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Resumen

La especie Chamaecrista nictitans (FABACEAEE/CAESALPINIACEAE) se encuentra en
los trépicos y a lo largo y ancho de todo Costa Rica (Hammel, 2010). Diferentes variantes
morfolégicas se han encontrado en esta especie y debido a esta diversidad, existe discrepancia
en cémo distinguir entre sus subespecies y variedades. Sin embargo, en el presente trabajo se
encontré que el perfil quimico detectado mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas es capaz de distinguir entre ellas y proveer informacién adicional
para su clasificacién taxondmica.

Se realiz6 un andlisis del perfil quimico de un total de 61 muestras, distribuidas de la
siguiente manera: dos subespecies y dos variedades recolectadas en el Valle Central y la costa
del Pacifico de Costa Rica (n=40), muestras cultivadas en invernadero (n=4) e in vitro (n=2),
una serie de especimenes suministrados por el Herbario de la Escuela de Biologfa de la
Universidad de Costa Rica, incluyendo recolectas clasificadas hasta el rango de especie (C.
nictitans) (n=9) y otras especies dentro del género Chamaecrista (n=6) como control.

Los perfiles obtenidos por UPLC-MS se analizaron mediante técnicas estadisticas
multivariadas. Los andlisis de componentes principales (PCA), minimos cuadrados parciales
con anadlisis discriminante (PLS-DA) y anadlisis de agrupamiento (HCA) de la informacién
mostraron una clara discriminacién de las subespecies y variedades estudiadas, mediante un
modelo estadisticamente significativo (p-value : 9.54x10-27. El analisis multivariado se realiz6
empleando 40 biomarcadores identificados por lds patrones caracteristicos de fragmentacién
obtenidos mediante experimentos de espectrometrfa de masas tindem. Estos biomarcadores
incluyeron oligémeros de proantocianidinas, de dimeros a tetrameros, y serie de C- y O-
glicésidos.

Los analisis realizados permiten una diferenciacién eficiente entre las subespecies y
variedades de Chamaecrista nictitans encontradas en Costa Rica, particularmente las
encontradas en el Valle Central y la costa Pacifica y ademés diferenciar entre las especies del
género. El protocolo para el tratamiento de las muestras es directo sin pasos extensivos de
purificacién, y provee evidencia de que ambas, la taxonomfa quimica y morfolégica, pueden

ser empleadas en combinacién para la clasificacién de la especie.
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Capitulo L. Introduccién

Las plantas constituyen una parte importante dentro del contexto de la vida en el
planeta Tierra, ya que son fuente de oxigeno, alimento, combustible, refugio, medicinas y
participan de manera importante en el control del clima global. Por esto su identificacién,
funcién e interaccién dentro de un ecosistema es primordial para poder garantizar su
conservacién a largo plazo (Cope, Corney, Clark, Remagnino, & Wilkin, 2011; H C J Godfray,
2007; H Charles ] Godfray, 2002; H. C.]. Godfray & Knapp, 2004).

La ciencia encargada de identificar y clasificar todo ser viviente se conoce como
taxonomfa. Esta consiste de una serie de reglas que determinan como los organismos deben
ser nombrados y asociados unos a otros, basandose en los caracteres morfolégicos y
relaciones especificas de cada clase de individuo estudiado (Taxonomia descriptiva) (H

Charles ] Godfray, 2002; Walker, 2014).

La taxonomia surge posterior a la publicacién de los libros “Systema Naturae” y “Species
Plantarum” de Car] Linnaeus (ver figura 1), donde fueron propuestas las primeras reglas de la
clasificacién general de los individuos en clases, 6rdenes, géneros y especies. En éstos se
postulé que toda clasificacién y asignacién hecha antes de 1753 (fecha de publicacién de estos
libros) carecia de validez y que toda denominacién posterior deberfa seguir las reglas

planteadas en los libros de manera sistematica.

En estas publicaciones se define la taxonomia binomial que incluye la identificacién de
un espécimen por su género y especie dentro de una familia especifica. La familia se define en
términos de las similitudes y diferencias inherentes a las estructuras reproductoras (flores,
frutas y semillas). Cabe resaltar que dentro de una misma familia las variaciones morfolégicas
mas alla de las estructuras reproductoras pueden ser significantes, por lo que se debe definir
el género, que es una subdivisién de la clasificacién de familia, en términos morfolégicos,
principalmente de las similitudes de las flores y frutos, sin embargo también se emplean otras
secciones de la planta como los tallos, raices y hojas. El siguiente escalaféon descendente en la
clasificacién es la especie, que se compone de subdivisiones del género, por agrupamientos de
especimenes similares entre si, pero con suficientes diferencias para ser distinguidos de otros

subgrupos (Buckle, 2015; Cope et al., 2011).



De igual manera es posible seguir distinguiendo subagrupaciones dentro de la especie,
debido a caracteres naturales muy especificos que obliga la separacién de individuos
(subespecie) asi mismo se pueden tener variaciones morfolégicas presentes de manera natural
o artificial (domesticacién) debido a factores como barreras naturales o la intervencidn
humana (subdivisién variedad) (Cope et al,, 2011).
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Figura 1. Publicaciones de Carl Linnaeus: a) Systema Naturae y b) Species Plantarum.

En afios posteriores a la implementacidn y actualizacidn de las reglas taxondmicas, los
trabajos independientes de los botdnicos en general causaron cierto nivel de “desorden” o
inconsistencia en la identificacién correcta o concordante de especimenes en todos los reinos
debido a la gran diversidad biolégica y poca comunicacién (H. C. |. Godfray & Knapp, 2004).
Este problema parecié solucionarse en clerto porcentaje cuando surgieron las nuevas técnicas
de andlisis de ADN y ARN, y su aplicacién sobre la taxonomia en general, con el fin de
identificar el origen evolutivo de todos los miembros de los diferentes reinos (Analisis
filogenéticos). Este tipo de estudios buscan encontrar relaciones entre los taxones mediante la
comparacién de caracteres ancestrales heredados (Govindaraghavan, Hennell, & Sucher,
2012; Walker, 2014). Con esto la taxonomia ha logrado simplificar en cierta manera la
clasificacion de plantas asi como la delineacién de las diferentes especies. El mas claro

ejemplo de estos esfuerzos lo representa el proyecto del “arbol de la vida"

(http://tolweb.org/tree/) (ver figura 2).



Figura 2. Esquema general del drbol de la vida (tomado de http:/ /tolweb.org/tree/)

Ademas de la taxonomia basada en aspectos moleculares [ADN y ARN
primordialmente) se han desarrollado estudios en términos muy especificos ligados a la
identidad y presencia de compuestos quimicos producidos por las diferentes plantas o
microorganismos en respuesta a su entorno como medio de comunicacidon, expresion de un
genotipo caracteristico, conocidos como metabolitos secundarios (Hao, Gu, & Xiao, 2015;
Williams, Stone, Hauck, & Rahman, 1989).

Este tipo de clasificacién taxondmica se conoce como "Quimiotaxonomia” y se basa en
la premisa de que los metabolitos secundarios presentes son producidos por rutas
biosintéticas particulares en grupo selecto o reducido de organismos. Esto requiere que la
concentracién e identidad de estas moléculas sea especifica para ese organismo, por lo que su
aislamiento, caracterizacién y cuantificaciéon puede aportar informacion suficiente para
revelar aspectos taxondmicos o relaciones filogenéticas al comparar especimenes de
diferentes grupos taxonémicos (Glauser, Boccard, Wolfender, & Rudaz, 2013; Sarker & Nahar,
2012; Semmar, Jay, & Nouira, 2007).



Un estudio quimiotaxondémico se propone con el fin de asistir en la distincién entre
dos o mas especies, subespecies y/o variedades con caracteres morfoldgicos muy similares,
que conducen a una taxonomia morfolégica poco precisa por parte de los taxénomos

(Hegnauer, 1986; Mattoli et al., 2006; Michael Wink, 2003).

Dentro de la superfamilia FABACEAEE y sus familias y subfamilias (el presente estudio
se centra en especies de esta superfamilia) la produccién de metabolitos se centra en
compuestos nitrogenados como alcaloides tipo pirrolizidinico, quinolizidinico, indolizidinco
as{ como tipo imidazol, y otros compuestos nitrogenados como poliaminas, amino 4cidos no
proteicos y péptidos; ademas, se reportan compuestos oxigenados sin nitrégeno como
flavonoides, antocianinas y antocianidinas, lignanos, taninos, terpenos y policetonas (M. Wink,
2013; Michael Wink, 2003). Algunos de estos compuestos son ampliamente distribuidos como
los flavonoides y terpenos, asi como otros que estan poco distribuidos, en especial los de tipo
alcaloide. En la figura 3 se muestra una pequefia seccién de la superfamilia FABACEAE, donde
se resaltan los taxones en los que se han reportado la presencia de alcaloides quinolozidinicos
y otras secciones del cladograma en las que no, pudiéndose en principio diferenciar estas

especies.

El uso especifico de compuestos fendlicos como taninos, flavonoides, antocianinas y
antocianidinas, como marcadores para la distincién entre especies se reporta en familias
como la LAMIACEAE (Kharazian, 2014), ARACEAE (Clark, Bliss, Suzuki, & Borris, 2014),
FABACEAEE (Visnevschi-Necrasov et al, 2015), APIACEAE (Giizel et al, 2011), MORACEAE
(Venkataraman, 1972).

Un estudio interesante dentro de esta temdatica es el propuesto por Visnevschi-
Necrasov et al, (2015), donde se realiza un comparacién de los perfiles de isoflavonas
presentes en nueve especies dentro de cuatro géneros de la familia FABACEAEE, mediante la
cuantificacién de diez estructuras por cromatograffa liquida. Se encontré que las variables
totales cuantificadas generaron tres agrupaciones principales (ver figura 4.a) sin distincién
especifica de las especies o de los géneros. La matriz fue reducida posteriormente a
Unicamente las isoflavonas con significancia estadistica (p<0.05) y se aplicé de nuevo un
modelo multivariado que arrojé resultados mas prometedores para la clasificacién no de

especie pero se de género (ver figura 4.b)



mm  Taxa with
quinolizidine alkaloids

Lovucosne glouca
Parida roxburghll

et oot

pyn i, o

Delontx regis
Partdnsonia aculeals

——— Cassia
‘-——-—Sonoaa(tomoyoldes
Caasaloinie olchon:

P

Mimosoideae/
Caesalpinioideae

Papilionoideae

Caesalpinioideae
Polygalaceae

Figura 3. Presencia de Alcaloides quinolizidinicos dentro de una seccién de la superfamilia FABACEAE (Michael

Wink, 2003).



2
14
£
o
=
&L
=
: -
2 ~
= LN
= 3}& werscufaris
= L. sbbifforus ’f”"
L subbifforus /
Lo subbflorss T nlxmcnlu.r a M*ﬂ pl‘mmw
) Pnatis Opmn
/
/ \
1 f" ; 3
{ a O, compresus }
i L mmplmr 0. comprassur
"‘i O. comprassus _#_-;:so mmpmﬂky’
\O. commressur 0. W/,/
\\\"M..,.‘.W,_..a-".
2 T T T - T T
-2 =1 ¢ 1 2
a) Dimension 1 (35.44%)

O Biserrula
*Lanu
<

Ornithopus
25 I Scorphurs

Discriminant scorest funcilon 2 (6.2%)

<15

b)

Figura 4. Proyecciones de andlisis de componentes principales (PCA): a) Inclusién de las diez variables

cuantificadas, b) proyeccidén de matriz reducida, Gnicamente metabolitos significantes (p<0.05).(Visnevschi-
Necrasov etal, 2015)



La especie Chamaecrista nictitans, subespecies y variedades en Costa Rica.

El género Chamaecrista pertenece a la familia FABACEAEE, subfamilia Caesalpinaceae,
con mas de 300 especies reportadas, en su mayoria en el continente americano y cerca de 30
especies en Asia (Lewin, 2015). De acuerdo a Tropicos Database
(“http://www.tropicos.org/Home.aspx,” n.d.) (2015) y al Manual de Plantas de Costa Rica
(Hammel, 2010), se reportan en Costa Rica para la especie Chamaecrista nictitans (L) 3
subespecies! (disadena, nictitans, patellaria) y 5 variedades? (jaliscensis, paraguariensis,
patellaria, pilosa y difussa), en la figura 5.a se muestra su distribucién aproximada en el

territorio costarricense:

a) Chamaecrista nictitans subespecie nictitans variedad jaliscensis (de 0-450 msnm, con
distribucién en la vertiente del Pacifico y Caribe)

b) Chamaecrista nictitans subespecie nictitans variedad diffusa (D.C.), en el sureste de
Nicaragua

¢) Chamaecrista nictitans subespecie disadena = Cassia disadena Steud = Cassia flavicoma
sensu = Cassia seleri (Rose) Lundell = Cassia stenocarpa Vogel, variedad pilosa (en
Costa Rica) (Benth) = Cassia riparia Kunth variedad pilosa Benth = Cassia mayana
Lundell =Cassia stenocarpa (Britton): habitats montanos, de 750-1900 msnm,
incluyendo el Valle Central

d) Chamaecrista nictitans subespecie patellaria (DC ex Colled) = Cassia patellaria de 0 a
1,200 msnm, amplia distribucién incluyendo el Valle Central.

e) Chamaecrista nictitans subespecie patellaria variedad paraguariensis. De 0 a 1200

msn, principalmente en el Caribe sur y el este del Valle Central.

Todas estas son hierbas o arbustos de 0.2 a 2.0 m de altura, con inflorescencias amarillo
brillante o anaranjadas, pubescencia variable y semillas subcuadradas en vainas que varfan en
tamafio y coloracién (de café claro a café oscuro, ver figura 5.b) (Dantas & Da Silva, 2013;
Lewin, 2015). Dentro de estas variedades se tienen variaciones morfolégicas como un mayor

numero de ramificaciones, mayor distancias entre las hojas compuestas opuestas y su tamafio,

* Subespecie: poblacién con caracteres propios de la especie con caracteres diferenciantes con otras sub
especies y poco diferenciables entre individuos de la misma subespecie.

* Variedad: representa una poblacién selecta y més definida de un grupo de plantas de una subespecie o
especie, con caracteristicas en comin, las variedades pueden ser silvestres o seleccionadas
artificialmente por medio del cultivo especifico para obtener ciertas caracteristicas deseadas.



de 1.5 cm a 10 cm, posicién de las flores y su tamafio asi como su cantidad; y finalmente
variacién en la coloracién del tallo -esto depende de la regién de recolecta-.

Una caracteristica distintiva entre algunas de estas subespecies y variedades es la
presencia de vellosidades, més protuberantes y tupidas en la subespecie patellaria y casi
imperceptibles en la subespecie disadena.

Estas variaciones morfolégicas minimas entre algunas subespecies y variedades
implican un nivel de experiencia alto por parte del taxénomo para distinguir entre éstas, sin
embargo los perfiles quimicos podrian presentar suficiente diferencia como para no
confundirlas. Este tipo de andlisis quimiotaxonémico se lleva a cabo mediante analisis

metabolémicos dirigidos, no dirigidos y estadisticos multivariados.

Metabolémicay el andlisis de huella quimica

La metabolémica se define como el anilisis comprehensivo v cuantitativo global de los

metabolitos secundarios, con masas menores a 1 kDa, producidos como mediadores de un

sistema bioldgico ante un estimulo ambiental, un patégeno, modificacién genética o como

expresién quimiotipica producto de la genética (Forcisi et al., 2013; Heyman & Meyer, 2012;
Putri et al,, 2013; Wolfender, Rudaz, Choi, & Kim, 2013). Esta agrupa las muestras en funcién

de la correlacién de los metabolitos presentes en términos de diversidad quimica o estructura

comun (Shyur & Yang, 2008) e inclusive por fragmentos caracteristicos (técnicas MS/MS)

(Rochfort, 2005; Wolfender et al,, 2013;].Y. Yang etal,, 2013).

La mayoria de estos estudios se llevan a cabo empleando técnicas como la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, la cromatografia liquida de ultra
alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién (UPLC-HRMS por sus
siglas en inglés) y la resonancia magnética nuclear (RMN) (Kim, Choi, & Verpoorte, 2011). Es
importante resaltar que a pesar de la alta evolucién en materia de equipamiento, técnicas de
cuantificacién y elucidacién estructural como los son LC-MS y RMN, no se logra una deteccién-
cuantificacién total de metabolitos debido a varios factores como su concentracién en la
muestra o por la complejidad de la misma, siendo los limites de deteccién en las técnicas el
principal problema, por ejemplo éstos limites son del orden de femto-mol para LC-MS y el

micro-mol para RMN (Sumner, Mendes, & Dixon, 2003).
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Figura 5. a) Mapa de la distribucion en Costa Rica de las subespecies y sus variedades de la especie Chamaecrista
nictitans, sepin el Manwal de Flora de Costa Rica. (Modificacion de imagen, autoria Giselle Tamayo-Castillo). b)
Semillas de Chamaecrista nictitans subespecie patellaria.

Una cualidad importante de la espectrometria de masas, es la capacidad de realizar
experimentos del tipo MS/MS, MS» o MSE, que comprenden técnicas de alta energia que

propician la fragmentacion de las moléculas, generando patrones especificos basados en sus
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fragmentos, permitiendo reconocer ciertos grupos funcionales y/o ntcleos carbonados
comunes e inclusive la identidad misma de la molécula (Glish & Vachet, 2003; Sarker & Nahar,

2012; Tangetal,, 2013).

Los estudios metabolémicos sean o no por perfil quimico, producen una cantidad de
informacién considerable, por lo que es necesario emplear un tratamiento estadistico
particular que permita la reduccién del volumen de datos a analizar. El andlisis multivariado

permite esta reduccién.

Como una primera aproximacién se utilizan métodos no supervisados como el Andlisis
de Componentes Principales (Principal Component Analysis, PCA, por sus siglas en inglés) y el
Analisis de Claster Jerdrquico (Hierarchical Analysis, HCA, por sus siglas en inglés) con los que
se construye Unicamente una visién global de la correlacién y la tendencia de las muestras en
funcién de la maxima explicacién posible de la varianza entre variables (Mattoli et al., 2006;

Ramadan, Jacobs, Grigorov, & Kochhar, 2006).

Posterior a estos andlisis se aplican los métodos supervisados, encargados de la
validacién o de comparacién de los modelos experimentales y predichos; aqui se encuentran
enmarcados los andlisis de minimos cuadrados parciales (Partial Least Square, PLS, por sus
siglas en inglés) y ortogonales (OPLS, por sus siglas en inglés), analisis discriminante de
minimos cuadrados parciales (Partial Least Square Discriminant Analysis, PLS-DA, por sus
siglas en inglés), entre otros, que generan una visién estadisticamente significante de las
agrupaciones obtenidas, permitiendo distinguir entre muestras, efectos, tratamientos o clases
(Beyoglu & Idle, 2013; Boccard, Veuthey, & Rudaz, 2010; Putri et al, 2013; Werner et al,
2008).

Aungque para la interpretacién de significancia estadistica no es necesario conocer la
técnica de medicién ni su interpretacién, si se requiere el conocimiento de la composicién
quimica a analizar para justificar y comprender los cambios observados. Para el presente
estudio la existencia de estindares o patrones de los compuestos presentes en las rr}ugstra;s'éé
muy reducido o nulo, por lo que es necesaria la identificacién de la mayor cantidad «de

metabolitos posibles mediantes espectrometria de masas.
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Identificacién de proantocianidinas y glicésidos de flavonoides por

espectrometria de masas

En la técnica de LC-MS/MS, la caracterizacién molecular de estructuras de especies
polifendlicas, incluidos polifenoles condensados e hidrolizables asf como flavonoides
(agliconas y glicésidos), se realiza mediante la evaluacién del patrén de fragmentacién.
Existen muchos reportes donde se han estudiado los mecanismos de fragmentacién de todas

estas especies, proponiendo fragmentos consistentes y reproducibles.

Los taninos condensados se forman por la polimerizacién de unidades monomeéricas
como catequina, afzelequina, fisetinidol y guibourtinidol, ya sea por la unién mediante las
posiciones C4-Cg 0 C4-Ce (Ai, Ing, Un, Han, & Orke, 2005; Friedrich, Eberhardt, & Galensa, 2000;
Gu et al, 2003) (enlace tipo B), o bien mediante el enlace denominado “tipo A” que implica
ademds del enlace tipo B (C4-Cs 0 C4-Cs) una unién entre las posiciones Cz-07 (Idowu et al,

2010).

