de especializacion tardia y
adaptaciones metabdlicas maduras. La elicitacion cronica con Per transitoé hacia una
fase de estabilizacidn celular donde coexistieron la sintesis sostenida de alcamidas
y la reactivacién de la ruta de biosintesis de acidos grasos y lipidos estructurales,
orientada a la reparacibn de membranas por peroxidacién sostenida. En este
periodo maduro, las vias hormonales individuales se polarizaron drasticamente: el
As bloqued por completo el metabolismo lipidico primario para monopolizar el flujo
de carbono hacia la via de los terpenoides, alcanzando los niveles maximos de
fitoalexinas semivolatiles; en contraparte, el MeJA ejercid un control absoluto sobre
el flujo de nitrégeno, alcanzando el maximo histérico en la acumulacion de

alcamidas y demostrando ser el inductor crénico por excelencia para esta familia.
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De manera contrastante con la fase temprana, la persistencia del estrés combinado
en el tratamiento As + Per deprimié severamente la sintesis de terpenos para
redirigir los recursos de forma concertada hacia amidas estables de alto peso
molecular, evidenciando un ajuste en el cross-talk transcripcional para salvaguardar
la viabilidad del érgano subterraneo a largo plazo. Finalmente, el EHI a los 6 meses
sostuvo una alerta metabdlica dual balanceada que evitd el acostumbramiento
celular, diversificando la inversion energética de la planta de manera equitativa entre
la ruta de las alcamidas y la ruta de los terpenoides, lo que corrobora que la
complejidad de una matriz fitoquimica exogena fuerza un estado de defensa mixto

y sostenido en el tiempo (Figura 36).

VII1.17 1. Perfil de acidos grasos de los ejemplares elicitados.

El perfil basal de la fraccion de acidos grasos y sus derivados en la raiz no elicitada
de H. longipes a los 3 meses registré un promedio de abundancia relativa del 1.95
%. Cuantitativamente, esta fraccion estuvo constituida casi en su totalidad por
triglicéridos de cadena corta, los cuales promediaron un 1.80 %, mientras que los
acidos grasos poliinsaturados (0.11 %) y los ésteres metilicos de acidos grasos
(FAME, 0.04 %) se detectaron en niveles marginales. A nivel intra-tratamiento se
observé una variabilidad biolégica moderada. Esta distribucién metabdlica sugiere
que, en condiciones de desarrollo homeostatico temprano y sin estrés, el sistema
radicular almacena formas lipidicas simplificadas y estables como reserva

energética basal (Figura 37) (ver anexo 17).
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Global Z-score heatmap of fatty acids and derivatives across treatments
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Figura 37. Mapa de calor (heatmap) de la abundancia relativa de los acidos grasos
presentes en la raiz de ejemplares de H. longipes elicitados durante 3 y 6 meses.
Las filas representan la clasificacion biosintética de los compuestos semivolatiles
identificados en CG-EM. Las columnas corresponden a los diferentes
tratamientos. La escala de color de la derecha representa los valores de
intensidad normalizados mediante puntuacion Z (Z-score), en donde el espectro
rojo indica mayor acumulacion relativa y el espectro amarillo sefiala una menor
abundancia.

La elicitacion con Per indujo una movilizacion selectiva y decreciente en el pool de
acidos grasos, alcanzando un promedio general del 3.24 %. El rasgo analitico mas
contundente bajo este estrés oxidativo agudo. Esta drastica supresion de las formas
lipidicas libres en la réplica de respuesta rapida sustenta el consumo acelerado de
precursores lipidicos de membrana para alimentar, mediante cascadas de
lipoxigenasas, la sintesis prioritaria de alcamidas frente al dafio oxidativo
(Bhattacharya et al. 2010; Mittler, 2002).

El tratamiento con acido salicilico desencadend la mayor acumulacion de acidos
grasos Yy sus derivados en este periodo, registrando un promedio de abundancia
relativa del 10.63 %. Cuantitativamente, el flujo de carbono se dividié principalmente
entre triglicéridos de cadena corta (promedio de 4.61 %) y acidos grasos saturados

(promedio de 5.11 %). Este comportamiento corrobora que la sefalizacion por
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salicilato promueve una activa remodelacion lipidica celular en etapas tempranas,
estimulando la sintesis de novo de cadenas saturadas y formas de almacenamiento

como parte de su respuesta de resistencia sistémica.

La combinacién simultanea de ambos inductores (As + Per) mitigé el incremento
masivo de acidos grasos libres observado bajo el estimulo aislado de salicilato,
reportando un promedio general del 5.29 %. En esta condicion de co-elicitacion, los
triglicéridos de cadena corta volvieron a predominar con un promedio del 3.66 %,
acompafados de forma minoritaria por acidos grasos poliinsaturados (1.62 %). Esta
estabilizacion interna sugiere que el cross-talk entre la hormona y el mensajero ROS
regula finamente el grado de insaturacion lipidica, evitando la acumulacién de
acidos libres saturados y facilitando la fluidez de membrana durante la respuesta

defensiva concertada.

La induccion hormonal con MeJA promovié una acumulacion intermedia y altamente
diversificada de acidos grasos, con un promedio de abundancia relativa del 6.90 %.
A diferencia de los otros tratamientos, el MeJA estimuld la presencia simultanea de
multiples subclases, registrando promedios generales de 4.47 % para triglicéridos
de cadena corta, 1.11 % para acidos grasos saturados, 0.87 % para
monoinsaturados y 0.25 % para poliinsaturados. Esta solida complementariedad
confirma que el jasmonato actia como un modulador homeostatico maestro,
sosteniendo un pool dinamico y completo de precursores lipidicos para abastecer
de manera constante los requerimientos de la ruta de las alcamidas (Rios-Chavez
et al. 2003).

La elicitacion con el EHI provocd una severa supresion en la abundancia de acidos
grasos y sus derivados, situandose en un promedio general de apenas 3.06 %. Este
patrén de supresion severa seguido de un rebote metabdlico concentrado en
cadenas poliinsaturadas demuestra que la matriz compleja del extracto actua como
un elicitor crudo potente, obligando a la raiz a movilizar u oxidar de forma inmediata
sus reservas lipidicas basales para priorizar la sintesis de defensas amidicas

solubles.
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El perfil metabdlico basal de la fraccion de acidos grasos y sus derivados en las
raices no elicitadas de H. longipes a los 6 meses se estabilizé en un promedio de
abundancia relativa del 6.11 %. Cuantitativamente, el flujo de carbono se concentré
de forma prioritaria en los triglicéridos de cadena corta (promedio de 3.70 %),
respaldados por aportes menores de acidos grasos saturados (1.02 %) y

poliinsaturados (1.03 %).

La elicitacion crénica con peroxido de hidrogeno a los 6 meses indujo un incremento
en el pool de acidos grasos, promediando un 8.03 % de abundancia relativa general.
A diferencia de la fase temprana, el flujo se redirigid selectivamente hacia
componentes de almacenamiento celular, donde los triglicéridos de cadena corta
lideraron la fracciéon con un promedio del 5.24 %, seguidos por los acidos grasos
poliinsaturados con un 2.71 %. Esta reactivacibn madura de cadenas
poliinsaturadas vy triglicéridos sustenta una respuesta orientada a la aclimatacién y
reparacion de las membranas celulares, mitigando el dafo estructural derivado de

la peroxidacion lipidica sostenida por la exposicion crénica al ROS.

El tratamiento prolongado con As provocé un bloqueo absoluto e irreversible en la
biosintesis y acumulacién de todas las subclases de acidos grasos, registrando un
0.00 % de abundancia relativa en las tres réplicas biolégicas analizadas. Desde una
perspectiva fitoquimica, esta supresion total evidencia que, bajo un escenario de
exposicidn cronica, la via de sefalizacion del salicilato ejerce un control
transcripcional inhibitorio estricto sobre la acetil-CoA carboxilasa y el complejo de la
acido graso sintasa en el sistema radicular. Al anular por completo el gasto
energético en la fraccion lipidica primaria, la planta monopoliza el flujo de carbono
remanente para sostener la masiva hiperestimulacion observada en la via de los
terpenoides, consolidando un arsenal defensivo basado exclusivamente en

fitoalexinas de naturaleza isoprenoide (Reymond y Farmer, 1998).

La combinacién simultanea de ambos inductores (As + Per) rompié el bloqueo
metabdlico total impuesto por el salicilato individual, permitiendo una acumulacion
promedio de acidos grasos del 7.26 %. Cuantitativamente, la fraccion estuvo

integrada por triglicéridos de cadena corta (promedio de 2.65 %), acidos grasos
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saturados (2.29 %), poliinsaturados (1.28 %) y ésteres (1.05 %). Este
comportamiento tardio confirma que la presencia del peréxido como mensajero
secundario contrarresta la sefial de represion del As, reactivando la sintesis lipidica
estructural para estabilizar las membranas celulares frente al estrés combinado

prolongado.

La induccion cronica con MeJA provocd una severa depresion en el pool lipidico
general, promediando una abundancia relativa de apenas 0.85 %. El analisis
analitico de la variabilidad bioldgica interna revelé un comportamiento diferente el
MeJA suprimié casi en su totalidad (0.00 %). Esta inhibicién generalizada corrobora
que, a los 6 meses, la exposicion prolongada al jasmonato monopoliza de manera
casi unanime los recursos energéticos y los esqueletos de carbono para maximizar
de forma prioritaria la ruta de las alcamidas, restringiendo al minimo la sintesis de

precursores lipidicos basales (Rios-Chavez et al. 2003).

Finalmente, la elicitacién prolongada con el EHI crudo repitio el patron de supresion
severa observado en la hormona MeJA, registrando un promedio general de
abundancia relativa del 2.51 %. Este comportamiento confirma que, a largo plazo,
la matriz compleja del EHI induce un estado de habituacion o redireccion selectiva
en la mayoria de los individuos, los cuales detienen la inversidon en acidos grasos
libres para balancear su metabolismo constitutivamente entre alcamidas estables y

terpenos.

En este sentido, a los 3 meses de cultivo, la fraccidbn de acidos grasos y sus
derivados exhibié una activa y coordinada respuesta de movilizacién, actuando
principalmente como un pool de reserva energética y suministro de precursores
lipidicos. En el grupo Control, el flujo basal se destind de manera casi exclusiva al
almacenamiento de triglicéridos de cadena corta. No obstante, la elicitacion quimica
alter6 este equilibrio de forma inmediata: el estrés oxidativo agudo por Per, lo cual
provoco una drastica supresion de estas formas libres en las unidades de respuesta
rapida, evidenciando el consumo acelerado de lipidos para alimentar la ruta de

biosintesis de alcamidas a través de cascadas de lipoxigenasas.
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Por su parte, las vias hormonales individuales incrementaron sustancialmente la
fraccion lipidica; el MeJA activé simultaneamente multiples subclases (saturados,
monoinsaturados y poliinsaturados) para sostener de manera homeostatica el pool
de precursores nitrogenados, mientras que el As indujo la maxima acumulacién de
la fase temprana mediante la sintesis de novo de acidos grasos saturados y formas
de almacenamiento como parte de la ruta de resistencia sistémica. Este incremento
masivo del salicilato fue atenuado de forma concertada bajo la co-elicitacion (As +
Per), donde el cross-talk regulo el grado de insaturacion celular para favorecer la
fluidez de membrana. Finalmente, la matriz compleja del EHI forz6 un consumo
exhaustivo e inmediato de los pools lipidicos basales en la mayoria de sus réplicas,

obligando a la planta a priorizar la defensa quimica soluble.

A los 6 meses de exposicidn prolongada, la dinamica de los acidos grasos transito
desde una fase de movilizacidon generalizada hacia un escenario de estricta
regulacion transcripcional y especializacion celular. En el grupo Control, la
maduracion ontogenética estabilizo e incrementoé el almacenamiento constitutivo de
triglicéridos de cadena corta. Bajo el estimulo cronico de los elicitores, el
comportamiento lipidico se polarizé6 de manera radical entre la aclimatacion y la
inhibicion enzimatica total. ElI Per provocd una reactivacion madura de cadenas
poliinsaturadas y triglicéridos, redirigiendo el flujo de carbono hacia la ruta de
reparacion de membranas para contrarrestar la peroxidacién lipidica sostenida y

preservar la viabilidad celular del érgano subterraneo.

En marcado contraste, las vias hormonales crénicas suprimieron severamente esta
fracciéon. EI MeJA deprimio el pool lipidico a niveles minimos, mientras que el acido
salicilico As impuso un bloqueo absoluto (0.00 %) en todas las réplicas bioldgicas,
confirmando una represion transcripcional estricta sobre las enzimas de la sintesis
de acidos grasos basales; en ambos casos, la anulacion de esta ruta primaria
permitid monopolizar los recursos remanentes hacia la via de las alcamidas y la via
de los terpenoides, respectivamente. Este bloqueo total del salicilato fue revertido
por la presencia del peréxido en el tratamiento combinado (As + Per), el cual reactivé

la sintesis de cadenas saturadas y ésteres para estabilizar la estructura celular
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frente al estrés cronico. Finalmente, la exposicion prolongada a la matriz compleja
del EHI consolidé un apagado metabdlico de la fraccion en la mayoria de sus
individuos, lo que corrobora que a largo plazo la raiz previene el gasto en lipidos
libres para balancear de manera equitativa su inversion entre defensas amidicas e

isoprenoides (Figura 37).

