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Resumen y Abstract IX

Resumen general

En las ultimas décadas el ser humano ha visto la necesidad de mantener un sistema
productivo agropecuario en constante crecimiento debido a una poblacion que ya supera
los 8000 millones de habitantes. Para este fin, desde la década de los setenta se han
utilizado agroquimicos de sintesis, fundamentales para la fertilizacion de suelos y control
de especies no deseadas en monocultivos. Sin embargo, se ha reportado una relacion
entre la utilizacion de dichos agentes quimicos sintéticos y dafios al medio ambiente junto
a incidencias en enfermedades del ser humano. Este fendbmeno sumado al hecho de que
los agroquimicos de sintesis son derivados del petrdleo y que para el afio 2050 la
humanidad espera desvincularse de su uso, plantea una necesidad de buscar alternativas
innovadoras y de bajo impacto medio ambiental que permitan mantener un sistema
agropecuario productivo y en crecimiento. Para ello, el aprovechamiento de especies con
potenciales alelopaticos puede ser una alternativa viable tanto econdémica como
biolégicamente para los paises megadiversos ya que pueden darles un valor agregado a
sus especies reduciendo el impacto ambiental que generan los productos agroquimicos
sintéticos. Con lo anteriormente dicho, el presente estudio evalud el potencial fitotéxico de
extractos etandlicos de las especies mas abundantes colectadas en 11 parcelas de estudio
establecidas en remanentes de bosques andinos en Antioquia, mediante pruebas de
fitotoxicidad sobre semillas de lechuga (Lactuca sativa). De este estudio se seleccionaron
los extractos provenientes del roble andino colombiano Quercus humboldtii (Fagaceae)
debido a su potencial promisorio afectando la germinacion de semillas de lechuga (>80%)
y la elongacién de la radicula a una concentracién de 500 mg*L. Adicionalmente, al tener
muestras de roble colectadas en dos sitios de coleccion a diferentes altitudes (Belmira y
Anori), se compararon ambos extractos en bioensayos adicionales y por medio de
cromatografia liquida (HPLC), para determinar la posible incidencia de los factores
ambientales en la actividad y composicion del extracto de roble. Aunque no se encontraron
diferencias significativas en los bioensayos ni cambios sustanciales en el perfil
cromatografico de los extractos de roble con diferente origen, se seleccion6 el extracto

proveniente de la muestra colectada en el pAramo de Belmira para proseguir el trabajo de
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laboratorio, por su tendencia a presentar mayores indices de fitotoxicidad y por su
disponibilidad. De esta forma se determiné la concentracion media inhibitoria (ICso) para
dicho extracto etandlico en el ensayo de inhibicién de germinacion de semillas de lechuga,
el cual fue de 198 mg*L* mostrando potencial fitotoxico, afectando tanto la inhibicién de la
germinacion como la elongacion de radicula. En el fraccionamiento biodirigido inicialmente
se obtuvieron 4 fracciones nombradas F1, F2, F3 y F4. Adicionalmente por precipitacion
se obtuvo un sélido blanco provenientes de la fraccion F2 que se denominé, F2-P. Luego
de la evaluacion de la bioactividad de todas las fracciones, F2 y F3 presentaron el mejor
resultado en las pruebas de inhibicién de la germinacién, pero no se mezclaron pues se
observé que ambas fracciones presentaban perfiles quimicos diferentes al compararlas
por cromatografia de capa fina. La fraccion F2 fue finalmente seleccionada para su
caracterizacién por presentar mejor potencial inhibidor de la germinaciéon a diferentes
concentraciones y mayor afectacion en la elongacion de la radicula e hipocétilo de semillas
de lechuga. Al fraccionar F2 se obtuvieron 23 fracciones finales, de los cuales las
fracciones F2-P, F2-2, F2-3, F2-8, F2-9 y F2-10 fueron analizadas por cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS), detectdndose mayoritariamente
acidos grasos, esteroides y triterpenos. Asimismo, se purificaron los compuestos
mayoritarios provenientes de fracciones derivadas de F2 (F2-1, F2-4 y F2-6) y por medio
de experimentos de resonancia magnética estructural (RMN) se elucidaron las estructuras
del alcano Dodecano (C1) y del triterpeno Friedelina (C2) y el esteroide B-Sitosterol (C3).
Se sugiere que la presencia de este triterpeno junto con otros y nicleos esteroidales,
acidos grasos e hidrocarburos detectados por GC-MS, tendrian incidencia en el potencial
alelopatico que presenta el roble andino colombiano sobre la inhibicion de la germinacion
y la inhibicién en la elongacion de la radicula e hipocotilo de las semillas de lechuga. Estos
resultados abren la posibilidad de plantear la estandarizacion de muestras derivadas del

roble andino como potencial producto natural bioherbicida.

Palabras clave: Alelopatia, bioherbicida, Quercus humboldtii, Friedelina, triterpenos.



Resumen y Abstract Xl

Characterization of the phytochemical nature and
allelopathic activity of natural extracts of the
Colombian Andean oak Quercus humboldtii as a
potential bioherbicide

Abstract

In the last decades, human beings have seen the need to maintain a constant growing
agricultural production system due to a population that already exceeds 8 billion
inhabitants. To achieve this, since the 1970s, synthetic agrochemicals have been used,
essentially for soil fertilization and in weed control. However, a link between the use of
these synthetic chemical agents and damage to the environment together with incidences
of human diseases, has been reported. This phenomenon, added to the fact that synthetic
agrochemicals are derived from petroleum, and that by the year 2050 humanity expects to
detach from their use, raises the need to seek innovative alternatives with low
environmental impact that allow maintaining a productive and sustainable agricultural
system. Thus, in megadiverse regions, the use of botanical species with allelopathic
potential can be a viable alternative, both economically and biologically, since it adds value
to the selected species and reduces the environmental impact generated by synthetic
agrochemicals. With the previously mentioned, the present study evaluated the phytotoxic
potential of ethanol-soluble extracts of the most abundant species collected in 11 study
plots set in remnants of Andean forests in Antioquia, through phytotoxicity tests on lettuce
seeds (Lactuca sativa). Extracts from the Colombian Andean oak, Quercus humboldtii were

selected for further work due to the promising inhibitory activity of lettuce seed germination
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(>80%), and radicle and hypocotyl elongation at a concentration of 500 mg*L™. In addition,
having oak samples collected in two sites with differences in altitude (Belmira and Anori),
comparisons were carried out by additional bioassays and by liquid chromatography
(HPLC), to determine the possible incidence of environmental factors in the bioactivity and
chemical composition. Even though neither significant differences were found in the
bioactivity, nor major changes were evidenced in their chromatographic profile, the extract
derived from the sample collected in the Belmira paramo was selected for further work,
since it presented a slightly tendency to have better phytotoxicity index and was more
available. In this way, the half maximum inhibitory concentration (ICsg) was determined at
198 mg*L* evidencing a phytotoxic potential, affecting the seed germination and radicle
elongation. In the bioassay-guided fractionation, 4 initial fractions were obtained, namely
F1, F2, F3 and F4. Additionally, 1 white solid was precipitated from fraction F2, labelled as
F2-P. After biological evaluation of all fractions, F2 and F3 evidenced the best results in
the inhibition of seed germination. These two fractions were not pooled together since its
chromatographic profile, followed by TLC (thin layer chromatography), was different.
Finally, fraction F2 was selected for chemical characterization due to its better inhibitory
potential inhibiting seed germination at different concentrations and a greater affectation in
the radicle and hypocotyl elongation of the lettuce seedlings. After fractionating F2, 23
pooled fractions were obtained, from which F2-P, F2-2, F2-3, F2-8, F2-9 and F2-10 were
analysed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), detecting
mainly fatty acids, steroids and triterpenes. Likewise, purification of major compounds was
achieved from fractions derived from F2 (F2-1, F2-4 y F2-6), which were elucidated by
nuclear magnetic resonance (NMR) experiments as an alcane Dodecane (C1l), the
triterpene Friedeline (C2) and the steroid 3-Sitosterol (C3). The presence of this triterpene,
along with others, and steroidal compounds, fatty acids and hidrocarbons detected through
GC-MS, could support the allelopathic potential of the Colombian Andean oak in the
inhibition of germination and radicle and hypocotyl elongation. These results open the
possibility to formulate the standardization of samples derived from the Andean oak as a

potential bioherbicidal product.

Keywords: Allelopathy, bioherbicide, Quercus humboldtii, Friedelin, triterpenes
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Introduccidon general

Para el afio 2023 el planeta tierra registré una poblacion de mas de ocho mil millones de
seres humanos (United Nations 2023). Esta cifra esta ligada a un sistema agropecuario
gue ha estado en constante crecimiento desde la segunda mitad del siglo XX y que ha
permitido la produccién sistematica de alimentos mediado el uso de agroquimicos de
sintesis (von der Goltz et al., 2020). Estos agentes quimicos permiten la fertilizacion de
suelos de manera que las plantas puedan asimilar facilmente ciertos nutrientes para la
obtencién de una mayor cantidad de biomasa por hectarea, asi como el control sisteméatico
de especies no deseadas en cultivos de consumo (von der Goltz et al., 2020). A este
sistema se le ha denominado revolucién verde y consiste en una serie de técnicas
agronomicas donde se estipulan los lineamientos fisicoquimicos para una explotaciéon
intensiva del suelo (Cordeau et al., 2016). Estas practicas han permitido el incremento en
la produccion de granos y forrajes, asi como el aumento paulatino del sector ganadero
(Boudebbouz et al., 2022)

Este crecimiento se ha visto fuertemente relacionado a los cambios conformacionales del
medio ambiente (Gandhi et al., 2021; Kass et al., 2020; Wijewardene et al., 2021; C. Yang
etal., 2021). Uno de estos casos es el que presentan algunas especies forestales (Berhanu
et al., 2023), en donde se observa como ha variado su presencia en ciertas zonas debido
al cambio climatico, esto debido a la adaptabilidad al medio, a migraciones hacia zonas
mas altas buscando bajas temperaturas, entre otras (Berhanu et al., 2023). En este
sentido, algunos ecosistemas como el bosque himedo tropical se han visto perjudicado
por la intervencion del ser humano producto de la transformacion del suelo para cultivo asi
como para la ganaderia intensiva (Vanegas-Cubillos et al., 2022). Esto hace que se
observen acumulaciones de agroquimicos de sintesis en la cadena tréfica, perdida de
especies endémicas tanto macroscopicas como microscopicas y una afectacién a la salud
humana debido a la aparicion de enfermedades crénicas probablemente relacionadas a
los efectos secundarios de los productos usados en estas practicas (Boudebbouz et al.,
2022; Ingaramo et al., 2020; C. Yang et al., 2021).
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Por otro lado, los productos agroquimicos de sintesis son derivados de la industria
petrolera (Valbuena et al., 2021). Para el afio 2050 se prevé una escasez en la obtencion
de petréleo, lo que conllevaria a un déficit productivo en el sector alimentario debido a la
disminuciéon de insumos para la produccion de alimentos, asi como una pardlisis en el
sector logistico que depende de dicho suministro (United Nations 2023), esto quedd
evidenciado en el afio 2020 debido a la pandemia del SARS-Cov Il asi como en el afo
2022 tras el inicio de la guerra entre Ucrania y Rusia, donde la dependencia del uso del
petréleo y sus derivados fue evidente debido al alza en los precios de fertilizantes (FAO
2023).

Debido a esto, se ha optado por buscar soluciones a mediano y largo plazo en la
agroecologia y la farmacognosia (Radhakrishnan et al., 2018). Estas disciplinas se
encargan de estudiar las interacciones naturales que presentan ciertas especies en nichos
determinados, donde se plantea el uso de otras especies como control biolégico para
mantener el equilibrio ecosistémico, junto a la utilizacibn de compuestos quimicos
provenientes de especies macro y microscopicas que puedan ser aprovechadas en
beneficio del ser humano, disminuyendo asi el impacto medio ambiental producto de la
utilizacién de derivados del petréleo (Cordeau et al., 2016; Radhakrishnan et al., 2018).

El mundo afronta estas probleméticas en dos perspectivas marcadas, los paises que
cuentan con desarrollo tecnol6gico apuestan por un cambio paulatino a los sistemas
ambientalmente sostenibles que permitan reducir la dependencia del petréleo y sus
derivados promulgando leyes de veto a ciertos productos de consumo intensivo. En
contraparte los paises en vias de desarrollo ven como desde el 2016 el consumo de
productos derivados del petréleo ha experimentado un incremento significativo debido a
temas econdémicos y politicos (Valbuena et al., 2021) .

Un caso particular es el de Colombia, que debido a su vocacién agricola y pecuaria se ve
en la necesidad de mantener el uso de agroquimicos de sintesis para sostener la
competitividad de sus productos (Valbuena et al., 2021). En estos casos se ha observado
gue en el sector lacteo se ha venido presentado hace més de una década la acumulacién
de agroquimicos sintéticos que pueden perjudicar la salud del ser humano a mediano y
largo plazo (Boudebbouz et al., 2022; Kass et al., 2020; Ren et al., 2020). Es también de
destacar, que producto del conflicto armado interno, Colombia centra sus importaciones
de pesticidas en compuestos organoclorados y érgano fosforados para la erradicacion de
cultivos que derivan en sustancias psicotropicas como lo es el cultivo de hoja de coca que

para 2021 se reportd en una extension de mas de 300 mil hectareas (Benner et al., 2016;
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Helander et al., 2012; MinJusticia 2023, Valbuena et al., 2021). Este consumo de
agroquimicos, sumado a actividades como la ganaderia extensiva y la mineria legal e
ilegal, han facilitado las transformaciones ecosistémicas del territorio, haciendo que se
generen cambios en la cobertura de los bosques en zonas montafiosas, asi como un
aumento considerable en los casos de enfermedades crénicas en comunidades cercanas
a las zonas de cultivos ilicitos donde se utiliza la técnica de aspersion aérea como método
de irrigacion (Murillo-Sandoval et al., 2021; Vanegas-Cubillos et al., 2022).

Esta antesala consolida la necesidad por parte del ser humano de encontrar soluciones a
la dependencia de los productos agroquimicos derivados del petréleo, para ello se ha
optado a nivel internacional por estudiar los potenciales alelopéaticos de algunos productos
guimicos derivados del metabolismo primario o secundario de especies macro y
microscOpicas que generen algun tipo de dominancia en ciertos ecosistemas (Abd-
ElGawad et al., 2020; Chaib et al., 2021; Reichert Janior et al., 2019). Esta premisa busca
encontrar las interacciones naturales que puedan llegar a presentar dos 0 mas especies
entre si, generando efectos de mayor especificidad con compuestos quimicos de bajo
impacto ambiental debido a su baja vida media y a su baja concentraciéon (Radhakrishnan
et al., 2018). Con ello se busca manejar una diversificacion de estructuras quimicas que
permita disminuir el consumo de derivados del petroleo. Se han reportado usos de aceites
esenciales de plantas; extractos crudos de tallos, hojas, raices y corteza de algunos
arboles maderables, asi como la extraccion de compuestos provenientes de especies
marinas, o algunas especies microscopicas como hongos y bacterias (Choudhary et al.,
2023). En este orden de ideas, Colombia al ser un pais megadiverso rico en especies
endémicas, podria ofrecer un potencial bioguimico importante en aras de reducir su
dependencia de sustancias agroquimicas derivadas del petroleo. Caso de este potencial
podria ser el roble andino colombiano Quercus humboldtii una especie del género Quercus
ampliamente utilizado en el mundo en el sector maderero y alimentario debido a la dureza
de su madera y a su alta produccién de compuestos antioxidantes como isoprenoides,
taninos y flavonoides (Garcia-Villalba et al., 2017; Morales, 2021; Socaciu et al., 2023). La
importancia del roble andino colombiano radica en que es una especie de alturas que solo
crece en los andes colombianos y que ha sido poco estudiada referente a diversas
actividades bioldgicas.

Teniendo en cuenta el contexto presentado, este proyecto busco estudiar el potencial
alelopatico que pueden presentar los extractos naturales provenientes de algunas

especies dominantes de remanentes de bosques andinos de Antioquia, esperando
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identificar especies con actividad promisoria como potencial bioherbicida. De esta manera
se seleccion6 el Q humboldtii para la caracterizacion de su potencial alelopético, asi como
realizacién un estudio de la quimica de los nicleos y compuestos mayoritarios que
posiblemente puedan aportar explicaciones a dicho potencial promisorio como
bioherbicida..
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Objetivos

Objetivo general

Caracterizar el potencial bioactivo y fitoquimico del extracto natural proveniente de

Quercus humboldtii roble andino colombiano.

Objetivos especificos

Caracterizar el potencial alelopatico del extracto crudo de Quercus humboldtii a
partir de hojas y tallos.

Estudiar la fitoquimica de fraccionamientos biodirigidos del extracto crudo para
determinar la naturaleza probable de las familias de compuestos mas
prometedores con potencial bioherbicida.