Los mecanismos de fragmentacién propuestos para este tipo de moléculas, tanto en
modo positivo como negativo, implican la pérdida de secciones de la molécula mediante
cuatro tipos de reacciones: retro Diels-Alder (RDA, por sus siglas en inglés), Fisién
Heterolitica de Anillo (RHF, por sus siglas en inglés), pérdida del anillo B y la ruptura del
enlace entre unidades monomeéricas (Quinone methide, QM, por sus siglas en inglés) (Lin, Sun,

Chen, Monagas, & Harnly, 2014).

La reaccion Retro Diels-Alder (RDA), rompe los enlaces 01-C2 y C3-C4 en el anillo C, y
produce pérdidas caracteristicas de 152 Da para catequina o fisetinidol, y 136 Da para
afzelequina o guibourtinidol. La reaccién de Fisién Heterolitica de Anillo (HRF, por sus siglas
en inglés) provoca la pérdida del anillo A en la unidad, con diferencias de 110 Da si un
guibourtinidol o fisetinidol est4 presente, o 126 Da si la unidad es catequina o afzelequina (ver

figura 6).

La reaccién de fisién del enlace entre unidades (QM, por sus siglas en inglés) genera
pérdidas de toda la unidad de flavan-3-ol indicando la masa general de la subunidad. La
pérdida del anillo B es otra reaccién posible que produce pérdidas de 120 Da para
guibourtinidol y afzelequina o 136 Da para las unidades de catequina y fisetinidol (Del Bubba
etal, 2012; Gu etal, 2003; Hamed et al,, 2014; Jaiswal, Kuhnert, Jayasinghe, & Kuhnert, 2012;
Lin etal., 2014; van der Hooft, Vervoort, Bino, Beekwilder, & de Vos, 2011).



Compuesto | R, | R; | Ry | [M-Hl"am/z
Catequina OH | OH | OH 289
Afzelequina |OH| H | H 272
Guibourtinidol | H |OH | H 256
Fisetinidol H |OH| OH 272

12

m/z observable pérdida
HO 0 3
+
CH, 2
R
1 OH
Compuesto m/z Pérdida
observable {Da)
Catequina 137 152
Afzelequina 120 152
Guibourtinidol 104 136
Fisetinidol 120 136
pérdida m/z observable
R3
HO OH
+ / 2
R1 H,C OH
Compuesto m/z Pérdida
observable (Da)
Catequina 162 126
Afzelequina 146 126
Guibourtinidol 130 110
Fisetimidol 146 110

Figura 6.Fragmentaciones més comunes presentadas por los monémeros de proantocianidinas para las reacciones
Retro Diels-Alder(RDA) y Fisién Heterolitica de Anillo (HRF). Se muestran los fragmentos generados y las pérdidas

observadas en modo negativo.

Los glicésidos de flavonoides en espectrometrfa de masas sufren tipos de reacciones

similares de fragmentacién que las proantocianidinas, especialmente la escisién de los enlaces

C-C en el anillo C de la aglicona (RDA), dando informacién sobre el grado de hidroxilacién de

los anillos A y B. Ademds, la presencia de C- o O- glic6sidos produce fragmentos

caracteristicos, a través del rompimiento de dos enlaces C-C en diferentes posiciones de los

hidratos de carbono enlazados (ver figura 7), as{ mismo se observan comidnmente las

pérdidas de moléculas de monéxido y diéxido de carbono (Benayad, Gémez-Cordovés, & Es-
Safi, 2014; Farias & Mendez, 2014; March et al, 2006; March, Miao, & Metcalfe, 2004; M
Stobiecki, 2000; Maciej Stobiecki, Kachlicki, & Wojakowska, 2015).
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Unidad N! Unidad xl

Figura 7. Fragmentaciones mads comunes presentadas por los glicdsidos de flavonoides, La numeracién en rojo
representa el nimero de enlace, las letras A y B los fraccionamientos sobre la aglicona y las X las rupturas sobre las
unidades de carbohidratos.
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Justificacién

En Costa Rica se han realizado pocos estudios sobre la especie Chamaecrista nictitans.
Herrero, L; et al (2004) reportaron la actividad antiviral y la descripcién del mecanismo de
accioén frente al virus Herpes simple II, del extracto crudo y varias de sus fracciones. Sin
embargo en ese momento no se reportan las identidades de los compuestos responsables de
la actividad virucida, inicamente se especifica que se trata de una mezcla compleja de taninos
condensados que inclufan oligémeros pequeflos, dimeros y mondémeros mediante
experimentos de *H-RMN. Estos compuestos fueron monitoreados mediante cromatografia de
placa fina con un sistema desarrollado por (Sun, Ricardo, & Spranger, 1998) para diferenciar
este tipo de compuestos en términos de su relacién frontal (Rf), grado de polimerizacién y el

patrén de revelado con vainillina en dcido sulfiirico (en vinos, pero aplicable a otras matrices).

Durante las recolectas posteriores al primer estudio realizado por Herrero, L.; et al
(2004), no se obtuvo reproducibilidad al comparar la actividad antiviral (Herpes simplex II)
original de los nuevos extractos y fracciones generadas, lo que generé inquietud entre los

investigadores sobre la exacta identificacién del material biolégico.

Una evaluacién preliminar de las recolectas realizadas durante los afios 2006 al 2012
empleando la técnica de cromatografia l{quida acoplada a masas (LC-MS por sus siglas en
inglés) permiti6é observar que la variacién en la actividad antiviral se debfa principalmente a
la ausencia o cambio en la concentracién de un componente principal, caracterizado como el
trimero afzelequina-fisetinidol-fisetinidol. Posteriormente Mateos-Martin et al, (2014)
reportaron la identificacién de la mayoria de los compuestos polifenélicos presentes en las
fracciones originales con actividad antiviral, empleando cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas (LCMS, por sus siglas en inglés). En ese estudio se reportaron en
total 22 compuestos incluyendo monémeros, dimeros, trimeros, tetrameros y algunos
oligémeros superiores. La mayorfa de las estructuras fueron propuestas con base en los
patrones de fragmentacién obtenidos mediante experimentos del tipo MS/MS y en algunos
casos se comparé tanto el patrén de fragmentacién como el tiempo de retencién con los

estdndares respectivos, esto para moléculas pequefias.

La variacién en la magnitud de la actividad reportada se correlacioné con las
diferencias en la composicién de polifenoles observadas, aunque todas las muestras
recolectadas, de acuerdo a los reportes de INBio, pertenecfan aparentemente a la misma

especie. En ese momento el recolector de las muestras (INBio) desconocia la existencia de las
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subespecies y variedades morfolégicamente similares. La revisién posterior de los Vouchers
de las muestras recolectadas, revel$ algunas diferencias morfolégicas que pusieron en duda la
identidad de las muestras recolectadas de esta especie, por lo que se recurrié al Manual de
Flora de Costa Rica. De esta manera, se descubrié que las muestras recolectadas y aportadas
por INBio pertenecian a la especie deseada, pero a diferentes subespecies y variedades, y que
esta variacién estd asociada a los resultados obtenidos en la actividad biolégica y contenidos

de polifenoles.

La presente investigacién tuvo como fin evaluar si los perfiles quimicos obtenidos
empleando cromatograffa liguida acoplada a espectrometria de masas y su posterior andlisis
multivariado, podia aportar informacién para una clasificacién quimiotaxonémica de las

variedades y/o subespecies de la especie Chamaecrista nictitans de Costa Rica..
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Hipotesis
Es posible clasificar y distinguir quimicamente las variedades de Chamaecrista nictitans
de acuerdo a su perfil de proantocianidinas mediante el anélisis multivariado de su perfil

"TIC" cromatografico y la identificacion de las proantocianidinas presentes.

Objetivo General

Proponer un modelo estadistico multivariado para la clasificacién quimiotaxonémica de
diferentes variedades de Chamaecrista nictitans en funcidn de la composicion de

proantocianidinas a partir de la informaci6n de la huella quimica obtenida por CLUR-EM.

Estrategia

Planta
-_hﬂﬁ ”"‘F'lm >E| > UPLC-ESI-Qtof-MS/MS
' I

éi;" {:mmatngmlma (TIC) E:perhn:mtus MS/MS

Factores medidos

e DTl T T
(sujetos) € l |
I Tratamiento de la | T |1 el T2 R
informacidn P ——
‘:'ﬂjl mi : (MZmine) y ldentificacién de l
M o proantocianidinas
(SIMCA / R)
PCA/J HCA

PLS-DA
Jf:Q ’ d \

| W ]
p ‘Q., :
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Capitulo II. Materiales y Métodos

Reactivos, materiales y equipos

El metanol calidad HPLC (E. Merck, Darmstadt, Alemania) fue comprado a CEFA (San
José, Costa Rica); todos los reactivos y disolventes calidad LCMS (Optima, Fisher): acetonitrilo,
agua y acido férmico, fueron comprados a CASJIM.S.A. (Cartago, Costa Rica). El Aciclovir
(pureza 99.3%, USP Reference standard) y el disolvente deuterado (CD30D, 99,8% Sigma-
Aldrich, Missouri, USA) fueron comprados a CASJIM.S.A.

Los cartuchos STRATA C18 de 100 mg y 50 mg (Phenomenex), y los viales VEREX 2 mL
para UPLC fueron comprados a CASJIM S.A. La columna Waters® ACQUITY™ BEH (18, 50x2.1
mm, 1.7 ym fue comprada en e-Bay.

El equipo de extraccién en fase sélida de doce posiciones (SPE, SUPELCO), los
rotavapores Biichi (R200 y RII) equipados con bombas de vacio Biichi (Vacobox B-177) y KnF
Labport (Neuberguer) respectivamente, el bafio ultrasénico (Fisher Scientific, FS-28), el
SpeecVac (Savant, SC200) equipado con una trampa de refrigeracién (Thermo Savant,
RVT400), la balanza analitica de 5 decimales (CP225D, Sartorious), as{ como viales y la
cristalerfa necesaria, fueron empleados en el laboratoric 002 de la Escuela de Quimica,

Universidad de Costa Rica.

Las mediciones cromatogrificas se realizaron empleando un equipo Waters-SYNAPT-
QTOF Premier, equipado con un sistema ACQUITY Ultra Performance LC™ primera generacién
con automuestreador y detector de arreglo de diodos (PDA), localizado en el Centro de

Investigacién en Productos Naturales, CIPRONA, Universidad de Costa Rica.

Los experimentos de resonancia magnética nuclear se realizaron en un Bruker Avance

III 400 MHz, ubicado en la Escuela de Quimica, Universidad de Costa Rica.

El procesamiento de datos (incluyendo conversién de formatos y limpieza de la
informacién) para la generacién de las listas de picos respectivas, se hizo con MZmine (ver.
2.14.2) o por compuestos, cargado en una estacién de trabajo cientifica Dell (Precision T5610,
Procesador Intel® Xeon® CPU ES-2620 v2, 2.10 GHz, 32 GB RAM, 64 bits), ubicada en el
CIPRONA.
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Los ANOVA se realizaron con el software RStudio Version 0.99.447© 2009-2015
RStudio, Inc, instalado en la mismo estacién cientifica Dell. Se empleé el paquete “psych”

(Version: 1.5.6, Procedures for Psychological, Psychometric, and Personality,
http://personality-project.org/r/psych)

El andlisis estadistico de la informacién se realizé mediante el Software SIMCA-P
versién 13.0.2.0 (Umetrics, Suecia), cuya licencia pertenece al Centro de Investigacién en

Tecnologia de Alimentos, CITA, Universidad de Costa Rica.

Extraccién del material vegetal

Se toméd 1 g de material fresco (Cuadro II), con inflorescencias (de ser posible), y se
extrajo con 10 mL de MeOH asistida por 10 minutos en un bafio ultrasénico. El extracto se
filtr6é por algodén y se evaporo con rotavapor. Del residuo sélido se tomaron
aproximadamente 100 mg, se re disolvieron en 10 mL de MeOH calidad HPLC y se eluyeron
por un filtro Strata C-18 de 100 mg en un sistema de extraccién de fase sélida de 12
posiciones. El filtrado se llevé a sequedad empleando un SpeedVac y se determiné su masa en

balanza analitica de 5 decimales.

Las muestras provenientes del Herbario de la Escuela de Biologia y las cultivadas de
manera in vitro (Cuadro II y III), se extrajeron 2 x 10 mL + 1 x 5 mL de MeOH con 15 minutos
de sonicado cada una. Se filtré el material por algoddn y el extracto se concentrd hasta un
volumen aproximado de 10 mL. Este volumen se eluyé a través de un filtro Strata C-18 de 50
mg fijado en un sistema de extraccién de fase sélida de 12 posiciones. Los filtrados se secaron
empleado un rotavapor y se determiné su masa en balanza de 5 decimales. Todos los

rendimientos se muestran en el Cuadro VI de la seccién de anexos.

Preparacién de muestras para LCMS

De cada uno de los filtrados obtenidos se tomaron 3 submuestras de
aproximadamente 2-3 mg, cada una se disolvié a una concentracién de 2 mg/ml con una
mezcla acetonitrilo: agua 8:2 v/v. Se tomaron 800 uL de la disolucién, se trasvasaron a un vial
de 2 mL para automuestreador y se adicionaron 100 pL de Aciclovir Img/mL en ACN: H;0 8:2

como estandar interno.
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Los filtrados con masas muy pequefias para ser pesadas, se disolvieron en su totalidad
a una concentracién de 2 mg/mL con la misma mezcla de acetonitrilo: agua y posteriormente

se tomaron las alicuotas respectivas para las tres submuestras.

De las muestras correspondientes a los “training set’ para la prueba del modelo
(invernadero, in vitro y herbario) se prepararon Unicamente 2 submuestras de cada filtrado,

para un total de cuatro inyecciones por filtrado.

Medicién de muestras en LCMS

Para la medicién de las muestras en el Waters-SYNAPT-QTOF Premier se empled una
columna Waters® ACQUITY™ BEH (18, 50x2.1 mm, 1.7 pum. El PDA se fij6 con un rango de
190 a 600 nm y a una resolucién de 1.2 nm. La temperatura en el auto-muestreador se
mantuvo a 10 °Cy en la columna a 40 °C durante todo el periodo de medicién. El volumen de

inyeccién fue de 2 uL.

El flujo del gas de desolvatacién fue fijado en 450 L/h a una temperatura 150 °C, el
flujo del gas en el cono fue de 10 L/h y la temperatura de la fuente fue de 200 °C. El voltaje del
capilar y del “Sampling cone” fueron fijadas a 3.0 kV y 35 V respectivamente. El voltaje del

cono de extraccién se fijé en 4.0 V para el modo negativo de operacién.

En todas las corridas se empled el Lock Spray™, se usé Leucina-encefalina como Lock
Mass ([M-H]- 554.2771). Toda la informacién fue recolectada en modo “centroide” con una
frecuencia del Lock Spray de 10 s y se promedid a 10 escaneos. El Synapt fue calibrado en
modo negativo con formiato de sodio (masa de referencia 860.8467 uma) para un rango de

m/z de 100 a 1200. Se empled para la adquisicién el software MassLynx 4.1 de Waters.

Método cromatogrdfico para el UPLC
En el sistema de elucién cromatogréfica el canal A contiene agua con 4cido férmico al
0.1 % y el canal B contiene acetonitrilo al 0.1% de acido férmico; el sistema se estabilizd y se

optimizé con el orden de elucién siguiente:
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Cuadro L. Sistema de elucion cromatografica optimizado.

Tiempo /minutos

Flujo/mLmint  CanalA%  Canal B%

0,00 0,550 TR 8
104 0,550 80 20
802 | 0550 65 35
12,00 0,550 30 70
16,00 0,550 i | T o8
20,00 0,550 92

2200 0,550 92

Método MS

Para la deteccién se programaron dos funciones de masas, una de baja energia (4.0 V)
para detectar la masa exacta de los iones y una segunda de alta energia (rampa de 10 a 40 V)
para producir y registras los patrones de fragmentacién preliminares de las moléculas. Ambas
con un tiempo de escaneo y un “interscan delay” de 0.2 y 0.02 segundos respectivamente

Anexos: Condiciones del detector de masas).

Métodos MSMS

Los patrones de fragmentacién definitivos se obtuvieron con funciones CID (disociacién
inducida por colisién, por sus siglas en inglés) optimizadas para cada compuesto en el tiempo

de retencidn correspondiente, empleando voltajes desde 28 a 50 eV segiin la molécula.

El proceso incluye la optimizacién de una corrida cromatografica estable, la seleccién
del pico que corresponde al compuesto de interés, a un tiempo de retencién determinado y la
programacion de una funcién CID con un voltaje de colisién determinado. Posterior al analisis
de la informacidn, se repite el proceso si el voltaje fue muy alto o muy bajo para obtener una
patrén de fragmentacién apropiado, que implica un pico padre con poca intensidad y los
fragmentos sucesivos en orden creciente de intensidad. Esto se realiz6 con la mayeria de los

picos detectados en las diferentes muestras. El proceso general se muestra en la figura 8.
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Figura B Esquema general de determinacidn del voltaje dptimo de fragmentacién para cualquler m/z en el
cromatograma.

Tratamiento de informacidn

Cuantificacidn

Los picos correspondientes a los compuestos de interés fueron extraidos e integrados
empleando el software MassLynx v4.1, las 4reas fueron dividas por el irea del estindar
interno (Acivlovir; Rt 0.2 min) para cada corrida cromatogrifica. Posteriormente se
relativizaron las dreas en términos del drea total detectada para cada muestra y por tltimo las

seis repeticiones fueron promediadas para obtener el valor reportado.
Procesado de informacidn en el programa MZmine

Todas las corridas cromatogrificas se transformaron del formato .RAW a .CDF

empleando el software DataBridge de Waters, posterior a su medicion. Las funciones 01 de las
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dos corridas mas reproducibles de las 6 inyecciones de 32 muestras y 10 blancos fueron

seleccionadas y tratadas en el software MZmine 2.14.2.

Se consideraron Unicamente los picos con una intensidad en el cromatograma de pico
base (Base peak chromatogram) mayor a 10, empleando el algoritmo GridMass(Trevifio etal,
2015) con una tolerancia m/z de 0.03 ppm y un rango de tiempo min-max de 0.003-0.5 min;
se ignoraron los tiempos luego de 12 min. Posteriormente se realizé un desisotopado y una
filtracién para remover todos los picos isotépicos. El alineamiento de los datos fue realizado
mediante el algoritmo “Join Aligner” con una tolerancia de-tiempo de retencién de 0.05 miny

una tolerancia m/z de 0.003 ppm.

Se removieron las sefiales de fondo, tomando como referencia las obtenidas en los
blancos mediante la creacién de una “lista de picos con dnicamente estos blancos, se
identificaron todos los picos detectados como “contaminacién”. Para la identificacién de los
picos provenientes del disolvente se realizé una bisqueda con el algoritmo “Database search”,
donde la base de datos correspondié a la lista generada por los blancos. Todos los nuevos
picos identificados como “contaminacién” en la lista de las muestras se eliminaron de manera

manual.

Por dltimo se realizé un llenado de ceros usando el algoritmo “Same RT and m/z
Range Gap Filler” con una tolerancia de tiempo de retencién de 0.05 min y una tolerancia m/z
de 0.003 ppm. El esquema general del tratamiento de datos en MZmine se muestra en la
figura 9. (Anexos: Cuadro XIII. Pardmetros empleados en el tratamiento de datos con el

programa MZmine).
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Figura 9. Esquema general del tratamiento de datos de LCMS en el programa MZmine.