VIII.17.2. Perfil de alcamidas de los ejemplares elicitados.

El perfil constitutivo de alcamidas en la raiz no elicitada de H. longipes a los 3 meses
registr6 un promedio de abundancia relativa total del 65.80 %. La distribucién
individual reflej6 que la maquinaria biosintética de la planta esta dominada
categdricamente por la alcamida triénica afinina, la cual alcanzé un promedio del
53.71 %, consolidandose como el biomarcador mayoritario de la especie. Las
familias secundarias estuvieron integradas por el homoespilantol (promedio de 9.79
%) y la amida acetilénica N-isobutilundeca-2(E)-en-8,10-diinamida (promedio de
1.96 %), mientras que la erucamida se mantuvo en niveles marginales (0.12 %)

(Figura 39) (ver anexo 17).
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Global Z-score heatmap of alkamides across treatments
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Figura 38. Mapa de calor (heatmap) de la abundancia relativa de alcamidas
presentes en la raiz de ejemplares de H. longipes elicitados durante 3 y 6 meses.
Las filas representan la clasificacion biosintética de los compuestos semivolatiles
identificados en CG-EM. Las columnas corresponden a los diferentes
tratamientos. La escala de color de la derecha representa los valores de
intensidad normalizados mediante puntuacion Z (Z-score), en donde el espectro
rojo indica mayor acumulacion relativa y el espectro amarillo sefiala una menor
abundancia.

La elicitacion con Per indujo una fuerte estimulacion hacia la fraccion nitrogenada,
promediando una abundancia relativa total del 69.72 %. Este incremento estuvo
sustentado casi en su totalidad por la sintesis de novo de afinina, la cual promedi6
un 54.58 %. Las amidas acompafantes mantuvieron una consistencia notable,
reportando promedios de 12.87 % para la N-(2-metilbutil)-trienamida y de 1.76 %
para la alcamida diinica. Este comportamiento confirma que el choque por estrés
oxidativo agudo actua como un potente interruptor transcripcional que activa rutas
enzimaticas secundarias de la ruta de las alcamidas para mitigar el dano tisular

mediante la diversificacion de amidas insaturadas.

El tratamiento hormonal con As provocé la mayor tasa de depresion en la fraccion
nitrogenada a los 3 meses, disminuyendo la abundancia relativa promedio de
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alcamidas totales a un 46.80 %. Esta contraccién afect6 directamente a la afinina,
la cual cay6 a un promedio general del 33.84 %. La fluctuacion intra-tratamiento
demuestra que, si bien el As deprime la ruta nitrogenada principal para favorecer a
los terpenos, induce de manera selectiva la sintesis de alcamidas no triénicas como

respuesta adaptativa secundaria.

La combinacion simultdnea de ambos inductores (As + Per) compensé el efecto
inhibitorio del salicilato individual, posicionando la abundancia relativa promedio de
alcamidas totales en un 50.72 %. Por otro lado, la afinina promedié un 41.46 %,
mientras que la N-(2-metilbutil)-tienamida se situ6 en un 5.34 %. Este
comportamiento sugiere que el cross-talk transcripcional temprano modula de
manera fina la expresion de desaturasas y elongasas, generando perfiles amidicos
heterogéneos entre individuos, pero protegiendo al pool nitrogenado de la supresién

total impuesta por el As.

La induccion hormonal con MeJA promovié una acumulacion intermedia y altamente
estable de alcamidas, alcanzando un promedio de abundancia relativa total del
65.74 %. La distribucion porcentual de los componentes mayoritarios se mantuvo
en un equilibrio homeostatico notable, con promedios generales de 53.40 % para
afinina y 11.05 % para la N-(2-metilbutil)-tienamida. Esta consistencia intra-
tratamiento confirma que el jasmonato actua como un regulador transcripcional
directo, uniforme y robusto, que optimiza la ruta de las alcamidas y minimiza las

desviaciones estructurales mayores en etapas tempranas del desarrollo radicular.

La elicitacion con el EHI desencadend la respuesta nitrogenada mas potente y
masiva de toda la fase de 3 meses, alcanzando un promedio de abundancia relativa
total de alcamidas del 73.98 %. Este marcado incremento estuvo liderado por una
sobresaliente acumulacion de afinina, la cual registré un promedio general de 60.94
%, posicionandose como el valor medio mas alto para este biomarcador entre todos
los tratamientos. La abundancia de las familias minoritarias también se elevo,
promediando un 11.77 % para la N-(2-metilbutil)-trienamida y un 3.12 % para la
alcamida diinica. Este comportamiento robustece la premisa de que la naturaleza

multicomponente del EHI simula una alerta generalizada de dano que satura de
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manera unanime los receptores celulares, maximizando de forma prioritaria el

escudo nitrogenado radicular (Figura 38).

A los 6 meses de cultivo, el perfil constitutivo de alcamidas en la raiz basal de H.
longipes se consoliddé en un promedio de abundancia relativa total del 78.25 %,
reflejando la maduracién de la ruta nitrogenada. La afinina reafirmé su dominancia
absoluta con un promedio general del 67.52 %. Las familias minoritarias
constitucionales estuvieron representadas por el homoespilantol (promedio de 9.04
%) y la alcamida diinica N-isobutilundeca-2(E)-en-8,10-diinamida (promedio de 0.90
%).

La elicitacion cronica con Per indujo una fase de especializacion e induccion
selectiva, promediando una abundancia relativa total de alcamidas del 68.62 %.
Este tratamiento estuvo marcado por una drastica bimodalidad intra-tratamiento. El
comportamiento general actué de forma homogénea y sobresaliente al acumular
~80.01 y 80.98 % de alcamidas totales (lideradas por 66.31 y 65.45 % de afinina,
respectivamente. Esta reconfiguracion intra-tratamiento demuestra que, ante un
estrés oxidativo prolongado, ciertas unidades bioldgicas desvian el flujo de carbono
desde la afinina hacia amidas ramificadas y acetilénicas como mecanismo de

diversificaciéon celular y adaptacion al dafio crénico.

El tratamiento crénico con As consolidé la represién mas severa de la ruta
nitrogenada observada en el disefio experimental, deprimiendo el promedio general
de alcamidas totales a un 34.53 %. Esta inhibicion cronica afecté de manera
unanime a las amidas minoritarias ramificadas y acetilénicas, provocando un
bloqueo absoluto (0.00 %) de la alcamida diinica y de la erucamida en todas las
réplicas. Consecuentemente, el flujo residual de nitrdgeno se monopolizé de forma
exclusiva en la sintesis de estructuras triénicas, donde la afinina promedié un 33.69
% y la N-(2-metilbutil)-trienamida un escaso 0.84 %. La variabilidad bioldgica interna
fue baja y consistente con el efecto represor. Este comportamiento confirma que la
exposicién prolongada al As suprime de manera drastica y sistematica los genes
involucrados en la elongacién e insaturacién de alcamidas complejas para priorizar

metabdlicamente la via de los terpenoides.
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La combinacién simultanea a los 6 meses (As + Per) modificd por completo el
antagonismo observado en la hormona individual, promoviendo una solida
recuperacion y homogeneizacion del escudo nitrogenado con un promedio total de
alcamidas del 68.52 %. El perfil quimico maduro estuvo constituido de forma
mayoritaria por afinina (promedio de 50.13 %), N-(2-metilbutil)-trienamida (promedio
de 13.42 %) y la alcamida diinica (promedio de 4.43 %). A nivel intra-tratamiento se
presentd una consistencia notable y un comportamiento lineal ascendente: las
alcamidas totales transitaron de forma regular desde un 64.99 % hasta un 71.30 %.
La fluctuacion biolégica mas relevante se observo en la arquitectura fitoquimica de
dos réplicas, la cual acumuld la mayor concentracién de la variante diinica (7.04 %)
y activd de forma exclusiva la sintesis de la variante decadienamida (N-isobutil-
(6Z,8E)-decadienamida) con un notable 4.75 %. Este ajuste en el cross-talk tardio
demuestra que la persistencia del mensajero ROS contrarresta la sefal de represién
del salicilato, unificando a los individuos hacia la produccion de amidas triénicas y
activando desaturasas especificas para la acumulacién de fitoalexinas nitrogenadas

estables.

La induccién cronica con MeJA reafirmo su rol como el estimulante transcripcional
especifico de esta ruta, promediando una abundancia relativa total del 67.53 %. No
obstante, a los 6 meses el tratamiento desencadend la respuesta fitoquimica mas
heterogénea y polarizada de todo el estudio. Las réplicas exhibieron un
comportamiento moderado (~52.37 y 60.30 % de alcamidas totales,
respectivamente), caracterizado por niveles contenidos de afinina (~47.42 y 45.78
%) y una fuerte diversificacion hacia la alcamida tetraénica (N-isobutildodeca-
2(E),4(2),8(2),10(E)-tetraenamida), la cual alcanzé un 1.81 % en y su maximo
historico de 2.78 %. Por el contrario, la otra muestra experimentd una canalizaciéon
metabdlica total al disparar las alcamidas hasta un 89.93 % (el valor mas alto de
todo el experimento a los 6 meses), concentrando un extraordinario 83.26 %
exclusivamente en afinina. Esta drastica variacion interna revela que el estimulo
prolongado con jasmonato puede inducir un umbral bimodal, donde algunos

individuos optan por diversificar el perfil con amidas tetraénicas y saturadas (N-
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isobutilhexadecanamida, 1.42 %), mientras que otros saturan por completo la via

clasica de sintesis de afinina.

Finalmente, la elicitacion cronica con el EHI disminuy6 la masiva acumulacion
observada en etapas tempranas, registrando un promedio general de alcamidas
totales del 39.68 %. Cuantitativamente, el flujo nitrogenado remanente estuvo
compuesto por afinina (promedio de 27.86 %) y N-(2-metilbutil)-trienamida
(promedio de 6.35 %). La variabilidad intra-tratamiento evidencié una marcada
dispersion bioldgica relacionada con el grado de habituacion al inductor
multicomponente. Este comportamiento corrobora que, a largo plazo, la matriz
compleja del EHI induce un agotamiento o acostumbramiento de la via nitrogenada
en la mayoria de los individuos, los cuales deprimen el gasto en afinina libre para
balancear su metabolismo de forma equitativa hacia la via de los terpenoides
(Figura 38).

La evaluacion integrativa de las fracciones lipidica y nitrogenada a los 3 y 6 meses
de cultivo revel6 un estrecho acoplamiento bioquimico en el sistema radicular de H.
longipes, donde el pool de acidos grasos actué como el sustrato celular critico para
modular el tipo, la magnitud y la velocidad de sintesis de las alcamidas frente al

estrés por elicitacion.

A los 3 meses de cultivo, la respuesta radicular estuvo administrada por una
movilizacion activa de precursores lipidicos orientada a la protecciéon tisular
inmediata. Bajo condiciones basales, la planta prioriz0 un almacenamiento
simplificado de ftriglicéridos de cadena corta acoplado a niveles estables de

alcamidas constitutivas (65.80 % total, dominado por afinina).

Sin embargo, el choque oxidativo por Per rompié este equilibrio; la drastica
contracciéon de acidos grasos en las unidades de respuesta rapida Per cay6 a 0.15
% de saturados) coincidié de manera matematica con el valor cumbre de alcamidas
totales (83.33 %), validando la hipétesis de que el estrés agudo por ROS induce el
consumo inmediato de cadenas grasas libres mediante cascadas de lipoxigenasas
para alimentar la ruta biosintética de alcamidas y diversificar el perfil con variantes
decadienamidas.
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En contraste, las hormonas individuales marcaron destinos metabdlicos
divergentes: el As acumulé masivamente acidos grasos saturados (10.63 %) a
expensas de deprimir la fraccién nitrogenada principal (46.80 % total), mientras que
el MeJA demostré su rol como modulador homeostatico temprano al activar de
manera simultdnea multiples subclases lipidicas (saturados, mono y
poliinsaturados) para sostener de forma regular y predecible el pool de afinina sin
comprometer la viabilidad celular. Finalmente, la matriz compleja del EHI actué
como el inductor agudo mas potente, forzando un vaciado casi absoluto de acidos
grasos en las primeras réplicas para disparar la mayor acumulacion de afinina

(60.94 % promedio) de toda la fase temprana.

A los 6 meses de exposicion prolongada, el sistema radicular transité de una fase
de choque y consumo hacia un escenario de estricta regulacién transcripcional y
aclimatacion de membranas. En las plantas maduras del grupo control, la ruta se
estabiliz6 de manera natural hacia la consolidacion del escudo nitrogenado

constitutivo (78.25 %), acumulando de forma paralela triglicéridos de reserva.

Bajo la perturbacion cronica de los elicitores, el metabolismo lipidico secundario se
polarizé radicalmente. La exposicion prolongada a Per derivo el flujo hacia una ruta
de reparacion de membranas, donde la sobreacumulacion de triglicéridos y acidos
poliinsaturados (8.03 %) funcion6 como un mecanismo homeostatico para
resguardar la viabilidad celular frente a la peroxidacion sostenida, permitiendo que

las alcamidas se estabilizaran sin sufrir una caida drastica.