Caracterizar las familias de compuestos presentes en la fraccion bioactiva mas

promisoria mediante técnicas instrumentales.
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Metodologia general

Coleccion de material biolégico de
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Fraccionamiento biodirigido por medio de
actividad alelopatica
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Figura 1 Metodologia de trabajo desarrollada desde el tamizaje de especies de
remanentes de bosque andino hasta la caracterizacion del potencial biolégico y fitoquimico
de la especie mas promisoria.






1.Capitulo 1

Caracterizacion del potencial alelopatico de especies

endémicas del bosque andino antioquenio.

1.1 Resumen

En las ultimas décadas el ser humano se ha visto en la necesidad de mantener la
productividad del sector agropecuario desligandose paulatinamente del petréleo y sus
derivados que han sido pieza fundamental de dicho desarrollo. Los agroquimicos de
sintesis que juegan un papel indispensable en dicha cadena productiva han visto como en
las dltimas décadas su uso se vuelve cada vez mas restringido debido al alto grado de
peligrosidad para el ser humano y el medio ambiente. Como medida alternativa a estos
productos, la agroecologia y la farmacognosia han propuesto la utilizacion de estructuras
guimicas provenientes de la interaccion entre especies macro y microscépicas que
permitan asi reducir el impacto ambiental generado por los agroquimicos sintéticos
convencionales. En este orden de ideas la busqueda de especies con potencial alelopatico
toma una gran importancia debido a que se trata de encontrar una interaccion inter
especifica de la cual poder obtener estructuras quimicas de bajo impacto medio ambiental
generando usos sostenibles de especies endémicas. En la presente investigacién se
caracterizo el potencial alelopatico de las especies con mayor abundancia de remanentes
del bosque andino antioquefio, dando como resultado la seleccién del extracto crudo del
roble andino colombiano Quercus humboldtii como potencial agente bioherbicida,
exhibiendo una actividad inhibitoria en la germinacion de semillas de lechuga (Lactuca
sativa) mayor al 80% a una concentracion de 500 mg*L?. A su vez la comparacion de
extractos crudos de la misma especie de dos locaciones distintas revela que presentan
similitudes en su potencia bioactivo, siendo levemente mas activo el extracto proveniente
de una zona de paramo comparado con su homonimo de altitud media, esto deja entrever
gue el potencial bioactivo del roble esté ligado a la especie y no a una respuesta medio
ambiental lo que puede situar al Q. humboldtii como una potencial fuente de metabolitos
secundarios como potenciales agentes bioherbicidas.
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1.2 Abstract

In recent decades, human beings have been in need to maintain the productivity of
agriculture, gradually disassociating themselves from oil and its derivatives, which have
been a fundamental part of development. Synthetic agrochemicals that play an essential
role in this productive chain have seen how in recent decades their use has become
increasingly restricted due to their high degree of danger to humans and the environment.
As an alternative measure to these products, agroecology and pharmacognosy have
proposed the use of chemical structures resulting from the interaction between macroscopic
and microscopic species that thus allow reducing the environmental impact generated by
conventional synthetic agrochemicals. In this way, the search for species with allelopathic
potential gains significant importance because it is about finding an interspecific interaction
from which to obtain chemical structures with low environmental impact, generating
sustainable uses of endemic species. In the present investigation, the allelopathic potential
of the species with the greatest abundance of remnants of the Antioquia Andean Forest
was characterized, resulting in the selection of the crude extract of the Colombian Andean
oak Quercus humboldtii as a potential bioherbicidal agent, affecting germination of lettuce
seeds (Lactuca sativa), exhibiting an inhibitory activity greater than 80% at a concentration
of 500 mg*L. Additionally, the comparison of crude extracts of the same species from two
different locations reveals that they present similarities in their bioactive potency, the extract
from the paramo area being slightly more active compared to the same species growing at
medium altitude. This suggests that the potential oak bioactive is linked to the species and
not to an environmental response, which can place Q. humboldtii as a potential source of
secondary metabolites as potential bioherbicidal agents.

1.3 Introduccién

En los ultimos afios el uso intensivo de productos agroquimicos derivados del petréleo ha
marcado la forma de produccion de alimentos en el mundo (von der Goltz et al., 2020). La
FAO estima que desde los afios noventa hasta la primera década de los dos mil un aumento
del 50% en la produccién de agroquimicos, dejando una cifra de 1.1 millones de toneladas
comercializadas solo en el continente americano (FAO, 2022). Las técnicas derivadas de la
revolucion verde como es conocida, han facilitado a productores de materias primas las
herramientas suficientes para aumentar la produccién por hectarea de biomasa de cultivos
puros destinados al consumo (von der Goltz et al., 2020). Adicional a esto, dichas materias
primas son destinadas no solo a la alimentacion humana sino que son utilizadas para la
alimentacion de especies animales de consumo como lo son, aves, porcinos, bovinos entre
otros, que forman parte de la red trofica del ser humano (Boudebbouz et al., 2022). Para
comienzos de afio 2023 el planeta tierra super6 los ocho mil millones de seres humanos
(United Nations 2023), esto junto a la necesidad de alimentacion para dichas personas
plantea un reto al sistema agropecuario mundial , que se ve reflejado en el incremento
sostenido de produccion de granos, frutas y hortalizas asi como carnicos y derivados (Brief,
2022).



Capitulo 1 11

Estas sustancias sintéticas se caracterizan por su facilidad de produccién que depende de
derivados de la industria petrolera (Valbuena et al., 2021), su rapidez de accién en las
diferentes especies objetivos los han posicionado como parte fundamental de la produccion
agricola global. En el caso del glifosato, su baja especificidad puede controlar un gran numero
de especies de arvenses (Riafio et al., 2020). Estas caracteristicas han logrado mantener la
produccion sostenida de alimentos que en el caso de algunos productos de consumo diario
del ser humano se estimé una produccién mundial de cereales de mas de 2815 millones de
toneladas solo en 2022 (FAO 2023), asi como un crecimiento del 1,1% desde el 2021 respecto
a frutas y hortalizas, produccion de cérnicos (Brief, 2022). Este indice de produccién permite
dimensionar la necesidad y dependencia que se tiene a estas sustancias quimicas.

Por otro lado, para el afio 2030 la Union Europea espera tener sistemas productivos no
dependientes del petréleo y algunos de sus derivados (Comision Europea 2023). Con ello
busca disminuir el impacto medio ambiental de la liberacién de material particulado a la
atmosfera, acumulacion de gases de efecto invernadero, asi como el uso de polimeros
recalcitrantes, entre ellos los micro plasticos y los agroquimicos de sintesis (Comision
Europea 2023). Sin embargo, la pandemia del SARS-Cov-Il del afio 2020, y la guerra entre
Rusia y Ucrania iniciada en el afio 2022 han mostrado la dependencia que aln mantiene el
ser humano con respecto al petréleo y sus derivados, ejemplo de ello han sido las alzas en el
precio de los combustibles y fertilizantes a nivel global, que a su vez encarecen los productos
agricolas y generan una crisis alimentaria y econémica que ha afectado a los paises en vias
de desarrollo (FAO 2023). Adicionalmente, la importacion y exportacion global de
agroquimicos de sintesis se mantiene en aumento a una tasa de aproximadamente 1,2%
(FAO 2022).

Asi mismo, la dependencia de dichos agentes agroquimicos ha evidenciado el surgimiento y
crecimiento paulatino de enfermedades crénicas para el ser humano. Aumentos en los casos
de cancer y diabetes en seres humanos (Avelar Amado et al., 2020; Kass et al., 2020; C.
Yang et al., 2021) y la posible malformacién de fetos en animales (C. Yang et al., 2021).
Ademas de dafios en el medio ambiente, como perdida considerable de insectos
polinizadores, contaminacién de suelos y cuerpos acuiferos y afectacion de especies
endémicas en zonas de aplicacién, han sido uno de los factores determinantes para que se
tomen consideraciones sobre el uso de algunos agentes agroquimicos, como los drgano
clorados, fosforados y azufrados, que para 2019 han sido vetados de gran parte de los paises
del continente europeo y Estados Unidos (Valbuena et al., 2021). Sin embargo, no es el caso
de los paises en vias de desarrollo que ven las leyes de veto como una oportunidad de adquirir
tecnologias a bajos costos, con serias consecuencias ambientales (Valbuena et al., 2021).

Paises como Brasil y Colombia se han visto afectados por el uso de estos agroquimicos
debido a su vocacién agropecuaria (Murillo-Sandoval et al., 2021; Van den Berg et al., 2022),
la ganaderia intensiva contribuye a la deforestacién en beneficio de la obtencion de terrenos
aptos para el pastoreo intensivo, dependientes de fertilizacion artificial para la obtencion de
biomasa en beneficio del ganado bovino, los cuales son productores de gas metano,
contribuyente directo del efecto invernadero en el planeta. En el caso especifico de Colombia,
el consumo por importaciones de herbicidas se ha visto en auge desde el afio 2016 (Valbuena
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et al., 2021), esto debido al incremento de la deforestacion de zonas boscosas para la
intensificacion de actividades agropecuarias y mineras, como también en el marco de conflicto
armado interno para la erradicacion de cultivos ilicitos como los cultivos de hoja de coca y
marihuana (Murillo-Sandoval et al., 2021). Esto hace que se vea una afectacion notable en
los ecosistemas de bosque humedo tropical que ha experimentado cambios sustanciales en
el paisaje y la distribucion de especies por el territorio (Calle & Holl, 2019). Por otro lado, la
afectacion a la salud humana se ha convertido en una problematica en crecimiento, debido a
gue la aplicacion de estos agroquimicos en algunas ocasiones se hace por aspersién aérea
(Benner et al., 2016) generando aerosoles que pueden viajar a través de las corrientes de
aire, teniendo alcances sobre especies no objetivo y el ser humano. Para el afio 2018 se
llegaron a reportar la presencia de agentes organoclorados de alta peligrosidad en el area
metropolitana del valle del Aburrd méas precisamente en la ciudad de Medellin (Avila et al.,
2022).

Ante estas problematicas, han surgido areas de estudio e investigacién como la agroecologia
y la farmacognosia (Avelar Amado et al., 2020; Radhakrishnan et al., 2018), estas ramas de
las ciencias naturales buscan estudiar las interacciones que se presentan entre diversos
organismos en un mismo ecosistema, asi como el efecto al desarrollo celular de una sustancia
guimica proveniente del metabolismo primario o secundario de un organismo macroscoépico
0 microscoépico sobre otro. A estos efectos se les conoce como potenciales alelopaticos y se
han convertido en una ventana para reconocer estructuras quimicas o grupos funcionales de
dichas estructuras con un gran potencial de control biolégico de una gran diversidad de
especies (Cordeau et al., 2016; Radhakrishnan et al., 2018). El control biol6égico como se le
conoce, ejerce en la Ultima década un impacto enorme en el estudio de sustancias de bajo
impacto medio ambiental como posibles sustitutos de derivados del petréleo (Khursheed et
al., 2022a). El uso de aceites esenciales de plantas como herbicidas, fungicidas o insecticidas,
asi como el uso de metabolitos secundarios de especies marinas, micotoxinas y otras
especies han planteado un interés en la ciencia moderna por caracterizar los potenciales
bioactivos de ciertas biomoléculas de cara a la formacién de una alternativa sélida y sostenible
ante la inminente desaparicion del petréleo, que se espera sea para la década del 2050
(Khursheed et al., 2022a).

En este orden de ideas y tomando en cuenta que Colombia es considerado un pais
megadiverso, la potencialidad bioactiva de sus especies endémicas podria permitir la
elucidacion de una gran cantidad de compuestos bioactivos que faciliten una transicion viable
y sostenible de agentes derivados del petroleo a nuevas tecnologias. Tomando en cuenta la
biodiversidad y la falta de estudios de especies arbdreas creciendo en remanentes de
bosques andinos, en el presente trabajo se planteé como objetivo el evaluar el potencial
alelopatico de las especies forestales mas abundantes colectadas en once locaciones
distintas del bosque andino de la zona de Antioquia con el fin de reconocer especies
endémicas con potenciales alelopaticos como posibles bioherbicidas.
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1.4 Metodologia

1.4.1 Coleccidn y tratamiento del material vegetal

1.4.1.1 Coleccion del material vegetal

Las especies seleccionadas para este trabajo fueron priorizadas por su abundancia
después de establecer varias parcelas permanentes de monitoreo de una hectarea, en
diferentes pisos térmicos en remanentes de bosques andinos de Antioquia. Para
determinar el criterio de coleccién en cuanto a la abundancia, nos apoyamos en trabajos
previos del grupo de investigacion y el macroproyecto donde se enmarca este estudio
(Pena et al.,, 2018). La abundancia se defini6 como especies con mayor nimero de
individuos por parcela. Se colectdé material bioldgico en la zona del paramo de Belmira
6°61N 75°65"0, que presenta una altitud media de 2928 m.s.n.m., una temperatura media
de 12,8 °C y una precipitacién anual de 2195 mm; el municipio de Maceo 6.33 N 74.47 O
con una altitud media de 950 m.s.n.m., una temperatura media de 23,4 °C y una
precipitacién anual de 2701 mm; el municipio de Angelépolis 6.06 N 75.42 O, con una
altura media de 2027 m.s.n.m., una temperatura media de 21 °C y una precipitacion media
de 240 mm; el municipio de Puerto Triunfo 5.52 N 74.36 O, con una altitud media de 150
m.s.n.m., una temperatura media de 28 °C y una precipitacion media de 180 mm; el
municipio de Anori 7.04N 75.08 O, con una altitud media de 1740 m.s.n.m., una
temperatura media de 15,1 °C y una precipitaciéon media de 3057 mm; el corregimiento de
Porce 6.33 N 75.9° con una altitud media de 1800 m.s.n.m., temperatura media de 17 °C
y una precipitacién media de 300 mm; el municipio de Caicedo 6.24 N 75.59 O, con una
altitud media de 1820 m.s.n.m., temperatura media de 22 °C y una precipitacion media de
2092 mm; el municipio de Carepa 7.45 N 76.39 O, con una altitud media de 28 m.s.n.m.,
una temperatura media de 26 °C y una precipitacion media de 200 mm; el municipio de
Jardin 5.35 N 75.49 O, con una altitud media de 1750 m.s.n.m., una temperatura media de
13,9 °C y una precipitacién media de 5557 mm; el Alto de Ventanas 7.07 N 75.46 O, una
altitud de 2031 m.s.n.m., una temperatura media 18.2 °C y una precipitaciéon media de
84.41 mm; el municipio de Tamesis 5.38 N 75.42 O, con una altitud media de 1638
m.s.n.m., una temperatura media de 20 °C y una precipitacion media de 200 mm. Para
continuar el trabajo, se colectd 1 kg de hojas y tallos de las especies mas abundantes de
cada sitio de coleccion (entre 8 a 11 especies por sitio), para su secado a temperatura
ambiente. Del material vegetal se realiz6 una molienda en una trituradora de madera para
obtener un triturado adecuado para la extraccion. Para la confirmar la identidad de las
muestras vegetales, se colecté una muestra de cada especie que fue llevado al herbario
del Jardin Botanico de Medellin (JAUM), donde se deposité el voucher y fueron
identificadas por el Dr. Alvaro Idarraga (Lider del Herbario Jardin Botanico de Medellin).
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1.4.1.2 Obtencion de extractos etandlicos de las especies de
remanentes de bosques antioguenos

El material vegetal (hojas y tallos) fue secado a temperatura ambiente, molido y luego se
pesoé y se extrajo con etanol destilado (96%) por percolacion (1L x 100g). Finalmente, el
extracto se concentrd por rotaevaporacion a presion reducida y a temperaturas no mayores
de 50°C. El extracto seco obtenido se almacend en la oscuridad y a temperatura de -17°C
mientras se realizaron los bioensayos.

1.4.2 Actividad bioldgica

1.4.2.1 Evaluacién del potencial alelopético de extractos
crudos en semillas de lechuga Lactuca sativa

En la determinacién de la inhibicién de la germinacién se emple6 el ensayo de toxicidad
aguda con semillas de lechuga (Lactuca sativa L, variedad Black seeded Simpson) descrito
por Sobrero (2004), que consistid en evaluar los efectos fitotdéxicos de extractos en proceso
de germinacién de semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de
crecimiento.