Procesado de informacidn en el programa SIMCA-P

La informacién generada por el programa MZmine y de manera manual por medio de
los compuestos, se trataron por separado en el programa SIMCA-P versién 13.0.2.0 (Umetrics,
Umea, Suecia) para realizar el anilisis multivariado empleando los algoritmos de analisis de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) y andlisis discriminantes de minimos

cuadrados parciales (PLS-DA, por sus siglas en inglés) con escalado de Pareto.
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Capfitulo III. Disefio Experimental

Muestreo

Se recolectaron en total dos subespecies y dos variedades (figura 10) de la especie
Chamaecrista nictitans (Chamaecrista nictitans subespecie patellaria, Chamaecrista nictitans
subespecie disadena, Chamaecrista nictitans subespecie disadena variedad pilosa vy
Chamaecrista nictitans subespecie nictitans variedad jaliscensis) en el valle central (Alajuela:
Cantén de Atenas y Grecia; San José: Cantén de Mora, Puriscal y Acosta) y la costa pacifica
(Puntarenas: Cantén de Garabito; Guanacaste: Cantén La Cruz y Archipiélago de la Islas
Murciélago, Peninsula de Santa Elena) de Costa Rica (Cuadro II); entre Setiembre del 2013 y
Julio de 2015. De cada sitio se seleccionaron al menos 2 individuos, y de cada individuo se
obtuvieron 5 muestras. Estas muestras se subdividieron para andlisis por taxonomifa

molecular, analisis por LCMS y muestras de respaldo.

De todos los especimenes a excepcién de M3J01, M3]J02, M3J03, M1101, M1102 y M1103
se recolectaron 0.5-10 g de material (fresco) con inflorescencias (se incluyeron flores, hojas y
tallo). La mayorfa de plantas fueron identificadas por el Prof. Luis Poveda (Herbario Nacional,
Universidad Nacional de Costa Rica) en el campo y posteriormente corroboradas con las

muestras preservadas en el Herbario de la Universidad Nacional de Costa Rica.

El estudio incluyé adicionalmente 4 muestras (M2I01 -2 afios de edad, con flores-,
M1101 -2 afios de edad, sin flores-, M1102 -2 afios de edad, sin flores- y M1103 - 6 a 8 meses de
edad, sin flores-) cultivadas en el invernadero del Centro de Investigacién en Productos
Naturales (CIPRONA, UCR). Todas éstas germinaron a partir de semillas suministradas de las
recolectas en el campo. Esto se realiz6 con el fin de evaluar el modelo en su capacidad
predictiva para identificar muestras de diferentes edades y en la ausencia de inflorescencias

(figura 11).

Ademis se incluyeron 2 muestras cultivadas in vitro de pocas semanas de edad, una de
Chamaecrista nictitans subespecie patellaria (M1V01, figura 11.d) y una de Chamaecrista
nictitans subespecie disadena (M2V01), igualmente cultivadas y suministradas por el
CIPRONA, para evaluar la dependencia del perfil quimico de condiciones especificas de suelo o

cantidad de luz, entre otras.
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Figura 10. Fotografias representativas de cada subespecie y variedad: a) Chamaecrista nictitans subespecie
pateflaria, b) Chamaecrista nictitans subespecie disadena, c) Chamaecrista nictitans subespecie disadena variedad
pilosa, d) Chamaecrista nictitans subespecie nictitans variedad jaliscensis.

a)

Figura 11. Muestras recolectadas sin flor v estado de maduracion temprano: a) M3]01, Chomeecrista nictitans
subespecie mictitons variedad jaliscensis. b) M1102, 2 afos de edad, Chomaecrista nictitens subespecie patellaria. c)
M1103, 6 a 8 meses de edad, Chomaecrista nictitans subespecie patellaria. d) M1V01, cultivo in vitro, Chamaecrista
nictitans subespecie patelloria

d)



26

Con el fin de probar la utilidad y aplicabilidad del modelo predictivo generado en este
estudio, se solicitd al Herbario de la Escuela de Biologia de la Universidad de Costa Rica, el
suministro de una pequefia muestra de todo el material clasificado como Chamaecrista
nictitans, y sus subespecies y variedades, ademas de muestras de otras especies dentro del
género Chamaecrista. El herbario proveyd las muestras enlistadas en el cuadro III. La
mayoria de éstas no tiene una clasificacién exhaustiva, sino hasta el nivel de especie aunque

presentan pequefias variaciones morfolégicas como se muestra en la figura 12.

. !"igura 1Z. Algunas muestras suministradas por el Herbario de la Escuela de Biologia, UCR: a) Chamaecrista
nictitans (MXHO04), b) Chamaecrista nictitans (MXHO01), ) Chamaecrista nictitans (MXH09), d) Chamaecrista
rotundifalia [M5H01), e) Chamaecrista diphyilia (M&HO01),
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Cuadro II. Coordenadas y sitios de recolectas de las muestras estudiadas.

Recolectas | Cédigo Sitio Longitud Latitud Fecha Altura Identificacién Morfolégica
118 M1TO01 Cruce a Tabarcia 9,8626 -84,2468 20 de Setiembre 1005 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria
de 2013
119 M4TO01 Cruce a Tabarcia 9,8626 -84,2468 20 de Setiembre 1005 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria
de 2013
120 M4T02 Cruce a Tabarcia 9,8626 -84,2468 20 de Setiembre 1005 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria
de 2013
121 M2TO01 Cruce a Tabarcia 9,8625 -84,2469 20 de Setiembre 1001 Chamaecrista nictitans subesp. disadena o var.
de 2013 pilosa?*
122 M4TO03 Cruce a Tabarcia 9,8625 -84,2469 20 de Setiembre 1001 Chamaecrista nictitans subesp. disadena o var.
de 2013 pilosa?*
123 M4T04 Cruce a Tabarcia 9,8625 -84,24.69 20 de Setiembre 1001 Chamaecrista nictitans subesp. disadena o var.
de 2013 pilosa? *
24102013-1 Mi1B01 Bajo de cerros de Puriscal 9,844367 -84,227044 | 24 deOctubrede | 1149 Chamaecrista nictitans subesp. disadena var.
2013 pilosa*
24102013-2 M2B01 Bajo de cerros de Puriscal 9,844367 -84,227044 | 24 de Octubrede | 1062 Chamaecrista nictitans subesp. disadena var.
2013 pilosa*
24102013-3 M2B02 Bajo de cerros de Puriscal 9,844367 -84,227044 | 24 de Octubre de 1062 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria*
2013
24102013-4 M1B02 Bajo de cerros de Puriscal 9,844367 -84,227044 | 24 de Octubre de | 1062 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria*
2013
24102013-6 M3Q01 después interseccién ruta 27, 9,93134 -84,452291 | 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
antes Estacién Quebradas 2013 jaliscensis*
24102013-8 M3Q02 después interseccion ruta 27, 9,93134 -84,452291 | 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
antes Estacién Quebradas 2013 jaliscensis*
24102013-12 | M3Q03 frente a la Estacién Quebradas 9,931735 -84,452271 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
2013 Jaliscensis*
24102013-13 | M3Q04 frente a la Estacidon Quebradas 9,931735 -84,452271 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
2013 Jjaliscensis*
24102013-14 | M1Q01 100 metros de la estacion, 9,931689 -84,451648 | 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
camino a Quebradas 2013 Jaliscensis*
24102013-15 | M1Q02 100 metros de la estacidn, 9,931689 -84,451648 | 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
camino a Quebradas 2013 jaliscensis*
24102013-16 | M3Q05 200-300 metros de la estacién, 9,931218 -84,451013 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
camino a Quebradas 2013 Jaliscensis*
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24102013-17 | M3Q06 200-300 metros de la estacién, 9,931218 -84,451013 | 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
camino a Quebradas 2013 Jaliscensis*
24102013-18 | M3Q07 200-300 metros de la estacién, 9,931218 -84,451013 | 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
camino a Quebradas 2013 Jaliscensis*
24102013-19 | M3Q08 200-300 metros de la estacién, 9,931218 -84,451013 | 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
camino a Quebradas 2013 _jaliscensis*
24102013-20 | M3Q09 200-300 metros de la estacidn, 9,931218 -84,451013 | 24 de Octubre de 356 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
camino a Quebradas 2013 Jaliscensis*
13122013-1 M2c01 Carrizal, camino a Vara Blanca, 10,0892 -84,1726 13 de Diciembre 1455 Chamaecrista nictitans subesp. disadena*
antes de Casa Bavaria de 2013
13122013-2 M2C02 Carrizal, camino a Vara Blanca, 10,0892 -84,1726 13 de Diciembre 1455 Chamaecrista nictitans subesp. disadena*
antes de Casa Bavaria de 2013
13122013-3 M2C03 Carrizal, camino a Vara Blanca, 10,0892 -84,1726 13 de Diciembre 1455 Chamaecrista nictitans subesp. disadena*
antes de Casa Bavaria de 2013
13122013-4 M2C04 Carrizal, camino a Vara Blanca, 10,0892 -84,1726 13 de Diciembre 1455 Chamaecrista nictitans subesp. disadena*
antes de Casa Bavaria de 2013
13122013-5 M2C05 Carrizal, camino a Vara Blanca, 10,0892 -84,1726 13 de Diciembre 1455 Chamaecristq nictitans subesp. disadena*
antes de Casa Bavaria de 2013
11012014-1 M1P05 | Entre Teruely El Plomo, Acosta 9,7499 -84,2965 11 de Enero de 920 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria*
2014
070214-1 M1P01 | Entre Teruely El Plomo, Acosta 9,7498 -84,2965 7 de Febrero de 919 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria*
2014
070214-3 M1P02 Entre Teruel y E1 Plomo, Acosta 9,7498 -84,2965 7 de Febrero de 919 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria*
2014
070214-5 M1P03 Entre Teruel y El Plomo, Acosta 9,7498 -84,2965 7 de Febrero de 919 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria*
2014
070214-7 M1P04 | Entre Teruely El Plomo, Acosta 9,7498 -84,2965 7 de Febrero de 919 Chamaecrista nictitans subesp. patellaria*
2014
Cuajiniquil M3LO01 | Cuajiniquil, cruce con la 10,95712 85,3652 Octubre 2014 - Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
interamericana norte. jaliscensis
IS] M3S01 Isla San José, Archipiélago de 10,95112 855051 Octubre 2014 - Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
Islas Muerciélago. Jjaliscensis
221120141 M3R01 50 m antes del centro turfstico 9,7718 -84,2120 22 de Noviembre 567 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
Parafso del Ro. de 2014 jaliscensis
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Cuadro II. Continuacién

22112014-2 M3R02 Frente a la entrada del centro 9,7718 -84,2120 23 de Noviembre 567 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
turfstico de 2014 Jjaliscensis
22112014-3 M3R03 Puente Rfo la candelaria 97,712 -84,213 24 de Noviembre 502 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
de 2014 Jjaliscensis
22112014-4 M3R04 Orillas del Rfo la candelaria 97,712 -84,213 25 de Noviembre 502 Chamaecrista nictitans subesy. disadena
de 2014
06072015-1 M3J01 Mirador 1 Kmal sur de Jaco, 95,918 -84,625 6 de Julio de 2015 28 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
Carretera Pacffica Fernindez __jaliscensis
06072015-2 M3]J02 Mirador 1 Km al sur de Jacé, 95,918 -84,625 7 de Julio de 2015 28 Chamaecrista nictitans. subesp. nictitans var.
Carretera Pacffica Ferndndez __jaliscensis
06072015-3 M3J03 Mirador 1 Km al sur de Jacg, 95,918 -84,625 8 de Julio de 2015 28 Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var.
Carretera Pacffica Ferndndez jaliscensis
INV-090615-1 | M2101 CIPRONA - - 9 deJulio de 2015 - Chamaecrista nictitans subesp. disadena
INV-090615-2 | M1I01 CIPRONA - - 9 deJulio de 2015 - Chamaecrista nictitans subesp. patellaria
INV-090615-3 | M1102 CIPRONA - - 9 de Julio de 2015 - Chamaecrista nictitans subesp. patellaria
INV-090615-4 | M1103 CIPRONA - - 9 de Julio de 2015 - Chamaecrista nictitans subesp. patellaria
IV-231015-1 M1vo1 CIPRONA - - 23 de Octubre de - Chamaecrista nictitans subesp. patellaria
2015
IV-231015-2 M2v01 CIPRONA - - 23 de Octubre de - Chamaecrista nictitans subesp. disadena
2015

*Identificada en campo y corroboradas por el Profesor Luis Poveda, Herbario de la Universidad Nacional de Costa Rica
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Muestra | Cédigo | No. Boucher Clasificacién morfologica Sitio de Recolecta Afio de
recolecta
211015-H1 | M5HO1 689 Chamaecrista rotundifolia Playa Naranjo, Guanacaste 1949
211015-H2 | M6HO1 17814 Chamaecrista diphyllia L. P. Nac. Rincén de la Vieja, Guanacaste 1978
211015-H3 | M7HO1 9322 Chamaecrista flexuosa L. Cafias, Guanacaste 1969
211015-H4 | M7HO02 17798 Chamaecrista flexuosa L. P. Nac. Rincén de la Vieja, Guanacaste 1978
211015-H5 | M7HO03 9534 Chamaecrista flexuosa L. Cafias, Guanacaste 1969
211015-H6 | M7H04 107132 Chamaecrista flexuosa L. Turrubares, San José 2015
211015-H7 | MXHO01 99573 Chamaecrista nictitans Sabalito, Puntarenas 2010
211015-H8 | MXHO02 4111 Chamaecrista nictitans Pine Flatwoods, Wacissa (USA) 1965
211015-H9 | MXHO03 102004 Chamaecrista nictitans subesp. TEC, Cartago 2013
disadena var. pilosa
211015-H10 | MXH04 9313 Chamaecrista nictitans Cafias, Guanacaste 1969
211015-H11 | MXHO05 2789 Chamaecrista nictitans var. nictitans - 1963
211015-H12 | MXH06 3881 Chamaecrista nictitans var. nictitans Tallahasee (USA) 1957
211015-H13 | MXHO7 96307 Chamaecrista nictitans Potrero grande, Puntarenas 2009
211015-H14 | MXH08 52901 Chamaecrista nictitans Los Mogos, Puntarenas 1991
211015-H15 | MXH09 17747 Chamaecrista patellaria P. Nac. Rincén de la Vieja, Guanacaste 1978
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Desarrollo de condiciones cromatogrdficas y de deteccién

Las condiciones originales empleadas para la deteccién de polifenoles en mezclas
complejas fueron aportadas por el grupo de investigacién del Dr. Josep-Lluis Torres del
Instituto de Quimica Avanzada de Catalufia (IQAC-CSIC) de Barcelona. Sin embargo como se
observa en la figura 13, la corrida cromatogréfica de 36 minutos de duracién no contaba con
una resolucién lo suficientemente buena para evaluar la presencia de los diferentes
componentes, debido a que todos los metabolitos se concentran en la zona de los 11 a los 17

minutos.

En un estudio metabolémico por huella quimica el aspecto cromatografico juega un
papel importante, pues los picos correspondientes a los metabolitos presentes en las matrices,
deben tener una resolucién suficiente para diferenciarse entre si lo mas posible, por lo que se
procedidé a optimizar las condiciones antes mencionadas(Forcisi et al, 2013; Glauser et al.,

2013).

En el cromatograma de la figura 14 se observa como los picos anteriormente
contenidos en un rango de 6 minutos, se resuelven desde los 2 min hasta los 10 min, en una
corrida con 22 minutos de duracién. Las mejoras en el perfil cromatografico se lograron al
sustituir la columna de 30x4.6 mm y 10 pm de didmetro de particula por una de 50x2.1 mm y
1.7 um de didmetro de particula, siendo ambas de la misma fase estacionaria (C-18). Ademas
se aumentd la temperatura de la columna de 25°C a 40°C, lo que hace decrecer la
permeabilidad eléctrica del eluente haciéndolo menos polar. Al aumentar el flujo de 0.400

mL/min a 0.550 mL/min se logré resolver los compuestos.

El sistema de deteccién empleado consistié enun espectrémetro de masas de arreglo
tdndem Cuadrupolo-Tiempo de vuelo (QTof, por sus siglas en ingles). Las primeras pruebas
realizadas posteriores a la optimizacién de los pardmetros cromatograficos, consistieron en
evaluar la sensibilidad y deteccién del equipo con modo de ionizacién negativo y positivo. Se
ha reportado que el modo negativo es el mds apto para la deteccién de compuestos
polifendlicos en general(Del Bubba et al, 2012), y como se muestra en la figura 15, es
corroborado este hecho, pues, para una misma muestra (M1T01) la intensidad de los picos
detectados es mayor que en el modo positivo. De esta forma, el modo de ionizacién negativo

fue seleccionado para todo el estudio.
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Figura 13. Método de analisis de polifenoles por UPLC inicial brindado por el equipo de investigacion de Barcelona
(IQAC-CSIC)
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Figura 14. Método de andlisis de polifenoles por UPLC optimizado para el anélisis de las muestras.
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Figura 15. Comparacién de cromatogramas en modo negative [traza negra) v modo positive (traza roja) para la
muestra M1T01. Misma intensidad mostrada para ambos cromatogramas en la region de 1 a 10 min.

La mayoria de parametros de medicién del QTof (Anexos: Condiciones del detector de
masas) aportadas por el equipo espafiol se mantuvieron, sin embargo se programaron dos
funciones de deteccion, una de baja energia (4 V) para registrar las masas exactas de los iones

y una de alta energia (rampa de 10 a 40 V) para obtener los patrones de fragmentacidn
preliminares de los compuestos como se muestra en la figura 16.
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Figura 16. Funciones de deteccién de masa de A) baja energia y B) de alta energia (abajo) para [M-H]-a m/z 817.2
empleadas en el estudio. La traza A muestra el i6n molecular y la B el patrén de fragmentacién preliminar del ion
molecular.

Proceso de extracciéon de muestra

El proceso realizado a las muestras consistié en una {nica extraccién metandlica

asistida por ultrasonido seguida de una limpieza empleando un proceso de filtracién a través

de fase reversa en cartuchos Strata-C18. El fin de este procedimiento era remover los

componentes mas lipofilicos presentes en la matriz como por ejemplo las clorofilas. Fue

evidente la remocién de estos tltimos metabolitos, pues, la coloracién verde del extracto

crudo se elimind y se obtuvieron disoluciones de colores dorados a café-rojizo; sin embargo el

perfil de TH-RMN no se ve afectado por el procedimiento (figura 17), y en el caso del perfil

cromatografico, se eliminan los compuestos a mayor tiempo de retencién, o sea, los menos

polares, simplificindose considerablemente la regién entre los 11 y 17 minutos,
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salvaguardando en alguna medida la integridad de la columna y disminuyendo la probabilidad
de “carry over”. Ademés de que se obtuvo una mayor resolucién en la regién de 1 a 10

minutos, con picos de mejor forma y mas definidos (figura 18).

En el cuadro XII de la seccién de Anexos, se muestran los rendimientos generales para
los extractos metandlicos y el resido filtrado, para el caso de la subespecie patellaria un 2.7%,
la subespecie disadena un 2.6%, la variedad jaliscensis un 3.0% y la variedad pilosa un 2.0%.
Los porcentajes de rendimiento fueron relativamente estables entre las diferentes muestras

de una misma subespecie o variedad.
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Figura 17. Comparacién de los espectros de *H-RMN en metanol deuterado del extracto crudo (A) y filtrado
metandlico (B) parala muestra M1T01
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Figura 18. Comparacién de los cromatogramas del extracto crudo (traza negra) vy filtrado (Traza roja) para la
muestra M1T01. Se muestra la misma intensidad para ambas trazas en el rango de 0 a 22 minutos.

Identificacion de estructuras mediante espectrometria de masas

La caracterizacién de los compuestos detectados se baso en la determinacidn de la masa
exacta de cada ion y los patrones de fragmentacién generados por ciertos tipos de reacciones
de fragmentacién, que dan informacién acerca de patrén de hidroxilacion en el anillo A, By C,
los enlaces entre dos unidades y la unidad en si. Se reporta que las fragmentaciones inician en
la unidad superior (terminal) de oligdmeros de proantocianidinas, pues se ha reportado que
son las mas propensas a realizar este tipo de reacciones, por lo que el espectro de masas
proporciona ademas informacion sobre el orden de las subunidades constituyentes, como se
menciond en el capitulo | (Del Bubba et al, 2012; Gu etal,, 2003; Hamed et al,, 2014; Jaiswal et
al., 2012; Lin et al, 2014; van der Hooft et al, 2011).