Por su parte, el tratamiento cronico con MeJA monopolizé el flujo de nitrégeno,
reduciendo el pool de acidos grasos al minimo para canalizar los esqueletos de
carbono hacia la biosintesis masiva de amidas, induciendo perfiles bimodales donde
algunas réplicas alcanzaron el maximo histérico de afinina (hasta 83.26 %) y otras

diversificaron la ruta con amidas tetraénicas y saturadas complejas.

El fendbmeno mas contundente de esta fase se observo bajo el estimulo crénico con
As, el cual impuso un bloqueo enzimatico absoluto (0.00 %) en todas las subclases
de acidos grasos; al anular por completo el gasto energético en lipidos primarios y
deprimir severamente las alcamidas a su punto mas bajo (34.53 %), la planta
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redirigié todo el flujo de carbono remanente de forma exclusiva hacia la via de los
terpenoides. Este bloqueo severo fue revertido eficientemente por la co-elicitacion
(As + Per), donde el cross-talk tardio reactivé la sintesis de cadenas saturadas y
esteres (7.26 %) para estabilizar la estructura celular, permitiendo una sélida
recuperacion y homogeneizacion del perfil de alcamidas triénicas y diinicas.
Finalmente, el extracto crudo EHI consolidé un estado de habituacion a largo plazo,
induciendo un apagado lipidico en la mayoria de sus individuos para balancear de

manera equitativa sus recursos entre alcamidas estables y terpenos semivolatiles.

VIII.17.3. Perfil de terpenos de los ejemplares elicitados.

El perfil constitutivo de terpenos e isoprenoides en las raices no elicitadas de H.
longipes a los 3 meses registré un promedio de abundancia relativa total del 15.04
%. Cuantitativamente, la fraccion estuvo dominada por la acumulacion basal de
fitoesteroles (promedio de 5.62 %) y triterpenos (promedio de 6.65 %) Este
incremento excepcional estuvo sustentado por una masiva acumulacion de
triterpenos (16.41 %), fitoesteroles (10.96 %) y lactonas (3.65 %), sugiriendo que
ciertas unidades biolégicas aceleran prematuramente la via del MVA bajo
condiciones estandar de crecimiento para estructurar componentes de membrana

o soporte tisular (Figura 39) (ver anexo 17).
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Global Z-score heatmap of terpenoid classes across treatments
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Figura 39. Mapa de calor (heatmap) de la abundancia relativa de terpenos
presentes en la raiz de ejemplares de H. longipes elicitados durante 3 y 6 meses.
Las filas representan la clasificacion biosintética de los compuestos semivolatiles
identificados en CG-EM. Las columnas corresponden a los diferentes
tratamientos. La escala de color de la derecha representa los valores de
intensidad normalizados mediante puntuacion Z (Z-score), en donde el espectro
rojo indica mayor acumulacion relativa y el espectro amarillo sefala una menor
abundancia.

La elicitacion con Per indujo una movilizacion intermedia y relativamente
homogénea en el pool de isoprenoides, promediando una abundancia relativa total
del 8.00 %. La arquitectura del perfil quimico estuvo integrada principalmente por
fitoesteroles (promedio de 2.62 %), triterpenos (promedio de 2.16 %) y
sesquiterpenos (promedio de 0.69 %). Al evaluar la variabilidad intra-tratamiento, se
observo un comportamiento consistente entre las muestras (~5.11 y 5.50 % totales),
las cuales concentraron sus recursos preferencialmente en fitoesteroles y
mantuvieron niveles minimos de monoterpenos. Por el contrario, la ultima réplica
duplicé la respuesta del grupo alcanzando un 13.39 % total, impulsada por un
incremento selectivo en triterpenos (4.74 %) y fitoesteroles (2.87 %).
Bioquimicamente, este repunte moderado de triterpenos y esteroles estructurales
bajo el estrés oxidativo por Per respalda una estrategia celular orientada a
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estabilizar la balsa de lipidos de las membranas radiculares ante el choque agudo
por ROS.

El tratamiento hormonal temprano con As registré un promedio de abundancia
relativa total de terpenos del 6.32 %. A nivel fitoquimico, el pool estuvo constituido
de manera mayoritaria por fitoesteroles (promedio de 3.07 %) y triterpenos
(promedio de 0.99 %), acompafnados por trazas de lactonas (0.29 %). La variabilidad
biolégica interna mostré una tendencia bimodal neta: las réplicas exhibieron una
respuesta contenida (~4.96 y 2.81 %, respectivamente), mientras que la ultima
muestra polarizé el tratamiento al elevar la fraccion hasta un 11.21 %.
Interesantemente, esta ultima no solo duplicé los niveles de triterpenos (2.47 %) y
fitoesteroles (5.03 %) de sus adyacentes, sino que activé de forma exclusiva la
mayor sintesis de sesquiterpenos de este grupo (2.64 %). Este comportamiento
intra-tratamiento confirma que, a los 3 meses, el estimulo con salicilato inicia una
canalizacion selectiva y fina hacia la ruta de las fitoalexinas volatiles y semivolatiles

en individuos de respuesta rapida.

La combinaciéon simultanea de ambos inductores desencadend la respuesta
fitoquimica mas potente, sinérgica y masiva de toda la fase temprana, alcanzando
un promedio general de abundancia relativa de terpenos del 17.70 %.
Cuantitativamente, el flujo de carbono se dividié entre fitoesteroles (promedio de
3.29 %), triterpenos (promedio de 10.38 %) y sesquiterpenos (promedio de 1.65 %).
El rasgo mas contundente fue la monopolizacion casi absoluta del flujo hacia la
subclase de triterpenos, registrando un extraordinario 25.59 % (el valor individual
mas alto de todo el estudio a los 3 meses). Este comportamiento metabdlico
confirma un potente cross-talk positivo temprano, donde la convergencia del
mensajero ROS y la hormona hiperestimula de forma cooperativa los genes de la

via mevalonato MVA y la escualeno sintasa para erigir un blindaje lipofilico masivo.

La induccion hormonal con MeJA promovid una acumulacion controlada y
diversificada de isoprenoides, registrando un promedio de abundancia relativa total
del 5.82 %. Fitoquimicamente, el MeJA estimulé la presencia simultanea de

multiples subclases, reportando promedios generales de 2.10 % para triterpenos,
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1.61 % para fitoesteroles, 0.26 % para tocoferoles y la aparicién puntual de lactonas
(0.09 %) e isoprenoides minoritarios (0.22 %). La variabilidad intra-tratamiento
mostré una consistencia analitica robusta en la acumulacion total de las réplicas
(~4.13 y 6.21 %, dominadas por triterpenos). No obstante, la ultima muestra opero
como un eje de diversificacion quimica; aunque suprimio por completo la biosintesis
de triterpenos (0.00 %), compenso la ruta derivando activamente el flujo de carbono
hacia fitoesteroles (1.64 %), tocoferoles antioxidantes (0.40 %), sesquiterpenos
(0.35 %), lactonas (0.26 %) e isoprenoides minoritarios libres (0.67 %). Esta
plasticidad confirma que el jasmonato actua como un sintonizador fino de la ruta,
manteniendo un suministro balanceado que prioriza la estructura basal en algunas

réplicas y la sintesis de fitoalexinas complejas en otras.

La elicitacién con el EHI indujo una respuesta robusta y marcadamente dispersa en
la fraccion de terpenos, promediando una abundancia relativa general del 11.52 %.
Cuantitativamente, las subclases mayoritarias correspondieron a fitoesteroles
(promedio de 6.32 %), triterpenos (promedio de 1.69 %) y sesquiterpenos (promedio
de 2.34 %). El analisis de la variabilidad bioldgica interna revelé un comportamiento
homogéneo y contenido en las primeras réplicas (5.4 y 4.81 %) enfocaron sus
recursos casi exclusivamente en la sintesis de fitoesteroles basales. Sin embargo,
la ultima réplica actué como un drastico punto de inflexion fitoquimico al disparar la
acumulacion total hasta un 24.30%. Esta ultima polarizé la ruta al sobreacumular
fitoesteroles (14.46 %)y, de forma sumamente destacada, registrar el valor maximo
de sesquiterpenos de todo el experimento con un 5.99 %. Este patron de respuesta
tardia concentrado demuestra que la complejidad multicomponente del extracto
crudo es capaz de romper los umbrales de homeostasis celular, forzando en
unidades seleccionadas una co-activacion masiva de fitoalexinas semivolatiles y

esteroles de membrana.

En esta etapa madura, se observa la consolidacion de rutas secundarias volatiles y
estructurales, con una participacion muy activa de monoterpenos, sesquiterpenos,

fitoesteroles y lactonas.
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El perfil metabdlico constitutivo de la fraccién de terpenos e isoprenoides en las
raices basales de H. longipes a los 6 meses se estabiliz6 en un promedio de
abundancia relativa total del 4.63 %. Cuantitativamente, el flujo basal maduro se
concentré en la sintesis de fitoesteroles estructurales (promedio de 2.11 %) y
triterpenos (promedio de 1.51 %). La variabilidad intra-tratamiento fue baja en
comparacion con la etapa temprana, mostrando que la planta alcanza una
homeostasis en el desarrollo de sus isoprenoides basales. La unica fluctuacién
interna relevante ocurrié en la ultima muestra, la cual fue la Unica réplica basal que
activd la sintesis de diterpenos (0.41 %), confirmando que el sistema radicular
maduro mantiene una tasa de biosintesis basal sumamente discreta y canalizada a

soporte de membranas.

La elicitacion cronica con Per a los 6 meses indujo una fase de acumulacion
moderada, promediando una abundancia relativa total del 9.32 %. Al igual que en
las etapas previas, el perfil estuvo integrado de forma mayoritaria por fitoesteroles
(promedio de 2.70 %) y triterpenos (promedio de 1.41 %), pero incorporé de manera
madura la presencia de lactonas (promedio de 0.79 %). A nivel intra-tratamiento se
presentd una marcada polarizacion bioldégica debido al comportamiento de una
réplica. Mientras que dos de ellas exhibieron una respuesta altamente consistente
y homogénea (~4.72 y 6.00 % totales), la ultima muestra triplicd los niveles del
tratamiento alcanzando un 17.25 % total. Esta muestra redirigié de forma exclusiva
su flujo hacia lactonas (1.65 %), sesquiterpenos (0.98 %) y triterpenos (2.57 %).
Esta fluctuacién intra-tratamiento confirma que, ante el estrés oxidativo croénico,
ciertas unidades bioldgicas activan mecanismos enzimaticos especializados de la
via MVA para acumular fitoalexinas complejas y estabilizadores lipofilicos frente al

dano celular sostenido.

El tratamiento crénico con As consolidd la mayor hiperestimulacién de la via de los
isoprenoides de todo el diseio experimental, alcanzando un promedio de
abundancia relativa total del 30.52 %. El rasgo analitico y fitoquimico mas
contundente de este tratamiento fue la masiva y selectiva canalizacion del flujo de

carbono hacia la subclase de monoterpenos (promedio de 8.33 %) y fitoesteroles
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(promedio de 14.48 %), mientras que las lactonas y diterpenos se bloquearon por
completo (0.00 %). Al interior del tratamiento, la variabilidad biolégica fue moderada
y reflejé la maduracion de la respuesta defensiva: las réplicas operaron de manera
casi idéntica, registrando ~26.81 y 26.51 % totales, con acumulaciones
sobresalientes de monoterpenos (7.59y 12.00 %) y fitoesteroles (18.96 y 14.22 %).
Por su parte, la ultima muestra polarizé la induccién al registrar un 38.24 % total.
Este comportamiento confirma que la exposicién prolongada al As suprime de forma
unanime las rutas lipidicas y amidicas primarias para monopolizar la energia celular

en la sintesis de fitoalexinas monoterpénicas y esteroles defensivos.

La combinacién simultanea de ambos inductores (As + Per) a los 6 meses modificd
drasticamente la tendencia sinérgica observada en la fase temprana, deprimiendo
el pool general de terpenos a un promedio de abundancia relativa de apenas 9.82
%. Fitoquimicamente, el flujo remanente se dividié entre triterpenos (promedio de
3.40 %) y fitoesteroles (promedio de 3.81 %). A nivel intra-tratamiento se observé
una variabilidad bimodal drastica: las muestras se mantuvieron fuertemente
reprimidas (~6.72 y 4.58 % totales), concentrando sus escasos recursos en
fitoesteroles y triterpenos basales. En marcado contraste, la ultima réplica duplico
la respuesta del grupo alcanzando un 18.15 % total, impulsada por un repunte en
triterpenos (6.53 %) y sesquiterpenos (0.64 %). Este apagado generalizado de la
via de los isoprenoides en el tratamiento combinado tardio confirma un ajuste en el
cross-talk transcripcional, donde la persistencia del estrés combinado obliga a la
raiz a deponer la sintesis de compuestos volatiles (como los monoterpenos de As)

para priorizar el resguardo del escudo nitrogenado.