Para el ensayo, se situaron dentro de cajas de Petri de 100 x 15 mm, discos de papel de
filtro (Whatman #2) saturados con 6 mL de soluciones acuosas de los extractos obtenidos
a partir de cada planta, en una concentracién de 500 mg*L™. En seguida, se ubicaron 25
semillas de lechuga sobre los discos de papel filtro, dejando espacio suficiente para que la
germinacion de las semillas. Para cada muestra evaluada se realizaron 4 repeticiones cada
una con 25 semillas, usando como control negativo agua filtrada y como control positivo
un herbicida comercial (Panzer®) a la misma concentracion de los extractos. Cada caja de
Petri se recubrié con papel vinipel para evitar pérdidas de humedad y se incub6 durante
120 horas (5 dias) en la oscuridad a una temperatura de 22 + 2°C. Transcurrido el tiempo
del andlisis, se evaluaron los siguientes parametros:

Porcentaje de germinacion y porcentaje de inhibicion, se contabilizé el nUmero de semillas
germinadas (con aparicion visible de radicula aprox. 2 mm) a su vez se calculd su inverso
como porcentaje de inhibicion, el cual se obtuvo de acuerdo con las siguientes formulas:

Semillas T conradicula

Porcentaje de germinacion = * 100 (1)

Semillas control negativo

Semillas T con radicula

Porcentaje de inhibicion = (1 — ) *100 (2)

Semillas control negativo
Donde Semillas T con radicula, es el numero de semillas tratadas con extracto que
germinaron, Semillas control negativo es el numero total de semillas germinadas en las
cajas del control negativo (solo agua filtrada).
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Longitud de la radicula e hipocotilo: se midi6 la longitud de la radicula y el hipocétilo con
un calibrador Vernier digital y se comparé con el control negativo para mirar los efectos de
cada extracto sobre su elongacion.

1.4.3 Analisis estadistico

Se uso6 el andlisis de varianza de una via (ANOVA) para evaluar si existian diferencias
significativas de la actividad frente inhibicion de germinacion de semillas de lechuga, de
todos los extractos evaluados a 500 mg*L!. Para esto se emple6 el software R version
4.3.1 (RCommander 2023).

Este andlisis también se aplic6 ANOVA para evaluar si habia diferencias en el porcentaje
de inhibicion entre los extractos de Q. humboldtii colectados en Anori (An) y Belmira (B), a
concentraciones de 50, 100, 250 y 500 mg*L™*, como también para comparar la longitud de
la radicula y el hipocétilo de las semillas germinadas a 500 mg*L* para los extractos. En
todos los andlisis se evaluo la significancia a una probabilidad del 95% (a< 0,05). En los
casos en los que se present6 diferencias significativas, se uso la prueba de Tukey para
definir e identificar los factores entre los cuales se daban dichas diferencias, se uso el
software R version 3.5.3 (R Core Team, 2019).

Se hizo un diagrama de barras para entender la distribucién de las frecuencias en relacion
con el porcentaje de inhibicion de la germinacién semillas. Las clases o intervalos,
representados por las barras, agrupan las especies con las que se obtuvo el mismo
porcentaje de inhibicion. La altura de las barras muestra la frecuencia de los valores de
datos para cada una de las clases. En total se analizaron 108 especies colectadas en 11
sitios diferentes. Estos analisis estadisticos fueron realizados usando el software R version
3.5.3 (R Core Team, 2019).

1.4.4 Analisis por cromatografia liquida de los extractos
seleccionados

La comparacion de los extractos seleccionados se realizé por medio de cromatografia
liguida de alta resolucién (HPLC) (Sedio et al. 2021). Se us6é un cromatografo Vanquish
Horizon Duo de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, United States), con una columna
Accucore Cig de 150 mm longitud, 2.1 mm de didmetro interno y 2.6 um de tamafio de
particula. La fase movil fue un buffer A (0.1% v/v de &cido férmico en agua) y un buffer B
(0.1% v/v acido férmico en metanol), combinandose en un gradiente del 5 - 100% de buffer
B durante 18 min. Los archivos cromatograficos obtenidos en este andlisis se procesaron
en MZmine 2.
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1.5 Resultados

1.5.1 Actividad alelopética de las especies mas abundantes de
remanentes de bosques antioquefios

En la Tabla 1.1 se compila la informacion de las muestras vegetales colectadas en 11
localidades diferentes, con 87 especies identificadas (11 muestras solo identificadas hasta
el género), pertenecientes a 72 géneros dentro de 38 familias botanicas, resultando en un
total de 105 extractos evaluados. En los resultados iniciales del efecto de los extractos
etandlicos en la germinacion de las semillas de lechuga resaltan 26 muestras con un
porcentaje de inhibicion mayor al 70%.

Tabla 1.1 Especies colectadas por cada sitio biogeografico y porcentaje de inhibicion de
germinacion de los extractos etandlicos sobre semillas de lechuga.

. - NUmero de Porcentaje
Sitio de Cadigo de . : de
coleccion muestra Especies serr_ullas inhibicion
germinadas
(%)
V1 Ruagea pubescens H. Karst. 67 33
V2 Clethra fagifolia Kunth 59 41
V3 Miconia poeppigii Triana 76 24
V4 Vismia laevis Triana & Planch. 78 22
Alto de V5 Elaeagia pastoensis L.E. Mora 89 11
Ventanas V6 Elaeagia karstenii Standl. 87 13
V7 Alchornea coelophylla Pax & K. o 76
Hoffm.
V8 Meriania sp. 16 84
V10 Hieronyma duquei Cuatrec. 27 73
Allomaieta hirsuta (Gleason)
Al Lozano 30 70
A2 Palicourea angustifolia Kunth 23 77
A3 Matudaea colombiana Lozano 29 71
Angelépolis A4 Aphelandra s_co_lnikiae Le_onard 23 77
A5 Croton smithianus Croizat 21 79
A6 Piper albanense Yunck. 31 69
A7 Palicourea guianensis Aubl. 26 74
A8 Vismia macrophylla Kunt 32 68
A9 Guettarda crispiflora Vahl 30 70
Anl Dacryodes belemensis Cuatrec. 22 78
An2 Cynometra bauhiniifolia Benth. 14 86
An3 Virola sebifera Aubl. 23 77
Anori An4 'Compsonejura sp. 37 63
AnS Tovomita wedd_elllana Planch. & o5 75
Triana
An6 Dystovomita sp. 21 79
An7 Chrysophyllum argenteum Jacqg. 42 58
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An8 Miconia reducens Triana 44 56
An9 Tapirira guianensis Aubl. 36 64
Anl10 Quercus humboldtii Bonpl. 28 72
Ladenbergia macrocarpa (Vahl)
B2 Klotzsch 33 67
B3 Gordonia fruticosa (Schrad.) H. 3 97
Keng
B4 Myrcia coriacea (Vahl) DC. 59 41
Belmira B5 Miconia jahnii Pittier 62 38
B6 Miconia superposita Wurdack 64 36
B7 Miconia multiplinervia Cogn. 0 100
B8 Quercus humboldtii Bonpl. 3 97
Billia rosea (Planch. & Linden) C.
B9 Ulloa & P. Jarg. 66 34
Beilschmiedia costaricensis (Mez &
Cal Pittier) C.K. Allen /8 22
Ca2 Weinmannia balbisiana Kunth 89 11
ca3 Ocotea balanmﬁga (Ruiz & Pav.) 83 17
Billia rosea (Planch. & Linden) C.
Caicedo Cad Ulloa & P. Jarg. 81 19
Cab Piper obliguum Ruiz & Pav. 84 16
Cab Alchornea verticillata Renteria y 78 29
Franco
Cav Hieronyma antioquensis Cuatrec. 83 17
Ca8 llex danielis Killip & Cuatrec. 83 17
Ca9 Ocotea sp. 77 23
Cal0 Palicourea garciae Standl. 90 10
C1 Protium sp. 58 42
C2 Virola sp. 84 16
C3 Piper reticulatumL. 55 45
C4 Castilla tunu Hemsl. 75 25
Batocarpus costaricensis Standl. &
Carepa C5 L.O. Williams 84 16
c6 Lunania parviflora Spruce ex. 78 22
Benth.
Cc7 Piper urense Callejas 83 17
C8 Pouteria subrotata Cronquist 56 44
C9 Inga acrocephala Steud. 87 13
J1 Palicourea demissa Standl. 68 32
J2 Palicourea andaluciana Standl. 89 11
J3 Besleria formosa C.V. Morton 55 45
J4 Miconia acanthocoryne Wurdack 78 22
Jardin 15 Ladenbergia macrocarpa (Vahl) 88 12
Klotzsch
36 Eschweilera antloqgen3|s Dugand & 72 o8
Daniel
J7 Beilschmidtia sp. 63 37
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Billia rosea (Planch. & Linden) C.

J8 Ulloa & P. Jarg. 86 14
J9 Hieronyma antioquensis Cuatrec. 79 21
J10 Ocotea floribunda (Sw.) Mez 75 25
M1 Aniba perutilis Hemsl. 28 72
Warszewiczia uxpanapensis
M2 (Lorence) C.M. Taylor 29 1
M3 Virola flexuosa A.C. Sm. 20 80
M4 Pourouma bicolor Mart. 35 65
Maceo M5 Tetragastris panamensis (Engl.) 34 66
Kuntze
M6 Miconia elata (Sw.) DC. 25 75
M7 Magquira guianensis Aubl. 20 80
M8 Coussarea grandifolia Rusby 33 67
M9 Hieronyma sp. 32 68
M10 Allomaieta pancurana Lozano 29 71
P1 Cordia bicolor A. DC. 70 30
P2 Amaioua corymbosa Kunth 66 34
P3 Matayba arborescens (Aubl.) Radlk. 81 19
P4 Pseudolmedia laevigata Trécul 63 37
Porce P5 Pouroumg picqlor Mart. . 82 18
P6 Erythroxylum citrifolium A. St.-Hil. 86 14
P7 Pera arborea Mutis 83 17
P8 Guatteria sp. 57 43
P9 Miconia elata (Sw.) DC. 86 14
P10 Jacaranda copaia (Aubl.) D. Don 68 32
Ptl Brownea rosa-de-monte Bergius 39 61
Pt2 Rinorea hirsuta Hekking 37 63
Pt3 Ampelocera cf. longissima Todzia 30 70
P4 Ephedranthus colombianus Maas & 49 51
Setten
Puerto Pt5 Brosimum alicastrum Sw. 36 64
Triunfo Pt6 Coccoloba padiformis Meisn. 60 40
Isidodendron tripterocarpum Fern.
Pt7 Alonso, Pérez Zab. & Idarraga 59 41
Pt8 Cynometra cf. schottiana Hochr. 74 26
P19 Oxandra longipetala 72 28
P10 Talisia sp. 68 32
T1 Trophis racemosa (L.) Urb. 74 26
T2 Clarisia biflora Ruiz & Pav. 81 19
T3 Casearia aculeata Jacq. 77 23
T4 Pterocarpus sp. 63 37
T5 Cordia panamensis L. Riley 78 22
Tamesis T6 Cupania latifolia Kunth 55 45
T7 Astronium lecointei Ducke 86 14
T8 Guapira costaricana (Standl.) 74 26
Woodson
T9 Licaria applanata van der Werff 77 23
T10 Dalbergia sp. 43 57
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En la figura 1.1, se muestra el analisis de varianza del porcentaje de inhibiciébn de cada
extracto y sus respectivos controles, por cada sitio de coleccion. En algunos sitios de
coleccion se observan valores muy homogéneos con una actividad marginal, mientras que
en otros resaltan algunos extractos con valores por encima del 60% de inhibicion, con
diferencias significativas con respecto al control negativo y en algunos casos con actividad
cercana al control positivo. El mayor nimero de extractos que afectaron la germinacion de
las semillas de lechuga fueron colectadas en Angel6polis, Anori, Belmira, Maceo y Puerto
Triunfo (figura 1.1). En otros sitios de coleccion, se presentaron menos especies con un
porcentaje de inhibicion promisorio, como en Alto de Ventanas y Porce.

A. Belmira

Especies Espacies
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Figura 1.1. Andlisis de la variacién de los porcentajes de inhibicion de la germinacién de
semillas de las especies por sitios de coleccion. CN: control negativo, CP: control positivo

Por otro lado, para destacar las especies promisorias, considerando el conjunto de datos
por extractos individuales, se analizaron todos los resultados de los porcentajes de
inhibicion (figura 1.2). Se observa especies con una actividad marginal cercana al control
negativo, mientras que hay unas especies que parecen promover la germinacion. Entre las
muestras promisorias, con un comportamiento similar al control positivo, se encuentran B7

(Miconia multiplinervia), B8 y An10 (Quercus humboldtii).
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Figura 1.2 Distribucion de las frecuencias de los porcentajes de inhibicion de la
germinacion de semillas de lechuga respecto a los extractos etandlicos de las especies
evaluadas.

Las dos especies de Q. humboldtii, colectadas en localidades diferentes (Anori y Belmira),
fueron seleccionadas y comparadas con ensayos y pruebas adicionales.

1.5.2 Comparacion biologica y quimica de Q. humboldtii con
origen en dos sitios biogeograficos diferentes.

En los andlisis comparativos con los extractos de Q. humboldtii colectados en dos
locaciones diferentes (Belmira y Anori) que presentan diferencias en su altitud media (2958
m.s.n.m. y 1538 m.s.n.m. respectivamente) se presentaron los resultados en cuanto al
efecto sobre la germinacion de las semillas (figura 1.3).
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Figura 1.3 ANOVA del numero de semillas germinadas frente a los extractos de Quercus
humboldtii colectados en Anori (An) y Belmira (B) desde de 50-500 mg*L* en comparacion
con el control negativo (CN) y Control positivo (CP). Las muestras que poseen diferentes
letras representan diferencias significativas entre si segun la prueba de Tukey (o< 0.05).

Para ambos extractos, la actividad se incrementa hacia la concentracién de 500 mg*L?,
con una ligeratendencia a presentar un mejor potencial inhibitorio con la muestra colectada
en Belmira (figura 1.3). Sin embargo, al analizar las diferencias en cuanto a la inhibicién
de la germinacion de las semillas mediante la prueba de Tukey, estas no son significativas
entre ambas muestras.

En cuanto al efecto de ambos extractos sobre la elongacion de la radicula y el hipocétilo
de las semillas que alcanzaron a germinar, de nuevo se observa una tendencia a inhibir la
longitud de la radicula mayor para la muestra colectada en Belmira, pero esta no alcanza
a ser significativa mediante la prueba de Tukey (figura 1.4). Ambos extractos de Q.
humboldetii, presentan diferencias con respecto al control negativo.
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Figura 1.4 ANOVA de las mediciones de la longitud de las radiculas y los hipocétilos de
las semillas germinadas frente a los extractos de Quercus humboldtii colectados en Anori
(AN10) y Belmira (B8) a 500 mg*L?. Las muestras que poseen diferentes letras
representan diferencias significativas entre si segun la prueba de Tukey (a< 0.05).

En cuanto a los perfiles cromatograficos de ambos extractos etandlicos de Q. humboldtii
(B8 y An10), en la figura 1.5. se sobreponen los cromatogramas de HPLC, evidenciando
la similitud en los perfiles, con cambios en la intensidad de algunos de los picos.
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Figura 1.5 Perfiles cromatograficos por medio de HPLC de extractos etandlicos de Q.
humboldtii colectado en Anori (An10) color rojo y Belmira (B8) color azdl.
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1.6 Discusioén

1.6.1 Analisis de la actividad alelopatica

Uno de los mayores retos de la agricultura organica es el manejo de arvenses que
perturban el desarrollo y la calidad de plantas en los cultivos, encareciendo costos y
disminuyendo su rendimiento (Bocker et al., 2019). Como se planted en este trabajo, el
uso intensivo de agroquimicos sintéticos ha derivado en un impacto negativo en el medio
ambiente y la salud humana que a su vez se ve reflejado en la disminucién de la fertilidad
inherente de los suelos, con el costo adicional de la utilizacion de sustancias de origen
petroquimico (Madani & Carpenter, 2022). La busqueda de alternativas derivadas de
especies endémicas de remanentes de bosques poco explorados seguida en este estudio,
derivo en el tamizaje inicial de 105 extractos de los cuales 26 afectaron la germinacion en
un porcentaje mayor al 70% (Tabla 1.1). Considerando la biodiversidad del territorio
colombiano, los resultados apoyan el estudio de las especies endémicas ya que la mayoria
de los trabajos donde evallan la fitotoxicidad basados en relaciones alelopéticas de las
especies vegetales, reportan analisis sobre especies de grupos taxondmicos diferentes a
las estudiadas (Kaab et al., 2020; Mominul Islam et al., 2018) donde se realizaba énfasis
en tamizar el potencial bioherbicida con base en la ethobotanica, asi evaluar el potencial
de especies presentes en una misma zona geografica con similitudes en sus condiciones
climaticas. En consecuencia, se encontraron reportes enfocados a extractos de especies
de zonas templadas (Balah, 2020; Jiang et al., 2021; Scavo et al., 2020), mientras que no
hay reportes sobre potenciales germinicidas o herbicidas de las especies andinas tratadas
en este trabajo. Cabe aclarar que algunas especies incluidas en este estudio tienen
reportes encaminados a estudios en farmacologia y el uso alimentario, donde se estudio
la aportacion de compuestos volatiles a las caracteristicas de afiejamiento del vino
carmenere con respecto al tiempo de maduracién donde se destaca la presencia de
antioxidantes en la matriz lefiosa de las especies estudiadas, la utilizacion de frutos de
especies maderables como sustituto del café debido a la presencia de compuestos
guimicos con similitudes organolépticas a las que presenta el café, asi como el valor
nutricional de dichos frutos con perspectiva alimentaria asi como, algunos usos
medicinales segun la tradicién de las comunidades. Estos estudios estan enfocados a
buscar productos de origen forestal con usos no maderables que aluden a la necesidad de
generar valor agregado mas alla del sector maderero, buscando prodigar el cuidado de
especies forestales apoyados en las comunidades cercanas a dichas especies (Garcia-
Villalba et al., 2017; Gonzalez et al., 2008; Martinez-Gil et al., 2018; Potosi Gutierrez et al.,
2017; Socaciu et al., 2023).