El proceso de identificacion inicia con la obtencién de un patrén de fragmentacion
6ptimo, donde el ion tenga una intensidad baja pero observable y los fragmentos sucesivos a

menores m/z tengan una intensidad relativa creciente.
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Luego se identifican las fragmentaciones principales obteniendo la diferencia entre el
pico padre y los sucesivos fragmentos; al tratarse de oligémeros de proantocianidinas las
pérdidas detectadas y los iones observado se pueden ligar directamente alguna unidad
monomérica especifica. En la figuras 19 se observan el proceso de identificaciéon del ion a m/z
833 y un RT de 4.36 min, donde la primera pérdida observada con un pico intenso (m/z 681)
corresponde a 152 Da y la subsecuente diferencia de m/z 681 a m/z 561 es de 120 Da,
indicando que la unidad total tiene un peso de 272 Da y la reaccién de fragmentacién
observada es una Retro Diels-Alder. Al evaluar las unidades monoméricas comunes con un
peso de 272 Da se tienen el fisetinidol y la afzelequina, al proponer los fragmentos producidos
por estas subunidades mediante una reaccion RDA se tiene que el primero pierde 152 Da
mientras que el segundo pierde 136 Da, por lo que se concluirfa que la unidad corresponde a

un fisetinidol y no a una afzelequina.

De la misma manera se identificaria la seccién intermedia con un peso de 272 Da y una
primera pérdida de 152 Da. Por otro lado la unidad terminal corresponde a una catequina,
pues se confirmaria su estructura al observar la pérdida de 126 Da producto de una reaccion
HRF sobre la unidad con peso de 289 Da.

Catequina e Fisctinidol i Fisetinidol
289 Da 2720a 272 Da
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Figura 19 Asignacién de fragmentaciones observadas en el ion [M-H]- a m/z 833 y RT 4.36 min.
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Capitulo IV. Resultados

Identificacion de estructuras: Compuestos seleccionados

En todas las muestras estudiadas se describieron 44 polifenoles (Cuadro IV) que
corresponden a siete tetrdmeros de tipo B (1-7), once trimeros de tipo B (8-14, 17-20), dos
trimeros de tipo A (15-16), dos dimeros de tipo B (33, 38) y varios glicésidos de flavonoides
(21-32, 33-37 y 39-43). Todas las formulas moleculares fueron confirmadas a través de la
determinacién de la masa exacta con un error inferior a 2.0 ppm, corroborando asi su
composicién elemental. Los compuestos 14, 15, 18, 34 y de 41 a 44 fueron reportaron
previamente por (Mateos-Martin et al, 2014) ;alguﬁos de ellos se describen mas
profundamente en este estudio; el resto de los compuestos se reportan por primera vez en

esta especie.

Caracterizacién de oligémeros de proantocianidinas

El compuesto mas pesado encontrado corresponde a [M-H]-a m/z 1105 y un tiempo de
retencién de 6.95 min (1), fue nombrado como (epi)fis-(epi)fis-(epi)cat-(epi)fis basado en los
fragmentos a m/z 953, 833, 681, 543, 391, 272 y 161; producidos por una serie de reacciones
secuenciales tipo: RDA-QM-RDA-QM-RDA-QM-HRF. Confirmado con las pérdidas
correspondientes de 152 Da, 272 Da, 152 Da, 289 Da, 152 Da, 272 Da y 110 Da. El fragmento
detectado a m/z 935 fue producido por la pérdida de una molécula de agua a partir del ion a

m/z 953; y el ion am/z 433 fue generado por una reaccién HRF sobre m/z 543 (figura 20).

Se observaron tres [M-H]- en m/z 1089, con un tiempo de retencién de 5.79 (2), 6.91 (3)
y 7.07 min (4), asignados como (epi)fis-(epi)cat-(epi)afz-(epi)gui, (epi)gui-(epi)afz-(epi)fis-
(epi)cat and (epi)fis-(epi)fis- (epi)fis-(epi)fis respectivamente .

La primera estructura (2) present6 fragmentos a m/z 953, 833, 681, 561, 409, 272 y
161 producidos por una pérdida secuencial de 136 Da, 256 Da, 152 Da, 272 Da, 152 Da, 289
Da y 110 Da, a través de una serie de reacciones consecutivas tipo RDA-QM-RDA-QM-RDA-
QM-pérdida de anillo B. Los fragmentos en m/z 707 y m/z 435 fueron producidos por una
reaccion de HRF sobre m/z 833 y m/z 561 respectivamente.

La segunda estructura (3) presenté fragmentos a m/z 937, 801, 649, 529, 393, 377, 257
y 137, se atribuyen a pérdidas de 152 Da, 288 Da, 152 Da, 272 Da, 136 Da, 272 Da y 120 Da
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debido a una serie de reacciones RDA-QM-RDA-QM-RDA-QM-HRF. Ademads, el ion a m/z 691
fue producida por una reaccién tipo HRF sobre m/z 801y el fragmento a m/z 377 se genero a
partir de la deshidratacién de m/z 393.
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Figura 20. Patrén de fragmentacién observado para (epi)fis-(epi)fis-(epi)cat-(epi)fis con [M-H]- a m/z 1105 (1).
El compuesto 4 es una secuencia de cuatro unidades fisetinidol, de acuerdo con la
fragmentacién observada. Los iones a m/z 953, 665 y 393 fueron producidos por la misma
pérdida de 152 Da consecuencia de una reaccién RDA sobre los iones en m/z 1089, 817 y 545
respectivamente. Después de la escisién del enlace entre estas tres unidades, con pérdidas
iguales de 272 Da, se produjeron los iones a m/z 817, 545 y 273, indicando que todas ellas
corresponden a fisetinidoles. La unidad base corresponde a otro fisetinidol pues produce un
ion a m/z 161 porla pérdida de anillo B. El ion a m/z 435 es producto de una reaccién de HRF

sobre el ion del resto dimérico a m/z 545.
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El compuesto 5, [M-H]- a m/z 1073, corresponde a (epi)gui-(epi)fis-(epi)fis-(epi)fis. El
espectro de masas mostré fragmentos a m/z 921, 801, 691, 649, 529, 409, 375, 255 y 137
generados por pérdidas consecutivas de 152 Da (RDA), 272 Da (QM), 110 Da (HRF en tercera
unidad), 152 Da (RDA en la tercera unidad), 272 Da (QM), 120 Da (QM) y 120 Da (HRF). Por
otro lado el compuesto 6, (epi)afz-(epi)afz-(epi)fis-(epi)gui, tiene el mismo [M-H]-a m/z 1073
que la molécula anterior. Su identidad se propone segin los iones observados a m/z 937, 817,
665, 545,393, 272 y 137 generados por una serie de reacciones tipo RDA (-152 Da)-QM (-256
Da)- RDA (-152 Da)- QM (-272 Da)- RDA (-152 Da)- QM (-272 Da)- RDA (-136 Da). Los iones a
m/z 707 y m/z 409 fueron producidas debido a una reaccién HRF sobre m/z 817 y m/z 545,

respectivamente.

El tetrdmero de menor peso detectado corresponde a (epi)gui-(epi)cat-(epi) gui-(epi)gui
(7) con fragmentos a m/z 921 (-136 Da, RDA), 801 (-256 Da, QM), 649 (-152 Da, RDA), 545 (-
255 Da, QM), 409 (-136 Da, RDA), 255 (-289 Da, QM) y 137 (-120, la HRF enla unidad base) .

La identificacién de estructuras triméricas y diméricas siguié mismo esquema que los
tetrameros. Los compuestos 8, 9, 10 y 11 corresponden a trimeros isobaricos con [M-H]- a
m/z 833. El primero corresponde a (epi)cat-(epi)fis-(epi)fis (8) con fragmentos a m/z 681,
561, 409, 289 y 137 que representan pérdidas de 152 Da, 272 Da, 152 Da, 272 Day 152 Da
producto de una serie de reacciones tipo RDA-QM-RDA-QM-RDA. Por otro lado el ion a m/z

391 es consecuencia de una reaccién HRF en la segunda unidad del oligémero (ion a m/z 561).

El compuesto 9 fue asignado como (epi)fis-(epi)cat-(epi)fis con fragmentos a m/z 681,
561, 393, 271 y 137, como resultado de una serie de reacciones RDA-QM-RDA-QM-HRF con
pérdidas de 152 Da, 272 Da, 152 Da, 289 Da y 136 Da, respectivamente. Los fragmentos en
m/z723 y m/z409 fueron producidos por causa de una reaccién HRF en las unidades terminal

y segunda respectivamente.

La molécula 10 fue identificada como (epi)afz-(epi)cat-(epi)afz, ya que produjo
fragmentos a m/z 697, 561, 393, 271 y 137. Este compuesto tiene una estructura andloga a 9,
pero de acuerdo con las diferencias de masa entre los fragmentos generados por reacciones

RDA, la base y la unidad terminal corresponden a afzelequinas lugar de fisetinidoles.

El dltimo trimero detectad con [M-H]- a m/z 833 (11) presenté fragmentos a m/z 681,
545,419, 401, 393, 255y 137, y corresponde a (epi)gui-(epi)cat-(epi)cat. Los iones a m/z 681

y 393 surgen después de una reaccién RDA en m/z 833 y m/z 545, respectivamente, ambos
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con una pérdida de 152 Da. Las reacciones QM producen los iones a m/z 545 y 255,
mostrando que las unidades corresp'onden a dos catequinas y un guibourtinidol (produce
iones a m/z 137 tras una reaccién HRF sobre m/z 255). Ion a m/z 419 fue producido por una
reaccién HRF en la segunda unidad (catequina) y la pérdida de una molécula de agua (-18 Da)

de éste Ailtimo originé m/z 401.

Los compuestos 12 y 13 tienen un [M-H]- a m/z 817 con fragmentos a m/z 681, 561,
409, 271, 161 y 665, 545, 393, 256, 137, respectivamente. Son estructuras andlogas de las
mismas tres unidades: (epi)fis-(epi)cat-(epi)gui (12) y (epi)gui-(epi)cat-(epi)fis (13). La
primera molécula presenta la primera pérdida de 136 Da (m/z 681, RDA) y la segunda
molécula una pérdida de 152 Da (m/z 665, RDA), la reaccién QM produce una pérdida de 255
Da (m/z 561) y 272 Da (m/z 545), respectivamente. La unidad media corresponde en ambos
casos a una catequina. Sin embargo la unidad base entre los compuestos difiere en 16 Da de
acuerdo a los productos QM. Por lo que para 12 se propone un fisetinidol (QM sobre m/z 561
produce m/z 271 y la pérdida del anillo B produjo m/z 161) y para 13 un guibourtinidol (QM
sobre m/z 545 produce m/z 255 y la reaccién HRF en esta unidad produjo m/z 137).

Los metabolitos 16 y 15, son proantocianidinas de tipo A, que presentan un enlace extra
entre las posiciones C2-07 adicional al enlace C4-C8(Gu et al,, 2003), lo que genera una
fragmentacién especifica y caracteristica como se muestra en la figura 21. El compuesto 16
corresponde a (epi)fis-A-(epi)fis-(epi)afz, los iones de m/z 689 y m/z 679 se produjeron a
través de un HRF y una reaccién RDA en unidad terminal respectivamente. La reaccién QM
produjo m/z 543 y m/z 272 y una segunda reaccién de HRF en la unidad del medio generé
m/z 433.

Los trimeros maés ligeros encontrados son cuatro [M-H]- a m/z 801 (17-20) con
diferentes tiempos de retencién. El compuesto 17 corresponde a (epi)gui-(epi)fis-(epi)fis
segun los fragmentos observado a m/z 649, 529, 377, 271, 255 y 137, que fueron generados
por un secuencia de reacciones RDA (-152 Da)- QM (-272 Da)-RDA (-152 Da)- QM (-273 Da)-
HRF (-120 Da). El ion a m/z 419 fue producido por una reaccién HRF en la segunda unidad
(pérdida de 110 Da). El compuesto 19 fue asignado como (epi)fis-(epi)afz-(epi)gui con
fragmentos a m/z 691, 665, 545, 409, 271, 255 y 161 que representan pérdidas de 110 Da
(HRF), 136 Da ( RDA), 256 Da (QM), 136 Da (RDA), 274 Da (QM) y 110 Da (HRF),

respectivamente.
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En todas las muestras s6lo dos dimeros se detectaron, correspondientes a (epi)cat-
(epi)cat (33) y (epi)gui-(epi)cat (38). La primera estructura present6 fragmentos a m/z 451,
425, 289, y 137, producidos por pérdidas de 126 Da (HRF), 153 Da (RDA), 289 Da (QM) y 152
(RDA). La segunda molécula presenté fragmentos en m/z 393, 289, 257 y 137 generados por
pérdidas de 152 Da (RDA), 289 Da (QM) y 120 Da (HRF).

m/z272

Figura 21. Reacciones de fragmentacién para el trimero (epi)fis-A-(epi)fis-(epi)afz con[M-H]-a m/z 815 (16).
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Caracterizacién de glicésidos de flavonoides

El compuesto 21 posee un [M-H]- a m/z 755 y se caracterizé como kaempferol-O-
hexdsido-O-ramnosilhexdsido de acuerdo con los fragmentos detectados. El espectro de
masas mostré iones a m/z 635 [(M-H)-120] (-02X;, caracteristico de una hexosa), 593 [(M-H)-
162] (Y2, pérdida de una hexosa), 431 [Y2-162] (Y1, la pérdida de una hexosa), 285 (Yo,
aglicona libre, posterior a la pérdida de una ramnosa), 255 (Yo-CH20), 227 (pérdida de agua
del ion a m/z 255) y 151 (13A). Yo~ se produce a partir del ion a m/z 431 por la pérdida de 146
Da, lo que sugiere la presencia de un azticar ramnosa. Las intensidades relativas de los iones a
m/z 593 y m/z 285 indican la presencia del enlace O-glicosidico, también la presencia del ion a
m/z 593 es un indicativo de que existen dos diferentes restos de azicar unidas a la aglicona

(figura 22).
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Figura 22. Reacciones de fragmentacién y espectro de masas (20 eV) de kaempferol-O-hexésido-O-ramnosil-
hexésido con [M-H]- am/z 755 (21).

La molécula con un [M-H]- a m/z 725 (22) corresponde a kaempferol-O-hexésido-0-,
ramnosilpentdsido. El patrén de fragmentacién mostrd picos a m/z 593 ([M-H]-132) (Yz.
pérdida de un resto pentosa), 463 ([M-H]-262) (Y1), 389 ([M-H]-Y1-74 ) (0:3Xoj, 300 [(M—H]j
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262-162] (Y1 + Zo, pérdida de un disacarido ramnosa-pentosa y una hexosa), 284 ([M-H]-162
-279) (-Z1-Zo). También se detectaron fragmentos de la unidad kaempferol. El ion a m/z 463
surge después de la pérdida del fragmento del disacirido ramnosa-pentosa, peroc con mayor
intensidad que los iones correspondientes a la fragmentacién de disacarido en si, lo que

confirma la idea de dos enlaces O-glicosidicos en dos posiciones diferentes.

El compuesto 25 con un [M-H}- a m/z 623 fue identificado como ramnetina-0O-
hexosilramnésido (7-0-metil-quercetina-0-hexosilramnésido). El patrén de fragmentacion
presentd iones a m/z 609 (pérdida de CHs), 447 [(M-H)-14-162] (Yo,-metil-hexosa), 343 (-
02X;), 315 [(M-H)-14-162-146] (Yo, pérdida de metil-hexosa-ramnosa), 301 (Yo-14), 299 (Zo")
285 (Zo-14),y 151 (134).

El ién molecular [M-H]- a m/z 609 (27) se caracterizé como quercetina-O-ramnosil-
(1—6)-hexdsido. Los datos del espectro de masas mostraron fragmentos a m/z 463 (-146 Da,
la pérdida de una ramnosa, Y1) y m/z 301 [(M-H)-146-162] que corresponde a la pérdida de
un disacdrido ramnosa-hexosa, de acuerdo con los datos reportados(Benayad et al., 2014)
generando la aglicona a m/z 301 (Y¢). Se observaron sefiales adicionales que corresponden a
m/z 535 [(M-H)-74] (-25X4), 505 [(M-H)-104] (-2X3), 403 [(M-H-146)-60] (->4Xo), y 329 [(M-
H-146)-134] (-25Xp). La aglicona encaja con una quercetina de acuerdo con los fragmentos
observados y reportados(Saldanha, Vilegas, & Dokkedal, 2013) a m/z 285 (Z¢?), 179 (-224) y
151 (13A). La ausencia del ion 343 [(M-H-146)-60 Da] (-92X,) sugiere que la vinculacién entre
las unidades de azticar es 16 en lugar de 1-2(Benayad et al., 2014; Ferreres, Silva, Andrade,

Seabra, & Ferreira, 2003).

La molécula con [M-H]- a m/z 463 (29) fue identificada como quercetina-O-hexdsido
basado en los fragmentos en m/z 343 [(M-H)-120] (-%2X), 301 (Y¢), 285 (Zo), 271 [Yo-H-CO-
H20] y 149 (13A). Las sefiales caracteristicas de 15X, %4X y 03X en hexosas se detectaron con

baja intensidad, lo que sugiere la presencia de un enlace O-glicosidico.

Los compuestos 28, 29, 30, 31, 32, 42 y 43, en contraste con los otros glicésidos de
flavonoides encontrados, presentan un enlace C-glicosidico. El compuesto 28 fue asignado
como luteolina-6-C-hexosil-(1—2)-ramnésido con un ion molecular a m/z 593 [M-HJ-
Presentd fragmentos en el espectro de masas a m/z 575 (pérdida de una molécula de agua),
557 (pérdida consecutiva de dos moléculas de agua), 473 ([M-H]-120), producido a través del

rompimiento 23X, en la hexosa, lo que sugiere un tipo de enlace 1-2 entre los aziicares. Otros
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fragmentos detectados corresponden a m/z 447 ([M-H]-146) (X¢7), 411 [Y:-18-18] (pérdida de
dos moléculas de agua), 337 [411-CsHe02], 327 [Yo+41] ( %2Xp), 298 [Yo+13] (-91X,,), 285
(aglicona). Los iones de m/z 151 (13A-) y 133 (13B-) son fragmentos caracteristicos de una
luteolina(March et al., 2006). El compuesto 29 es considerado un isémero de 28, pues
presenta las mismas fragmentaciones en el espectro de masas, pero con diferentes

intensidades relativas.

El compuesto 30 ([M-H]- a m/z 593) corresponde a kaempferol-6-C-hexosil-(1-2) de
acuerdo con los fragmentos detectados en m/z 473 ([M-H]-120], producido a través de la %3Xo
en el aziicar, 447 [(M-H)-146] (Y1, pérdida de una ramnosa), 429 [Y:-18] (pérdida de agua),
357 [Y1-90] (-93Xy), 327 [Y1-120] (-92X,), 309 [Y1-120-18] (-2Xo-H20), 298 [Yo+13] (-%1Xq) ¥
255 (Yo-CH20). Ademas el compuesto 31 presenta el mismo patrén de fragmentacién que 30,
por lo tanto, se considera un isémero de la primera. Los iones a m/z 327 sugieren que enlace

glicosidico entre los aziicares es (1—2).

El compuesto 32 ([M-H]- a m/z 577) fue caracterizado como apigenina-6-C-hexosil-
(1-2)-ramnésido de acuerdo con los fragmentos detectados en el espectro de masas. Los
principales fragmentos de iones en m/z 431 [(M-H)-146] (Y4, la pérdida de una ramnosa), 413
[(M-H)-146-18] (Y1-H20) y 293 [(M-H)-146-120] (Y1-%2Xo). La intensidad del fragmento a m/z
293 sugiere presencia de un enlace C-glicosidico, corroborado por los iones a m/z 283 (-%1X,,
aglicona) y 311 (aglicona+41). La presencia del ion a m/z 458 (°2X,) concuerda con un enlace

glicosidico (1—-2) entre la hexosa y la unidad de ramnosa.