La induccion crénica con MeJA promovidé una acumulacién masiva y altamente
diversificada de terpenos en la fase madura, alcanzando un promedio de
abundancia relativa total del 20.96 %. A diferencia del salicilato, el MeJA estimuld la
presencia concertada de practicamente todas las subclases isoprenoides,
reportando promedios generales de 4.27 % para ftriterpenos, 3.31 % para
sesquiterpenos, 1.60 % para monoterpenos y una notable acumulacion de

fitoesteroles (promedio de 7.90 %) y lactonas (2.06 %). La variabilidad intra-
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tratamiento evidencié una respuesta bimodal absoluta acoplada al perfil de
alcamidas: las réplicas consolidaron el éxito del tratamiento al registrar
acumulaciones sobresalientes del 24.94 y 30.98 % totales, respectivamente
(lideradas por fitoesteroles y sesquiterpenos). Por el contrario, la ultima muestra
contrajo drasticamente la fraccién hasta un escaso 6.96 %. Como se discutié en el
bloque nitrogenado, esta destind el 89.93 % de sus recursos a las alcamidas, lo que
demuestra que el jasmonato cronico induce un umbral de saturacion donde los
individuos optan de manera excluyente por el escudo nitrogenado o por la

diversificacion masiva de la via de los terpenos.

La elicitacion prolongada con el EHI desencadend una respuesta metabdlica
robusta y sostenida a los 6 meses, consolidando un promedio general de
abundancia relativa de terpenos del 23.90 %. Cuantitativamente, la matriz compleja
del EHI forzé una canalizacion dirigida principalmente hacia fitoesteroles (promedio
de 8.61 %), triterpenos (promedio de 8.29 %) y sesquiterpenos (promedio de 3.08
%). Al evaluar la variabilidad intra-tratamiento, se observo una consistencia elevada
en la magnitud del estimulo en toda la cohorte: una muestra registré un 33.29 %
total (marcada por un elevado 17.28 % de fitoesteroles y 8.82 % de sesquiterpenos);
este ultimo se situé en un 24.20 % (destacando un maximo de 17.74 % en
triterpenos y 2.38 % en lactonas); finalmente, se reportdé un 14.21 % total. Esta
distribucion demuestra que, a largo plazo, la naturaleza multicomponente del
extracto crudo evita la habituacion celular de la via MVA, obligando a todas las
réplicas biologicas a mantener un flujo elevado y balanceado de defensas

isoprenoides para coexistir con el estimulo exégeno.

La evaluacion integrada de la fraccion de terpenos e isoprenoides a los 3 y 6 meses
de cultivo puso de manifiesto la enorme plasticidad de la via del MVA (responsable
de la sintesis de triterpenos, fitoesteroles y lactonas) y la via del MEP (asociada a
monoterpenos y sesquiterpenos) en el sistema radicular de H. longipes, transitando
de una activacion cooperativa temprana a una marcada especializacion o

habituacion celular en la fase tardia.
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A los 3 meses de cultivo, el pool de terpenos funcioné como un sistema de respuesta
rapida frente a estimulos combinados y matrices complejas, coexistiendo con las
demandas estructurales del crecimiento radicular basal. En el grupo Control, la via
del MVA mostro una actividad constitutiva heterogénea orientada a la acumulacién
de fitoesteroles vy triterpenos para el soporte de membranas celulares en pleno

desarrollo.

La perturbacién quimica individual de esta fase generd movilizaciones intermedias:
el Per activdo de manera discreta la sintesis de triterpenos como un mecanismo de
estabilizacion de las balsas lipidicas celulares ante el choque por ROS; por su parte,
los tratamientos hormonales individuales As y MeJA mostraron una induccién
incipiente y bimodal, donde las réplicas de respuesta rapida comenzaron a canalizar

el flujo de carbono hacia fitoalexinas semivolatiles mediante la via MEP.

El hallazgo analitico mas contundente de este periodo fue la potente sinergia
observada en la co-elicitacion (As + Per); la convergencia de la hormona y el
mensajero oxidativo desencadend un cross-talk positivo temprano que
hiperestimul6 la via MVA, induciendo una acumulacion masiva de triterpenos que
alcanzo un promedio del 17.70 % (con un valor cumbre de 25.59 %). Finalmente, la
matriz multicomponente del EHI fue capaz de romper los umbrales de homeostasis
biolégica en sus unidades sensibles, induciendo una co-activacién drastica de

fitoesteroles y sesquiterpenos.

A los 6 meses de exposicion prolongada, el panorama metabdlico se reconfiguré de
manera radical, transitando hacia un control transcripcional estricto donde los
terpenos se consolidaron como el principal escudo quimico alternativo ante la
supresion de las rutas primarias. Mientras que el grupo Control estabilizé y contrajo
su flujo basal de isoprenoides (4.63 %) debido a la maduracion ontogenética, las

raices bajo elicitacion cronica se polarizaron drasticamente.

El Per mantuvo una respuesta discreta y protectora a través de la via del MVA
(lactonas y fitoesteroles) para preservar la viabilidad celular frente al estrés oxidativo
sostenido. Sin embargo, las vias hormonales crénicas experimentaron una masiva

especializacion: As monopolizé el flujo de carbono radicular al bloquear por
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completo los acidos grasos y deprimir las alcamidas, redirigiendo toda la energia
celular a la via MEP para registrar el maximo histérico de terpenos totales (30.52
%), caracterizado por una acumulacion selectiva y sin precedentes de

monoterpenos volatiles.

En contraparte, el MeJA indujo un umbral de saturacion bimodal absoluto: mientras
que la réplica MeJA2 se volcé de forma exclusiva hacia la ruta nitrogenada, las
ultimas réplicas compensaron el sistema activando de forma concertada cada una
de las subclases de las vias MVA y MEP, acumulando altos niveles de fitoesteroles,

lactonas y sesquiterpenos.

El fendmeno inverso a la fase temprana se observo en la co-elicitacion (As + Per),
donde el cross-talk prolongado deprimid severamente la ruta de los isoprenoides
(9.82 %), apagando la produccién de monoterpenos para salvaguardar el escudo
amidico. Finalmente, el EHI demostré ser el inductor créonico mas eficiente y
equilibrado, al evitar el acostumbramiento celular y forzar a toda la cohorte bioldgica
a sostener una tasa elevada y constante de defensas mixtas (23.90 % promedio),
balanceando de manera equitativa el flujo entre triterpenos estructurales y

sesquiterpenos defensivos.

El analisis integrado de los perfiles metaboldémicos de alcamidas, terpenos y acidos
grasos a los 3 y 6 meses de cultivo revela que el sistema radicular de H. longipes
posee una notable plasticidad adaptativa frente a la elicitacion quimica y hormonal.
Esta respuesta no es estatica, sino que evoluciona desde una movilizacién de
choque y competencia energética en la fase adaptativa aguda (3 meses) hacia un
escenario de estricta especializacion celular y regulacion transcripcional concertada
en la fase crénica (6 meses). El flujo coordinado de carbono y nitrégeno demuestra
que la planta modula sus defensas secundarias a expensas de reconfigurar su
metabolismo lipidico primario. Esto evidencia un acoplamiento fitoquimico estrecho
donde la disponibilidad de acidos grasos libres actua como el sustrato critico o el
sensor celular necesario para sintonizar tanto la magnitud como la diversidad

estructural de las amidas e isoprenoides basales e inducidos.
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Desde una perspectiva agrobiotecnologica, esta capacidad de reprogramacion
metabdlica otorga un valor de aplicacién diferenciado a la biomasa radicular segun
el esquema de elicitacion seleccionado, abriendo la posibilidad de disefar extractos
fitofarmacéuticos a la medida. El uso cronico de MeJA o la induccion temprana con
el EHI se consolidan como las estrategias Optimas para la obtencion industrial de
alcamidas triénicas de alta pureza. Estos tratamientos logran maximizar el pool de
afinina (alcanzando hasta un 83.26 % de abundancia relativa) para su
aprovechamiento como analgésico, antiinflamatorio o biopesticida de alta potencia.
Por el contrario, la elicitacién con Per o la co-elicitacién (As + Per) tardia inducen
desaturasas especificas que enriquecen cualitativamente el espectro nitrogenado
mediante la sintesis de variantes minoritarias complejas como decadienamidas,
tetraenamidas y compuestos acetilénicos. Este fendmeno incrementa
sustancialmente el valor cientifico y farmacéutico de la biomasa en la busqueda de

nuevas sinergias quimicas contra patogenos resistentes.

De forma complementaria, la manipulacién dirigida de las MVA y del MEP redefine
el potencial de la fraccion volatil y la estabilidad galénica de los extractos obtenidos.
La elicitacion prolongada con As suprime por completo el gasto metabdlico en
acidos grasos primarios y deprime la via amidica con el fin de monopolizar los
recursos celulares hacia la sintesis masiva de monoterpenos y fitoesteroles
estructurales (30.52 % total). Esto genera una biomasa ideal para la destilacion de
aceites esenciales bioactivos y repelentes agricolas volatiles. Asimismo, la
presencia coordinada de triterpenos vy fitoesteroles bajo los tratamientos con EHI y
la co-elicitacion temprana aporta un valor afiadido fundamental para el desarrollo de
formas farmacéuticas. Estos lipidos isoprenoides actuan como coadyuvantes
naturales que estabilizan las balsas lipidicas celulares, lo que potencialmente
optimiza la permeabilidad cutanea, la estabilidad oxidativa y la biodisponibilidad de

la afinina en formulaciones topicas o emulsiones industriales.

Finalmente, el monitoreo analitico de la fraccion de acidos grasos y sus derivados
trasciende su papel como intermediario biosintético para consolidarse como un

riguroso indicador técnico de la viabilidad celular y un optimizador de procesos
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downstream. Mientras que el aumento de acidos grasos y triglicéridos observados
bajo el estimulo crénico con Per reflejan procesos metabdlicos asociados a la
aclimatacion y al mantenimiento de la integridad de las membranas celulares frente
al estrés oxidativo, la ausencia de estas clases lipidicas en los ejemplares tratados
con As maduro (0.00 % en todas las subclases detectadas) representa una
caracteristica de particular interés para el aprovechamiento fitoquimico de la
especie. Esta reduccion sustancial de metabolitos lipidicos mayoritarios genera una
matriz radicular con menor complejidad lipofilica, lo que potencialmente podria
simplificar los procesos de extraccion, reducir las etapas de desengrasado y
favorecer la recuperacion de metabolitos especializados durante los procedimientos
de purificacién. En consecuencia, esta condicion podria contribuir a disminuir los
costos operativos y mejorar la eficiencia de los procesos de aislamiento de

compuestos bioactivos.
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IX. CONCLUSIONES

Las condiciones de cultivo controladas favorecieron significativamente el
crecimiento de H. longipes, incrementando la biomasa radicular, la acumulacion de
afinina y la eficacia vasodilatadora de los extractos en comparacion con las

poblaciones silvestres.

La etapa de fructificacion constituyo la ventana optima de cosecha, al presentar
simultaneamente la mayor produccion de biomasa, las concentraciones mas

elevadas de afinina y una alta eficacia vasodilatadora.

El analisis metaboldomico y fitoquimico confirmé que la afinina es el principal
metabolito especializado de la raiz, ademas de permitir la identificacion por primera
vez en la especie de las alcamidas N-isobutildeca-2(E)-en-8,10-diinamida, N-
isobutildeca-3(E)-en-8,10-diinamida y N-isobutildeca-2(E),4(E)-dien-8,10-

diinamida, ampliando significativamente el conocimiento fitoquimico de H. longipes.

La mayor potencia vasodilatadora observada en la etapa vegetativa, a pesar de su
menor concentracién de afinina, sugiere que la actividad farmacolégica de la
especie no depende exclusivamente de este metabolito y que podrian existir
interacciones aditivas o0 sinérgicas con otros compuestos presentes en la matriz

quimica, entre ellos la (+)-sesamina.

La ausencia de una relacién directa entre la actividad de la valina descarboxilasa y
la acumulaciéon de afinina indica que la biosintesis de esta alcamida depende de
factores regulatorios adicionales, por lo que esta enzima no constituye un indicador

confiable del rendimiento final del metabolito.

La elicitacion biolégica modificd significativamente la morfologia, el desarrollo
radicular y la composicién quimica de H. longipes. El peréxido de hidroégeno
promovié el incremento de la longitud y biomasa radicular, favoreciendo la
acumulacion de estructuras asociadas al crecimiento subterraneo. El MeJA mostro
el efecto mas consistente sobre el crecimiento vegetal, incrementando la altura de
los ejemplares, la biomasa radicular y la acumulacién de afinina, consolidandose

como el elicitor mas eficaz para estimular la produccion de alcamidas. El acido
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salicilico redujo el crecimiento vegetativo y la biomasa de la raiz principal, aunque
estimuld la formacion temprana de acodos, evidenciando un efecto diferencial sobre
la arquitectura radicular. La combinacion de acido salicilico y peroxido de hidrogeno
genero respuestas intermedias que sugieren una interaccion entre ambas vias de
sefalizacion. Por su parte, el extracto de H. longipes favorecié el incremento de la
longitud radicular y la formacién de acodos, destacando su potencial para promover
la propagacion vegetativa de la especie. En conjunto, los resultados demuestran
que la respuesta a la elicitacién depende tanto de la naturaleza del estimulo como
del tiempo de exposicion, permitiendo modular de manera dirigida el crecimiento y

el perfil metabolémico de la planta.