En cuanto al método de seleccion de las muestras vegetales, la abundancia de una especie
en un ecosistema depende de multiples mecanismos adaptativos, siendo uno de estos la
capacidad de sintetizar compuestos que contribuyan a fortalecer procesos de defensa y
supervivencia, manteniendo sus poblaciones y la dominancia en su héabitat (Wink, 2003;
Thakur et al., 2019). Es por ello por lo que se seleccionaron las especies mas abundantes
de cada sitio de coleccién buscando mayores opciones de muestras bioactivas. En este
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sentido, en la figura 1.1, se observa que, en algunos sitios de coleccion se present6 una
afectacién a la germinacion de semillas de lechuga de forma homogénea y consistente
(alta o baja). Es de destacar que en Angel6polis, Anori y Maceo todos los extractos
presentaron un porcentaje de inhibicion cercano o mayor al 60%, en las muestras de
Caicedo, Carepa, Jardin y Porce no se presentaron efectos fitotoxicos significativos. Esto
concuerda con la estructura de estos bosques que presentan comunidades mas
homogéneas (Pefa et al 2018). Por otro lado, se encontrdé que en parcelas ubicadas en
tierras mas altas (Paramo de Belmira y Alto de Ventanas) se encontraron solo unas
especies con actividad significativa. Esto evidencia que los efectos alelopéticos juegan un
rol determinante en la estructura de los bosques, pues resalta el caso de los robledales en
la parcela de Belmira, donde el Q. humboldtii forma poblaciones dominantes a lo largo del
transecto, lo cual se vio reflejado en su actividad sobre la germinacion de las semillas en
el laboratorio (figura 1.2). Con respecto estudios en la composicién quimica y su relacién
con gradientes altitudinales por medio de analisis metabolomicos de extractos, varios
autores llegaron a la conclusion que, a mayores elevaciones se da menor diversidad de
metabolitos secundarios, pero se detectaron en mayores concentraciones de algunos
metabolitos (Kergunteuil et al, 2018; Sedio et al., 2021.; Volf, 2020). Aunque el presente
estudio se hizo a menor escala que los trabajos citados, los resultados sugieren que el
efecto de especies dominantes en el bosque podria estar en concordancia a lo descrito por
estos autores. Sin embargo, no se puede descartar realizar comparaciones por factores
climéaticos debido a las dindmicas que esta sufriendo el bosque himedo por el cambio
climéatico y la intervencién humana en funciéon de las actividades legales (Ganaderia,
mineria, explotacion maderera) asi como actividades ilegales (narcotrafico, y comercio
ilegal de especies animales y vegetales), pero que no fueron el objetivo de este estudio
(Hrabanski & Le Coq, 2022).

Por parte del bioensayo implementado, en la literatura especializada se reportan
metodologias para la descripcion del potencial alelopatico desde la fitotoxicidad
observando el potencial de inhibicion de la germinacién en semillas de lechuga (Avelar
Amado et al., 2020; Bouafiane et al., 2021; da Silva et al., 2019; Fernandes et al., 2023;
Sobrero & Ronco, 2004). En este sentido, se valida el uso de las semillas de lechuga L.
sativa como modelo prueba para evaluar el efecto sobre la germinacion, y la elongacion
de radicula y el hipocdétilo. También se observd en la literatura que la extraccion del
contenido intracelular con etanol es ampliamente referenciado y utilizado al romper
efectivamente la pared y membrana celular (Scavo et al., 2020; Vieira et al., 2020), asi
como se plantea una metodologia prometedora para la obtencién sin solventes
dependientes del petréleo, punto clave de cara a la explotacion sostenible y en
cumplimiento del mencionado acuerdo de Paris (Santos et al., 2022). En dichos estudios
se aboga por el uso de soluciones hidroalcohdlicas, que permitan reducir la extraccién de
material intracelular con solventes organicos. En tanto a la referencia de la concentracion
inicial utilizada para evaluar el efecto de los extractos vegetales, es un parametro que suele
ser variable en la literatura debido a diversos factores, uno de ellos las caracteristicas
fisicas de las moléculas a las cuales se le atribuya un posible efecto alelopatico o
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estandarizacion de protocolos con respecto a referencias utilizadas, asi como una posible
forma de aplicacion debido a factores como la polaridad, esto debido a la solubilidad que
pueda tener en un medio. Aun asi el rango en el que oscilan dichas concentraciones
pueden variar entre los microgramos hasta gramos por litro de soluciéon (Castola et al.,
2002; Radhakrishnan et al., 2018; Vieira et al., 2020). Esto hace intuir que el desarrollo
utilizado en el presente trabajo se encuentra acorde a lo referenciado en la literatura, y que
lo innovador del presente estudio se caracteriza por las concentraciones utilizadas 500
mg*L?, que resultan ser considerablemente bajas a otras reportadas (da Silva et al., 2019;
Kaab et al., 2020; Mominul Islam et al., 2018). Con esto, se encontré que la especie Q.
humboldtii posee una actividad promisoria, y que su extracto natural puede ser utilizado
como un potencial agente alelopatico con caracteristicas bioherbicidas.

1.6.2 Seleccion de Q. humboldtii y comparacién biologicay
guimica de muestras con origen biogeograficos diferentes.

De acuerdo con lo sefialado en la figura 1.2 el roble andino Q. humboldtii, fue de interés
no solo por sus resultados promisorios, sino por la dominancia de sus poblaciones en los
dos sitios de coleccion encontrado, evidenciando un efecto alelopatico en el bosque que
fue corroborado en el laboratorio. Aunque no se encontraron estudios de la actividad
alelopética de esta especie en particular, Q. humboldtii ha sido objeto de atencién por
presentar mono dominancia en bosques andinos colombianos influyendo en la estructura
de las comunidades vegetales (Kattan y Murcia, 2012). Patrones mono dominantes de
varias especies de Quercus, han sido reportadas en bosques de otras latitudes
derivdndose en el estudio de efectos alelopéticos tanto en el bosque (Djurdjevic et al.,
2005; Fernandez et al, 2016; Li et al, 2007), como en experimentos de fitotoxicidad en el
laboratorio (Alrababah et al., 2009; Bhupendra et al., 2016; Dastagir & Hussain, 2015;
Pranab et al., 2010), demostrando en efecto interferencia quimica en el desarrollo de otras
plantas. Sin embargo, al no encontrar informacién en cuanto al potencial alelopético para
el Q. humboldtii se opto por realizar una comparacion entre la misma especie colectada en
Anori y Belmira. Esto debido a que en ambas locaciones se presentan diferencias
altitudinales, de precipitacion y de temperatura, por lo que se evalu6 si se presentaba
variaciones en su actividad bioldgica, producto de una respuesta inducida por el ambiente
en referencia a su metabolismo secundario. Todo ello debido a los reportes que prueban
gue la medida de la plasticidad de las defensas quimicas es variable a nivel intraespecifico,
como el contenido de estructuras lipidicas en respuesta a un cambio respecto a las
condiciones climaticas y la variacién de las especies en su distribucion en ecosistemas
(Huang et al., 2023). Ademas, los resultados iniciales donde presentaron un porcentaje de
inhibicion de la germinacion del 72% y 97% para las muestras colectadas en Anori y
Belmira (Tabla 1.1) respectivamente, hizo pensar en diferencias en cuanto a su
composicion quimica. Sin embargo, tanto en los ensayos posteriores de la inhibicién de la
germinacion de semillas de lechuga a diferentes concentraciones (figura 1.3), como en el
efecto en la elongacion de la radicula y del hipocétilo (figura 1.4), no se observaron
diferencias significativas entre los extractos de ambos sitios de coleccién. Debido a ello,
se sugiere que la actividad presentada podria estar ligada a metabolitos secundarios
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constitutivos, los cuales son sintetizados y almacenados en la planta sin previo estimulo
(Kesler, 2015; Piasecka et al., 2015). Es asi como en la figura 1.5 se observa un perfil
similar para ambas muestras del extracto de de Q. humboldtii, con unas leves diferencias
en la abundancia de algunos compuestos, lo cual apoya los resultados biolégicos. Ademas,
este resultado estd en concordancia con lo propuesto por Zorrilla y colaboradores (2021),
donde se plantea que la variabilidad genotipica del roble andino no atraviesa por una
depresién genética como se ha hipotetizado en otros trabajos y que existe una
interconexion de la especie en la cordillera de los Andes que permite explicar su
dominancia con base en la expresion genética producto de factores ambientales, donde
posiblemente se mantenga una alto flujo genético y que permita una adaptabilidad a
diversos ambientes teniendo una composicion similar entre lugares de coleccién. Por otro
lado, en especies de roble de otras regiones se ha encontrado una homogeneidad en las
caracteristicas quimicas de los compuestos presentes en especies como Q cerris, Q
coxiffera 'y Q ilex (Jaber, 2023; Lopez-Hidalgo et al., 2021; Sari et al., 2019; Vieira et al.,
2020) donde se observa una predominancia de compuestos de baja polaridad, vy
provenientes de la ruta del acido galico, antioxidantes como flavonoides y taninos
presentes en la corteza o raiz de dichas especies.

Los resultados obtenidos abren nuevas posibilidades para especies nativas como el roble
andino Q. humboldtii, ya que es relevante destacar que el roble andino colombiano es una
especie protegida debido a la deforestacion ilegal producto del conflicto armado interno
(Avella & Cardenas, 2010) asi como su apetencia por ser un forestal de madera resistente
y de alto valor comercial (Avella & Cardenas, 2010), por lo cual este tipo de trabajos
propone un uso alternativo con miras a su aprovechamiento sostenible. Hasta la fecha, la
utilizacion del roble andino en el sector alimentario apunta a conservacion y servicio de
vinos, esto debido al gran contenido de moléculas antioxidantes reportadas en la literatura.
Esta especie es fuente de guaiacol, molécula aromatica caracteristica de la combustion de
la madera, que esta presente en la matriz lefiosa de este roble, lo que lo hace adecuado y
propicio para la maduracion de licores (Martinez-Gil et al., 2018), también se tiene
referencia del posible uso de sus semillas como un sustituto del café debido al contenido
de compuestos aromaticos volatiles que posee las semillas del roble (Diaz-Rojas et al.,
2019). Adicional a esto, se reportan estudios en antioxidantes y aceites esenciales con
potenciales farmacolégicos como tratamientos contra la proliferacion de tipos de cancer en
humanos (Morales, 2021; Tian et al., 2022).

Finalmente, para afianzar los resultados de este trabajo, se sugiere incluir otras variables
ambientales y temporales para validar la reproducibilidad de la actividad biolégica. Esto es
relevante ya que esta especie presenta potencial para generar una formulacion de un
producto bioherbicida. Dicha formulacion comprende un punto critico para el
establecimiento de un candidato que pueda llegar a ser pensado como un producto
comercial derivado del material biologico de la planta. En este sentido se ha planteado en
la literatura especializada lo complejo que puede resultar la estandarizacion de un producto
natural debido a la composicion de una matriz celular que cuenta con una variedad de
compuestos quimicos, que a su vez pueden presentar actividades sinérgicas o
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antagénicas a una o varias sustancias que, puras, pueden llegar a ejercer diversos
potenciales, esto dicho no solo para el sector agropecuario sino también para el sector
farmacoldgico (Elkordy et al., 2021; Hu et al., 2019). Algunas investigaciones proponen
incluso la utilizacion de inteligencias artificiales asociadas al andlisis de datos (Big data)
gue permita predecir la actividad biolégica de especies en consonancia con los posibles
potenciales reportados hasta el momento (Xue et al., 2022). Es por ello por lo que como
paso a seguir con miras a una formulaciéon se debe partir de la caracterizacion quimica de
los extractos, lo cual se desarrolla en el capitulo 2 de este trabajo.

1.7 Conclusiones

Luego de realizar el tamizaje inicial de especies de remanentes de bosque andino de
Antioquia y analizar los diferentes potenciales alelopaticos de las 105 especies estudiadas
se puede enunciar que hay varias especies con potencial alelopatico, lo cual se ve reflejado
en su actividad fitotoxica: esto ademas de generar informacion ecoldgica referente a la
composicion de cada uno de los sitios de colecta, les da un valor agregado a las especies
nativas de este estudio. Con la seleccién del Q. humboldtii para estudios posteriores, se
destaca que es la primera vez que se enuncia un reporte de este tipo para la especie, y
abre una posibilidad para la realizacién de analisis a profundidad con respecto a la
composicion fitoquimica del extracto que pueda elucidar una o varias familias de moléculas
gue estén implicadas en dicho potencial bioactivo. Esto abre la posibilidad de ahondar en
el estudio de esta especie con miras a proponer un bioherbicida biodegradable con menor
impacto en el medio ambiente. Se requieren de mas estudios al respecto para el
establecimiento del rol ambiental en la produccién de estructuras fitoquimicas con
potencial bioherbicida, donde se pueda establecer si estas estructuras quimicas son
producto del metabolismo primario o secundario de la especie, asi como el rol sinérgico
y/o antag6nico de una matriz compleja como lo es un extracto crudo proveniente de hojas
y tallos de plantas.

Asi mismo se abre la posibilidad de una futura formulacién y prospeccién de un producto
natural comercial que permita mancomunar el saber popular junto con el saber académico
y brindar una alternativa sostenible al medio ambiente y al ser humano que contribuya a la
transicion a tecnologias de bajo impacto y con alto impacto social.
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2.Capitulo 2

Caracterizacion fitoquimica del extracto crudo de
Quercus humboldtii roble andino colombiano como
potencial bioherbicida

2.1 Resumen

Tras el acuerdo de Paris del afio 2015 el ser humano ha quedado ligado a una promesa
de desvinculacion del petrdleo maxime para el afio 2050. Esto puede afectar
dramaticamente la produccién de agroquimicos de sintesis dada su implicacion como
derivados del petréleo, y en consecuencia la productividad del sector agropecuario
mundial. Por otro lado, los agroquimicos debido a su alta toxicidad y baja selectividad han
provocado que un gran nimero de pases proponga vetos a su produccién y aplicacion.
Como alternativa, innovadora, sostenible y viable a estas sustancias nocivas para el ser
humano y el medio ambiente, la agroecologia y la farmacognosia han propuesto la
utilizacién de estructuras quimicas provenientes de especies macro y microscopicas, que
posean una mayor selectividad y un bajo impacto medioambiental. Debido al potencial
alelopatico que puede llegar a presentar el extracto crudo de Quercus humboldtii, el
presente trabajo estudio la naturaleza fitoquimica probable que dicha especie endémica
de los Andes colombianos es capaz de presentar, dando como resultado luego de dos
etapas de fraccionamiento por gradiente de polaridad y reconocimiento de estructuras por
GC-MS y RMN se pudo establecer que uno de los compuestos presentes en la fraccién
gue presentd potencial de inhibicion de germinacion y elongacion de radicula e hipocotilo
en semillas de lechuga Lactuca sativa, es la Friedelina, compuestos de estructura
esteroidal posiblemente provenientes de la ruta metabodlica del escualeno, algunos
isoprenoides como el pinano, asi como acidos grasos e hidrocarburos. Es el primer reporte
gue se realiza sobre Friedelina en la especie, asi como una caracterizacion fitoquimica en
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la especie y que pueden generar valor agregado a futuro con respecto a posibles
bioherbicidas, 0 moléculas con un potencial antioxidante.

2.2 Abstract

After the Paris agreement of 2015, the human being has been linked to a promise to
disengage from oil, especially by the year 2050. This can dramatically affect the production
of synthetic agrochemicals given their involvement as oil derivatives, and consequently
productivity. of the world agricultural sector. On the other hand, agrochemicals due to their
high toxicity and low selectivity have caused many countries to propose vetoes on their
production and application. As an innovative, sustainable, and viable alternative to these
harmful substances for humans and the environment, agroecology and pharmacognosy
have proposed the use of chemical structures from macro and microscopic species, which
have greater selectivity and low environmental impact. Due to the allelopathic potential that
the crude extract of Quercus humboldtii may present, the present work studied the probable
phytochemical nature that this endemic species of the Colombian Andes is capable of
presenting, resulting after two fractionation stages by polarity gradient. and recognition of
structures by GC-MS and NMR, it was possible to establish that one of the compounds
present in the fraction that presented potential for inhibition of germination and radicle and
hypocotyl elongation in Lactuca sativa lettuce seeds, is Friedelin, compounds with a
steroidal structure. possibly from the squalene metabolic pathway, some isoprenoids such
as pinane, as well as fatty acids and hydrocarbons. It is the first report that is carried out on
Friedelina in the species as well as a phytochemical characterization in the species and
that can generate added value in the future with respect to possible bioherbicides, or
molecules with antioxidant potential.