Elion con [M-H]-a m/z 477 (42) fue nombrado como luteolina-6-C-hexdsido de acuerdo
con los iones de fragmentos detectados a m/z 327 [aglicona+41] (°3X), 357 [(M-H)-90] (-°4X),
298 [(M-H)-120-28] (-93X-C0), 429 [(M-H)-18] (pérdida de agua), 411 [(M-H)-18-18] (pérdida
consecutiva de dos moléculas de agua) y 285 (Yo7). El mismo comportamiento se observé con
el ion 43, que tiene una [M-H]- a m/z 431, asignado como apigenina-6-C-hexésido. Lo anterior
en conformidad con el ion a m/z 311 [aglicona+41] (-°3X) como pico de base y una baja
intensidad de la aglicona a m/z 269 (Yo). Otro de los iones detectados corresponden a m/z 341

[(M-H)-90] (-04X) y m/z 283 [(M-H)-120-28] (-%3X-CO).

Las cassiaoccidentalinas A, B y C son productos naturales generalmente producidos por
la especie Cassia occidentalis (Hatano, Mizuta, Ito, & Yoshida, 1999), pero existen algunos

reportes de su presencia en la supe familia FABACEAEE (Lobstein et al., 2002; Mateos-Martin
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et al, 2014). Estos compuestos presentan un enlace C-glicosidico entre la posicién C6 de la
aglicona (apigenina o luteolina) y C1" de una 6-deoxypyranosa con un sistema cetona en el
C3" (6-desoxiribo-hexos-4-ulosa); una ramnosa estd unida a la 6-deoxypyranose a través de
un enlace O-glicosidico entre las posiciones 03" y C1"'(Hatano etal., 1999). Los compuesto 34
y 35 de acuerdo con las fragmentaciones observadas corresponden a Cassiaoccidentalina B y
Cassjaoccidentalina A, respectivamente. Ambas poseen el mismo patrén de fragmentacién

pero diferente aglicona; en el caso de 34 es luteolina y en 35 es un apigenina.

La Cassiaoccidentalina B (34, figura 22.b), reportada previamente por (Mateos-Martin
et al., 2014), posee un [M-H]- a m/z 575 y fragmentos a m/z 473 [(M-H)-74-28] (-%3X;-C0O),
471 [(M-H)-104] (-%2X1), 429 [(M-H)-146] (Y3, la pérdida de una ramnosa), 411 [(M-H)-146-
18] (Y1-H20), 383 [(M-H)-162-2H] (Zo-2H), 337 [Y1-H20-74] (Y1-H20-%2Xy). Elion a m/z 327 es
caracteristico de las estructuras tipo C-glicésidos (aglicona+41); otros iones detectados
corresponden a m/z 309 (327-H,0), 298 [(M-H)-277] (-%Xy), 285 (aglicona) y 257 (Yo-CO).
Por otro lado el ion a m/z 473 también podrfa ser producido a través de una reaccién %2Xo; el
ion a m/z 327 surge después de una reaccién %3X; y la pérdida consecutiva de una molécula de

CO sobre Y1 o por una reaccién 92X, sobre el Y.

La Cassiaoccidentalina A (35, figura 22.a) presenta iones de fragmentados a m/z 457
[(M-H)-74-28] (-92X;-C0), 395 (Y:-H20), 377 (Y1-2xH20), 367 [395-C0], 321 [(M-H-164)-74] (-
03X0), 310 (aglicona+41), 293 [(M-H-164)-74-CO] (-93X,-CO o -92Xy), 282 [(M-H)-277] (-%1Xo)
269 (aglicona) y 151 (%3A). Los compuestos 36 y 37 presentan el mismo espectros MS/MS que

35, por lo tanto, se consideran posibles isémeros de Cassiaoccidentalina A.
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Figura 23. Espectro de masas y fragmentos de la Cassiaoccidentalina A (35, A) y Cassiaoccidentalina B (34, B),

ambos espectros a 40 eV.
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En Chamaecrista nictitans subespecie disadena variedad pilosa se encontraron
glicsidos de flavonoides acetilados; esta subestructura se caracteriza por la pérdida de 42 Da,
correspondiente al fragmento CH,CO, si consiste en un 0-acetato de flavonoide (grupo acetilo
directamente vinculado a la aglicona) (23, 24 y 40). Por otro lado, si la molécula posee una
subestructura acetil-O-azicar (26 y 39), la pérdida de una molécula de 4cido acético (60 Da,
CH3COOH) se observa con frecuencia (Fulcrand et al, 2008; Oliveira, Alhinho da Silva,
Teixeira, De Freitas, & Salas, 2015; Simirgiotis, Schmeda-Hirschmann, Bérquez, & Kennelly,

2013; Maciej Stobiecki etal.,, 2015).

El compuesto 23 de [M-H]-a m/z 651, presenté iones en el espectro de masas a m/z 609
(IM-H]-42) (-COCHz), 519 ([M-H]-42-90) (-COCH:-°2X;), 314 ([M-H]-42-295) (-COCHa,
disacdrido hexosa-pentosa, Yo), 299 (Yo-CHs), 271 (Yo-CHz-CO), 255 (Yo-CH3-COz) y 151 (134A).
De acuerdo con los fragmentos, este compuesto podria ser identificado como O-acetato de

ramnetina-0-pentosilhexdsido.

El compuesto 24 present6 un [M-H]-a m/z 635 y los espectros de masas mostraron los
iones correspondientes a la pérdida de un COCH; [(M-H)-42] (593) y a la pérdida de una
hexosa (431, Yi). Ademds se observaron los fragmentos comunes correspondientes al
kaempferol (285, Y¢), 255 [Yo-CHz0] y 227 [Yo-CH20-H;0]. La fragmentacién observada

sugiere que el compuesto es O-acetato de kaempferol-0-ramnosilhexdsido.

El ion molecular [M-H]-a m/z 621 (26) fue caracterizado como kaempferol-0-(acetilo)
hexésilpentosido, en concordancia con los fragmentos observados en el espectro de masas.
Los fragmentos correspondientes a las fragmentaciones comunes de la seccién del residuo de
carbohidratos se obtuvieron con baja intensidad, lo que sugiere un enlace 0-glicosfdico. A m/z
561 [(M-H) -60] se observé la pérdida de 4cido acético, a m/z 285 ([M-H] -336) (Yo), 255 (Yo-
CH:0) y 227 (Yo-CH20-H:0). La pérdida de 336 Da es caracteristico de un disacarido hexosa-

pentosa.

El compuesto 39 ([M-H]- a m/z 519) se identificé como ramnetina-0O-(acetil) hexé6sido
basado en fragmentos a m/z 459 [(M-H)-60] (pérdida de CHsCOOH), 357 [(M-H)-162] (Yo
+Acetil+CHs), 314 (Yo), 299 (Yo-14-H), 271 (Yo-CHz0) y 151 (L34).

El dltimo compuesto que se encontrd en las muestras (40) posee un [M-H]-a m/z 505,y
los fragmentos en m/z 463 ([M-H]-COCH3) (-42 Da), 343 ([M-H]-162) (Yo-43), 300 (Yo-43-

162) (aglicona) y los iones de m/z 271, 255 y 151 muestras que lamolécula corresponden a O-
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acetato d quercetina-0-glucdsido. Pues los fragmentos habituales de una unidad de quercetina
se observaron y ademads la alta intensidad del ion de la aglicona (m/z 300) sugiere la
presencia de los enlaces O-glicosidico entre los segmentos. También la presencia del iona m/z
343 es un indicativo de que los restos de acetato y de azicar estdn unidos en diferentes

posiciones, lo cual es corroborado por la pérdida de un segmento de 42 Da (COCH3s).
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Cuadro V. Caracterizacién de los compuestos encontrados en todas las muestras de Chamaecrista nictitans empleando UPLC-PDA-ESI-MS/MS-QTof en modo de

fonizacién negativo.
ID Compuesto RT [M-H]- | Férmula | Masa Exacta | Error Fragmentos observados
(min) Molecular (ppm) (Intensidad relativa, %)
1 (epi)fis-(epi)fis-(epi)cat-(epi)fis 6.95 1105 CeoHs0021 | 1105.2766 1.2 953(30),935(11), 833(54), 681(67), 543(70),
, 433(34), 391(75), 271(100), 161(55)
2 (epi)fis-(epi)cat-(epi)afz-(epi) gui 5.79 1089 CeoHs0020 | 1089.2817 -0.1 953(20), 833(40), 707(60), 681(30), 561.(85),
435(40),409(100), 272(95), 161(70)
3 (epi)gui-(epi)afz-(epi)fis-(epi)cat | 6.01 1089 CsoHs0020 | 1089.2817 0.5 937(15), 801(30), 691(10), 649(15), 529(25),
393(76), 377(31), 257(21),137(15)
4 (epi)fis-(epi)fis-(epi)fis-(epi)fis 7.07 1089 | CeoHs0020 | 1089.2817 -0.2 | 953(1), 817(10), 665(15), 545(100), 435(7), 393(36),
273(73),161(20)
5 (epi)gui-(epi)fis-(epi)fis-(epi)fis 7.40 1073 CeoHs0019 | 1073.2868 0.8 921(21), 801(17), 691(23), 649(15), 529(100),
409(25), 375(41), 255(41),137(9)
6 (ept)afz-(epi)afz-(epi)fis-(epi)gui 7.90 1073 CeoHs0019 | 1073.2868 0.1 937(3), 817(5), 707(2), 665(8), 545(100), 409(16),
393(12), 272(18), 137(3)
7 (epi)gui-(epi)cat-(epi)gui-(epi)gui | 8.32 1057 CeoHs0018 | 1057.2919 0.6 921(31), 801(30), 649(21), 545(100),
393(40),289(30), 255(47), 137(14)
8 (epi)cat-(epD)fis-(ep)fis 436 | 833 | CuHasO16 | 8332081 1.2 681(25), 561(100), 409(33), 391(60), 289(87),
: 271(30),137(13)
9 (epi)fis-(epi)cat-(epi)fis 5.79 833 C45Hzs016 833.2081 -0.1 723(1), 681(2), 561(16), 409(46), 393(16), 289(75),
272(90), 137(10)
10 (epi)afz-(epi)cat-(epi)afz 6.92 833 CasHz8016 833.2081 -0.1 707(3), 697(6), 561(30), 409(47), 393(13), 271(91),
137(15)
11 (epi) gui-(epi)cat-(epi)cat 7.01 833 CasH38016 833.2081 0.0 681(1), 545(18), 419(35), 401(8), 393(4), 255(82),
137(7)
12 (epi)fis-(epi)cat-(epi) gui 8.10 817 CasH38015 817.2132 0.2 681(2), 561(14), 545(10), 409(36), 271(55), 161(57)
13 (epi)gui-(epi)cat- (epi)fis 7.91 817 CasH38015 817.2132 -0.1 665(2), 545(15), 393(71), 256(84), 137(4)
14 (epD)afz- (epi)fis-(epi)fis 6.84 817 C45Hzs015 817.2132 0.0 707(9), 681(26), 665(51), 545(100), 435(28),
409(68), 393(29), 271(47), 137(24)
15 (epi)fis-(epi)fis-A-(epi)afz 6.98 815 CasHz6015 815.1976 -0.1 690(44), 663(10), 543(77), 432(54), 378(43),
272(100), 161(96)
16 (epi)fis-A-(epi)fis-(epi)afz 6.13 815 C4sH36015 815.1976 -0.3 689(23), 679(43), 663(15), 543(56), 433(40),
272(66)
17 (epi)gui- (eph)fis-(epi)fis 7.71 801 CasHzs014 801.2183 0.9 649(60), 529(100), 419(69), 377(28), 271(56),
255(37),137(48)




Cuadro IV. Continuacién

18 (epi)fis-(epDfis-(epi)gui 8.32 801 C45H38014 801.2183 0.9 691(7), 665(20), 545(100), 393(50), 271(30),
161(28)
19 (epi)fis-(epi)afz-(epi)gui 7.47 801 Cs5H38014 801.2183 -0.1 691(4), 665(60), 545(100), 411(18), 409(70),
271(56), 255(37), 161(53)
20 (epi)gui-(epi)cat-(epi) gui 9.06 801 C45H38014 801.2183 0.0 691(2), 665(1), 545(12), 393(26), 256(100), 137(14)
21 Kaempferol-0-hexésido-0- 4.20 755 C33H40020 755.2116 1.7 635(3), 593(100), 431(1), 285(35), 255(13), 227(3)
ramnosil-hexésido
22 Quercetina-O-ramndsido-0- 4.00 725 C32H38019 725.1936 0.2 593(2), 463(14), 389(1), 301(9), 284(27), 255(7),
ramnosilpentdsido 243(0.5),151(2)
23 O-acetato de ramnetina-0- 5.23 651 C29H32017 651.1560 -0,4 609(5), 519(2), 314(100), 299(38), 285(3), 255(1),
pentdsido-hexdsido 151(3)
24 O-acetato de kaempferol-0- 7.28 635 C20H32016 635.1623 0.9 593(1),431(2), 285(100), 255(5), 227(4) .
ramnosilhexdsido
25 Ramnetina-0-hexosilramnésido 4.47 623 C28H32016 623.1619 0.2 609(30), 447(5), 343(6), 315(35), 300(2), 299(22),
285(5),151(1)
26 Kaempferol-0-(acetil)hexdsido- 5.00 621 C28H300156 621.1455 -0.9 561(8), 285(61),255(22), 227(6)
pentésido
27 Quercetina-0-ramnosil-(1-6)- 3.75 609 C27H30016 609.1250 0.8 535(4), 505(6), 463(13),403(5), 343(8), 329(10),
hexdsido 301(66),285(100), 255(17),179(9), 151(10)
28 Luteolina-6-C-hexosil-(1-2)- 4.89 593 C27H30015 593.1507 0.4 575(24), 557(1), 473(28), 411(1.00), 337(46),
ramnésido 327(10),298(9), 285(17), 151(6), 133(4)
29 Luteolina-6-C-hexosil-(152)- 4.53 593 | CayHzoO1s | 593.1507 0.7 | 575(56), 557(2), 473(28), 411(100), 337(38), 327(7),
ramnésido isémero 298(13), 285(15),151(4), 133(1)
30 Kaempferol-6-C-hexosil-(1-2)- 2.60 593 C27H30015 593.1514 0.4 473(38), 447(1), 429(10), 357(28), 327(60),
ramnésido 298(100), 285 (2) 255(5)
31 Kaempferol-6-C-hexosil-(1-2)- 2.55 593 C27H30015 593.1516 0.6 473(1.00), 447(4),429(38),357(31), 327(35),
ramnésido isémero 298(25), 285(5). 255(1)
32 | Apigenina-6-C-hexosil-(1-2)- 2.95 577 | CaxHsoO14 | 577.4558 | -0.8 | 431(2), 413(70), 311(18), 293(100), 283(3), 174(1)
ramndsido
33 (epi)cat-(epi)cat 3.40 577 C30Hz6012 577.1346 -0.3 451(12), 425(75), 289(100), 161(72), 137(10)
34 Cassiaoccidentalina B 4.91 575 C27H28014 575.1401 0.6 473(34), 471(2), 429(1), 411(48), 383(14), 337(81),
‘ 327(48),309(45),298(100), 285(70), 257(3)
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Cuadro IV. Continuacidon

35 Cassiaoccidentalina A 5.40 559 | CzrHasO1z | 5591452 | -0.1 | 457(8),395(37),377(5), 367(15), 321(69), 310(25),
293(100), 282(17), 269(35), 151(3)
36 Cassiaoccidentalina A isémero 5.65 559 C27Hz28012 559.1452 0.1 457(5), 395(18), 377(5), 367(3), 321(64), 310(29),
293(100), 282(28), 269(47), 151(4)
37 Cassiaoccidentalina A isémero 5.87 559 C27H28013 559.1452 -0.7 457(4), 395(18), 377(5), 367(2), 321(58), 310(27),
293(100), 282(24), 269(38), 151(2)
38 ~ (epi)gui-(epi)cat 5.15 545 C20Hz26010 545.1447 0.6 393(7), 289(8), 255(11), 137(36)
39 Ramnetina-0-(acetil)hexdsido 5.58 519 C24H24013 519.1143 -0.2 459(0.6), 357(3), 314(100), 299(18), 285(50),
271(53), 257(16), 243(41) 151(2)
40 O-acetato de Quercetina-O- 4.82 505 | CaHzz013 | 505.0993 10 | 463(4), 343(0.8), 300(100), 271(18), 255(8), 151(4)
hexdsido
41 Quercetina-0-hexésido 4,06 463 C21H20012 463.0554 0.6 343(10), 301(100),285(12), 255(8), 243(5), 151(6)
42 Luteolina-C-hexésido 476 447 C21Hz20011 447.0936 0.2 429(15), 411(2), 357(90), 327(100), 298(13),
285(10)
43 Apigenina-C-hexésido 3.51 431 C21Hz20010 437.1056 0.2 341(40), 311(100), 283(18), 269(5)
44 Fisetina 4.81 285 C15H1006 285.0399 0.0 239(3), 228(8), 162(6), 149(10), 135(100), 121(90)
(epi)afz, (epi)cat, (epi)gui and (epi)fis son abreviaturas para Afzelequina, Catequina, Guibourtinidol y Fisetinido] respectivamente.
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De los metabolitos identificados en el cuadro IV, 40 fueron cuantificables (pico con
forma definida e integrable), se excluyeron los compuestos 1, 5-7 como compuestos. Para esta
seleccién se realiz6 una btsqueda de todos los compuestos del tipo oligémeros de
proantocianidinas posibles desde una masa de 256 Da (monémero de menor masa molecular
detectado en los oligémero, guibourtinidol) hasta 1105 Da (tetrdmero), en todas las muestras
medidas e indiferente a las subespecies o variedades. El cuadro V muestra la distribucién de
todos los compuestos seleccionados en las diferentes subespecies y variedades. Para el caso
de Chamaecrista nictitans subespecie disadena variedad pilosa, los metabolitos tinicamente
corresponden a glicésidos de flavonoides, por lo que todos los marcadores seleccionados en
esta planta se elucidaron estructuralmente para la misma, y posteriormente se corrobord la
presencia de alguno en las demds muestras. En la figura 24, se muestran los perfiles de las
diferentes subespecies y variedades con la identificacién de los diferentes compuestos.

Cuadro V. Presencia de oligémeros de proantocianidinas y glicsidos de flavonoides en las diferentes subespecies
y variedades de Chamaecrista nictitans.