En conjunto, los resultados demuestran que la combinacién de cultivo controlado,
cosecha durante la fructificacion y aplicacion estratégica de elicitores constituye una
herramienta efectiva para optimizar la produccion de biomasa, la acumulaciéon de
alcamidas y la actividad biologica de H. longipes, consolidando a esta especie como
una fuente promisoria de metabolitos bioactivos con potencial aplicacion

cardiovascular.
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Abstract

Heliopsis Imgipes, commonly known as chilcuague, is a Mexican medicinal plant recognized
for its diverse biological activities, largely attribufed to its alkamide content, particularly
affinin. However, metabolic variations associated with plant development remain poorhy
understood. This study evaluated the influence of phenological stage on the phytochem-
ical profile and vasodilatory activity of H. Imgipes roots. Dichloromethane root extracts
from plants at different developmental stages were analyzed using metabolomics based
on 'H NMR spectroscopy, complemented by GC-MS profiling. Major alkamides wene
isolated and structurally characterized as analytical standards. Notably, three alkamides, N-
isobutylundeca-2(E Fen-8, 1(-diynamide, N-isobutylundeca-3(E Fen-§, 1-diynamide, and N-
isobuty F2(E ), 4 Z}undecadiene-8, 10-diynamide, are reported for the first time in H. lon gipes
roots. Multivariate analyses (PCA and OFLS-DA) revealed significant stage-dependent
metabolic variation, particularly in affinin. The lack of comelation between valine decar-
bouylase activity and affinin levels suggests additional regulatory steps in its biosynthesis.
Vasodilatory activity increased during development, reaching maximum effect during
fructification and defoliation stages, with no significant differences between them. These
findings highlight the impact of phenological stage on alkamide production and binactivity;

providing a basis for optimizing cultivation and harvest timing,

Keywords: Hefiopsis longipes; alkamides; metabolomics; 'H NMR spectroscopy; GC-MS;
vasodilatory activity

Molecules 7026, 31, 2114
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XI.2. Anexo 2. Temperatura registrada en CS y en ClI

Cuadro 2A. Temperatura registrada en las CI.

. Temperatura Temperatura Temperat_ura
ESTACION méxima (%) minima (%) pr°(r:‘/o‘§°"°
PRIMAVERA
Del 21 de marzo al 20 de junio 42.029 £ 0.767 8.523 + 2.067 21.311 +0.423
VERANO
Del 20 de junio al 22 de 48.850 + 1.068 9.525+0.715 30.45 +1.898
septiembre
OTONO
Del 23 de septiembre al 21 de 50.900 * 1.330 7.257 £1.993 33.9315+1.103
diciembre
INVIERNO
Del 22 de diciembre al 20 de 45.384 + 1.4305 -1.728 £ 0.290 34.2736 £+ 1.406

marzo

TEMPERATURA PROMEDIO ANUAL 29.991 3.019
Cuadro 2B. Temperatura registrada en las condiciones silvestres.
Temperatura
% Temperatura Temperatura .

ESTACION maxima (%) minima (%) pr°{%°"°
PRIMAVERA
Del 21 de marzo al 20 de junio 32.264 £0.729 12.323 +2.988 22.294 £ 0.689
VERANO
Del 20 de junio al 22 de 29.125+1.724 16.250 £ 0.3227 22.687 £ 0.545
septiembre
OTONO

Del 23 de septiembre al 21 de
diciembre

24.500 +0.769

11.7368 £ 0.662

19.763 £ 0.8623

INVIERNO
Del 22 de diciembre al 20 de
marzo

28.736 +1.218

8.210+ 0.956

18.473 £ 0.864

TEMPERATURA PROMEDIO ANUAL

20.804 +1.011
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XI.3. Anexo 3. Humedad relativa registrada en CS y Cl

Cuadro 3A. Humedad relativa registrada en Cl del estudio fenoldgico.

Humedad

ESTACION Humedad Humedad promedio
maxima (%) minima (%) (%)

PRIMAVERA
Del 21 de marzo al 20 de junio 69.200 + 3.690 17.905 £ 4.342 30.347 £ 1.575
VERANO
Del 20 de junio al 22 de 99.000 + 0.000 13.000 £ 0.000 45.500 £ 5.330
septiembre
OTONO
Del 23 de septiembre al 21 de 99.000 + 2.763 14.110 £ 1.896 25.840 + 2.295
diciembre
INVIERNO
Del 22 de diciembre al 20 de 77.042 £ 2.751 16.836 = 2.751 17.457 £ 2.030
marzo

PROMEDIO ANUAL DE LA HUMEDAD RELATIVA

29.786 5.879

Cuadro 3B. Precipitacién registrada por la CONAGUA en CS.

ESTACION Precipitacion (%)
PRIMAVERA

Del 21 de marzo al 20 de junio 0.9118 £0.9398
VERANO

Del 20 de junio al 22 de septiembre

7.8500 + 7.5204

OTONO
Del 23 de septiembre al 21 de diciembre

0.0000 * 1.2262

INVIERNO
Del 22 de diciembre al 20 de marzo

0.0526 +0.0526

PRECIPITACION PROMEDIO ANUAL

2.593 £ 1.779 mm
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XlI.4. Anexo 4. Elucidacién estructural del acetato de polivinilo (PVAc)

I\):O

//‘\

.

RMN de "H (CDCls con 0.03% v/v TMS, 700 MHz): 51 2.02 (bs), 4.87 (bs), 1.76 (bs).
RMN de ®C (CDCls, 175 MHz): 8¢ 21.16, 170.59, 67.17, 39.51.

Cuadro 4A. Datos espectroscopicos de dH, dc, HMBC y COSY (300 K, CDClI3).

] . oH/ppm oc HMBC COsy
Asignacion .
(Multiplicidad, J/HZz) (ppm) (H—C) (H—H)
1 2.02 (bs) 21.16 C-2 -
2 - 170.59 - -
3 4.87 (bs) 67.17 C-2,3,4 H-4
4 1.76 (bs) 39.51 C-3,4 H-3
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Figura 4A. Espectros de ed-HSQC (rojo-azul) and HMBC (verde) (700 MHz, 300 K,
CDCla).

174



5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm

Figura 4B. Espectros de COSY (700 MHz, 300 K, CDCls).
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XI.5. Anexo 5. Elucidacioén estructural del ftalato de dibutilo (DBP)

1/2\3/4\0/5\6/7Q
"]
NN NN,

RMN de 'H (CDCl3 con 0.03% v/iv TMS, 700 MHz): 8. 7.52 (dd, 3.29, 5.66), 7.71
(dd, 3.32, 5.71), 4.31 (t, 6.75), 1.72 (m), 1.44 (h, 7.41), 0.96 (t, 7.41). RMN de 13C
(CDCls, 175 MHz): 8¢ 131.11, 128.94, 130.82, 167.63, 65.27, 30.71, 19.31, 13.84

Cuadro 5A. Datos espectroscopicos de dH, dc, HMBC y COSY (300 K, CDCls).

_ _ oH/ppm oc HMBC COSY
Asignacion o
(Multiplicidad, J/HZz) (ppm) (H—C) (H—H)
1 7.52 (dd, 3.29,5.66) 131.11 C-2,3 H-2
2 7.71(dd, 3.32,5.71) 128.94 C1,3 H-1
3 - 130.82 - -
4 - 167.63 - -
5 4.31 (t, 6.75) 65.27 C4,6,7 H-6
6 1.72 (m) 30.71 C-7,8 H-5,7
7 1.44 (h, 7.41) 19.31 C-5,6,8 H-6, 8
8 0.96 (t, 7.41) 13.84 C-6,7 H-7
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Figura 5A. Espectros de ed-HSQC (rojo-azul) y HMBC (verde) (700 MHz, 300 K,
CDCla).
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XI.6. Anexo 6. Elucidacién estructural del bisfenol A (BPA)

RMN de "H (CDCls con 0.03% viv TMS, 700 MHz): 81 6.81 (bs), 7.12 (bs), 1.62 (bs).
RMN de 3C (CDCls, 175 MHz): 8¢ 156.58, 114.00, 127.91, 143.90, 41.81, 31.15.

Cuadro 6A. Datos espectroscopicos de dH, dc, HMBC y COSY (300 K, CDCls).

] ) oH/ppm oc HMBC COsy
Asignacion
(Multiplicidad, J/Hz)  (ppm) (H—C) (H—H)
1 - 156.58 - -
2 6.81 (bs) 114.00 C1,2,4 H-3
3 7.12 (bs) 127.91 C1,3,5 H-2
4 - 143.90 - -
5 - 41.81 - -
6 1.62 (bs) 31.15 C4,5,6 -
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XI.7. Anexo 7. Elucidacién estructural del tetraftalato de polibutifeno (PBT)

N %

RMN de "H (CDCl3 con 0.03% v/v TMS, 700 MHz): 8+ 8.08 (bs), 4.42 (bs), 1.96
(bs). RMN de 13C (CDCls, 175 MHz): 8¢ 129.74, 133.95, 165.69, 64.90, 25.68.

Cuadro 7A. Datos espectroscopicos de dH, dc, HMBC y COSY (300 K, CDCls).

. - OH/ppm oc HMBC COSsYy
Asignacion .
(Multiplicidad, J/HZz) (ppm) (H—C) (H—H)
1 8.08 (bs) 129.74 C1,2,3 -
2, - 133.95 - -
3 - 165.69 - -
4 4.42 (bs) 64.90 C-3,5 H-4
5 1.96 (bs) 25.68 C4,5 H-5

182



L il

8.1 8.0 4.4 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6

Figura 7A. Espectros de ed-HSQC (rojo-azul) y HMBC (verde) (700 MHz, 300 K,
CDCla).

125
130

135

- 165
170

175

183



A
EEEEE.

T T T T T~ T T~ T T~ T T T~ T T~ T T T~ T T T~ T T T T T T T T T
52 50 48 46 44 42 40 38 3.6 34 3.2 3.0 28 26 24 2.2 2.0 18 1.6
ppm

Figura 7B. Espectro de COSY (700 MHz, 300 K, CDCl3).

184

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

ppm



X1.8. Anexo 8. Elucidacién estructural del compuesto 1 identificado como N-
isobutillundeca-2(E)-en-8,10-diinamida

AN N
L 10K¥8K\_76J4”‘)2“Q

14 1
7

RMN de 'H (CDCls con 0.03% v/v TMS, 700 MHz): &1 0.92 (d, 6.71, H1), 1.78 (m,
H2), 3.15 (dd, 6.86, 6.09, H3), 5.43 (bs, H4), 5.79 (t, 1.59, H6), 6.81 (t, 6.88, H7),
2.20 (m, H8), 1.58 (m, HY), 1.58 (m, H10), 2.28 (td, 6.99, 1.29, H11), 1.96 (t, 1.18,
H15). RMN de 3C (CDCls, 175 MHz): dc 20.25, 28.79, 46.98, 166.33, 124.21,
143.91, 31.60, 27.46, 27.41, 19.05, 77.85, 68.48, 68.59, 65.16.

Cuadro 8A. Datos espectroscopicos de dH, dc, HMBC y COSY (300 K, CDCls).

] ) oH/ppm dc HMBC COsy
Asignacion
(Multiplicidad, J/Hz)  (ppm) (H—C) (H—H)
1 0.92 (d, 6.71) 20.25 C1,2,3 H-2
2 1.78 (m) 28.79 C1,3 H-1, 3
3 3.15(dd, 6.86,6.09)  46.98 C1,2,5 H-4
4 5.43 (bs) - - H-3
5 - 166.33 - -
6 5.79 (t, 1.59) 124.21 C-5,8 H-7
7 6.81 (t, 6.88) 143.91 C-5,6,8,9 H-6, 8
8 2.20 (m) 31.60 C-6,7,9,10 H-7,9
9 1.58 (m) 27.46 C-7, 8,10, 11 H-8, 10
10 1.58 (m) 27.41 C-8,9, 11,12 H-9, 11
11 2.28 (id, 6.99, 1.29) 19.05 C-9,10, 12,13, 14,15 H-10
12 - 77.85 - -
13 - 68.48 - -
14 - 68.59 - -
15 1.96 (t, 1.18) 65.16 - -
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IX.9. Anexo 9. Elucidacion estructural del compuesto 1° identificado como N-
isobutilundeca-3(E)-en-8,10-diinamida

RMN de 'H (CDCls con 0.03% viv TMS, 700 MHz): 8n 0.92 (d, 6.71, H1), 1.78 (m,
H2), 3.15 (dd, 6.86, 6.09, H3), 5.43 (bs, H4), 2.96 (m, H6), 5.59 (m, H7), 5.59 (m,
H8), 2.19 (m, H9), 1.64 (m, H10), 2.28 (td, 6.99, 1.29, H11), 1.97 (t, 1.18, H15). RMN
de 3C (CDCls, 175 MHz): 8¢ 20.25, 28.79, 46.98, 166.33, 40.68, 123.76, 134.52,
32.15, 27.45, 18.84, 77.85, 68.48, 68.59, 65.16.

Cuadro 9A. Datos espectroscopicos de dH, dc, HMBC y COSY (300 K, CDCls).