2.3 Introduccidn

En los ultimos afos, el ser humano a afrontado un incremento sostenido en su poblacion,
la necesidad de alimentos ha hecho posible la formulacion de productos quimicos para el
sector agropecuario que ha permitido un aumento considerable en su produccion (Bezner
Kerr et al.,, 2021), dicho incremento ha sido en detrimento de las condiciones medio
ambientales, debido al uso de agroquimicos de sintesis que en su mayoria no son
selectivos en su uso, esto genera afectaciones a especies no objetivos y en consecuencia
ayuda generar dafios medio ambientales y a la salud humana (Raj et al., 2023).

Para el afio 2015 sustancias como los 6rgano clorados, 6rgano fosforados y 6rgano
azufrados, sustancias utilizadas en el control sistematico de especies no deseadas en
cultivos puros, fueron prohibidas en la Uniéon Europea debido a su alta peligrosidad
(Valbuena et al.,, 2021), entre estos compuestos se encuentra el glifosato (N-
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fosfometilglicina), un compuesto 6rgano fosforado utilizado en el control de especies
vegetales debido a su potencial activo de interferencia en la enzima 5-enolpiruvil-
shiquimato-3-fosfato sintetasa, que evita la formacion de acido shiquimico precursor de
aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, tirosina y triptéfano (Avelar Amado et al.,
2020), este compuesto se creia que solo afectaba especies vegetales, sin embargo, se ha
reportado en la literatura posibles incidencias de dicho compuesto en la proliferacion de
cancer en humanos (Kass et al., 2020), obesidad (Ren et al., 2020), malformacién de fetos
en bovinos (C. Yang et al., 2021) entre otros. Aun asi, es el herbicida de sintesis mas
utilizado en el mundo debido a su eficiencia y eficacia en el control de especies vegetales,
debido a que es un agente de uso por contacto (ingresa por los estomas a la planta),
sistémico (se disemina por toda la planta usando su sistema vascular) generando
afectaciones en todo el sistema y reduciendo la elongacion de la radicula, impidiendo a la
planta absorber agua y nutrientes del suelo, generando asi la senescencia y muerte de la
plata (Avelar Amado et al., 2020). Se ha reportado que este producto también afecta a
especies de hongos fotosintéticos (Riafio et al., 2020), lo que pone en duda su inocuidad
a otras especies.

Otro caso de herbicidas comerciales comunes es el del paraquat (Dicloruro de 1,1'-dimetil-
4,4'-bipiridilo), este compuesto es utilizado debido a que es un herbicida de amplio espectro
por contacto que, asi como el glifosato genera senescencia en plantas, aun asi, este
compuesto es recalcitrante (cuenta con una vida media prolongada) y puede acumularse
en suelos y cuerpos acuiferos (Chen et al., 2021).

En el caso de Colombia, su vocacion agricola hace que estos productos sean necesarios
para mantener un sistema agropecuario productivo y competitivo (Valbuena et al., 2021),
adicional a esto, en el marco del conflicto armado interno, se utilizan estas sustancias
herbicidas para controlar algunos cultivos llamados ilicitos debido a que son la materia
prima para la produccién de psicotropicos como es el caso de la cocaina (Camacho &
Mejia, 2017). En algunos casos dicha erradicacion suele ser manual, sin embargo, en los
ultimos afios hasta el afio 2016 dicha erradicacion se realizé via aspersion aérea debido a
la geografia del territorio generando dafios en ciertos ecosistemas por la generacion de
aerosoles que afectaban especies no objetivo y comunidades cercanas (Benner et al.,
2016). Esto conllevd a que en el afio 2017 la corte constitucional de Colombia prohibiera
la aspersion aérea de estos agentes agroquimicos (Abramovits, 2022), sin embargo, para
2018 en la ciudad de Medellin se reportaron indices de hasta 28 partes por millon de
compuestos plaguicidas érganoclorados, que generan cierta alarma de la forma como se
manejan estos agentes (Avila et al., 2022). .

Por otro lado, la agroecologia y la farmacognosia han generado un interés en el
descubrimiento y andlisis de interacciones entre especies macro y microscopicas en las
cuales se observan la aparicion de compuestos quimicos naturales, de bajo impacto
medioambiental debido a su baja concentracion y su alta selectividad (Bezner Kerr et al.,
2021; Khursheed et al., 2022b) esto se apoya en la competitividad de especies vivas que
puedan ser de uso para le ser humano (Radhakrishnan et al., 2018). Esto aunado a la
necesidad de encontrar alternativas al uso de agroquimicos de sintesis, puede abrir un
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espacio para la investigacion de especies con potencial bioactivo (Avella & Cardenas,
2010). Colombia al ser un pais megadiverso ofrece una amplia variedad de especies
endémicas que podrian ofrecer un potencial bioactivo que pueda ser encaminado a
bioherbicidas.

Este puede ser el caso del roble andino colombiano Quercus humboldtii Bonpl (Fagaceae),
una especie del género Quercus utilizada en la industria maderera para la fabricacion de
muebles, en la industria alimentaria para la fabricacion de barricas para la maduracion de
bebidas alcohdlicas y recientemente en la industria farmacolégica para la obtencion de
agentes antioxidantes (Diaz-Rojas et al., 2019; Martinez-Gil et al., 2018). No han sido
reportados aun potenciales herbicidas en la especie, sin embargo, otras especies del
género han sido estudiadas, pero no para dicha potencia.

Con la poca exploracion que ha tenido esta especie en agroecologia, a pesar de la
evidencia ecoldgica que demuestra la estructura dominante de los robledales (Leon et al,
2009), sugiriendo un potencial alelopético, se plante6 la hipétesis de la presencia de
compuestos fitotoxicos en Q. humboldtii. Esta premisa fue soportada por la actividad
preliminar que presentaron los extractos del roble andino frente a la germinacién de
semillas de lechuga (capitulo 1), lo cual llevé al objetivo de este capitulo enfocados en el
estudio de la bioactividad naturaleza fitoquimica de Q. humboldtii, como una alternativa por
su potencial bioherbicida.

2.4 Metodologia

2.4.1 Dosificacion del extracto de Q. humboldtii

La muestra vegetal seleccionada para estudios de dosificacion y caracterizacion
fitoquimica fue la especie de Q. humboldtii colectada en el paramo de Belmira. Para
establecer las dosis inhibitorias del extracto y para seguir el fraccionamiento biodirigido, se
realizaron los ensayos de inhibicion de la germinacién de semillas de lechuga descritas en
el apartado 1.4.2.1. Para los ensayos de inhibicion de la germinacién de la semilla de
lechuga, las concentraciones evaluadas con el extracto etandlico fueron 50, 100, 250, 500,
1000, 2500, 5000, 10000 mg*L?, con el fin de calcular la concentracién a la que se logra
un 50 % de inhibicién de la germinacién (ICso). Asimismo, con fines comparativos, el control
positivo (herbicida comercial con principio activo glifosato) también se evalué a 1000, 2500
y 5000 mg L.

2.4.2 Andlisis estadistico de la evaluacion bioldgica

Para identificar la variacion en el porcentaje de inhibicion de la germinacion, la longitud del
hipocotilo y la elongacion de la radicula entre el extracto, fracciones y los controles se
realizaron analisis de varianza (ANOVA) de una via. Cuando se detectaron diferencias
significativas (p < 0,05), se realizé una prueba de rangos de Tukey. Para esto se empled
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el software R version 4.3.1 (RCommander 2023). Los graficos de barras de los ensayos de
actividad bioldgica se realizaron en el software Rstudio 2023.

Para analizar la dosis media del extracto de Q. humboldtii necesaria para inhibir la
germinacion de semillas, en comparacion con el control negativo, se realizé una regresion
logistica (analisis PROBIT). Para evaluar la probabilidad de la inhibicién de la germinacién
de semillas se usé una funcion que expresa dicha probabilidad (p) de la siguiente manera:

ea+bx

p= 1 4 eatbx

Donde x es las concentraciones del extracto de Q. humboldtii evaluadas y a y b son los
parametros del modelo (Crawley, 2012). Basados en el modelo logistico ajustado, se
calculé la concentracion necesaria para inhibir la germinacién del 50% de las semillas
(IC50). Los analisis estadisticos fueron llevados a cabo en el software R version 3.5.3 (R
Core Team, 2019).

2.4.3 Fraccionamiento biodirigido de Q. humboldtii

Para el fraccionamiento biodirigido de Q. humboldtii se realizaron los estudios de
fitotoxicidad en semillas de lechuga trabajados previamente en el apartado 1.4.2.1. Las
fracciones obtenidas se evaluaron en los ensayos de fitotoxicidad y solo se seleccionaron
las fracciones con mayor potencial de inhibicibn de germinacion para continuar con la
caracterizacion de nucleos por GC-MS y aislamiento de compuestos mayoritarios y
posterior caracterizacion por RMN.

Inicialmente el extracto crudo se llevé a una columna de gravedad usando silica gel 60 (63-
200 um) (Panreac) eluida a gradiente con éter de petroleo, diclorometano, acetato de etilo
y metanol. Las fracciones obtenidas fueron evaluadas los bioensayos de germinacion a
500 mg*L™.

A partir de los resultados de la evaluacién en ensayos de germinacion de semillas de estas
fracciones, se seleccionaron las mas activas, las cuales fueron comparadas por medio de
cromatografia de capa fina (CCF) y en bioensayos a diferentes concentraciones para
seleccionar la mas promisoria. Con la fraccibn seleccionada se continuo el
fraccionamiento, para la depuraciéon de las muestras, aislamiento de compuestos
mayoritarios y caracterizacion de nicleos de fracciones menos complejas. Para esta etapa
se realizaron fraccionamientos sucesivos por medio de cromatografia de columna usando
silica gel 60 (63-200 um) como fase estacionaria, eluidas por solventes organicos. Para la
purificacion de compuestos se usaron columnas “flash” usando Sephadex® LH20 (Sigma
Aldrich) como fase estacionaria eluidas con una fase mévil de cloroformo y metanol en una
proporcion 9:1 mL.
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2.4.4 Caracterizacion de nucleos mayoritarios y elucidaciéon de
compuestos

2.4.4.1 Analisis de fracciones por GC-MS

Las fracciones menos complejas, derivadas de la fraccion activa fueron sometidas a
analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS por sus
siglas en ingles). Se utilizé un cromatdgrafo de gases marca Agilent 6890N acoplado a un
espectrémetro de masas simple cuadrupolo Agilent 5973N. A partir de las fracciones secas
se prepararon soluciones de 1 mg*mL™ en cloroformo. Se uso una columna DB-1MS marca
Agilent 122-0132 de 30 m x 0.25 mm d.i x 0.25 ym de pelicula. EI método
cromatografico/espectrométrico corresponde a una temperatura del inyector de 250 °C,
modo de inyeccion split (1:1), flujo de la columna 0.20 mL/min, rampas de temperatura de
5 °C/min hasta 100 °C (3 min), de 5 °C/min hasta 150 °C (6 min), de 5 °C/min hasta 200
°C (6 min) y de 10 °C/min hasta 250 °C (15 min), gas de arrastre helio y volumen de
inyecciéon 0.10 uL. El modo de ionizacion fue ionizacién electronica, la temperatura de la
fuente de iones 230 °C, la temperatura de la interfase de 150 °C. La adquisicién se hizo en
modo SCAN, con m/z entre 30-800 UMA.

El pretratamiento de los archivos se realiz6 utilizando el software OpenChrom, aplicando
una filtracion de los scan vacios, reduccion del nivel de ruido y suavizamiento con el
algoritmo de Savistky-Golay. Posteriormente, los cromatogramas se trataron en MZmine
V2.53 conforme lo establecido en la plataforma ADAP. La identificacién presuntiva se
realizé en el software NIST-MS Search, comparando con bases de datos espectrales NIST
y GNPS (Mingxun Wang et al., 2016).

2.4.4.2 Caracterizacion de compuestos aislados por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los compuestos purificados, fueron caracterizados por medio de espectroscopia de RMN
a temperatura ambiente (20-25 °C) utilizando un espectrometro Bruker Avance
DPX-300 MHz. Se corrieron experimentos unidimensionales *H, *C y DEPT-135y
bidimensionales de COSY, HMBC, HMQC utilizando el software del fabricante de
acuerdo con la complejidad del compuesto. Los desplazamientos quimicos en los
espectros fueron registrados en partes por millon (ppm) sobre la escala 8, y las
constantes de acoplamiento (J) se expresaron en Hz.
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2.5 Resultados

2.5.1 Concentracion media inhibitoria y efectividad del extracto
de Q. humboldtii

Para determinar la significancia del potencial del extracto de Q. humboldtii frente a los
controles, se realiz6 una comparacion de su actividad germinicida a diferentes
concentraciones, contrastando su actividad con respecto al control positivo (CP) a base de
glifosato a las mismas concentraciones. Esta prueba fue realizada a 1000, 2500 y 5000
mg*Ltanto para los extractos de B8 como para CP, a su vez, se incluyé el control negativo
(CN) de agua filtrada (figura 2.1). Se encontraron diferencias significativas entre el control
positivo y el extracto a 1000 mg*L™%, pero no a concentraciones mayores.

Potencial alelopatico de B8
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Figura 2.1 Comparacion entre el porcentaje de inhibicién entre el extracto de Q. humboldtii
(B8) y CP a concentraciones de 1000, 2500 y 5000 mg*Lt. Las muestras que poseen
diferentes letras representan diferencias significativas entre si segun la prueba de Tukey
(a= 0.05). CN: control negativo, CP: control positivo.

Al comparar en las semillas germinadas, la elongacion de la radicula fue menor a las
semillas del control negativo, pero a su vez se observaron diferencias significativas para
todas las concentraciones de B8 con respecto a las muestras de control positivo (figura
2.2). Sin embargo, a concentraciones de a 5000 mg*L* el extracto B8, exhibe un resultado
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inhibitorio comparable a las concentraciones de 1000 y 2500 del herbicida comercial usado
como control positivo.
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Figura 2.2 Comparacion de los valores de elongacion de la radicula de las semillas de
lechuga germinadas a concentraciones de 1000, 2500 y 5000 mg*L? del extracto de Q.
humboldtii (B8) y CP. Las muestras que poseen diferentes letras representan diferencias
significativas entre si segun la prueba de Tukey (a< 0.05). CN: control negativo, CP: control
positivo.

En cuanto a la elongacion del hipocétilo de las semillas germinadas, se observaron
diferencias significativas a 2500 y 5000 mg*L* con respecto al CN. Sin embargo, esta
actividad no es tan fuerte como la del herbicida comercial (CP) (figura 2.3).
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Figura 2.3 Comparacion de los valores de elongacion del hipocétilo de las semillas de
lechuga germinadas a concentraciones de 1000, 2500 y 5000 mg*L* del extracto de Q.
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humboldtii (B8) y CP. Las muestras que poseen diferentes letras representan diferencias
significativas entre si segun la prueba de Tukey (a< 0.05). CN: control negativo, CP: control
positivo.

Luego de las comparaciones del efecto del extracto de Q. humboldtii con los controles (CP
y CN), frente a la inhibicion de la germinacion de semillas, la elongacion de la radicula y
del hipocétilo, se determiné que la actividad mas significativa se centrd en la inhibicion de
la germinacién de las semillas (germinicida). Por ello se calculé la dosis media (ICso) del
extracto para inhibir la germinacion de las semillas de lechuga (figura 2.4). Se obtuvo una
ICsode 198 ppm para el extracto etandlico de Q. humboldtii.
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Figura 2.4 Grafica comparativa para la estimacion de la dosis letal media (ICso) en semillas
de lechuga. Se utilizaron valores de concentracion entre los 50 y los 10000 mg*L ™.
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2.5.1.1 Fraccionamiento biodirigido

Los pasos seguidos para el fraccionamiento biodirigido con el extracto de Q. humboldtii
desde el extracto inicial hasta la identificacion de las fracciones activas y caracterizacion
de los nlcleos y compuestos en estas fracciones, se ilustra en la figura 2.5.
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Figura 2.5 Fraccionamiento biodirigido del extracto de Q. humboldtii
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En el fraccionamiento inicial del extracto etandlico se obtuvieron fracciones (F1-F4), las
cuales fueron sometidas a evaluacién bioldgica (Tabla 2.1)

Tabla 2.1 Sistema de solventes a gradiente y fracciones obtenidas del fraccionamiento

inicial del extracto crudo de Q. humboldtii proveniente de Belmira (B8)

Sistema de Relacién Volumen (mL) Peso fraccién Fraccién final
solventes (@)
EP 1 4000 5.308 x10* F1
DCM 1 4000 4.230 F2
AE 1 4000 1.374 F3
M 1 4000 25.431 F4

Nota: EP: éter de petréleo, DCM: diclorometano, AE: acetato de etilo, M: metanol

Los resultados de las fracciones obtenidas en el primer fraccionamiento. F1, F2, F3 y F4,
en los ensayos de inhibicion de germinacion de semillas de lechuga a una concentraciéon
inicial de 500 mg*L*? (figura 2.6), evidencian que F2 y F3, presentaron diferencias
significativas con respecto a ambos controles (CP y CN).