1D Compuesto [M-H]- | Subspecie | Subspecie Subspecie Subspecie

patellaria disadena | nictitans var. disadena

jaliscensis var. pilosa
1 (epi)fis-(epi)fis-(epi) cat-(epi)fis 1105 Y - - ~
2 (epD)fis-(epi)cat-(epi)afz-(epi)gui 1089 Y _ _ _
3 (ep)gui-(epi)afz-(epi)fis-(epi)cat 1089 Y - - -
4 (epi)fis-(epi)fis-(epi)fis-(epi)fis 1089 Y R _ -
5 (epi) gui-(epi)fis-(epi)fis-(epi)fis 1073 Y _ ~ _
6 (epi)afz-(epi)afz-(epi)fis- (epi)gui 1073 Y - R -
7 (epi) gui-(epi)cat-(epi) gui-(epi)gui 1057 Y - _ ~
8 (epi)cat-(epi)fis-(epi)fis 833 Y _ _ _
9 (epi)fis-(epi)cat-(epi)fis 833 Y _ _ _
10 (epDafz-(epi)cat-(epi)afz 833 - Y Y R
11 (epi)gui-(epi)cat-(epi)cat 833 R Y Y _
12 (epDfis-(epi)cat-(epi)gui 817 - Y Y -
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54

13 (epi)gui-(epi)cat-(epi)fis 817 _ Y _
14 (epi)afz-(epi)fis-(epi)fis 817 Y _ _
15 (epi)fis-(epi)fis-A-(epi)afz 815 Y _ ~
16 (epi)fis-A-(epi)fis-(epi)afz 815 Y _ -
17 (epi)gui-(epi)fis-(epi)fis 801 Y _ _
18 (epi)fis-(epi)fis-(epi)gui 801 Y - -
19 (epi)fis-(epi)afz-(epl)gui 801 Y - R
20 (epi)gui-(epi)cat-(epi) gui 801 - Y _
21 Kaempferol-0-hexésido-0-ramnosil hexésido 755 - - Y
22 Quercetina-O-ramndsido-0-ramnosil 725 - - Y
pentdsido
23 Ramnetina-0O-pent6sido-hexdsido-0-acetato 651 _ _ Y
24 | O-acetato de kaempferol-O-ramnosilhexésido 635 - - Y
25 Ramnetina-0-hexosilramnésido 623 - - Y
26 Kaempferol-0-(acetil) hexésido-pentdsido 621 _ - Y
27 Quercetina-O-ramnosil-(1—6)-hexésido 609 - _ Y
28 Luteolina-6-C-hexosil-(1-2)-ramndsido 593 -
29 Luteolina-6-C-hexosil-(1—2)-ramnésido 593 Y Y -
isémero
30 Kaempferol-6-C-hexosil-(1—2)-ramnédsido 593 _ ~ =
31 Kaempferol-6-C-hexosil-(1-2)- 593 _ - ~
ramndsido isdmero
32 Apigenina-6-C-hexosil-(1—2)-ramndsido 577 - _ -
33 (epi) cat-(epi) cat 577 Y Y _
34 Cassiaoccidentalina B 575 Y Y -
35 Cassiaoccidentalina A 559 Y Y -
36 Cassiaoccidentalina A isémero 559 Y Y -
37 Cassiaoccidentalina A isémero 559 Y Y -
38 (epi)gui-(epi)cat 545 Y ~ -
39 Ramnetina-O-(acetil) hexésido 519 - - Y
40 O-acetato de Quercetina-0-hexdsido 505 - _ Y
41 Quercetina-0-hexdsido 463 _ _ Y
42 Luteolina-C-hexdsido 447 - - Y
43 Apigenina-C-hexésido 431 - N ~
44 Fisetina 285 Y _

Y = presencia; - = ausencia
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Figura 24. Perfiles cromatograficos y compuestos de las diferentes plantas de Chamaecrista nictitans: a)
Chamaecrista nictitans var. patellaria b) Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var. jaliscensis ¢) Chamaecrista
nictitans subesp. disadena d) Chamaecrista nictitans subesp. disadena var. pilosa.
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Andlisis estadistico multivariado basado en la informacién generada por MZmine

Mediante el tratamiento de los cromatogramas con el programa MZmine se detectaron
58 variables (compuestos) en todas las muestras sometidas al proceso, posteriormente esa
informacién se cargd en el software SIMCA-P y se aplicé un algoritmo de andlisis de
componentes principales para observar la tendencia general de los datos, el resultado se
muestra en la figura 25. Esta proyeccién de PCA explica el 78 % de la variabilidad total del
modelo con un total de 5 componentes. Los agrupamientos se ven explicados por el
componente principal 1 (PC1), al separar M4 del resto de clasificaciones, sin embargo no se

obtuvo una separacién eficiente de las muestras pertenecientes a los grupos M1, M2 y M3.

Se aplic6 un algoritmo de PLS-DA sobre el mismo set de datos y se obtuvo la proyeccién
mostrada en la figura 26, donde se observa la misma tendencia que en el anterior PCA.
Aunque la validez del modelo aceptable posterior a la evaluacién del pardmetro Q2 (cum)
(0.87) y del andlisis de varianza con validacién cruzada (CV-ANOVA p-value = 0.00), al realizar
un analisis de “clustering” mediante dendrograma (HCA) como el que se muestra en la figura
27, no es posible distinguir entre M2= Chamaecrista nictitans subesp. disadena y M3=
Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var. jaliscensis, lo que vuelve poco eficiente este

modelo para la posible clasificacién de muestras.

La dispersion observada de los puntos (muestras) en el grupo M1 y M4 puede deberse a
variaciones en la concentracién de los compuestos detectados entre las diferentes muestras,
pues como se explica més abajo, si bien no hay una dependencia del perfil quimico de la

regién donde crecié la planta, se observan cambios en la concentracién de ciertos metabolitos.
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Figura 25. Proyeccitn de PCA (PC2 en funclén de PC1) de la informacidn tratada con el programa MZmine (32
muestras, coloreado de acuerdo a la clasificacion quimica: M1= Chamaecrista nictitans var. pateflaria; M2=
Chamaecrista nictitans subesp. disadena; M3= Chamoecrista nictitans subesp. mpictitans var. jaliscensis; M4=
Chamaecrista nictitans subesp. disadena var. pilosa).
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Figura 26. Proyeccién de PLS-DA de la informacién tratada con el programa MZmine [32 muestras, coloreado de
acuerdo a la clasificacitn quimica: M1= Chamaecrista nictitans var. patellaria; M2= Chamaecristo nictitans subesp.
disadena; M3= Chaomaecrista nictitans subesp. nictitans var. jaliscensis M4= Chamaecrista nictitans subesp.
disadena var. pilosa).
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Figura 27. Anilisis jerirquico de agrupamiento [HCA) mediante el método de Ward , de la informacién tratada con
el programa MZmine. Coloreado de acuerdo a los grupos formados: Grupo 1= Chamaecrista nictitans subesp.
disadena var. pilosg; Grupo2= Chamaecrista nictitans var. patellaria v Grupo 3= Chamaecrista nictitans subesp.
disadena + Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var. jaliscensis).Eje Y : distancias calculadas de Ward.

Andlisis estadistico multivariado basado en la informacidn de compuestos

Se aplic6 el mismo algoritmo de componentes principales anterior en la matriz de datos
obtenida a partir de los compuestos seleccionados, correspondientes a los picos detectables y
cuantificables en los cromatogramas de las diferentes subespecies y variedades (cuadro V),
este analisis generé la proyeccion de PCA mostrada en la figura 28, donde se observan cuatro
grupos definidos con una mejor separacién que los obtenidos a partir de los datos tratados
con MZmine (figura 24). El modelo de PCA obtenido explica el 70 % de la variabilidad del
modelo con un total de 3 componentes (8% menos de variabilidad pero con un modelo mas
simple), donde el PC1 resuelve el grupo M1 y M4 respecto a los demas y el PC2 separa los
grupos M2, y M3.
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Figura 28. Proyeccion de PCA de la informacidn obtenida de los compuestos (44 muestra, coloreado de acuerdo a
la clasificacion quimica: M1= Chamaecrista nictitans var. patellaria; M2= Chamaecrista nictitans subesp. disadena;
M3= Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var. jaliscensis; M4= Chamaecrista nictitans subesp. disadena var.
pilosa).

Se aplict sobre 1a base de este modelo de componentes principales un algoritmo de PLS-
Da tomando en cuenta la subespecie y variedad. La proyeccién de este nuevo modelo se
muestra en la figura 29. La significancia del modelo fue estimada a partir de un anilisis de
varianza con validacion cruzada (CV-ANOVA p-value = 9.54x10-27) y la validez del modelo es
aceptable posterior a la evaluacién del pardmetros R2X (0.762) y R2Y (0.940). Ademas se tomo
el valor Q2 (cum) (0.94) como aceptable y se realiz6 un andlisis de permutacién (Anexos:

Figura 51) como factor de evaluacién de la capacidad predictiva del modelo.
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Figura 29. Proyeccién de PLS-DA de la informacion obtenida de los compuestos (44 muestras, coloreads de
acuerdo a la clasificacidon quimica: M1= Chamaecrista nictitans var. patellario; M2= Chamaecrista nictitans subesp.
disadena; M3= Chamaecrista nictitons subesp. nictitons var. joliscensis; M4= Chamaecrista nictitans subesp.
disadena var. pilosa).

Esta clasificacién muestra la formacién de cuatro grupos definidos segin las
subespecies y variedades estudiadas. S5in embargo existen algunas diferencias con la
clasificacion morfolégica proporcionada por el botdnico durante las recolectas de los
especimenes (ver Cuadro II). La asignacién por perfil quimico difirié en el 37% de las
muestras recolectadas con clasificacién morfolégica dictada en el campo y posteriormente

corroborada.

Dentro de las correcciones, hay 7 casos donde se cambié la clasificacion (subespecie)
completamente y 3 casos (muestras de 121 a123) donde se aclara la clasificacion, pues, desde
su recolecta se suponia pertenecian a la subespecie disadena o la variedad pilosa, posterior al

analisis se determind que son parte de la tltima (ver Cuadro VI).
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Cuadro VI. Concordancia entre taxonomia morfolégica y taxonomfa quimica de 27 muestras recolectadas
con la identificacién taxonémica en campo y posterior corroboracién.

Muestra Subespecie o variedad segiin Subespecie o variedad
taxonomia morfoldgica segin taxonomfia quimica
118 patellaria patellaria
119 patellaria pilosa
120 patellaria pilosa
121 disadena/pilosa disadena
122 disadena/pilosa pilosa
123 disadena/pilosa pilosa
110114-1 patellaria patellaria
131213-1 disadena disadena
131213-2 disadena disadena
131213-3 disadena disadena
131213-4 disadena disadena
131213-5 disadena disadena
241013-1 pilosa patellaria
241013-2 pilosa disadena
241013-3 Jjaliscensis disadena
241013-4 Jjaliscensis patellaria
241013-6 Jjaliscensis jaliscensis
241013-8 Jaliscensis Jjaliscensis
241013-12 Jjaliscensis Jjaliscensis
241013-13 Jjaliscensis Jjaliscensis
241013-14 Jjaliscensis patellaria
241013-15 Jaliscensis patellaria
241013-16 Jjaliscensis Jjaliscensis
241013-17 Jjaliscensis Jjaliscensis
241013-18 Jjaliscensis Jjaliscensis
241013-19 Jjaliscensis Jjaliscensis
241013-20 Jjaliscensis Jaliscensis
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Se realizo un analisis jerarquico de agrupamiento (HCA) empleando el método de Ward
de minima varianza basado en el anilisis de PLS-DA (figura 30), como comprobacién de la
separacién observada en el PLS-DA. En el dendrograma es claro que existe una separacion
importante entre la subespecie patellaria y el resto de subespecies (rama izquierda separada
desde la parte superior del grafico de la rama derecha?), por otro lado se tiene una separacion,
desde el segundo nivel del dendrograma, entre las subespecies nictitans (var. jaliscensis) y

disadena, pues inicamente comparten ciertos metabolitos (trimeros de proantecianidinas).

El modelo ademds es capaz de separar la subespecie disadena de su variedad pilosa
(ramificacién azul y amarilla, respectivamente), pues entre ellas la composicion quimica
detectada es diferente en un 100% de los compuestos, como se observa en los perfiles de la
figura 24, haciendo posible esta separacion. En general la composicion de la variedad pilosa
es completamente diferente a las demds subespecies dentro del estudio, motive por el cual
con los valores cuantificados el andlisis de PCA y de PLS-DA diferencia primordialmente el

grupo M4 del resto de agrupamientos.
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Figura 30. Anilisis Jerdrquico de agrupamiento (HCA) mediante el método de Ward, de la informacidn tratada con
el programa MZmine. Coloreado de acuerdo a la clasificacion quimica: M1= Chamaecrista nictitans var. patefllaria;
M2= Chamaecrista nictitans subesp. disadena; M3= Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var. jaliscensis; M4=
Chamaecrista nictitans subesp. disadeng var. pilosa). Eje Y : distancias calculadas de Ward

* De acuerdo al programa SIMCA-P, entre mayor sea la altura de las ramas mayor separacion existe
entre los grupos.
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El siguiente paso en el andlisis estadistico, consistid en determinar las variables
responsables de la separacién observada; en la figura 31 se muestra la proyeccion de la
totalidad de las variables (compuestos), su distribucién es un indicativo de su participacion en
la agrupacion respectiva, ademads se incluyen los valores predichos para el centro de masa de

cada grupo formado (en azul, de M1 a M4).
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Figura 31. Proyeccién de las variables [compuestos, loading plot). En verde todas las variables y en azul los
centros de masas predichos con el modelos PLS-DA para cada grupo o clasificacién obtentdo.

Se calculé un indice de Proyeccion de Importancia de Variable (VIP, Cuadro VII) que
asigna en orden creciente la contribucion de cada variable (marcador] en la explicacion del
modelo general; este indice se complementé con un anilisis de varianza (ANOVA) para cada
biomarcador, con el fin de obtener la significancia de los mismos dentro del modelo. Con estos
datos se eligieron los metabolitos mas importantes para la distincion, en este caso especifico,

entre las subespecies y variedades estudiadas.

De acuerdo a los analisis estadisticos, los valores-p producto del ANOVA#, corroboran la
significancia del valor VIP obtenido mediante el programa SIMCA-P, sin embargo en este caso
particular los valores mas altos de VIP poseen valores-p no significantes (mayores a 0.05),
debido a la naturaleza propia del ion. El ANOVA se realizé mediante el programa R Studio en

términos de la capacidad de distincién de los cuatro grupos observados en el PLS-DA (M1, M2,

4 : K s . . " 5 .
El anilisis de varianza permite observar si existen diferencias entre diferentes tratamientos o
poblaciones en términos de las respuestas medidas.
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M3 y M4), por lo que los metabolitos presentes en una finica muestra (29-33) no son
significantes para la distincién general de todas las muestras, sino tinicamente del grupo M4
respecto al resto (M1, M2 y M3).

Cuadro VII. Compuestos con el respectivo {ndice VIP y valor-p (ANOVA) obtenido posterior al andlisis de PLS-DA,
en orden decreciente de significancia (de acuerdo al valor VIP).

ID Compuesto [M-H]- | Indice VIP valor-p
33 (epi)cat-(epi)cat 577 1,29 0.305
30 Kaempferol-6-C-hexosil-(1—2)-rhamnoside 593 1,19 0.373
32 Apigenina-6-C-hexosil-(1—2)-ramnésido 577 1,17 0380
31 Kaempferol—G-C—l-.lez’cosil—(1—)2)—ramnésido 593 1,16 0387
isémero
29 | Luteolina-6-C-hexosil-(1—2)-ramnésido isémero 593 1,15 0185
26 Kaempferol-O-(acetil)hex6sido-pentdsido 621 1,09 0.00024
34 Cassiaoccidentalina B 575 1,09 0.971
27 Quercetina-0-ramnosil-(1—6)-hexésido 609 1,09 0.00026
41 Quercetina-0-hexdsido 463 1,08 0.00027
21 Kaempferol-0-hexdsido-0-ramnosil-hexésido 755 1,08 0.00028
24 O-acetato de kaempferol-O-ramnosilhexdsido 635 1,08 0.00031
39 Ramnetina-0-(acetillhexésido 519 1,07 0.00033
14 (epi)afz-(epi)fis-(epi)fis 817 1,05 3.39x1 0+
(epi)cat-(epi)fis-(epi)fis 833 1,04 1.07x1.0-10
(epi)fis-(epi)cat-(epi)afz-(epi)gui 1089 1,03 178x10-10
4 (epDfis-(epi)fis-(epi)fis-(epi)fis 1089 1,03 2.48x1.0-10
28 Luteolina-6-C-hexosil-(1—2)-ramndésido 593 1,03 0.156
25 Ramnetina-0-hexosilramnésido 623 1,02 0.00075
44 Fisetina 285 1,01 0.000235
10 (epi)afz-(epi)cat-(epi)afz 833 1,01 0.00046
3 (epi)gui-(epi)afz(epi)fis-(epi)cat 1089 0,99 3.21x10
40 O-acetato de Quercetina-0-hexdsido 505 0,97 0.00137
35 Cassiaoccidentalina A 559 0,97 0.194
36 Cassiaoccidentalina A isémero 559 0,95 0.280
12 (epi)fis-(epi)cat-(epi)gui 817 0,92 0.0141
11 (epi)gui-(epi)cat-(epi)cat 833 0,92 0.0015
22 Quercetina-0-ramndsido-O-ramnosil pentésido 725 0,92 0.00250
9 (epi)fis- (epi) cat-(epi)fis 833 0,92 1.05x107
18 (epi)fis-(epi)fis-(epi)gui 801 0,91 1.20x107
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Cuadro VI. Continuacién

15 (epDfis-(epi)fis-A-(epi)afz 815 0,91 1.26x107
23 Ramnetina-O-pentésido-hexésido-O-acetato 651 0,89 0.00380
42 Luteolina-C-hexdsido 447 0,89 0.00390
37 Cassiaoccidentalina A isémero 559 0,88 0.293
19 (epDfis-(epi)afz-(epi)gui 801 0,88 4.95%107
38 (epi)gui-(epi)cat 545 0,87 8.44x10-7
20 (epi) gui-(epi) cat-(epi) gui 801 0,87 0.00385
43 Apigenina-C-hexdsido 431 0,85 0527
13 (epi)gui-(epi)cat-(epi)fis 817 0,84 0.0041
17 (epi)gui-(epi)fis-(epi)fis 801 0,82 4.52x1.0-6
16 (epD)fis-A-(epi)fis-(epi)afz 815 0,82 5.52x10-6

Lo anterior debido a que la matriz numérica empleada consta de una magnitud dada
(4rea) para el ion en el grupo M4 por ejemplo y ceros en los grupos M1, M2 y M3, recalcando
que Unicamente funciona para distinguir M4 del resto de grupos pero no todos los grupos
entre si. Basado en esto se determinaron los 10 metabolitos més importantes para la
distincién entre subespecies y variedades, que corresponden a 26, 27, 41, 21, 24, 39, 14, 8, 2

y 4 con un valor VIP mayor a la unidad y un valor -p menor a 0.005.

¢Los perfiles quimicos de las diferentes subespecies y variedades son suficientes
para diferenciar los especimenes?

De acuerdo a los cromatogramas mostrados en la figura 24, las subespecies y
variedades se pueden diferencias en términos de éstos con ciertas restricciones, pues, existen
diferencias considerables entre las muestras, especialmente la subespecie disadena y su
variedad pilosa de las demds muestras, sin embargo, el perfil de la subespecie patellaria y la
variedad jaliscensis se diferencia practicamente por la presencia del trimero con [M-H]-a m/z
817 (14), ademds de que se desconocen los perfiles quimicos de otras subespecies y
variedades que podria llevar a confusiones en algiin momento. En adicién la evaluacién de los
espectros de masas completos, dejando de lado el perfil cromatografico e incluyendo todos los
compuestos detectables pero no cuantificables, puede llevar a conclusiones erréneas para
analistas no experimentados, pues, en general son bastante similares y las variaciones son en
términos de intensidad o porcentaje relativo de abundancia y no necesariamente en

identidad. Por lo que se prefiere la evaluacién de la clasificacién taxonémica (quimica) basada
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en los compuestos seleccionados, anteriormente discutidos como complemento a la

evaluacién preliminar de los perfiles quimicos y la taxonom{a morfolégica.



68

Capitulo V. Prueba del modelo

El modelo fue sometido a prueba mediante la inclusién de muestras de diferentes
zonas geograficas, lo que implica variacién en factores ambientales, que podrian implicar una
diferencia en la cantidad e identidad de metabolitos producidos por la planta. Asf mismo se
analizaron muestras cultivadas en condiciones controladas (invernadero e in vitro) y
muestras provenientes del Herbario de la Escuela de Biologia de la Universidad de Costa Rica,
para probar la capacidad del modelo en la clasificacién de muestras que GUnicamente han sido
clasificadas morfolégicamente hasta el rango de especie Chamaecrista nictitans, y de
diferentes especies, pues también fueron suministrados especimenes del género Chamaecrista

pero diferente especie (C rotundifolia, C. diphylliay C. flexuosa).

¢Existe una dependencia del perfil quimico respecto al sitio geogrdfico de

recolecta?

Es conocido que el genotipo no es el Unico factor determinante de la produccién de
metabolitos secundarios sino que también influyen los factores ambientales como tipo de
suelo, nutrientes disponibles, la humedad relativa, la cantidad de luz de sol incidente,
temperatura, asf como el factor edad o estado de maduracién de la planta (Djerrad, Kadik, &
Djouahri, 2015; Visnevschi-Necrasov et al.,, 2015; H. Yang et al., 2015), por lo que un modelo
de clasificacién taxonémica basado en el perfil quimico debe ser capaz de sobrellevar este

problema de variabilidad.

En las figuras 32-34 se muestran comparaciones de muestras de cada subespecie y
variedad, recolectadas en diferentes sitios geogréficos. Se observa que aunque el perfil
general entre las muestras se mantiene constante al compararlas entre ellas mismas, existen

variaciones de ciertos compuestos.