] ) oH/ppm dc HMBC COsy
Asignacion o
(Multiplicidad, J/HZz) Ppm) (H—C) (H—H)
1 0.92 (d, 6.71) 20.25 C1,2,3 H-2
2 1.78 (m) 28.79 C1,3 H-1, 3
3 3.15(dd, 6.86,6.09)  46.98 C1,2,5 H-4
4 5.43 (bs) - - H-3
5 - 166.33 - -
6 2.96 (m) 40.68 C-5,7,8 H-7
7 5.59 (m) 123.76 C-6,9 H-6, 8
8 5.59 (m) 134.52 C-6,9 H-9
9 2.19 (m) 32.15 C-7, 8, 10, 11 H-8, 10
10 1.64 (m) 27.45 C-8,9, 11,12 H-9, 11
11 2.28 (td, 6.99, 1.29) 18.84 C-9,10,12,13, 14,15 H-10
12 - 77.85 - -
13 - 68.48 - -
14 - 68.59 - -
15 1.97 (t, 1.18) 65.16 - -
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X1.10. Anexo 10. Elucidacion estructural del compuesto 2 identificado como N-
isobutilundeca-2(E),4(E)-dien-8,10-diinamida.
15\ (0]

X4

2 8

N3 11 '/*9 ,/*7
N S W\ W
SOASEST T
1

RMN de 'H (CDCls con 0.03% v/v TMS, 700 MHz): &+ 0.93 (d, 6.67, H1), 1.81 (m,
13.44, 6.67, H2), 3.14 (dd, 6.88, 613, H3), 5.50 (bs, H4), 5.52 (d, 11.29, H6), 6.38 (t,
11.24, H7), 7.53 (m, H8), 5.97 (dddd, 14.29, 5.16, 4.04, 1.11, H9), 2.42 (m, H10),
2.39 (m, H11), 1.98 (m, H15). RMN de 13C (CDCls, 175 MHz): &c 166.41, 119.72,
140.97, 128.10, 139.72, 31.30, 19.16, 77.57, 68.47, 68.47, 65.50.

Cuadro 9A. Datos espectroscopicos de 6H, ¢, HMBC y COSY (300 K, CDClIs).

— SHippm 56 HMBC COSY
Asignacion o
(Multiplicidad, J/HZz) (ppm) (H—C) (H—H)
1 0.93 (d, 6.67) 2040 C1,2,3 H-2
2 181 (m, 13.44, 6.67) 28.68 c1,3 H-1, 3
3 3.14 (dd, 6.88, 613)  46.99 C1,2,5 H-2, 4
4 5.50 (bs) i 5 H-3
5 ; 166.41 ; ;
6 552(d, 11.29)  119.72 C5,8 H-7
7 6.38 (t, 11.24) 140.97 C5,9 H-6, 8
8 7.53 (m) 128.10 5 H-7, 9
9 55?17 Gfdf_‘(’)j’, 11‘_11'21“)3' 139.72 C-10, 11 H-8, 10
10 2.42 (m) 31.30 C8,9, 11, 12 H-9
11 2.39 (m) 1916  C-9, 10, 13, 14, 15 ;
12 5 7757 5 5
13 : 68.47 : :
14 5 68.47 5 5

15 1.98 (m) 65.50 - -
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Figura 9A. Espectros de ed-HSQC (rojo-azul) y HMBC (verde) (700 MHz, 300 K,
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X1.11. Anexo 11. Elucidacion estructural del compuesto 3

Compuesto 3. Compuesto desconocido.
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Figura 11A. Espectro de masas (El, 70 eV) del compuesto 3 (m/z 33—600).
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X1.12. Anexo 12. Elucidacion estructural del compuesto 4 identificado como N-
isobutil-2(E),6(Z),8(E)-decatrienamida (afinina o espilantol)

i
PRENENES o Cj

RMN de H (CDCls con 0.03 % viv TMS, 700 MHz): &1 0.92 (d, 6.70, H1), 1.79 (m,
H2), 3.14 (dd, 6.90, 6.09, H3), 5.51 (bs,H4), 5.79 (dt, 15.27, 1.59, H6), 6.81 (dt,
15.25, 6.71, H7) 2.25 (m, H8), 2.31 (q, 7.27, 6.88, H9), 5.25 (dtd 10.86, 7.42, 7.37,
0.91, H10), 5.96 (10.95, H11), 6.28 (dddt, 15.49, 10.96, 3.19, 1.67, H12), 5.69 (dg,
13.81, 6.75, H13) 1.77 (m, H14). RMN de "3C (CDCls, 175 MHz): &c 20.36, 28.50,
46.96, 165.89, 124.25, 143.72, 32.12, 26.60, 127.80, 129.53, 126.80, 130.13, 18.43.

Cuadro 12A. Datos espectroscopicos de 6H, ¢, HMBC y COSY (300 K, CDClIs).

__ Su/ppm 3 HMBC COSY
Asignacion o
(Multiplicidad, J/HZz) (ppm) (H—C) (H—H)

1 0.92 (d, 6.70) 2036 C1,23 H-2
2 1.79 (m) 28 50 c-1,3 H-1, 3
3 3.14 (dd, 6.90, 6.09)  46.96 C-1,2,5 H-2, 4
4 5.51 (bs) : i H-3
5 i 165.89 i i
6 5.79 (dt, 15.27,1.59) 124.25 C-5, 8 H-7
7 6.81 (dt, 15.25,6.71) 14372 C-5,8,9 H-6, 8
8 2.25 (m) 32.12 C-6,7,9, 10 H-7, 9
9 2.31(q,7.27,6.88)  26.60 C-7, 8,10, 11 H-8, 10
10 525 (7‘1_%’7?%'_2?’)7'42’ 12780  C-8,9,11,12 H-9, 11
11 5.96 (10.95) 12953 C-9, 12,13 H-10, 12
12 0.28 (dddt, 1549, 12680  C-10,11,13, 14 H-11, 13

10.96, 3.19, 1.67)

13 5.69 (dq, 13.81,6.75) 130.13 C-11,14 H-12, 14

14 1.77 (m) 18.43 C-12,13 H-13
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Figura 12A. Espectro de ed-HSQC (rojo-azul) y HMBC (verde) (700 MHz, 300 K,
CDCls).
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X1.13. Anexo 13. Elucidacion estructural del compuesto 5 identificado como N-
isobutil-2(E),6(Z),8(E)-decatrienamida

/\L/—\/—\
>

13 11 9
AN

RMN de 'H (CDCls con 0.03 % viv TMS, 700 MHz): &x 0.94 (d, 6.72, H1) 1.82 (m,
H2) 3.17 (t, 6.48, H3) 5.44 (bs, H4), 5.80 (m, H6), 6.84 (m, H7) 2.29 (m, H8) 2.34
(m, H9) 5.26 (m, H10) 5.98 (m, H11) 6.29 (m, H12) 5.70 (m, H13) 1.76 (d, 6.98,
H14). RMN de 3C (CDCls, 175 MHz): &c 20.20, 28.60, 46.94, 165.89, 123.88,
143.38, 31.67, 27.74, 127.67, 129.71, 126.66, 130.75, 17.89.

Cuadro 13A. Datos espectroscopicos de dH, dc, HMBC y COSY (300 K, CDCls).

] ) oH/ppm oc HMBC COsy
Asignacion
(Multiplicidad, J/Hz)  (ppm) (H—C) (H—H)

1 0.94 (d, 6.72) 20.20 C1,2,3 H-2
2 1.82 (m) 28.60 C1,3 H-1, 3
3 3.17 (t, 6.48) 46.94 C1,2,5 H-2, 4
4 5.44 (bs) - - H-3
5 - 165.89 - -
6 5.80 (m) 123.88 C-5,8 H-7
7 6.84 (m) 143.38 C-5,8,9 H-6, 8
8 2.29 (m) 31.67 C-6,7,9,10 H-7,9
9 2.34 (m) 27.74 C-7, 8,10, 11 H-8, 10
10 5.26 (m) 127.67 - H-9, 11
11 5.98 (m) 129.71 - H-10, 12
12 6.29 (m) 126.66 - H-11, 13
13 5.70 (m) 130.75 C-14 H-12, 14
14 1.76 (d, 6.98) 17.89 C-12,13 H-13
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XI.14. Anexo 14. Elucidacioén estructural del compuesto 6 identificado como N-(2-
Metilbutil)-2(E),6(Z),8(E)-decatrienamida (homoespilantol)

I
APPSR R

RMN de 'H (CDCls con 0.03 % viv TMS, 700 MHz): &x 0.89 (m, H1), 1.14, 1.41 (m,
H2), 1.58 (m, H3), 0.89 (m, H4), 3.13, 3.25 (m, H5), 5.48 (m, H6), 5.79 (dt, 15.28,
1.60, H8), 6.81 (m, HY), 2.25 (m, H10), 2.32 (m, H11), 5.25 (dt, 10.96, 7.26, H12),
5.98 (t, 11.03, H13), 6.29 (ddp, 15.54, 10.90, 1.68,1.65, H14), 5.69 (qd, 13.80, 6.71,
H15), 1.77 (dd, 6.79, 1.64, H16). RMN de "*C (CDCls, 175 MHz): ¢ 11.11, 27.37,
35.17, 17.02, 45.00, 166.20, 124.19, 143.21, 32.08, 26.51, 127.86, 129.49, 126.85,
130.27, 18.52.

Cuadro 14A. Datos espectroscopicos de doH, dc, HMBC y COSY (300 K, CDCls).

Asignacion  OWPPM (Multiplicidad, HMBC COSsY
JIHz) (H—C) (H—H)
1 0.89 (m) 11.11 C-2,3 H-2
2,2 1.14,1.41 (m) 27.37 C-1,3,4,5 H-1, 3
1.58 (m) 35.17 C-1,2,4,5 H-2,4,5
4 0.89 (m) 17.02 C-2,3,5 H-3
55 3.13, 3.25 (m) 45.00 C-2,3,4,7 H-3-
6 5.48 (m) - - -
7 - 166.20 - -
8 5.79 (dt, 15.28, 1.60) 124.19 C-7,10 H-9
9 6.81 (m) 143.21 C-7,10, 11 H-8, 10
10 2.25 (m) 32.08 C-8,9, 11,12 H-9, 11
11 2.32 (m) 26.51 C-9, 10, 11,12 H-10, 12
12 5.25 (dt, 10.96, 7.26) 127.86 C-10, 11,14 H-11, 13
13 5.98 (t, 11.03) 129.49 C-11,14, 15 H-12, 14
14 6.29 (ddp, 15.54, 10.90, 126.85 C-13, 16 H-13, 15
1.68,1.65)
15 5.69 (qd, 13.80, 6.71) 130.27 C-13, 16 H-14, 16
16 1.77 (dd, 6.79, 1.64) 18.52 C-14,15 H-15
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Figura 14D. Comparacion del espectro de masas experimental del compuesto 6
(A) con la referencia de la biblioteca NIST23 para N-(2-metilbutil)-2(E),6(Z),8(E)-

decatrienamida (B).

X1.15. Anexo 15. Elucidacion estructural del compuesto 7

Marne: M-lsobutyl-{2E,42 52, 10E |- dodecatetrasnamide

10 8 187 Eomula, C16Hp5N0
Mwf 247 MISTH: 106163 [D#: 43633 DE: mainlb
a7 e Contributor: B. MARTIM, PHARM. BIOL., UMIY. HEIDELEERG. . GER.
41 P
10 largest peaks:
5 W,HB 819399 167958 &7 VE¥| 41EE0| 79381
Rt L BE331| 53328| 115307| 68292 67267
115 Synonyms:
95 1T8 152 247 N SYROnYMS.
k] il " | 18'.3 2 .L T E stimated non-polar retention index [n-alkane scale]:
40 an 120 180 200 240 280 Walue: 1980 iu
[mainlib] M-lzobutyH{2E 42 82, 10E |- dodecatetrasnamids Confidence interval [Nitroger-containing]: 83(50%) 356[35%) iu

Figura 15A. Espectro de masas experimental del compuesto 7 con la referencia de
la biblioteca NIST23 para N-isobutil-(2E,4Z,8Z,10E)-dodecatetramida.
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XI.16. Anexo 16. Datos de CG-EM de las diferentes etapas fenoldgicas

Cuadro 16A. Perfil quimico de compuestos no polares identificados mediante CG-
ME en la etapa vegetativa de H. longipes.