100
1

60

ac

]
]

InhibIcion de germinacion (%)
o

|

a

1
T T T T T T
CN CcP F1-500 F2-500 F3-500 F4-500

Tratamiento

Figura 2.6 Comparacion del potencial de inhibiciébn de la germinacion de semillas de
lechuga a 500 mg*L* de las fracciones F1-F4 de Q. humboldtii. Las muestras que poseen
diferentes letras representan diferencias significativas entre si segun la prueba de Tukey
(a=< 0.05). CN: control negativo, CP: control positivo

Al dosificar el control positivo a las mismas concentraciones de F2 y F3, se presentaron
porcentajes de inhibicién comparables al control positivo (figura 2.7).
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Figura 2.7 Comparacion del porcentaje de inhibicion de las fracciones F2 y F3 derivadas
de Q. humboldtii con dosificacién del control positivo (CP) a concentraciones de 1000, 2500
y 5000 mg*Lt. Las muestras que poseen diferentes letras representan diferencias
significativas entre si segun la prueba de Tukey (a< 0.05). CN: control negativo, CP: control
positivo

Al ser F2 y F3, fracciones consecutivas en el fraccionamiento del extracto, se compararon
por CCF con varios sistemas de solventes, pero no se agruparon por tener un perfil
diferente como se observa en la figura 2.8.

Figura 2.8 Comparacion mediante CCF de la fraccién F2 y F3. El sistema de elucion
hexano: acetato de etilo 4.5:0.5 ml. a-) Imagen a luz UV de 235 nm; b-) Imagen a luz UV
312 nm; ¢-) Imagen a luz visible utilizando revelador universal.
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En los ensayos de inhibicién de la elongacion de radicula se observé que la fraccion F2 a
menor concentracion es capaz de generar una inhibicion en la elongacion de la radicula,
comparado con F3 a la misma concentracion (figura 2.9).

50
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|
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1
o

CN CP1000

CP2500

CP5000

F2-1000 F2-2500 F2-5000 F3-1000 F3-2500 F3-5000

Tratamiento

Figura 2.9 Comparacion de la inhibicién de la elongacion de la radicula de semillas de
lechuga por parte de las fracciones F2 y F3 derivadas de Q. humboldtii a concentraciones
de 1000, 2500 y 5000 mg*L2. Las muestras que poseen diferentes letras representan
diferencias significativas entre si segun la prueba de Tukey (a< 0.05). CN: control negativo,

CP: control positivo

A su vez, en la inhibicion de la elongacion de la radicula la fraccién F2 gener6 mayor
inhibicién que la fraccion F3 a la misma concentracion (figura 2.10).
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Figura 2.10 Comparacion de la inhibicién de la elongacién del hipocétilo de semillas de
lechuga por parte de las fracciones F2 y F3 derivadas de Q. humboldtii a concentraciones
de 1000, 2500 y 5000 mg*Lt. Las muestras que poseen diferentes letras representan
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diferencias significativas entre si segun la prueba de Tukey (a< 0.05). CN: control
negativo, CP: control positivo

Tras realizar los andlisis respectivos de la elongacion de la radicula y el hipocétilo de las
semillas de lechuga sometidas a las fracciones F2 y F3 a diferentes concentraciones, se
priorizo la fraccibn F2 para continuar con el fraccionamiento ya que a partir de una
concentracion de 2500 mg*L* comienza a presentar diferencias significativas con respecto
a la fraccion F3. Para el fraccionamiento de F2 por medio de cromatografia de columna
con solventes orgénicos a gradiente, se obtuvieron 23 fracciones finales (Tabla 2.2), de las
cuales las fracciones menos complejas F2-P, F2-2, F2-3, F2-8, F2-9, F2-10, se
caracterizaron luego de pasar por GC-MS o fueron seleccionadas para la purificacion de
compuestos. Las fracciones con mas clorofila no fueron caracterizadas en este trabajo.

Tabla 2.2 Sistema solventes a gradiente y fracciones obtenidas en el fraccionamiento de
la fraccion proveniente del extracto natural inicial (B8) con mayor potencial alelopatico (F2)

Sistemas Relacion Volumen Fraccion Peso Fraccion
de (mL) inicial fraccion final
solventes (mq)

H 1 200 F2-1 22 F2-1
H/C 9:1 200 F2-2 2 F2-2
H/C 8:2 200 F2-3 12 F2-3
H/C 7:3 200 F2-4 64 F2-4
H/C 6:4 200 F2-5
H/C 1:1 200 F2-6 52 F2-5
H/C 4:6 200 F2-7 23 F2-6
H/C 3:7 200 F2-8 35 F2-7
H/C 2:8 200 F2-9 31 F2-8
H/C 1:9 200 F2-10

C 1 200 F2-11 49 F2-9

C/AE 9:1 1600 F2-12 450 F2-10
CI/AE 8:2 200 F2-13 125 F2-11
C/AE 7:3 200 F2-14 89 F2-12
C/AE 6:4 200 F2-15 52 F2-13
C/AE 1:1 200 F2-16 46 F2-14
C/AE 4:6 200 F2-17 53 F2-15
CIAE 3.7 200 F2-18 34 F2-16
C/AE 2:8 200 F2-19 41 F2-17
C/AE 1:9 200 F2-20 32 F2-18
AE 1 200 F2-21 45 F2-19
AE/M 9:1 400 F2-22 42 F2-20
AE/M 8:2 200 F2-23 35 F2-21
AE/M 7:3 200 F2-24 31 F2-22
AE/M 1:1 200 F2-25
AE/M 3:7 200 F2-26 50 F2-23
M 1 200 F2-27

Nota: H: Hexano, C: Cloroformo, AE: Acetato de etilo, M: Metanol
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Derivado de la fraccion F2, se obtuvo un precipitado (F2-P), el cual fue examinado por GC-
MS junto con las fracciones menos complejas derivadas de F2 (F2-2, F2-3, F2-8, F2-9 y
F2-10). Las fracciones F2-4, F2-5 y F2-6 fueron sometidas a purificacion del nudcleo
mayoritario.

2.5.2 Caracterizacion de compuestos presentes en la fraccion F2

2.5.2.1 Analisis de compuestos de la fraccion F2 por GC-MS

En cuanto a la caracterizacion quimica de las fracciones derivadas de F2 por medio de
GC-MS, se obtuvo inicialmente un precipitado de dicha fraccion, el cual se denomin6 F2-
P. Se reportaron 6 picos mayores, los cuales se asignaron tentativamente 4 nucleos
esteroidales y 2 triterpenos (figura 2.11, espectros de masas en informacion suplementaria
de los ANEXOS).

3.4E4 ! y-sitosteral — | || __f-sitosterol

Triterpeno (rel. Lupeoi)

Estigmasterol

LA

Estigmast-4-en-3-ona

40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00 52.00 54.00 56.00 58.00 60.00
Retention time

Figura 2.11 Cromatograma del precipitado (F2-P) obtenido de la fraccién F2.

En las fracciones derivadas de F2, se detectaron nicleos de hidrocarburos, acidos grasos,
esteroides y triterpenos. Los compuestos tentativos que se asignaron estructuralmente se
consignaron en la Tabla 2.3, junto con los fragmentos principales (m/z) y su abundancia
relativa.
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Tabla 2.3 Compuestos detectados por GC-MS en la fraccion F2 de Q. humboldtii

Compuesto/Nucleo Fraccién TR Abundancia Fragmentos
propuesto (min) relativa m/z (intensidad relativa %)
412 (30), 300 (16), 255 (22),
Estigmasterol 47.248 6.49 213 (12), 83 (54), 81 (51), 69
(64), 55 (100), 43 (61)
52122 | 4205 414 (38), 381 (19), 354 (10),
: 329 (20), 303 (85), 255(46), 213
Sitosterol 52449 | 2551 | (27) 173, 145 (37), 107 (48), 81
(53), 43 (100).
Eo.p 426, (21), 315 (12), 207 (49),
: 175 (19), 147 (27), 121 (48), 95
Triterpeno 55.500 7.83 (72). 81 (74), 69 (75), 55 (84),
43 (100), 32 (20)
Estigmast-4-en-3- 412 (24), 124 (88), 95(33), 69
ona 61139 | 407 (32), 57 (42), 43 (100), 41 (52)
426 (10), 315 (12), 207(54), 81
Lupeol 62.849 15.22 (75), 55 (86), 44 (81), 43 (91),
32 (100)
6,10,14-trimetil-2- 71 (37), 59 (33),58 (79), 43
Pentadecanona 31.167 3.93 (100)
. 55 (92), 44 (83), 43 (100), 41
Heneicosanol 45.117 0.16 (77), 32 (94)
ester de acido bis(2-
etilhexil) 45.976 0.65 129 (100), 57 (75), 55 (60), 43
) (61), 41 (50)
hexanedioico
281 (10), 207 (13), 125 (15), 97
1-Docoseno 47.566 0.59 (53), 69 (67), 57 (82), 41 (71),
F2-2 43 (100)
336 (4), 207 (7), 153 (8), 125
Ciclotetracosano 48.357 2.64 (13), 97 (68), 83 (71), 69 (72),
57 (88), 43 (100)
) 207 (10), 111 (25), 83 (55), 69
1-Hexacoseno 53.772 2.54 (54),57 (86), 55 (68), 43 (100)
281 (9), 207 (11), 111 (27), 83
1-Dotriacontanol 57.554 1.85 (61), 57 (78), 55 (76), 44 (81),

43 (100), 32 (71)
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355 (5), 281 (7), 221 (10), 153

17-Pentatriaconteno 57.898 4.67 (13), 125 (19), 97 (70), 83
(70),57 (99) 55 (83), 43 (100)
Acido dodecanoico 21573 0.65 228 (4), 183 (9), 157 (12), 101
etil ester ' ' (43), 88 (100), 55 (30), 41 (31)
Acido
pentadecanoico etil 29.533 1.53 (2596) (3)8 (211030§923’51(5279§12 (13031)
ester ' ' '
. 123 (26), 95 (72), 68 (84), 57
Pinano 31.372 0.42 (75), 43 (100), 41 (69), 27 (53)
Acido 270 (4), 227 (7), 157 (12), 101
pentadecanoico etil 32.705 1.11 (51), 88 (100), 55 (29), 43 (44),
ester 55 (29)
207 (2), 123 (5), 95 (10), 71
Isofitol 34.303 0.24 (100), 55 (16), 43 (29), 41 (16),
32 (22)
Acido 284 (13), 241 (14), 199 (7), 157
hexadecanoico etil 35.490 29.28 (18), 101 (63), 88 (100), 55 (23),
ester 41 (19)
Acido 9,12,15- 258 (8), 150 (15), 108 (32), 91
octadecatrienoico 37.742 0.46 (86), 79 (100), 67 (71), 55 (73),
: F2-3
metil ester 41 (91)
Acido 298 (6), 255 (6), 157 (12), 101
heptadecanoico etil 37.871 2.02 (55), 88 (100), 55 (34), 43 (48),
ester 41 (35)
Acido 9,12- 280 (6), 109 (22), 82 (84), 81
Octadecadienoico 38.773 | 4.06 (73), 67 (82), 55 (100), 41 (94)
Acido 9,12- 308 (4), 263 (6), 150 (10), 123
Octadecadienoico 39.710 8.62 (20), 95 (60), 81 (88), 67 (100),
etil ester 55 (77), 41 (64)
Acido 9,12,15- 306 (2), 261 (4), 173 (4), 135
octadecatrienoico 39.839 2.64 (12), 108 (32), 95 (53), 79 (100),
etil ester 67 (71), 55 (52), 41 (59)
310 (5), 264 (14), 222 (12), 180
Etil oleato 40.037 7.25 (9), 110 (17), 83 (52), 69 (65),
55 (100), 43 (54), 41 (68)
Acido octadecanoico 41.060 3.84 312 (10) 157 (12), 101 (58), 88

etil ester

(100), 55 (31), 43 (47)
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414 (8), 323 (8), 273 (7), 231
(5), 205 (10), 163 (15), 123 (22),

Ergosta-5-en-3-ol 55.981 1.61 95 (46), 69 (61), 57 (59), 55
(78), 43 (100), 41 (58)
426 (34), 302 (16), 273 (19),
: o 231 (20), 205 (18), 123 (42), 95
Friedooleanan-2-ona 56.128 0.76 (64), 69 (91), 55 (86), 43 (100),
41 (71)
: 123 (20), 97 (14), 71 (100), 57
Fitol 38.446 6.96 (34), 55 (30), 43 (44), 41 (33)
) 430 (50), 165 (100), 164 (33),
a-Tocoferol 46.182 12.03 55 (20), 43 (39)
355 (10, 207 (8), 147 (12), 111
1-Docosanetiol 47.583 2.32 (28), 83 (67), 69 (65), 57 (81),
55 (86), 43 (100)
éfr‘;:g"(;rigt'ﬁngjt' 275 (10), 207 (16), 165 (25),
2-enil)-6-metilidene- 49.569 1.53 123 (27), 95 (53), 69 (74), 55
. (75), 44 (86), 43 (73), 32 (100)
ciclohexano
428 (10), 395 (12), 275 (16),
Friedooleanan-3-ol £2-8 49.758 4.57 231 (24), 165 (67), 69 (96), 55
(100), 44 (84), 43 (78)
281 (3), 207 (8), 125 (20), 97
Cyclotetracosane 51.133 3.62 (64), 83 (73), 57 (90), 55 (90),
43 (100)
426 (12), 341 (16), 302 (15),
Friedooleanan-3-ona 51.606 19.53 273 (16), 109 (62), 95 (79), 81
(66), 69 (100), 55 (86), 41 (58)
: 444 (62), 201 (95), 55 (57), 43
Triterpeno 57.546 3.69 (100), 41 (56)
. aE. 396 (52), 147 (48), 81 (32), 55
Es“grg‘i":;ﬁ” 3.5 61233 | 369 | (64), 44 (90), 43 (100), 41 (59),
32 (89)
5,6,7,7a-tetrahidro-
R 180(16),137(41), 109(48),
4,4, 7a-trimetil 2(4H)- 18.840 3.08 111(100), 67(37), 43(75)
Benzofuranona, £2.9
6,10,14-trimetil-2- 31.209 0.49 207 (3), 109 (14), 71 (37), 58
Pentadecanona ' ' (67), 57 (39), 43 (100), 32 (47)
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Acido n- 256 (16), 213 (16), 185 (8), 157
hexadecanoico 35.180 19.92 (10), 139 (35), 97 (19), 73 (100),
60 (86), 57 (72), 43 (98), 41 (78)
o ) 280 (5), 207 (3), 95 (40), 67
Octggf:agiéﬁoico 39.134 | 065 (61), 55 (65), 43 (67), 41 (77),
32 (100)
Acido 9- 264 (10), 111 (16), 83 (46), 69
Octadecenoico 39.461 | 444 (68), 55 (100), 43 (64), 41 (81)
Acido 284 (12), 241 (9), 185 (10), 129
Octadecanoico 40.380 2.95 (28), 97 (20), 73 (73), 57 (67),
55 (68), 43 (100), 41 (69)
4,8,12,16- 429 (11), 355 (17), 281 (14),
Tetramethylheptade 45.057 1.10 221 (20), 147 (37), 99 (59), 73
can-4-olido (100), 55 (25), 43 (36)
) 312 (15), 269 (6), 129 (24), 97
Acido eicosanoico 45,753 1.14 (20), 73 (66), 57 (68), 55 (70),
43 (100), 41 (69)
424 (15), 207 (10), 95 (42), 69
Triterpeno 46.174 0.45 (58), 55 (92), 43 (100), 41 (74),
32 (67)
) 340 (13), 129 (24),98 (22), 73
Acido docosanoico 48.907 2.03 (62), 57 (79), 55 (66), 43 (100),
41 (59)
. 218 (100), 189 (16) 95 (22), 69
B-Amirina 51.873 5.92 ((36)) 43 (3(3) )55 (3S1))
e 218 (100), 189 (22), 161 (16),
a-Amirina 54.812 4.68 69 (32), 55 (40), 43 (44), 41 (31)
416 (23), 273 (12), 151 (48),
Nucleo esteroidal 60.563 1.56 123 (37), 95 (52), 69 (75), 55
(81), 44 (81), 43 (77), 32 (100)
426 (11), 315 (10), 207 (47),
Lupeol 62.712 3.69 147 (76), 73 (100), 55 (48), 43
(56), 32 (47)
413 (10), 275 (12), 231 (24),
Triterpeno 63.537 2.69 165 (67), 95 (83), 69 (99), 55

(100), 43 (91), 32 (97)
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426 (10), 273 (19), 123 (52), 95

octadecenoico etil
ester

Friedooleanan-3-ona 65.136 3.55 (71), 81 (62), 69 (100), 55 (90),
41 (60), 32 (70)

Acido n- 256 (16), 213 (13), 129 (33), 73

. 35.180 10.79 (100), 60 (86), 57 (72), 43 (98),
hexadecanoico 41 (78)

Acido -9- 264 (10), 111 (14), 83 (49), 69

. 40.071 34.67 (67), 67 (50), 55 (100), 43 (55),
Octadecenoico 41 (81)

) 284 (10), 129 (21), 98 (29), 73

Acido octadecanoico 40.724 5.37 (61), 57 (63), 55 (98), 43 (100),
41 (97)

F2-10

280(10), 123 (12), 97 (31), 69

(E)-5-Eicoseno 41.403 2.60 (62), 57 (66), 55 (92), 43 (100),
41 (86)

295(12), 129 (59), 81 (43), 69

(2)-9-Octadecenal 47.154 4.75 (53)(55) (100)(43) (55)(41) (73)

Af]'ig‘r’o(ng_'i z 256 (16), 129 (33), 97 (18), 73

(hidroxymeti- 9- 50.790 7.54 (100), 60 (86), 57 (72), 43 (98),

41 (78)

TR: Tiempo de retencién

De esta serie de compuestos se destacan alcoholes y acidos grasos de cadena larga,
monoterpenos ciclicos, triterpenos, esteroides y productos derivados de la ruta metabdlica
del escualeno. Este ultimo fue detectado en por GC-MS en la fraccion F1 (TR. 54.185 min,
(Mz/Abundancia) (191 (1), 149 (5), 121 (9), 95 (14), 81 (48), 69 (100), 67 (15), 55 (18), 41
(38)). Adicionalmente en esta fraccién F1, se encontré 2-metil-Z,Z-3,13-octadecadienol
(TR. 47.008), (Mz/Abundancia) (336 (1), 207 (3), 163 (5), 129 (17), 95 (42), 81 (67), 67

(89), 55 (100), 43 (63), 41 (95)).