La variacién en concentracién mas importante observada en la Chamaecrista nictitans
subespecie patellaria corresponde a los iones a m/z 593.15 (28, RT 4.89 min; 29, RT 4.53
min) y a m/z 575 (34, RT 4.91 min) (Seccién marcada en la figura 32). Para el caso de la
Chamaecrista nictitans subespecie disadena, donde se observan cambios importantes en la
concentracion de los metabolitos: 33 a un RT de 3.40 min y 43 a un RT de 3.51 min (seccién

marcada en la figura 33).

El perfil general de la Chamaecrista nictitans subespecie nictitans variedad jaliscensis se

mantiene constante entre los diferentes sitios de recolecta, sin embargo se presentan
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variaciones en la concentracién los metabolitos 33 (RT 3.40 min), 10 (RT 6.92 min) y 11 (RT

7.01 min) que se enmarcan en la figura 34.
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Figura 32. Comparacién de cromatogramas de muestras de Chamaecrista nictitans subespecie patellaria de
diferentes zonas geogrificas y las cultivas en invernadero~ de dos y un afio de edad-. Eje y: Intensidad relativa.
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Figura 33. Comparacién de cromatogramas de muestras de Chamaecrista nictitans subespecie disadena de
diferentes zonas geograficas y las cultivas en invernadero- de dos afios de edad-. Eje y: Intensidad relativa.
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Figura 34. Comparacién de cromatogramas de muestras de Chamaecrista nictitans subespecie nictitans variedad
Jaliscensis de diferentes zonas geograficas y estados de maduracion. Eje y: Intensidad relativa.

La variacién méas considerable observada entre todas las muestras, corresponde a los
perfiles de la Chamaecrista nictitans subespecie disadena variedad pilosa, pues en un mismo
sitio geogréfico (dentro de un rango aproximado de 100 a 200 m de recolecta) las cuatro
muestras presentan variaciones de concentracién relativamente importantes entre si (figura
35). Por otro lado estas muestras presentan un perfil sumamente especifico pues no se
detectaron mas que glicésidos de flavonoides y algunos compuestos acetilados; en términos
del modelo esto representa una ventaja pues, la separacién o la discriminacién entre estas
muestras y el resto de los especimenes es muy marcada debido a la diferencia de su perfil

quimico.

Aunque se presentaron estas variaciones en los diferentes perfiles, y de acuerdo a los
agrupamientos observados la proyeccién de PCA de figura 36, no parecen afectar en gran
medida al modelo estadistico, pues la posicién de las muestras de diferentes lugares de

recolecta en el grafico se mantiene relativamente dispersas para cada subgrupo observado.

Para el caso de la subespecie patellaria (M1, color verde) se observa que las muestras
de diferentes lugares se agregan de manera dispersa en el subgrupo, al igual que la subespecie
Jaliscensis (M3, color rojo). Ambos subgrupos, como se mencioné lineas arriba, se distribuyen
de manera horizontal, pues existen pequefias variaciones en la concentracién de los diferentes

compuestos (ver figura 32 y figura 36.c). Sin embargo este efecto no se observa tan
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marcadamente en la subespecie disadena o en la variedad pilosa, puesto que el niimero de
muestras es més reducido y no se incluyen tantos sitios de recolecta como en los dos primeros

€aso.

El factor més importan en éstos dos dltimos casos es la identidad de los componentes
presentes, pues son bastante especificos de cada espécimen, obligando al andlisis estadistico a
separar los grupos discretamente, pues se tiene un menor rango de variabilidad debido a la

disminucién de variables.

Figura 35. Comparacién de cromatogramas de muestras de Chamaecrista nictitans subespecie disadena variedad
pilosa de ]a misma zona geograficas. Eje y: Intensidad relativa.



(q

[ T T B TR L T o = 2067 WS e [T
[+]
T [ ] ]
- e i e . - i ——
L§
Bpp PR
vt ®
r
e m
i ar nr .
i :
e
m
will
mil ke i —— -
ml )
— = *
iy 0
¥
' ax e Dnaah i = B gweee cewmipg LR §mico = [E)xEu oli ‘e = (TN [E
14
] L] ¥ T o L ¥ F
il = — e - + — — A —t
e - | U
FE
g "
tr
: l
J oo o i r
Lot I e B Lo 1
o[l [ b
: -n-u‘_"" o @
:= wpaEt i [ —— ]
WL CRLHPULER }
earing W . re
iy
[TOTT iy
' e
P fE
|
|
wi
o '
L

(4



73

4 @romw
| ' Epuera
14 e
|
E 1 W= [FET I T L1+
I i 1mal [ T x
e

- — e ——————— - —

E.] miufil = 0068 [HIGEEE o Vg mEealliag & TR (WK

Figura 36. Proyeccion del PLS-DA del modelo base, con identificacion del sitio de recolecta: a) proyeccidn
completa, b) ampliacién de la regidn central y ¢) ampliacién del cuadrante superior derecho. Coloreado de acuerdo
a la clasificacidén quimica: M1= Chamaecrista nictitans var. patellaria; M2= Chamaecrista nictitans subsp. disadena;
M3= Chamaecrista nictitons subsp. nictitans var. jaliscensis; Md= Chamoecrista nictitons subsp. disodena var, pilosa).

¢Existe una dependencia del perfil quimico respecto a la edad, estado de

maduracién de la planta o condiciones ambientales especificas?

Con el fin de examinar la capacidad del modelo de prescindir de las inflorescencias o de
algiin aspecto relacionado a la morfologia propia de la planta en su estado éptimo de
maduracion, caracteristicas normalmente necesarias para la clasificacién taxonémica
morfoldgica (Giizel etal., 2011; Hegnauer, 1986; Rivera et al., 2014), se sometieron a medicién
y a andlisis muestras cultivadas en invernadero y de manera in vitro de la subespecie
patellaria y disadena, asi como muestras de la variedad jaliscensis recolectadas en un estado

de corta edad y sin flores.

En la figura 32 se observa el perfil de las muestras de invernadero de la subespecie
patellaria (M1101, M1102 y M1103), con una ligera diferencia en los metabolitos enmarcados

dentro del recuadro negro, respecto a las demds recolectas, como se menciondé antes la
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variacién corresponde a los compuestos 28 y 29 principalmente, sin embargo las muestras se
agrupan de manera congruente dentro del modelo PLS-DA, en un extremo del agrupamiento

M1 (figura 36.c).

Otro aspecto importante por resaltar es que las muestras M1101 y M1I02 tienen
alrededor de 2 afios de edad, mientras que la muestra M1103 tiene de 6 a 8 meses de edad, y el
perfil se mantiene constante entre ellas, lo que implica que el aspecto de edad promedio no
juega un papel muy importante y que la produccién de metabolitos no parece verse afectada
en el tiempo en las condiciones de cultivo del invernadero. Cabe recalcar que estas tres

muestras no posefan flor al momento de su recolecta, y aun asf se logré su clasificacién.

De la misma manera el perfil quimico se mantiene estable en la muestra proveniente del
cultivo in vitro, una plantula con escasas 6 semanas de edad y 2 centimetros de altura (ver
figura 37). La asignacién dentro de los grupos del PCA se realizé sin problemas como se

muestra en la figura 36.a y figura 36.c.
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Figura 37. Comparacién de cromatogramas en modo negativo de las muestras M1V01 (in vitro) y M1T01.

Eje y:Intensidad relativa.

Los especimenes recolectados en Jac6, sin flor, se consideraron como Chamaecrista

nictitans subespecie nictitans variedad jaliscensis, pues, es la Unica variedad reportada que

crece al nivel del mar (0-450 msnm), ésta es la tinica pista sobre su clasificacién taxonémica.

Al procesar las muestras y obtener el perfil mostrado en la figura 34 (M3]J01, M3J02 y M3]J03),

se observé que al igual que en la subespecie patellaria los compuestos que varian

corresponden alos metabolitos 28 y 29, principalmente.

El modelo es capaz de agrupas las muestras sin ninglin problema (figura 36), a pesar de

su relativa corta edad, confirmando el hecho de que el modelo puede prescindir de un cierto

estado de maduracién especifico o la inclusién de inflorescencias, pues aparentemente la
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produccién de metabolitos se da durante etapas tempranas y no inicamente en un estado de

maduracién especifico.

Sin embargo el perfil mostrado en la figura 38 que corresponde a la muestras M2V01,
plantula mostrada en la figura 11.d, con seis semanas de edad, difiere grandemente del perfil
de una planta en estado maduro como se demostré con la recolecta en invernadero M2I01,
pero al extraer la informacién de los marcadores correspondientes se obtienen picos de baja
intensidad y atn asi cuantificables que proporcionan suficiente informacién para que se
obtenga una buena agrupacién de las muestras dentro del grupo M2. Esto implica que aunque
los compuestos se encuentren en baja concentracién el modelo es capaz de realizar la

agrupacién respectiva (ver figura 36.a y figura 36.b).
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Figura 38. Comparacién de cromatogramas en modo negativo de las muestras M2V02 (in vitro) y M3Q07.
Eje y: Intensidad relativa.
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¢Es el modelo estadistico obtenido aplicable para la diferenciacién de otras
especies de Chamaecrista, asi como capaz de identificar y clasificar muestras

provenientes de un herbario?

Las muestras suministradas por el Herbario de la Escuela de Biologia de la
Universidad de Costa Rica, como se muestra en el cuadro III, no poseen una clasificacién
taxondémica exhaustiva y aunque se observan variaciones morfolégicas pequefias (ver figura
8.a, 8.b y 8.c) se clasifican por igual hasta el nivel de especie (Chamaecrista nictitans). El
objetivo principal de someter al modelo estas muestras fue el evidenciar que el analisis
multivariado basado en los perfiles quimicos puede evidenciar y comprobar una clasificacién

mas precisa e informativa e inclusive diferenciar especies del género Chamaecrista.

El protocolo de extraccién se modificé ligeramente para las muestras de herbario,
debido a que la cantidad de material vegetal suministrada no superé los 200 mg, pues se
trataba de pequeifias hojas de los vouchers custodiados en el herbario, por lo que no se podia
comprometer la integridad de los mismos removiendo secciones grandes del espécimen. La
extraccién se realizé con un mayor volumen de disolvente (25 mL totales) y un tiempo
prolongado en el bafio ultrasénico (15 minutos cada volumen); posteriormente se redujo el
volumen a aproximadamente 10 mL para luego ser filtrados por un cartucho Strata C-18 de 50
mg. Se omitio el paso que inclufa el secado total del extracto y la posterior redisolucién de 100
mg de extracto y su filtracién, pues, la masa recuperada no iba a superar los 100 mg y no se
secé completamente para evitar la fijacién de los metabolitos a las paredes del vial y la

pérdida de material durante la redisolucién.

Para todas estas muestras, incluyendo las diferentes especies, se evalué la presencia
de los 40 compuestos seleccionados, para evitar sesgo en la posible preclasificacién de los
espécimenes. Posterior a la normalizacién de los datos se aplicé el algoritmo de PCA y se
obtuvo la proyeccién mostrada en la figura 39. Este modelo consta de 5 componentes
principales y explica el 80% de la variabilidad total del sistema. Aunque se observa una
separacién considerable entre los grupos de la proyeccién del PC2 en funcién del PC1 de la
figura 39, se decidié evaluar las tendencias entre los diferentes componentes principales y se

encontré que los agrupamientos en la proyeccién del PC3 en funcién del PC1 (figura 40) son
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mas definidos y contundentes atin incluyendo las muestras del herbario, por lo que se decide

realizar los posteriores andlisis visuales en término de esta proyeccion.

En la figura 40 se sigue observando una diferencia mas marcada entre el grupo M4 y
el resto (M1, M2, M3, M5, M6 y M7) debido a las diferencias en su perfil, y una mejor
distincién entre los grupos M2 y M3 que en la figura 39. Al realizar un acercamiento del
cuadrante superior (figura 41.a) se observa una distincién entre las muestras de otras
especies (M5, M6 y M7), que se relacionan con M3 y M2 principalmente pues se comparte

unos cuantos compuestos.

En Ia misma figura se observa como los puntos café (muestras con clasificacién hasta
el nivel de especie) se distribuyen en los diferentes grupos del PCA, debido a que corresponde
a las diferentes subespecies y variedades, logrando aportar informacién a la taxonomia de las
mismas. En el cuadro VIII se muestran las correcciones a la taxonomfa de las muestras de la
especie Chamaecrista nictitans estudiadas procedentes del Herbario de la Escuela de Biologfa.
Cabe resaltar dos hechos importantes: el primero corresponde a que la muestra MXHO3 no se
agrupa con la muestras M4, teniendo una clasificacién asignada de Chamaecrista nictitans
subesp. disadena var. pilosa, sino que se agrupa con las muestras del grupo M2,
correspondientes a la subespecie disadena (ver figura41l.b). Al comparar los perfiles
cromatograficos de una muestra del grupo M2 y M4 con la muestra MXH03 (figura 42) se

observa que el perfil de la ltima es efectivamente de la subespecie disadena.
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Figura 39. Proyeccidn de PCA del set de muestras completo incluyendo las muestras de herbario (PC2 en funcién
de PC1). Coloreado de acuerdo a la clasificacién quimica: M1= Chamgecrista nictitans var. patellaria; M2=
Chamaecrista mictitans subsp. disadena; M3= Chamaecrista nictitans subsp. nictitans var. foliscensis; M4=
Chamaecrista nictitans subsp. disadena var. pilosa; M5= Chamaecrista rotundifolio; M6= Chamaecrista diphyliia;
M7= Chamaecrista flexuosa; M¥= Muestras por clasificar (Chamaecrista nictitans).
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Figura 40. Proyveccidn de PCA del set de muestras completo incluyendo las muestras de herbario (PC3 en funcidn
de PC1). Coloreado de acuerde a la clasificacion quimica: M1= Chamoecrista nictitans var. patellario; M2=
Chamaecrista nictitans subsp. disadena; M3= Chamaecrista nictituns subsp. nictitans var. jaliscensis; M4=
Chamaecrista nictitans subsp. disadena var. pilosa; M5= Chamaecrista rotundifolia; Mé= Chamaecrista diphyllia;
M7= Chamaecrista lexuoso; MX= Muestras por clasificar (Chamaecrista nictitans).
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Figura 41.Ampliacion de la proyeccion de PCA obtenida con el set completo de muestras incluyendo las muestras
de herbario: a) seccidn izquierda y b) cuadrante central y superior derecho. Coloreado de acuerdo a la clasificacién
quimica: Ml= Chamaecrista nictitans var. patellaria; M2= Chamaecrista nictitans subsp. disadena; M3=
Chamaecrista nictitans subsp. nictitans var. jaliscensis; M4= Chamaecrista nictitans subsp. disadena var. pilosa; M5=
Chamaecrista rotundifolia; M6= Chamaecrista diphyllia; M7= Chamaecrista flexuosa; MX= Muestras por clasificar

(Chamaecrista nictitans).



81

Cuadro VIIL Correcciones taxonémicas en funcién del perfil qufmico de las muestras provenientes del
Herbario de la Escuela de Biologfa.

Cadigo No. Clasificaciéon morfolégica Clasificacién quimica
Boucher
MXHO1 99573 Chamaecrista nictitans Chamaecrista nictitans subesp. nictitans
var. jaliscensis
MXHO02 4111 Chamaecrista nictitans Chamaecrista nictitans subesp. nictitans
var. jaliscensis
MXHO03 102004 Chamaecrista nictitans Chamaecrista nictitans subesp. disadena
subesp. disadena var. pilosa
MXH04 9313 Chamaecrista nictitans Chamaecrista nictitans subesp.
patellaria
MXHO05 2789 Chamaecrista nictitans var. | Chamaecrista nictitans subesp. nictitans
nictitans var. jaliscensis
MXHO06 3881 Chamaecrista nictitans var. | Chamaecrista nictitans subesp. nictitans
nictitans var. jaliscensis
MXHOQ7 96307 Chamaecrista nictitans Indefinido
MXHO08 52901 Chamaecrista nictitans Chamaecrista nictitans subesp. nictitans
var. jaliscensis
MXHO09 17747 Chamaecrista patellaria Chamaecrista nictitans subesp. nictitans
var. faliscensis

El segundo hecho corresponde al caso de la muestra MHX07, la cual se agrupa en el

cuadrante derecho (ver figura 41.a) con la subespecie patellaria al igual que la muestra

MHXO04, sin embargo al comparar estas muestras con un espécimen del grupo M1 (figura 43),

se observa que el perfil de MXH04 corresponde efectivamente a la subespecie patellaria, pero

no as{ MXHO7, pues aunque presenta el compuesto 14 (comprobado mediante el patrén de

fragmentacién), no detectado anteriormente en ninguna otra subespecie o variedad mds que

la subespecie patellaria, y en una concentracién similar a los encontrados en los especimenes

de esta subespecie, lo que hace que se agrupe bien con el grupo M1. Sin embargo se presentan

ademads los picos de los compuestos caracteristicos de la subespecie disadena, lo que hace

pensar que esta muestra en especifico pertenece a otra subespecie o variedad que no se

incluyé en este estudio.
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Figura 42. Comparacién de perfiles cromatogréficos de una muestra del grupo M2 y M4 con la muestra
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Figura 43. Comparacién de perfiles cromatograficos de una muestra del grupo M1y M2 con las muestra

MXH04 y MXHO7. Eje y: Intensidad relativa.
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Al identificar las restante 6 muestras del herbario que correspondian a la especie
Chamaecrista nictitans, se nota que todas se agruparon en el grupo M3, correspondiendo a la
Chamaecrista nictitans subespecie nictitans variedad jaliscensis, hecho que se comprueba con
la evaluacién de los perfiles cromatograficos (ver figura 44) y con la revisién de los sitios de
recolecta, pues 4 corresponde a la costa pacifica y regiones de Guanacaste, sin embargo 2 de
las muestras (MXH06 y MXHO02) corresponden a especimenes recolectados en Estados Unidos
(Ver Cuadro III) lo que refuerza y comprueba que el perfil quimico de esta planta varfa poco

respecto al sitio geografico donde se colecto.

El modelo ademas agrupé todas las muestras correspondientes a otras especies del
género Chamaecrista, en un grupo discreto, debido a que no existe diferencia significativa
entre las ellas en términos de los compuestos seleccionados, pues, apenas se reporta la
presencia de seis de estos compuestos en todas las muestras (23, 24, 25, 26, 30 y 39; ver
figura 45), el resto de valores son “ceros”, por lo que se agrupan cerca del centro de masa de

toda la proyeccién de PCA.
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Figura 44. Comparacién de perfiles cromatograficos de las muestras de herbario asignadas al grupo M3.
Eje y: Intensidad relativa.

La eficiencia del modelo del PLS-DA (ver figura 46) una vez corregidas las

asignaciones acertadas antes mencionadas para todas las muestra con clasificacién MX (la
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Unica muestra con clasificacién MX corresponde al a MXH07), es del 95% incluyendo el error

de asignacidn de las muestras correspondientes a M5, M6 y M7 (ver cuadro IX).

En el cuadro IX se observa que la clasificacién para las muestras con un perfil
compatible a los grupos M1, M2, M3 y M4 es del 100%, mientras que la muestra MXHO7 se
mantiene sin clasificar, pero el modelo la asigna a la clase M1 por la proximidad con el mismo,
de igual manera las muestras M5 y M6 son asignadas a la clase M7, éste (ltimo por poseer
mayor nimero de muestras se toma como principal, por su cercania al grupo M7. Cabe
resaltar que se distingue eficientemente al nivel de especie entre todas las muestras con los
marcadores empleados, y que esto se ve reflejado en la no asignacién de muestras de los

grupo M5, M6 y M7 a cualquier otro (M1, M2, M3 o M4).

Como consecuencia de la inclusién de muestras diferentes y de la formacién de nuevos
grupos dentro de la proyeccién del PCA y del PLS-DA (figura 39 y figura 46) los iones
responsables de la separacién varfan y es necesario volver a determinar todos los parametros

responsables, como el VIP y el valor-p producto del ANOVA (ver cuadro X).