Nombre Familia biosintética Ipdlge de. Area (%) Numero CAS
coincidencia

Afinina Alcamida 70 10.490 1000106-17-5
N-Isobutilundeca-2(E)-en-8,10- Alcamida 50 3.1102 099615-81-3
diinamida

Erucamida Alcamida 99 1.3625 000112-84-5
Acido croténico Acidos grasos y sus derivados 96 0.4009 000541-47-9
Acido n-caprico Acidos grasos y sus derivados 95 0.0675 000334-48-5
Acido palmitico Acidos grasos y sus derivados 99 0.9880 000057-10-3
Estearato de metilo Acidos grasos y sus derivados 96 1.1698 000112-61-8
Palmitato de octan-2-ilo Acidos grasos y sus derivados 90 1.0839 055194-81-5
Fitona Isoprenoide 98 0.2164 000502-69-2

Benzaldehido Fenilpropanoide 87 0.0228 000100-52-7
8-metoxicumarina Fenilpropanoide 87 0.1921 002445-81-0
B-sitosterol Fitoesterol 95 0.0102 000083-46-5
(+)-Sesamina Lignano 99 2.5974 000607-80-7
Fargesina Lignano 99 1.3575 031008-19-2

n-eicosano Lipidos y sus derivados 90 0.0006 000112-95-8
Hexadecano Lipidos y sus derivados 91 1.2417 000544-76-3
n-pentadecano Lipidos y sus derivados 95 0.3265 000629-62-9
Tricosano Lipidos y sus derivados 94 1.0306 000638-67-5
2-metilpentadecano Lipidos y sus derivados 91 3.3776 001560-93-6
Octadecano Lipidos y sus derivados 93 1.0801 000593-45-3
1-dococeno Lipidos y sus derivados 95 3.0186 001599-67-3
Hexacosano Lipidos y sus derivados 94 1.7077 000630-01-3
Nonadecano Lipidos y sus derivados 91 1.0961 000629-92-5
Octacosano Lipidos y sus derivados 99 3.8291 000630-02-4
Docosano Lipidos y sus derivados 94 1.5160 000629-97-0
Heptacosano Lipidos y sus derivados 96 4.5665 000593-49-7
n-pentacosano Lipidos y sus derivados 93 2.5159 000629-99-2
2-metilpentacosano Lipidos y sus derivados 93 2.4653 000629-87-8
Tetracosano Lipidos y sus derivados 98 3.447 000646-31-1

Hentriacontano Lipidos y sus derivados 90 1.1578 000630-04-6
2-metilheptadecano Lipidos y sus derivados 94 0.8796 001560-89-0
10-metildotriacontano Lipidos y sus derivados 90 1.0703 058349-83-0
Heneicosano Lipidos y sus derivados 97 1.4611 000629-94-7
Triacontano Lipidos y sus derivados 89 0.5959 000638-68-6
Escualeno Terpeno 83 1.2354 000111-02-4
lupenona Terpeno 99 0.1912 001617-70-5

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los numeros CAS

con la biblioteca NIST® 2023.

Cuadro 16B. Perfil quimico de compuestos no polares identificados mediante CG-
EM en la etapa de floracion de H. longipes.

indice de

Nombre Familia biosintética . . Area (%) Numero CAS
coincidencia

Afinina Alcamida 81 18.2281 1000106-17-5
Homoespilantol Alcamida 93 2.8627 1010106-16-0
Hexadecanamida Alcamida 89 1.3850 000629-54-9
Benzaldehido Fenilpropanoide 87 0.077 000100-52-7
Estigmastan-3,5,22-trieno Fitoesterol 89 0.1306 100214-18-1

Estigmasta-3,5-dieno Fitoesterol 98 0.2720 004970-37-0
Estigmasterol Fitoesterol 86 0.0827 000083-48-7
(+)-Sesamina Lignano 99 1.4199 000607-80-7
Farnesano Lipidos y sus derivados 86 0.2442 014905-56-7
Pentadecano Lipidos y sus derivados 91 1.1906 000629-62-9
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Heptadecano Lipidos y sus derivados 93 0.2474 000629-78-7
Pristano Lipidos y sus derivados 90 0.1471 000638-36-8
Octadecano Lipidos y sus derivados 95 1.0056 000593-45-3
Nonadecano Lipidos y sus derivados 91 1.6541 000629-92-5
Heneicosano Lipidos y sus derivados 94 4.1944 000629-94-7
Docosano Lipidos y sus derivados 91 4.9778 000629-97-0
Heptacosano Lipidos y sus derivados 97 2.5118 000593-49-7
2-metilhentriacontano Lipidos y sus derivados 95 4.9779 000629-97-0
Hexacosano Lipidos y sus derivados 99 2.5119 000593-49-7
n-pentacosano Lipidos y sus derivados 96 0.9993 001720-12-3
Octacosano Lipidos y sus derivados 99 1.4586 000630-01-3
Hexadecano Lipidos y sus derivados 94 1.0210 000629-99-2
n-eicosano Lipidos y sus derivados 94 1.0329 000630-02-4
Tetracosano Lipidos y sus derivados 98 0.1598 000112-95-8
Lupenona Terpeno 74 0.0356 001617-70-5

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los nimeros CAS
con la biblioteca NIST® 2023.

Cuadro 16C. Perfil quimico de compuestos no polares identificados mediante CG-
EM en la etapa de fructificacion de H. longipes.

indice de

Nombre Familia biosintética coincidencia Area (%)  Numero CAS
Afinina Alcamida 76 19.4572 1000106-17-5
Homoespilantol Alcamida 81 3.2131 1010106-16-0
N-isobutilpalmitamida Alcamida 90 8.7655 054794-72-8
Benzaldehido Fenilpropanoide 96 0.077 000100-52-7
Estigmasta-3,5-dieno Fitoesterol 99 0.5658 004970-37-0
Estigmasterol Fitoesterol 99 0.5176 000083-48-7
y-sitosterol Fitoesterol 93 1.0354 000083-47-6
(+)-sesamina Lignano 97 1.9082 000607-80-7
Dodecano Lipidos y sus derivados 90 0.8925 000112-40-3
Pentadecano Lipidos y sus derivados 87 0.2930 000629-62-9
Hexadecano Lipidos y sus derivados 93 0.1043 000544-76-3
Heptadecano Lipidos y sus derivados 94 0.2277 000629-78-7
Heptacosano Lipidos y sus derivados 90 1.3969 000593-49-7
Octadecano Lipidos y sus derivados 93 0.6537 000593-45-3
n-eicosano Lipidos y sus derivados 94 4.2717 000112-95-8
Heneicosano Lipidos y sus derivados 97 2.1913 000629-94-7
Triacontano Lipidos y sus derivados 96 1.0606 000638-68-6
Tetracosano Lipidos y sus derivados 83 0.0966 000646-31-1

Erucamida Alcamida 86 0.3619 000112-84-5
Docosano Lipidos y sus derivados 90 0.1618 000629-97-0
n-pentacosano Lipidos y sus derivados 93 0.0148 000629-99-2

Hentriacontano Lipidos y sus derivados 81 0.0887 000630-04-6
Octacosano Lipidos y sus derivados 89 0.0796 000630-02-4
3-etil-2,6,10-trimetilundecano Lipidos y sus derivados 80 0.063 1000432-25-9
Escualeno Terpeno 86 0.1037 007683-64-9
a-Tocospiro B Terpeno 91 0.02818 601490-41-9
Vitamina E Terpeno 89 0.0009 010191-41-0
Lupenona Terpeno 99 0.2249 001617-70-5

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los numeros CAS con la

biblioteca NIST® 2023.

Cuadro 16D. Perfil quimico de compuestos no polares identificados mediante CG-
EM en la etapa de defoliacidon de H. longipes.

indice de

Area

Name Familia biosintética L f o Numero CAS
coincidencia (%)

Afinina Alcamida 87 34.1552 1000106-17-5

Homoespilantol Alcamida 90 6.0113 1010106-16-0
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N-isobutilpalmitamida Alcamida 49 1.1899 054794-72-8
Palmitato de cetilo Acidos grasos y sus derivados 86 0.0717 000540-10-3
(+)-sesamina Lignano 91 0.3214 000133-03-9
1-dodeceno Lipidos y sus derivados 96 0.1627 000112-41-4
Pentadecano Lipidos y sus derivados 87 0.8052 000629-62-9
Hexadecano Lipidos y sus derivados 93 0.3176 000544-76-3
2-metil-8-propildodecano Lipidos y sus derivados 86 0.2868 055045-07-3
2-metilheptadecano Lipidos y sus derivados 91 0.0629 001560-89-0
Heptadecano Lipidos y sus derivados 97 0.4994 000629-78-7
Pristano Lipidos y sus derivados 91 0.2084 001921-70-6
Docosano Lipidos y sus derivados 87 1.8738 000629-97-0
4-metoxi-7-metilindan-1-ona Lipidos y sus derivados 89 0.1858 103988-25-6
Heptacosano Lipidos y sus derivados 90 0.6693 000593-49-7
n-eicosano Lipidos y sus derivados 91 0.2277 000112-95-8
Heneicosano Lipidos y sus derivados 80 0.3967 000629-94-7
2-metilhexacosano Lipidos y sus derivados 83 0.3413 001561-02-0
Fitano Lipidos y sus derivados 93 1.0618 000638-36-8
miristato de isopropilo Lipidos y sus derivados 96 0.6484 000110-27-0
Triacontano Lipidos y sus derivados 86 1.1699 000638-68-6
trans-2,3-epoxidecano Lipidos y sus derivados 83 1.4186 054125-39-2
11-tricoseno Lipidos y sus derivados 93 4.2798 052078-56-5
Octadecano Lipidos y sus derivados 95 1.8486 000593-45-3
Nonacos-1-eno Lipidos y sus derivados 95 6.1775 018835-35-3
Docosano Lipidos y sus derivados 94 0.5541 000629-97-0
11-metilpentacosano Lipidos y sus derivados 83 0.6545 015689-71-1
n-pentacosano Lipidos y sus derivados 98 1.2066 000629-99-2
Hexacosano Lipidos y sus derivados 99 1.2054 000630-01-3
Heptacosano Lipidos y sus derivados 80 0.1447 000593-49-7
Tetracosano Lipidos y sus derivados 97 0.9066 000646-31-1
Oleamida Alcamidas 89 0.4028 000301-02-0
3-metilhexadecano Lipidos y sus derivados 91 0.1054 006418-43-5
2-metilhexadecano Lipidos y sus derivados 90 0.1022 001560-92-5
3-metilheptadecano Lipidos y sus derivados 93 0.0740 006418-44-6
Heptatriacontane Lipidos y sus derivados 91 0.0331 007194-84-5
9-octilheptadecano Lipidos y sus derivados 81 0.1007 007225-64-1
Benzaldehido Fenilpropanoide 96 0.077 000100-52-7
estigmasta-3,5-dieno Fitoesterol 91 0.3921 004970-37-0
Estigmasterol Fitoesterol 98 0.7819 000083-48-7
y-Sitosterol Fitoesterol 95 0.2581 000083-47-6
acetato de cicloartenol Terpeno 80 0.0401 001259-10-5
D-limoneno Terpeno 93 0.2338 005989-27-5
Escualeno Terpeno 97 0.0582 007683-64-9
a-tocospiro A Terpeno 95 0.2811 601490-40-8
Vitamina E Terpeno 89 0.0604 000059-02-9
Lupenona Terpeno 85 0.0907 001617-70-5

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los numeros CAS
con la biblioteca NIST® 2023.
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XI.7. Anexo 17. Datos de CG-EM de los diferentes tratamientos

Cuadro 17A. Perfil quimico de compuestos no polares identificados mediante CG-
EM en ejemplares de Heliopsis longipes elicitados durante 3 meses.

Acidos

. . grasos y Fenil- Lipidos y
Tratamiento Alcamidas sus propanoides sus Otros  Terpenos Total
: derivados
derivados

Per1 64.4519 7.8894 0.8294 3.3373 0 4.5638 81.0720
Per2 61.3686 1.6849 1.4223 2.2368 0.0343 8.6443 75.3914
Per3 83.3339 0.14978 1.9624 0.0873 0.1256 5.3778 91.0370
As1 59.2915 13.3641 0.7761 6.4357 0.0403 5.0037 84.9117
As2 40.3036 1.8147 0.0693 1.0826 0 2.8059 46.0764
As3 40.8658 16.7162 2.1162 6.9298 0 10.7325 77.3607
As + Per1 55.2424 5.3388 0.4756 7.3583 0.0093 5.9326 74.3572
As + Per2 44,5737 9.6091 4.5324 7.7164 0.0951 18.0250 84.5520
As + Per3 52.3341 9.3188 2.3880 2.0245 0 28.9295 94.9951
MeJA1 71.1476 4.6174 0.7190 3.0219 0 3.8042 83.3102
MeJA2 56.6563 7.6147 0.8456 6.0261 0.0499 6.2123 77.4052
MeJA3 69.4043 8.4678 0.1243 4.9420 0.0255 7.1059 90.0700
EHIM 72.6594 0 1.6203 7.7040 0.0026 5.4594 87.4459
EHI2 79.9402 0.0970 0.1715 1.2808 0.0234 4.8062 86.3195
EHI3 69.3411 8.2062 3.1056 4.0213 0.6102 14.3043 99.5890
Control1 79.9810 0.4365 0.1106 3.5728 0.0179 2.2335 86.3526
Control2 69.5380 4.8993 0.8032 3.4913 0.1986 8.6997 87.6304
Control3 47.8823 2.8859 3.3187 10.1070 0.3889 18.4933 83.0764

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los nimeros CAS

con la biblioteca NIST® 2023.

Cuadro 17B. Perfil quimico de compuestos no polares identificados mediante CG-
EM en ejemplares de Heliopsis longipes elicitados durante 6 meses.