En la figura 2.12 se observan las estructuras quimicas de los terpenos y esteroides
detectados en por GC-MS, por medio de las librerias de NIST y GNPS, los cuales se
asignaron como los compuestos alli presentados.
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(F2-9) (F2-9) (F2-P, F2-9)

Figura 2.12 Esteroides y triterpenos detectados por GC-MS en las fracciones derivadas
de F2 de Q. humboldtii.

Algunos de estos compuestos fueron confirmados con el posterior aislamiento e
identificacion por RMN descrita a continuacion. Espectros de RMN completos se incluyeron
en informacion suplementaria de los ANEXOS.

2.5.2.2 Aislamiento y elucidacion estructural de compuestos
purificados de F2

El compuesto C1, se precipité de F2-1, como un liquido incoloro que al secar deja un
residuo blanco. Las sefiales espectrales para este compuesto fueron: *H RMN (300 MHz,
CDCl3) 8 1.32 (20H, s, CH,-2 - CH,-11), 0.92 (6H, m, CHs-1, CHs-12); *3C RMN (300 MHz,
CDCls) 6 31.96 (CH2-3, CH2-10), 29.75 (CH-5, CH2-8), 29.49 (CH.-4, CH2-9), 22.73 (CH2-
2, CH>-11), 14.18 (CHs-1, CHs-12) ppm. Con esta informacion, el compuesto este alcano
fue identificado como dodecano (https://www.chemicalbook.com/SpectrumEN 112-40-
3 _HNMR.htm ).



https://www.chemicalbook.com/SpectrumEN_112-40-3_1HNMR.htm
https://www.chemicalbook.com/SpectrumEN_112-40-3_1HNMR.htm
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Figura 2.13Estructura del compuesto C1 (dodecano), asilado de la fraccion F2 de Q.
humboldtii.

El compuesto C2 fue purificado de las fracciones F2-4 y F2-5 por precipitacion. Ambas
fracciones presentaron un precipitado por lo que fueron re-suspendidas con éter de
petroleo frio (-17 °C), el sobrenadante se separd por decantacion y luego de realizar este
procedimiento en varias oportunidades se obtuvo un cristal blanco. En CCF, se verifico su
pureza con un Rf de 0.6 con el sistema hexano/cloroformo 6:4. Este compuesto (cristal
blanco) exhibié las siguientes sefiales espectrales: *H RMN (300 MHz, CDCls) & 2.40 (1H,
dd, Ha-2), 2.40 (1H, dd, Hp-2), 2.32 (1H, g, H-4), 2.00 (1H, m, Ha-1), 1.83 (1H, d, Ha-6), 1.77
(A1H, m, Hp-1), 1.76 (1H, m, Ha-16), 1.74 (1H, m, H-18), 1.64 (2H, m, Hx-21), 1.63 (1H, m,
H-10), 1.59 (1H, m, Ha-7), 1.52 (2H, m, H-11), 1.52 (1H, m, Ha-15), 1.42 (1H, m, Ha.-19),
1.40 (1H, d, H-8), 1.38 (1H, m, Hy-7), 1.38 (2H, m, H-12), 1.36 (1H, m, Hy-19), 1.34 (2H, m,
H-12), 1.34 (1H, m, Hy-16), 1.29 (1H, m, Hy-21), 1.23 (1H, m, Hy-15), 1.22 (3H, s, CH3-28),
1.09 (3H, s, CHs-27), 1.03 (3H, s, CHs-26), 1.02 (3H, s, CH3-30), 0.99 (3H, s, CH3-29), 0.92
(3H, s, CHz-23), 0.91(3H, s, CH3-25), 0.76 (3H, s, CH3-24); *C RMN (300 MHz, CDCls) &
213.39 (C-3), 59.48 (C-10), 58.25 (C-4), 53.12 (C-8), 42.80 (C-18), 42.19 (C-5), 41.57 (C-
2), 41.30 (C-6), 39.72 (C-14), 39.28 (C-22), 38.32 (C-13), 37.46 (C-9), 36.03 (C-16), 35.36
(C-19), 35.2 (C-11), 35.07 (C-30), 32.78 (C-21), 32.44 (C-12), 32.12 (C-28), 31.8 (C-29),
30.53 (C-15), 30.00 (C-17), 28.20 (C-20), 22.32 (C-1), 20.30 (C-27), 18.90 (C-26), 18.71(C-
7), 18.30 (C-25), 14.30 (C-24), 6.80 (C-23) ppm.

La informacion espectroscopica obtenida de *H RMN, se presenta en la figura 2.14 un
acercamiento de las sefales obtenidas.
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Figura 2.14 Acercamiento del espectro de 'H RMN del compuesto C2.

26,30 2[5
27 J ‘
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, L I }19‘74
_ | [‘ |
i 1
‘| ’\ [ |
M 1 { \] I
; P I | I\ll\ I }
i\ A '!\"‘I.“I‘.\V‘“ /‘ | | [ 1] i |
. 2b 4 L PRV Y Y VI"“ F i Lu'll-,(n l (
(2a . Ay vy v vy
= VU ey AN AV Vi i Vo J i A
L WY TN N
15 1.0



Capitulo 2 57

El espectro de *C RMN indico la presencia de un esqueleto de 30 carbonos, como se
muestra en la figura 2.14.
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Figura 2.15 Espectro de *C RMN y Dept-135 del compuesto C2 con asignaciones de los
carbonos

Los datos espectrales fueron comparados con los datos reportados y con ello se confirm6
la estructura del triterpeno pentaciclico, Friedooleanan-3-ona, conocido como Friedelina

(Escobedo-Martinez et al., 2012) (figura 2.16).
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Figura 2.16 Estructura del compuesto C2 (Friedelina), asilado de la fraccion F2 de Q.
humboldtii.

De la fraccion F2-6 (figura 2.5), resultado de la cromatografia de columna con Sephadex-
L20 en un sistema cloroformo/metanol 6:4, se separé un sélido blanco de la fraccién F2-6
se obtuvo un solido de color amarillo tenue, el cual fue re-suspendido con hexano frio (-17
°C), luego de esto el sobrenadante fue retirado dejando un sélido blanco. La pureza del
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compuesto se verifico por CCF con los sistemas de solventes: hexano/acetona (7:3), R =
0,6 y cloroformo/metanol (9:1), R = 0,8

El compuesto C3 exhibié las siguientes sefiales espectrales: *H RMN (300 MHz, CDCls) &
5.34 (1H, t, H-6), 3.51 (1H, m, H-3), 2.33 (1H, d, Ha-12), 2.27 (1H, d, Hb-12), 0.95 (3H, d,
CHs-19), 0.88 (3H, t, CHs-24), 0.85 (3H, d, CHs-26), 0.83 (3H, d, CH3-27), 0.71 (3H, s, CHs-
29), 0.64 (3H, s, CH3-28); 3C RMN (300 MHz, CDCls) & 140.78 (C-5), 121.78 (C-6), 71.85
(C-3), 56.79 (C-14), 56.06 (C-17), 50.14 (C-9), 45.84 (C-22), 42.34 (C-13), 42.34 (C-4),
39.79 (C-12), 37.27 (C-1), 36.53 (C-10), 36.18 (C-18), 33.95 (C-20), 31.92 (C-8), 31.68 (C-
7), 29.74 (C-2), 29.14 (C-25), 28.29 (C-16), 26.05 (C-21), 24.34 (C-15), 23.07 (C-23), 22.5
(C-11), 20.2 (C-26), 19.8 (C-27), 18.9 (C-28), 18.6 (C-19), 12.2 (C-29), 12.1 (C-24) ppm.

El compuesto C3 mostré la presencia de seis sefiales de metilos, y sefales para 29
carbonos, las cuales se pudieron asignar con apoyo del espectro dept-135. Por medio de
la comparacion de los datos espectrales con lo reportado en la literatura, se identificé este
nucleo esteroidal como el B-sitosterol (Saeidnia et al, 2014) (figura 2.17).

24

Figura 2.17 Estructura del compuesto C3 (B3-Sitosterol), asilado de la fraccion F2 de Q.
humboldtii.

2.6 Discusion

2.6.1 Dosificacion del extracto de Q. humboldtii

El potencial alelopatico de Q. humboldtii pudo evidenciarse al comparar el efecto del
extracto crudo contra el control positivo a las mismas dosis sobre la germinacion y
desarrollo de semillas de lechuga como especie receptora (figuras 2.1 a 2.3). Entendiendo
la alelopatia como la “inhibicién del crecimiento de una planta por el efecto de un
compuesto bioquimico liberado en el medio por otra planta” (Mallik, 2008), el uso del
modelo de germinacion de semillas de rapido desarrollo (ej. Lechuga) es ampliamente
validado (Avelar Amado et al., 2020; Bouafiane et al., 2021). Sin embargo, en la literatura
no se reporta comunmente el uso de un control positivo (CP) evaluando comparativamente
el efecto dosis-respuesta, para validar la eficacia de los extractos o muestras de origen
vegetal. De tal forma, el extracto crudo de Q. humboldtii presenté un mayor potencial
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germinicida respecto al CP como se observa en la figura 2.1 y adicional a esto, presentd
similitudes en su potencial inhibitorio de elongacion de radicula (figura 2.2) que es una de
las funciones que cumple el glifosato en campo. A la luz de estas evidencias, se debe
anotar que el uso principal del glifosato no es de inhibicién de germinacién dado que este
compuesto es utilizado como inhibidor de la enzima 5-enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato
sintetasa, que afecta la ruta del acido shiquimico y la obtencion de aminoacidos
aromaticos, que derivan en la senescencia de las plantas por la reduccion de la elongacién
de su radicula, asi como la imposibilidad de producir proteinas constitutivas (Avelar Amado
et al., 2020). Por ello, la inhibicién de la radicula con el extracto de Q. humboldtii, es
considerada como promisoria.

Adicionalmente, cabe destacar que el control positivo fue un solo compuesto activo
(glifosato) , y ademas se puede pensar que dicha comparacién acude a la premisa de que
su condicion de herbicida de baja selectividad, de caracter sistémico y ampliamente
utilizado en la agricultura (Riafio et al., 2020) pueda ser util para percibir los posibles puntos
de accién que pueda presentar el extracto crudo. Sin embargo, dicho el extracto crudo de
Q. humboldtii, es una mezcla compleja de todas las posibles estructuras quimicas
presentes en el citosol en el momento de la extraccion con etanol, por lo cual cada
metabolito estd a concentraciones menores en esta mezcla. Esto quiere decir que su
potencial alelopético se basa en una serie de interacciones entre moléculas con respecto
al modelo de prueba, lo que hace pensar que el extracto puede ser un candidato para una
formulacién de un producto natural asociado. Con respecto al calculo de la concentracion
media inhibitoria de la germinacion (ICso 198 ppm), se encontré6 que para los rangos
manejados para otras plantas que se les ha evaluado su potencial alelopatico, esta se
encuentra dentro del rango de valores reportados en la literatura encontrada ya que (Hamdi
etal., 2017) report6é una dosis media inhibitoria de 1,09 mg*L* en extractos de Haplophillum
tuberculatum, asi como (Mominul Islam et al., 2018) reporta dosificaciones medias de 5%
(w/v) en diversas especies de plantas medicinales de Egipto. Se destaca que el género
Quercus no ha sido reportada la actividad alelopética, debido a que el enfoque
predominante esta en la farmacéutica, y alimentacion humana (Morales, 2021).

Por ultimo, cabe resaltar que el roble andino no ha sido estudiado con el objetivo de
caracterizar su potencial alelopatico, sino que los estudios realizados apuntan mas al
sector alimentario en la busqueda de compuestos antioxidantes (Gonzalez et al., 2008;
Martinez-Gil et al., 2018; Misra et al., 1989), asi como el uso de las bellotas como
reemplazante del café debido a la presencia de compuestos aromaticos de caracteristicas
especificas (Diaz-Rojas et al., 2019). De esta busqueda se observé que la funcionalidad
del roble en Europa, Estados Unidos y México esta dedicada a las actividades vitivinicolas
(Martinez-Gil et al., 2018), de obtencion de antioxidantes de caracter terpenico (Vieira et
al., 2020) asi como caracterizaciones de especies como Q. cerris (Vieira et al., 2020), Q.
coccifera (Sari et al., 2019), Q. suber (Castola et al., 2002).. Esto invita a pensar que
posiblemente el extracto de roble andino pueda llegar a ser un potencial agente
germinicida. Ademés, es de destacar que las sustancias de origen natural pueden
presentar un bajo impacto al medio ambiente debido a que su procedencia y finalidad esta
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marcada por un organismo vivo que busca su supervivencia en un entorno afectando
especificamente a un competidor o un depredador especifico (Kaur et al., 2022).

2.6.2 Fraccionamiento biodirigido

La literatura especializada reporta que en especies con potencial alelopatico pueden existir
preferencias a los extractos polares que contienen un gran contenido de acidos aromaticos,
fenoles, flavonoides y taninos (Garcia-Villalba et al., 2017). A su vez la literatura reporta
que el acido gélico, asi como sus derivados producto de su ruta metabdlica presentan un
potencial alelopético para el control del crecimiento de plantas (Touati et al., 2015). Por
otro lado, existen registros de la utilizacién de estructuras terpenoides provenientes tanto
de la ruta del escualeno como monoterpenos como el a-pineno utilizado con estos fines
(Khursheed et al., 2022b). Ademas, el uso de aceites esenciales con una cantidad
considerables de acidos grasos y compuestos apolares ciclicos ha venido tomando fuerza
(Abd-ElGawad et al., 2020; Jiang et al., 2021), y es interesante esta afirmacion ya que gran
parte de las plantas del mundo en sus hojas y tallos poseen una gran concentracion de
dichos compuestos. Se ha reportado que, en las especies del neotrépico, el xilema de las
plantas ha presentado una concentracién de agentes apolares pertenecientes a estas
familias de compuestos (Huang et al., 2023), lo que apoya el uso de extractos de hojas rico
en compuestos apolares como una opcion viable en la busqueda de agentes bioherbicidas.
Como lo demuestra la literatura, la probabilidad de encontrar actividad en diferentes
fracciones de un extracto es amplia por lo que con el fraccionamiento biodirigido es posible
enfocar la busqueda de metabolitos activos.

Con respecto al fraccionamiento biodirigido de Q. humboldtii (figura 2.5) se observé que
del fraccionamiento inicial (Tabla 2.1), las fracciones de baja a mediana polaridad F2 y F3
fueron las mas promisorias (figura 2.6). De estas dos fracciones, la de menor polaridad
(F2) se destact en los ensayos con dosificaciones (figuras 2.9 y 2.10), enfocando la
purificacién y deteccion de compuestos hacia la menor polaridad. En cuanto al tipo de
compuestos poco polares presentes en estas fracciones, la actividad es comparable con
lo reportado en la literatura con especies de cardos Cynara cardunculus, asi como arbustos
pequefios como Artemisia scoparia, Bassia muricata, Haplophyllum tuberculatum (Abd-
ElGawad et al., 2020; Kaab et al., 2020; Hamdi et al., 2017; Scavo et al., 2020). También
se destaca el estudio realizado sobre los extractos poco polares de Banisteropsis
anisandra (Freitas et al., 2015). Fracciones y extractos poco polares como potencial agente
de pre emergencia de plantulas tambien se reporté con aceites esenciales de Schinus
terebinthifolia, asi como el estudio realizado con Mesosphaerum suaveolenslas, en estos
estudios se observo la posible afectacién a las plantulas emergentes que en su habitat se
da al realizar la descomposicion de sus hojas al desarrollo de otras especies (Almeida-
Bezerra et al., 2022; Fernandes et al., 2023).