Los valores mostrados en el cuadro X, corresponden a los metabolitos que poseen un VIP
mayor alaunidad y un valor-p menor a 0.05, pues igual que lo reportado para el analisis que
inclufa dnicamente las muestras recolectadas, los metabolitos con el mayor VIP corresponden
alos que diferencian principalmente a M4 del resto del grupos y no entre el conjunto total de
grupos, haciéndolo indatiles como compuestos para diferenciar entre las especies, subespecies

vy variedades.
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Figura 45.Perfiles cromatogréficos de las muestras de los grupos M5, M6 y M7, correspondientes a: a) €
rotundifolia, b) C diphyllia y ¢} €. flexuosa respectivamente. Eje y: Intensidad relativa.
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Figura 46. Proyeccidn de PLS-DA del set de muestras completo incluyendo las muestras de herbario [PC3 en
funcidn de PC1). Coloreado de acuerdo a la clasificacion gquimica: M1= Chamaecrista nictitans var. patellaria; M2=
Chamaecrista nictitans subesp. disadens; M3= Chamaecrista nictitans subesp. nictitans var. joliscensis; M=
Chamaecrista nictitans subesp. disadena var. pilosa; M5= Chamaecrista rotundifolia; Mé= Chamaecrista diphyllia;
M7= Chamaecrista flexuosa; MX= Muestras sin clasificaciéin aparente.



Cuadro IX. Tabla de eficiencia de asignacion del modelo PLS-DA generado.

Total 61

95.08%

16

4 12 23

0

0
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Cuadro X. Compuestos con el respectivo indice VIP y valor-p (ANOVA) obtenido posterior al analisis de PLS-DA, en
orden decreciente de significancia [de acuerdo al valor VIP).

N [IndiceVIP | vaiorp

39 179  1.03E11

23 166 2.84E-10

29 136 006302
27 | 133 | 01005 |
26 123 05609
28 | 120 | 0.1364 _
40 106 0000743
22 105 | 01628
37 104 | 0.1264



Cuadro X. Continuacién

17 1,04 0.167
20 1,03 0.169
35 1,03 0.1197
21 0,98 0.1948
10 0,96 0.0013
3 0,95 0.00348
30 0,95 0.7016
4 0,94 2.00E-05
28 0,94 0.6255
1 0,93 0.00235
36 0,93 0.08823
2 0,92 0.00184
32 0,91 0.0029
24 0,89 0.5337
18 0,89 0.2384
8 0,88 0.971
33 0,86 0.005014
19 0,86 0.2567
38 0,85 0.258

s 0,84 6.4E-05
11 0,84 0.001886
9 0,84 0.939
14 0,84 0.000289
7 0,81 0.829
13 0,79 0.01477
6 0,77 0.839
12 0,77 0.00102
16 0,76 0.7358
15 0,75 0.0004952
31 0,75 0.08118
34 0,74 0.05789

88
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Capfitulo VI. Conclusiones

Se determiné que la técnica de cromatograffa liquida acoplada a espectrometria de
masas en modo de ionizacién negativo, provee una imagen satisfactoria del perfil quimico de
las plantas de la especie Chamaecrista nictitans debido al tipo de compuestos quimicos
presentes en los extractos metanélicos sin una purificacién extensiva. Ademas, ella posibilité
la asignacién tentativa de estructuras a 36 compuestos no reportados para la especie y la

corroboracién de algunos metabolitos ya reportados.

El modelo estadistico creado con base en la informacién obtenida con el programa
MZmine no fue significante en términos de su aplicabilidad en la distincién de las subespecies
y variedades con las que se planteé el disefio experimental inicial. El no logra distinguir entre
las subespecies disadena y nictitans, probablemente debido a las variaciones relativas de los

componentes al momento de la medicién en las diferentes muestras.

Sin embargo, el modelo es capaz de distinguir las especies, subespecies y variedades
estudiadas con un 95% de eficiencia en la clasificacién, con la informacién proveniente de los
40 biomarcadores seleccionados -la mayoria de los compuestos presentes en todas las
muestras-. Ademas, él es aplicable a muestras recolectadas en diferentes regiones geograficas
y puede ademds prescindir de las inflorescencias o algin otro estado de maduracién

especifico necesario para la taxonomia morfolégica.

El modelo demostré ser capaz de proporcionar informacién complementaria a la
clasificacién morfolégica, pues los resultados arrojaron que es posible lograr una asignacién
mds precisa de muestras curadas en herbarios, como el caso del Herbario de la Escuela de
Biologfa de la UCR, donde se logré corregir y mejorar la clasificacién de nueve especimenes

preservados.

Lo anterior, establece que la metodologia desarrollada (protocolo de extraccién y
medicién, empleo de biomarcadores y modelo estadistico) es una herramienta 1til en la
corroboraci6n de las clasificaciones taxonémicas basadas en la morfologfa de las plantas de la

especies Chamaecrista nictitans.
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Cuadro XI. Rendimientos de extraccion y filtracién de las muestras recolectadas

96

f Muestra Codigo | Masa extraida (g) | Extracto crudo (mg) | Masa filtrada (mg) | Extracto filtrado (mg) | % rendimiento

118 M1To01 3,10 195,30 92,10 25,40 0,8

119 M4TO01 1,57 39,70 38,14 29,10 19

120 M4T02 3,20 94,30 81,71 125,60 39

121 M2To01 4,01 202,30 92,80 85,10 2,1

122 M4T03 1,41 28,80 27,17 23,20 1,6

123 M4T04 1,66 25,40 23,90 10,80 0,7
06072015-1 M3jo1 0,6 136,10 120,90 104,20 17,4
06072015-2 M3J02 3,45 538,10 99,80 24,50 0,7
06072015-3 M3]J03 2,15 305,90 131,80 105,20 4,9
07022014-1 M1P01 2,20 45,50 45,50 37,10 1,7
07022014-3 M1P02 2,61 75,00 75,00 39,10 1,5
07022014-5 M1P03 1,87 30,80 30,80 26,20 1,4
07022014-7 M1P04 2,47 54,80 54,80 48,70 2,0
11012014-1 M1P05 3,16 31,60 29,28 26,10 0,8
13122013-1 M2cCo1 1,26 53,60 52,49 50,70 4,0
13122013-2 M2C02 1,20 35,60 34,35 30,90 2,6
13122013-3 M2C03 1,83 80,10 78,14 59,00 3,2
13122013-4 M2C04 2,09 37,10 35,71 17,30 0,8
13122013-5 M2C05 1,46 53,40 51,98 48,00 3,3
22112014-1 M3R01 3,26 101,10 101,10 96,60 3,0
22112014-2 M3R02 1,94 105,90 105,90 82,90 4,3
22112014-3 M3R03 0,45 33,60 33,60 26,60 59
22112014-4 M3R04 1,95 99,80 99,80 82,30 4,2
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Cuadro VII, Continuacién

24102013-1 M1B01 2,22 81,60 79,60 74,50 3,4
24102013-2 M2B01 3,12 157,10 93,52 37,90 1,2
24102013-3 M2B02 1,40 41,60 39,67 35,10 2,5
241020134 M1B02 1,35 31,30 31,30 33,80 2,5
24102013-6 M3Q01 5,40 223,60 98,96 92,00 1,7
24102013-8 M3Q02 1,89 43,80 42,14 39,50 2,1
24102013-12 | M3Q03 1,96 85,80 84,45 70,60 3,6
24102013-13 | M3Q04 4,88 288,30 96,96 121,10 2,5
24102013-14 | M1Qo01 1,30 37,10 35,78 31,90 2,5
24102013-15 | M1Q02 2,24 43,10 43,10 24,10 1,1
24102013-16 | M3Q05 1,77 87,90 85,37 75,90 4,3
24102013-17 | M3Q06 2,89 90,00 90,00 79,20 2,7
24102013-18 | M3Q07 8,58 461,30 92,72 90,50 1,1
24102013-19 | M3Q08 2,66 62,30 62,30 38,10 1,4
24102013-20 | M3Q09 6,14 ' 367,80 96,37 103,20 1,7
Cuajiniquil M3L01 1,81 64,80 63,35 57,00 3,1
Isla San José M3S01 1,20 75,90 74,46 69,80 5,8
INV-090615-1 | M2I01 1,21 33,10 33,10 47,20 3,9
INV-090615-2 | M1I01 0,72 9,50 9,50 31,80 4,4
INV-090615-3 | M1I02 0,48 10,10 10,10 26,30 5,5
INV-090615-4 | M1I03 1,46 334,00 134,00 89,50 6,1

Porcentaje promedio de extraccién después del proceso de filtracién: C.n. subesp. patellaria = 2,7 %; C.n. subesp. disadena = 2,6 %; C.n. subesp.
disadena var. pilosa = 2,0 %; C.n. subesp. nictitans var. jaliscensis = 3,9 %;




Cuadro XIL Rendimientos de extraccién de las muestras suministradas por el Herbario de la Escuela de Biologfa, UCR y las cultivadas in vitro.

Muestra Codigo | Masa extraida (mg) | Extracto filtrado (mg) | % rendimiento
211015-H1 | M5SHO1 60,32 538 9,6
211015-H2 | M6HO1 123,68 16,9 13,7
211015-H3 | M7HO1 66,08 8,4 12,7
211015-H4 | M7HO02 161,46 16,6 10,3
211015-H5 | M7HO03 114,74 12,2 10,6
211015-H6 | M7H04 65,2 12 18,4
211015-H7 | MXHO1 116,7 25,4 21,8
211015-H8 | MXHO02 88,14 15,1 171
211015-H9 | MXHO03 50,8 10,4 20,5

211015-H10 | MXH04 49,77 58 11,7
211015-H11 | MXHO5 34,32 12,7 37,0
211015-H12 | MXHO06 55,17 9,8 17,8
211015-H13 | MXHO07 52,42 8,3 158
211015-H14 | MXHO08 28,92 13,3 46,0
211015-H15 | MXH09 74,85 6,6 8,8
In-vitro CnP | M1V01 32,08 4,3 13,4
In-vitroCnD | M2VO01 229,85 12,4 54

98
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Muestra de Calculos: Compuestos

Generacién de los datos estandarizados a partir del cromatograma (TIC) para las muestras

estudiadas.

Paso 1. Se prepara una muestra por triplicado del extracto etandlico filtrado de 2 mg/mL en
una mezcla acetonitrilo: agua 8:2, se homogeniza en bafio ultrasénico y por agitacién con

vortex.

Paso 2. Se transfieren 800 uL de disolucién a un vial para automuestreador y se adicionan

100 pL de una disolucién de Aciclovir 1 mg/mL en acetonitrilo: agua 8:2.

Paso 3. Se inyecta por duplicado cada submuestra, para un total de seis inyecciones por

extracto etandlico filtrado.

Paso 4. En el software MassLynx (versién 4.1, Waters), se extrae el cromatograma
correspondiente al Aciclovir ([M-H]- a m/z 224), y el resto de compuestos (40 en total). Se

integran y se anotan las dreas en una hoja de Excel. Esto para cada una de las inyecciones.

Paso 5. Todas las sefiales se dividen por el drea del Aciclovir respectivo para cada corriday se
promedian las seis inyecciones para cada extracto. Posteriormente se normalizan respecto al
4rea total detectada los valores de cada variable, sumando el valor del 4rea de todos los

compuestos detectados y luego calculando el porcentaje relativo al valor total del area.



Cuadro XIII.Pardmetros empleados en el tratamiento de datos con el programa MZmine
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Proceso

Parimetros

Raw data methods< Raw data import

Raw data methods<Peak Detection<GridMass-2D peak
detection

-Minimun height 10.00

-M/Z Tolerance 0.0300

-Min ~max width time 0.03-0.5
-Smoothing time {min) 0.00
-Smoothing m/z 0.00

False +: Intensity similarity ratio 0.5
False +: Ignore times 12-22

Peak list methods<Peak detection<Chromatogram

deconvolution

-Algorithm: Local minimum search
-Chromatographic threshold: 20.0%
-Search minimum in RT range (min) 0.05
~-Minimun relative height 5%

-Minimun absolute height 5.0E1

-Min ratio of peak/edge 2

-Peak range duration (min) 0-9

Peak list methods<Peak detection<Isotopes<Isotopic
peak grouper

-m,/z tolerance 0.05 m/z or 10.0 ppm
-Retention time tolerance 0.05 absolute (min)
-Maximum charge 1

-Representative isotope: Most intense

Peak list methods<Peak detection<Filtering<Peak list

row filter

-Minimun peaks in a row 1

-Minimum peaks in an isotope pattern 2
-m/z : Auto range

-Retention time: Auto range

-Peak duration range 0-2

Peak list methods<Peak detection<Alignment< Join
Aligner

-m/z tolerance 0.05 m/z or 10.0 ppm
-Weight form/Z 30
-RT tolerance 0.01 absolute (min)

-Weight for RT 20

Peak list methods<Peak detection<Filtering<Peak list

row filter

-Minimun peaks in a row 2

-Minimum peaks in an isotope pattern 1
-m/z : Auto range

-Retention time: Auto range

-Peak duration range 0-2 .

Peak list methods<Peak detection<Filtering<Duplicate
peak filter

-m/z tolerance 0.05 m/z or 10.0 ppm
-RT tolerance 0.05 absolute (min)

Peak list methods<Peak

detection<Identification<Custom Data Base Search

-Database file
-m/z tolerance 0.001 m/z or 5.0 ppm

-Retention time tolerance 0.5 absolute (min})

Revisién manual de picos y eliminado de

contaminaciones

Peak list methods<Peak detection<Gap filling< Same RT
and m/z range gap filler

-m/z tolerance 0.001 m/z or 5.0 ppm
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Resultados complementarios de los analisis estadisticos
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Figura 47. Proyeccidon de Componentes Principales (PCA) para la informacion tratada con MZmine.
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Figura 48. Proyeccion de variables (Loading plot) del PCA de la informacion tratada con MZmine.
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Figura 49. Proyecciin de Componentes Principales (PCA) para la informacion obtenida con los compuestos
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Figura 52. Prayeccion VIP de los compuestos en el madelo PLS-DA de la informacidn obtenida con los
compuestos.
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Cuadro XIV. Andlisis de varianza para del modelo PLS-DA para la informacion obtenida con los compuestos

con la inclusion de las muestras de Herbario arrojado por SIMCA.

.

M2 (Untitled) 58 DF MS F p sD
Total corr.
420 420 1 1
Regression 3
& 206859 | 56 3.69391 | 6.30843 93{3}335& 1.92196
Residual 1
213.141 | 364 | 0.585552 0.765214

i

Figura 55. Proyeccion VIP de los compuestos en el modelo PLS-DA de la informacidn obtenida con los
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Condiciones del detector de masas (SYNAPT Premier ® QTOF)

Parameters for C:\MassLynx\TAMAYO_VASQUEZ.PRO\ACQUDB\CHAM_MSE_ES-EXP

Created by Masslynx v4.1

Lock Spray Configuration:

Reference Scan Frequency (sec)

Reference Cone Voltage (V) 40.000
Temperature Correction:

Temperature Correction

Instrument Configuration:

Trigger Threshold

Signal Threshold

TOConstant

Lteff 1400.0
Veff 5546.26
Centroid Threshold

Min Points in Peak

Np Multiplier

Resolution

EDC Delay Coefficient

EDC Delay Offset 0.4000
Maldi Laser Firing Rate

Maldi Plate Speed 1.0
Maldi Laser Energy 250.0
Maldi Pattern Filename

Maldi Lock Mass Pattern File

Tof Emulation Transfer Pulse Height (V) 0.1
Experimental Instrument Parameters

Instrument Parameter Filename

Polarity ES-
Analyser V Mode
Capillary (kV) 1.2

Sampling Cone 45.0

Extraction Cone 4.0

Source Temperature (°C) 150
Desolvation Temperature (°C) 200
Cone Gas Flow (L/Hr) 10.0
Desolvation Gas Flow (L/Hr) 100.0
LM Resolution 4.7

HM Resolution 15.0

Aperture 1 0.0

Pre-filter 2.0

Ion Energy 1.0
Trap Collision Energy 6.0
Transfer Collision Energy 4.0

Trap Gas Flow {mL/min) 1.50

10.000

Disabled

800
35

0.700
10000
1.4100

1.0

c:\Masslynx\Spiral_96.ptn
c:\Masslynx\Spiral 96.ptn
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Source Gas Flow (mL/min)
IMS Gas Flow (mL/min)
Detector 1700

Pusher Interval (uS) 64

Pusher Width 4
Accelerationl 70.0
Acceleration2 200.0
Aperture2 70.0
Transportl 70.0
Transport2 70.0
Steering 0.0

Tube Lens75

Pusher 915.0

Pusher Offset -2.70
Puller 645.0

Photo Multiplier =~ 650
Collector 60

Collector Pulse 10.0
Stopper 10

Stopper Pulse 20.0
Entrance 75

Static Offset 120
Puller Offset 0.00
TOF (kV) 9.10

Reflectron (kV) 216
Pusher Interval (uS) 64

Pusher Width 4
Trap DC Entrance 5.0
Trap DC Bias 4.0
Trap DC Exit 5.0
IMS DC Entrance  -20.0
IMS DC Exit 20.0

Transfer DC Entrance
Transfer DC Exit 15.0
Source Manual Control
Source Wave Velocity (m/s)
Source Wave Height (V)
Trap Manual Control

Trap Wave Velocity (m/s)
Trap Wave Height (V)

IMS Manual Control OFF
IMS Wave Velocity (m/s)
IMS Wave Height (V)
Transfer Manual Control
Transfer Wave Velocity (m/s)
Transfer Wave Height (V)

0.00
24.00

5.0

OFF
300
0.2
OFF
300
0.5

300
0.5
OFF
248
0.2
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Trapping Mode/Location Trap
Trap Manual Release Enabled FALSE

Trap Release Time (ps) 100
Trap Trap Height (V) 10.0
Trap Extract Height (V) 5.0
IMS Manual Release Enabled FALSE
IMS Release Time (}is) 100
IMS Trap Height (V) 10.0

IMS Extract Height (V) 5.0
EDC Enabled FALSE

EDC ModeEDC

EDC Mass 556.0

HDC Table

Transfer Trap Height (V) 4.0
Transfer Extract Height (V)  15.0
Variable Wave Height Enabled FALSE

‘Wave Height Ramp Type Linear
Wave Height Start (V) 1.0
Wave Height End (V) 1.0
Wave Height Using FullIMS  TRUE
Wave Height Ramp (%) 10.0

Wave Height Look Up Table

Variable Wave Velocity Enabled
Wave Velocity Ramp Type Linear
Wave Velocity Start (m/s) 300.0
Wave Velocity End (m/s) 600.0
Wave Velocity Using Full IMS TRUE
Wave Velocity Ramp (%) 10.0
Wave Velocity Look Up Table

IMS Bias Look Up Table Enabled

IMS Bias Look Up Table
Multiplier 650

Collector 60
CollectorPulse 10.0
StopperBias 10
StopperPulse 20.0
Entrance 75
CollisionCellStaticOffset 120
Offset2  0.00

TOF 9.10

Reflectron 2.16
Vacuum Lock 1.48e-3
Backing 1.92e0

Source  OFF

Quadrupole OFF

Trap 8.16e-3

FALSE

FALSE
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IMS 3.30e-4

TOF 6.73e-7
SourceRFOffset 350
SourceRFGain 0
SourceRFLimit 450
IMSRFOffset 350
IMSRFGain 0
IMSRFLimit 380
TrapRFOffset 350
TrapRFGain 0
TrapRFLimit 380
TransferRFOffset 350
TransferRFGain 0
TransferRFLimit 380
MS Profile Type Profile
MSProfileMass1 400
MSProfileDwellTimel
MSProfileRampTimel
MSProfileMass2 600
MSProfileDwellTime2
MSProfileRampTime2
MSProfileMass3 800

20
40

0
40

Function Parameters - Function 1 - TOF MS FUNCTION

Scan Time (sec)
Interscan Time (sec)
Start Mass

End Mass

Start Time (mins)
End Time (mins)

Data Format

Use Tune Page Cone Voltage

Use Tune Page Collision Energy

Collision Energy (eV)

Use Tune Page Collision Energy2
Collision Energy2 (eV)

Sensitivity
Dynamic Range

Save Collapsed Retention Time Data

Use Rule File Filtering

Lock Mass
Mass Window +/-
Scans to Average

Calibration

0.200
0.020

100.0
1200.0
0.00

22.00

Centroid
YES

NO

4.0

NO

4.0

Normal

Normal
No

No
554.2615

0.3
10.0

Dynamic 2

Function Parameters - Function 2 - TOF MS FUNCTION

Scan Time (sec)

Interscan Time (sec)

0.200
0.020

109