Acidos L
. . grasos y Fenil- Lipidos y
Tratamiento Alcamidas sus propanoides sus Otros  Terpenos Total
. derivados
derivados

Per1 80.0188 4.0623 0.4564 1.3291 0.1511 5.1112 91.1292
Per2 44.8638 15.0824 2.0313 6.8465 1.3733 13.3873 83.5849
Per3 80.9760 4.9409 0.4218 1.1616 0.1683 5.4971 93.1659
As1 24.7961 0 5.9291 0 0 26.8073 57.5325
As2 41.5553 0 4.0596 0 0 26.5115 72.1265
As3 37.2394 0 1.5349 0 0 38.2392 77.0136
As + Per1 64.9852 1.7394 3.1267 0.1877 0.2099 6.7158 76.9650
As + Per2 69.2714 1.2222 1.9046 0.6261 0 1.8148 74.8393
As + Per3 71.3017 3.9923 6.4331 0.8699 0.3612 4.5845 87.5430
MeJA1 52.3685 0 1.9812 0.5921 0 24.9404 79.8823
MeJA2 89.9295 2.5561 0.1499 0.8444 0.2424 6.9565 100.6791
MeJA3 60.2963 0 4.4831 0.4216 0.1249 30.9763 96.3023
EHI1 21.9844 7.5178 4.8522 4.0828 0.0232 33.2891 71.7499
EHI2 56.2423 0 0.6423 2.4388 0 24.2003 83.5240
EHI3 40.8274 0 2.0186 0.9833 0 23.2135 67.0430
Control1 86.8316 5.0441 0.5123 0.2428 0.0937 2.8556 95.5804
Control2 76.6432 7.5146 0.7697 2.1479 0.0406 8.0669 95.1832
Control3 71.2803 5.7675 2.8108 2.6162 0.2887 4.6614 87.4252
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Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los nimeros CAS
con la biblioteca NIST® 2023.

Cuadro 17C. Perfil de acidos grasos identificados mediante CG-EM en ejemplares
de H. longipes elicitados durante 3 meses.

' % fo) § -8 L 8 -§ 8 © -
Tratamiento S % ) 5 % S 2 g 8 % % § |‘_*§
g =2 3 = 4 gl

Per1 0.0000 0.0000 0.0931 0.0000 0.0000 7.7962 7.8894
Per2 0.0000 1.6127 0.0721 0.0000 0.0000 0.0000 1.6849
Per3 0.0000 0.0000 0.1497 0.0000 0.0000 0.0000 0.1497
As1 0.0000 0.0000 1.3580 0.0000 0.0000 12.0061 13.364
As2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.8147 1.8147
As3 0.0000 0.0000 13.9716 0.0000 2.7446 0.0000 16.716
As + Per1 0.0000 0.0000 0.0191 0.0000 0.0000 5.3196 5.3388
As + Per2 4.8674 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 4.7416 9.6091
As + Per3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.9312 0.9312
MeJA1 0.0000 0.0000 0.0235 0.0000 0.0000 4.5938 4.6174
MeJA2 0.7485 0.0000 0.0000 0.0000 0.5235 6.3022 7.6147
MeJA3 0.0000 2.6156 3.3231 0.0000 0.0000 2.5290 8.4678
EHI1 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
EHI2 0.0000 0.0000 0.0679 0.0000 0.0000 0.02911 0.9770
EHI3 7.9515 0.0000 0.2547 0.0000 0.0000 0.0000 8.2062
Control1 0.3240 0.0000 0.0000 0.1124 0.0000 0.0000 0.4365
Control2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.5169 2.5169
Control3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.8859 2.8859

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los nimeros CAS
con la biblioteca NIST® 2023.

Cuadro 17D. Perfil de acidos grasos identificados mediante CG-EM en ejemplares
de H. longipes elicitados durante 6 meses.

Tratamiento 0_5_ % » = g = o 8 53 5 3
3 =] T w 7 SRR [
= c n =

Per1 1.3579 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 2.7045 4.0623
Per2 4.3565 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 10.7259 15.082
Per3 2.4013 0.0000 0.2391 0.0000 0.0000 2.3005 4.9409
As1 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
As2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
As3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
As + Per1 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.1703 0.5692 1.7395
As + Per2 2.8307 0.0000 5.9718 0.0000 1.9811 4.2696 15.053
As + Per3 0.9968 0.0000 0.9046 0.0000 0.0000 3.0877 4.9891
MeJA1 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
MeJA2 2.3506 0.1966 0.0000 0.0089 0.0000 0.0000 2.5562
MeJA3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
EHI1 7.5179 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 7.5179
EHI2 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
EHI3 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
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Control1 1.1000 0.0000 1.9282 0.0000 0.0000 2.0160 5.0442
Control2 0.8942 0.0000 1.1179 0.0000 0.0000 4.4346 7.5147
Control3 1.1112 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 4.6563 5.7675

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los nimeros CAS

con la biblioteca NIST® 2023.

Cuadro 17E. Perfil de alcamidas identificadas mediante CG-EM en ejemplares de
H. longipes elicitados durante 3 meses.

)_
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Per1 499339  11.9611 20290 05279  0.0000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 64.452
Per2 47.0530  13.0147 10353 02656  0.0000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 61.368
Per3 667618  13.6335 22216 01743 01379  0.0000 0.0000 00000  0.4048 0.0000 83.333
As1 449615 125802 11085 05514 00000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 59.201
As2 257783 126994 18260 00465 00000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 40.303
As3 30.7786 3.7632 42924 08481 11835  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 40.865
As +
III:-’\:r 1 46.0439 7.6462 09735 05788  0.0000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 55.242
As +
33.0581 8.3838 00000  1.8700  0.0000  1.2619 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 44573
Per2
As +
Por3 452760 0.0000 02934 04944 00000  0.0000 0.0000 00000  0.0179 0.0000 52.334
MeJA1 58.8153 122840 00000 00483  0.0000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 71.147
MeJA2 45179 9.5158 10421 06507 00000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.2688 56.656
MeJA3 561938  11.3525 17411 01169 00000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 69.404
EHI1 61.4814 9.3197 16638 01945 00000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 72.659
EHI2 635028  14.4917 14713 03459 01285  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 79.940
EHI3 57.8375 115036 62236 07105  0.0000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 69.341
Control1  67.3905  10.4681 19591 01634 00000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 79.981
Control2 531507  13.4978 25266 0.1915  0.0000  0.0000 0.0000 00000 041714 0.0000 69.538
Control3 405959 5.3949 13844 00000  0.0000  0.0000 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 47.882

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los nimeros CAS

con la biblioteca NIST® 2023.
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Cuadro 17F. Perfil de alcamidas identificadas mediante CG-EM en ejemplares de
H. longipes elicitados durante 6 meses.
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Per1 66.3062 10.8372 2.6689 0.2065 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 64.452
Per2 9.5083 27.6522 7.0458 0.6575 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 61.368
Per3 65.4452 12.9125 2.0915 0.2475 0.2428 0.0000 0.0000 0.0364 0.0000 0.0000 83.333
AS 1 24.2240 0.5721 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 24.796
AS2 40.9284 0.6269 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 41.555
AS3 35.9235 1.3160 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 37.239
AS + 50.0521 11.0528 3.4104 0.1524 0.3176 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Per1 64.985
AS + 44.8631 16.8613 7.0382 0.5088 0.0000 0.0000 0.0000 0.1083 4.7548 0.0000
Per2 69.271
AS + 55.4726 12.3547 2.8405 0.3669 0.2671 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Per3 71.301
MeJA1 47.4169 1.5669 1.4001 0.0000 0.0000 0.0000 0.1181 0.0596 0.0000 1.8069 52.368
MeJA2 83.2601 0.9791 3.3079 0.0000 0.1381 0.2081 0.0129 0.0144 0.0000 0.0000 89.920
MeJA3 45.7776 2.8856 6.8792 0.0000 0.3730 1.4236 0.1120 0.0000 0.0000 2.7762 60.296
E Hl 1 7.5762 11.9049 0.0000 1.6401 0.0000 0.8633 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 21.984
E H |2 40.1288 4.2374 2.6351 0.6023 0.0000 0.0000 0.0515 0.0000 5.8969 2.6904 56.242
EH|3 35.8977 2.9234 0.0000 2.0064 40.827
COntrO” 74.1775 11.9176 0.0000 0.3365 0.3383 0.0000 0.0000 0.0617 0.0000 0.0000 86.831
Contr0|2 72.0170 3.9688 0.0000 0.6575 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 76.643
COntrO|3 56.3696 11.2409 2.6964 0.6195 0.3540 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 71.280

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los nimeros CAS
con la biblioteca NIST® 2023.

Cuadro 17G. Perfil de terpenos identificados mediante CG-EM en ejemplares de H.

longipes elicitados durante 3 meses.

. Tri- Di- Sesqui- Mono- Toco- Fito- Lacto Isprgp
Tratamiento enoid Total
terpeno  terpeno terpeno terpeno ferol esterol na o

Per1 1.4067 0.0000 0.5474 0.0956 0.2198 2.2505 0.0000 0.0000 5.1113
Per2 4.7431 0.0000 0.5270 0.1364 0.3676 2.8703 0.0000 0.0000 13.3874
Per3 0.3355 0.0000 0.9850 0.1193 2.1433 27284 0.0000 0.0414 5.4971
AS‘] 0.3422 0.0000 0.4769 0.0587 0.2890 3.5834 0.2051 0.0000 4.9553
A32 0.1695 0.0000 0.0000 0.0000 0.0198 0.6092 0.0000 0.0000 2.8060
AS3 2.4696 0.0000 2.6375 0.0502 0.3490 5.0266 0.6812 0.0000 11.2142

As + Per1 2.6888 0.0000 0.5259 0.0528 0.7891 2.0890 0.0000 0.0000 6.1457
As + Per2 28716 0.0000 4.4302 0.8248 1.9718 5.4356 0.4328 0.0382 18.0251
AS + Per3 25.5916 0.0000 0.0000 0.9940 0.0000 2.3440 0.0000 0.0000 28.9296
MeJA1 2.0462 0.0000 0.0000 0.1250 0.2562 1.5750 0.0000 0.0000 4.1274
MeJA2 4.2515 0.0.0 0.1212 0.1102 0.1260 1.6035 0.0000 0.0000 6.2124
MeJA3 0.0000 0.0000 0.3480 0.0000 0.3993 1.6400 0.2631 0.6729 7.1059
EHI1 2.0746 0.0000 0.5598 0.0664 0.1921 2.5642 0.0023 0.0000 5.4594
EHI2 0.4909 0.0000 0.4688 0.1152 0.1400 1.9370 0.1565 0.0000 4.8062
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EHI3 2.5235 0.0000 5.9918 0.1630 1.1683 14.4578 0.0000 0.0000 24.3044
Control1 0.1205 0.0000 0.0596 0.0000 0.1183 1.8476 0.0000 0.0000 2.2335
Control2 3.4097 0.0000 0.4785 0.1092 0.0000 4.0695 0.0000 0.0000 8.0669
Control3 16.4111 0.0000 0.4631 0.1811 1.2021 10.9581 3.6486 0.0000 34.8294

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los nimeros CAS

con la biblioteca NIST® 2023.

Cuadro 17H. Perfil de terpenos identificados mediante CG-EM en ejemplares de H.

longipes elicitados durante 6 meses.

. Tri- Di- Sesqui- Mono- Toco- Fito- Lacto Isprqp
Tratamiento enoid Total
terpeno  terpeno terpeno terpeno ferol esterol na e

Per1 0.9899 0.0000 0.3278 0.0141 0.1848 3.2004 0.0000 0.0000 4.7170
Per2 2.5652 0.0000 0.9841 0.0000 0.7004 0.7004 1.6471 0.0000 17.2534
Per3 0.6878 0.0788 0.0000 0.0812 0.1963 4.1931 0.7277 0.0000 5.9967
As1 0.2638 0.0000 0.0000 7.5852 0.0000 18.9583 0.0000 0.0000 26.8073
As2 0.2890 0.0000 0.0000 12.0036 0.0000 14.2190 0.0000 0.0000 26.5116
As3 0.0123 0.0000 0.0000 5.3928 0.0000 10.2349 0.0000 0.0000 15.6401
As + Per1 3.6616 0.0000 0.0000 0.0000 0.1472 1.2966 1.6104 0.0000 6.7159
As + Per2 6.5323 0.0000 0.6377 0.0876 0.4564 6.3673 0.9145 0.0000 18.1483
As + Per3 0.0000 0.2044 0.2142 0.0000 0.2496 3.7483 0.1680 0.0000 4.5846
MeJA1 4.7952 0.0000 4.8584 1.8152 1.2130 9.4437 2.7787 0.0000 24.9404
MeJA2 0.4604 0.7547 1.3614 0.8153 0.3520 2.4200 0.5395 0.0000 6.9565
MeJA3 7.5608 0.0000 3.7167 2.1808 1.0126 11.8233 2.8683 0.1065 30.9763
EHI1 3.7742 0.0000 8.8225 0.4048 2.4171 17.2823 0.0000 0.0000 33.2892
EHI2 17.7398 0.0000 0.4034 0.7155 0.6189 1.8377 2.3766 0.0000 24.2004
EHI3 3.3590 0.0000 0.0000 3.1460 0.0000 6.7085 0.0000 0.0000 14.2136
Control1 0.9261 0.0000 0.1734 0.0000 0.2151 1.3692 0.0000 0.0000 2.8557
Control2 1.4179 0.0000 0.0000 0.0378 0.3214 3.2606 0.3269 0.0000 6.3849
Control3 2.1814 0.4052 0.0637 0.0136 0.0796 1.7118 0.0000 0.0000 4.6615

Nota: La identificacion se basa en la comparacion de los espectros de masas y los nimeros CAS

con la biblioteca NIST® 2023.
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