Por lo general la condicion de la polaridad de los compuestos resulta crucial para la
actividad biologica, en fracciones como F2 de baja-media polaridad, es de considerar la
presencia de acidos grasos, pueden generar alteraciones en la permeabilidad de la
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membrana celular, lo que puede provocar dafios a la célula debido a un efecto osmético
(Cordeau et al., 2016; Reichert Junior et al., 2019). Adicional a esto se cree posible que
existan moléculas que por su potencial antioxidante y debido a su concentracion, en una
actividad sinérgica con &cidos grasos u otro tipo de moléculas también afectan la
permeabilidad de la membrana celular, al ingresar al citoplasma de las plantas y generar
un efecto en el desarrollo celular (Avelar Amado et al., 2020). Asi mismo ciertos
compuestos con actividad antioxidante pueden verse relacionados con una actividad
inhibitoria de enzimas relacionadas al metabolismo primario celular como la a-amilasa, a-
glucosidasa y la tirosinasa (Sari et al., 2019), las cuales son fundamentales en la obtencién
de energia por el desdoblamiento de almiddn, glucosa y proteina respectivamente, pueden
ser objetivos de estos productos naturales. Cabe resaltar que estos posibles mecanismos
de accién estan supeditados a interacciones complejas y que su estudio depende de
modelos especificos que abordan solo partes de una posible ruta metabdlica a afectar
teniendo en cuenta factores antagonicos por parte de otro tipo de moléculas no estudiadas
y que puedan tener efectos adversos al buscado en este estudio (potenciales fertilizantes)
(Choudhary et al., 2023; Radhakrishnan et al., 2018).

2.6.3 Nucleos y compuestos presentes en la fraccion activa F2

Tras el andlisis de los resultados de GC-MS y contrastando los hallazgos con la literatura,
los compuestos encontrados tienen una consonancia con lo mencionado por varios autores
(Castola et al., 2002; Elham et al., 2021; L6pez-Hidalgo et al., 2021; Touati et al., 2015;
Vieira et al., 2020), respecto a los componentes apolares como acidos grasos, terpenoides
y esteroides (Tabla 2.3). Estos dos ultimos grupos relacionados biosintéticamente, fueron
los mas abundantes en el analisis por GC-MS, ademas en un tamizaje inicial de la fraccién
F1 que, aunque no presento bioactividad se considerd relevante por tener semejanzas
cromatograficas con F2, se detectd escualeno, compuesto precursor de estos grupos. Otro
hallazgo relevante en F1 fué el compuesto 2-metil-Z,Z-3,13-octadecadienol, el cual ha sido
reportado como agente herbicida proveniente de Lagenaria brevifolia (Adeyemi et al.,
2018) observando asi una relacion con respecto a la presencia de potenciales agentes
herbicidas o que expliquen el potencial herbicida en fracciones menos polares. Siguiendo
con el enfoque en F2, en su caracterizacion se observé que se presentan nucleos
estructurales de monoterpenos Yy triterpenos, de estos Ultimos se observo la presencia de
estructuras tetra y penta ciclicas, que son tipicas de la formacion de estructuras
esteroidales, esto se puede confirmar debido a ciertos patrones de fragmentacion
observados en los espectros de masas obtenidos en el andlisis de GC-MS, donde la
mayoria de compuestos triterpenoides de tipo esteroidal presentaban picos significativos
en los fragmentos de masa de 426, 373 0 347, 207, 191, 109, 101, 55, 43, 32, este patron
resulta caracteristico dado que algunos autores (Manoharan et al., 2005; Rodrigues et al.,
2017; Salazar et al.,, 2000) también reportan resultados similares en su patron de
fragmentacion en GC-MS, aun asi es de resaltar que los métodos de ionizacién para
reconocimiento de fragmentos puede llegar a variar, aun asi, los fragmentos presentan
similitudes. Estas estructuras de las cuales se destacan los lupanos, oleanos y friedelanos,
hacen presencia y se posicionan como uno de los compuestos mayoritarios, esto debido a
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gue su posible ruta biosintética los implica como productos intermedios y sucesivos para
su respectiva obtencién (Dinday & Ghosh, 2023). De tal forma, la presencia de estos
nacleos en el roble andino es concordante con lo apreciable en la literatura, ya que, en
otras especies del género, como lo son Q coxiffera, Q. cerris y Q. suber la obtencion de
compuestos terpenoides estd documentada (Castola et al., 2002; Elham et al., 2021;
Lopez-Hidalgo et al., 2021; Touati et al., 2015; Vieira et al., 2020). En este sentido es de
destacar la presencia del estigmasterol, y-sitosterol y friedooleanan-3-ona, compuestos
reportados en especies del género Quercus, el ultimo triterpeno, reportado en 12 especies
del género (Chandler, 1979; Vieira et al., 2020). Todos ellos cuentan con potencial
inhibitorio de enzimas como la a-amilasa y a-glucosidasa (Rodrigues et al., 2017; Sari et
al., 2019). Asi mismo es de destacar la presencia de estructuras derivadas del pineno como
el pinano que esta reportado como un potencial biohberbicida (Khursheed et al., 2022b).

Es de destacar que los compuestos estigmasterol y el sitosterol son recurrentes en plantas,
estos pueden llegar ser mas conocidos como stigmastanos en especial el sitosterol que se
conoce también como el fitosterol, presentes en las células vegetales para brindar
resistencia a la estructura de la membrana celular de las hojas. Estos compuestos han
reportado presencia en pruebas del potencial alelopéatico de Euphorbia heterophylla (da
Silva et al., 2019). Este resultado proyecta una posible relacion del potencial alelopéatico
en relacion con lo observado en la fraccion F2 del presente trabajo. Se podria plantear
entonces el potencial alelopatico de Q. humboltii en las estructuras provenientes de
extractos de baja polaridad, como algunas ceras y &acidos grasos, monoterpenos y
triterpenos provenientes del ciclo del escualeno debido a que son estructuras mayoritarias
en el extracto, asi mismo se podria plantear una nueva referencia respecto a las moléculas
gue pueden presentar potenciales alelopaticos.

Por parte de los compuestos purificados, para C1, se presentaron 2 sefiales en el espectro
de 'H RMN, una correspondiente a grupos metilo (3 0.92) y la otra en & 1.32 a metilenos.
Por la integracién de estos picos se identifico el dodecano, lo cual fue confirmado por las
sefiales en los espectros de 13C RMN y dept-135
(https://www.chemicalbook.com/SpectrumEN 112-40-3 1HNMR.htm )

Es de destacar que la presencia del dodecano en las hojas y tallos de esta especie toma
concordancia con respecto al sistema de produccion de ceras gue tienen las plantas. Estos
hidrocarburos alifaticos, se presentan en las hojas para dar estructura y resistencia a la
membrana celular de las hojas. Se observo en la literatura que las ceras cumplen un papel
importante dado que en tiempos de lluvia permite la proteccion de los estomas y el dafio
mecanico que pueda producir el agua, a su vez en épocas calurosas estas cadenas de
alcanos se transforman a sus respectivos acidos grasos para brindar una resistencia a la
membrana celular contra el efecto luminico (Yang et al., 2021). En el caso del territorio
colombiano que no se poseen estaciones marcadas, solo estaciones lluviosas y poco
lluviosas, la correlacion de ceras y &cidos grasos puede indicar que el roble andino
responde de manera similar a la que responde su homologo asiatico Quercus chenii. Es
de destacar que se ha mencionado un aumento en los compuestos grasos presentes en
el xilema de las plantas debido al cambio climatico, asi como se ha reportado que en el
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roble la aparicion de compuestos alcanos, acidos grasos y triterpenos influenciados por la
aparicion de dichas ceras lo que hace presentar una consistencia entre la aparicion de
estos compuestos en hojas y la posible presencia de compuestos con potencial alelopético
(E.Conde, M. C. Garcia-Vallejo, 1999; Zhang et al., 2021).

Para el compuesto C2, se presentaron 8 sefiales singletes caracteristicas de metilos entre
0 1,22-0,76, ademas de las sefiales desplazadas de los carbonos 2 y 4 (figura 2.14). En el
espectro de *C RMN se observaron 30 picos de los cuales se confirmaron 8 metilos, 11
metilenos y 4 metinos de acuerdo con el espectro dept-135, y siete carbonos cuaternarios,
uno de ellos con a d 213.39, en el espectro de *C RMN (figura 2.15). Los experimentos
bidimensionales, contribuyeron a la asignacion de los grupos metilos y la confirmacion de
la estructura de la friedooleanan-3-ona (Anexos). A pesar de que este compuesto, ha sido
aislado de otras especies de Quercus, es el primer reporte para Q. humboldtii (Chandler,
1979). La friedelina como se conoce cominmente, es un compuesto quimico catalogado
en el grupo de los friedelanos por presentar una estructura penta ciclica (5 anillos de 5
carbonos) con 2 metilaciones en su carbono 20 y un grupo carbonilo en el carbono 3,
ademas de tener una metilacion en el carbono 4 y el carbono 5 respectivamente
diferenciando asi dicho grupo del grupo oleano que presenta dichas metilaciones en el
carbono 4 junto con las antes mencionadas en el carbono 20.

El compuesto C3 mostrd un triplete tipico en & 5.34 del protdn olefinico del C-6 y la sefal
correspondiente al H-3 se visualizd como un multiplete en & 3.51, tipico de un protén
oxigenado. Ademas, la presencia de seis sefiales de metilos, de las cuales dos sefiales
aparecieron como singletes en 8 0.71 y 0.64; tres dobletes correspondientes a metilos en
5 0.83, 0.85 y 0.95 y un triplete de un metilo en & 0.88. En el espectro de *C RMN se
visualizaron 29 sefales, con dos carbonos olefinicos en & 140.78 (C-5) y 121.78 (C-6) y
un metino oxigenado en & 71.85 (C-3), lo cual en conjunto apoya la asignacion de este
compuesto como [B-sitosterol (Figura 2.17). Este compuesto se le conoce comunmente
como fitosterol, presente en gran variedad de plantas, este compuesto ha reportado
presencia en diversas plantas del género Quercus y presenta reportes como compuesto
caracterizado en reportes de alelopatias de extractos naturales sobre semillas de lechuga
L. sativa (Castola et al., 2002; da Silva et al., 2019; Manoharan et al., 2005).

Llegados a este punto de la investigacion, se centrd la mirada en C2 ya que en la literatura
se reportd que friedooleanan-3-ona mejor conocido como friedelina, reporta una incidencia
directa en la germinacion de semillas de lechuga L. sativa y de cebolla Allium cepa, donde
se observé que a una concentracién de 0,1 mg*L?* el compuesto fue capaz de inhibir la
germinacion de semillas y la posible elongacion de radiculas de las mismas (Freitas et al.,
2015). Con lo anterior mencionado y teniendo en cuenta el hallazgo de Friedelina en F2 al
menos en 3 fracciones analizadas por gases (F2-3, F2-8, F2-9) y 2 analizadas por RMN
(F2-4 y F2-5) como uno de los compuestos mayoritarios, podria hacer pensar que dicho
compuesto es uno de los implicados en dicha actividad herbicida, mas teniendo en cuenta
gue en el presente trabajo se encontraba inmersa en una matriz compleja de moléculas de
las cuales no se conoce que posibles interacciones pueda llegar a establecer, aun asi
presentado resultados similares a los reportados por Freitas y colaboradores. Asi mismo,
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es de destacar que dado que este compuesto se encuentra en hojas y existen reportes
dentro del género Quercus donde también hace presencia en raices y corteza (Chandler,
1979), es mas que posible pensar que este compuesto sea de caracter constitutivo de la
planta y cumpla una labor de inhibiciébn de crecimiento de otras especies vegetales
cercanas, lo que quizd pueda probar un factor inicial de dominancia del roble,
particularmente el roble andino, en las zonas donde habita. Sumado a esto, existe
evidencia de la relacion que existen entre los 3 compuestos caracterizados dentro de una
ruta biosintética de compuestos de baja polaridad presentes en tallos y hojas (E.Conde, M.
C. Garcia-Vallejo, 1999) lo que podria establecer un por qué inicial del potencial inhibitorio
de germinacion de F2, la relevancia de los compuestos aislados y la relacion que presentan
estos en la dominancia del roble andino en sus zonas de influencia.

2.7 Conclusiones

Tras contrastar en la literatura los resultados obtenidos y observar que la Friedelina que
se reportd como compuesto mayoritario en los andlisis de GC-MS y se pudo elucidar a
través de RMN, y en virtud de la alta gama de compuestos triterpenoides de cuerpo
esteroidal reportados, se puede concluir que el roble andino colombiano Q. humboldtii, se
presenta como un reservorio natural de compuestos esteroidales con un potencial
prometedor como bioherbicida, dados los resultados como inhibidor de germinaciéon y
como inhibidor de la elongacién de la radicula de semillas comparables a los reportados
en la literatura tanto de mezclas complejas como de sustancias puras. Este estudio puede
ser el punto de partida de investigaciones futuras que se planteen el uso sostenible del
roble andino como posible producto natural en beneficio de la desvinculacion del ser
humano de los agentes derivados del petréleo, o como objeto de estudio por parte de la
potencialidad no solo herbicida de las moléculas presentes en la planta.
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3.Conclusiones y recomendaciones

3.1 Conclusiones

El presente estudio permitié reconocer la problematica nacional e internacional que se ha
venido afrontado la humanidad de cara a su desvinculacién del petréleo y sus derivados.
Los agroquimicos de sintesis, que en un pasado han significado la consolidacién del ser
humano sobre la faz de la tierra hoy lo pone en una situacion dificil de asumir debido a la
disyuntiva entre produccion de alimentos a un costo medio ambiental insalvable. Bajo estos
términos, la aproximacion al descubrimiento del potencial alelopatico de especies
endémicas permite comprender la dinamica de los productos naturales como motivaciéon
para la conservacion activa de bosques y zonas ambientales afectad directa o
indirectamente por las actividades humanas. Por lo anteriormente dicho se puede concluir
gue la especie Quercus humboldtii posee un potencial alelopatico prometedor para el
control de especies vegetales no deseadas en cultivos puros.

Asi mismo, esta investigacion permitié utilizar los resultados producto de caracterizaciones
bioldgicas (interacciones extracto crudo con un modelo de semillas de lechuga) para asi
realizar una serie de separaciones quimicas guiadas con el objetivo de establecer los
posibles agentes fitotoxicos presentes en la especie seleccionada. Con lo anteriormente
dicho se puede concluir que el roble andino colombiano Quercus humboldtii posee un
potencial alelopatico prometedor posiblemente debido a la presencia de agentes
triterpenicos y esteroidales como la Friedelina, el Stigmasterol, el Lupeol y &cidos grasos
gue podrian afectar de manera selectiva la germinacion de semillas y la elongacion de
radicula e hipocotilo en plantas. Esto propicia una generacion de conocimiento que no se
tenia sobre el roble andino previo a este trabajo y abre una puerta hacia el uso de sus

extractos con fines bioherbicidas.
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3.2 Recomendaciones

Esta investigacion propicia una generacion de conocimiento que no se tenia sobre el roble
andino de manera previa y abre una puerta hacia el uso de sus extractos con fines
bioherbicidas dada la potencialidad de las moléculas encontradas y las posibles
interacciones que pueda llegar a realizar con especies vegetales.

No obstante, este trabajo también puede ser el punto de partida para la investigacibn mas
a profundidad de la potencialidad fitoquimica de la especie en virtud de la alta gama de
compuestos presentes. Dejando asi la posibilidad del desarrollo de un producto natural
comercial, que permita la conservacion activa de la especie y pueda beneficiar a las
comunidades cercanas a la misma, asi como prodigar una desvinculacién segura e

innovadora de los derivados del petréleo.
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Anexos

Anexo 1. Espectros de masas de esteroides y triterpenos asignados en F2-P
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Anexo 2. Espectros de masas esteroides y triterpenos asignados en F2-3y F2-8
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Anexo 3. Espectros de masas esteroides y triterpenos asignados en F2-9
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Anexo 4. Espectros de 'Hy *C RMN de C1 (Dodecano)
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ANEXO

Anexo 5. Espectros de RMN bidimensionales de C2 (Friedelina)
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Anexo 6. Espectros de 'Hy *C RMN de C3 (B-Sitosterol)
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