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I JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

Los herbicidas son agentes capaces de controlar o eliminar aquellas plantas
perjudiciales ala salud y economia humanas. Estos agentes indudablemente han jugado un
papel importante en la proteccion de los cultvos de importancia horticola, agricola y forestat
{Cremiyn, 1991; Worsham, 1989; Terry, 1891 Klocke, 1985). Los agentes herbicidas de uso
actual, en sumayoris sintéticos, son de amplic sspacks ¥ PG 16 taito 5o0n eficaces contra
una amplia variedad de plantas nocivas. Desafortunadamente, estos productos ocasionan
severos dafios ecoldgices debido a sus altos indices de persistencia. También debido a suU
poca selectividad, resuitan t6xicos para los organismos blanca, el hombre y animales. Por
(ltime, el uso recurrente de los herhicidas contemporaneos ha ocasionado la aparicion de
numerosas especies de plagas resistentes a los tratamientos.

Considerando fos severos y diversos problemas toxicoldgicos, ambientales y de salud
ocasionados por af uso de los hemicidas sintéticos, recientemente sa han propuesio
estrategias altemas con fa finalidad de proteger los culivos de mportancia econdmica. Estas
estrategias implican, entre ofras, el uso de herbicidas de origen natural (Benner, 1983
Pillmoor, 1383; Rodgers, 1993).

Con I2 finalidad de encontrar estos herbicidas naturales en los Ulimos afios se ha
intensificado la investigacion de los productos naturales, tanto de origen vegetal como
micrebiane. En este contexts, cabe recordar que las plantas biosintetizan ¥ acumulen una

gran cantidad de metabolitos secundarios (semioquimicos) que les sirven como mecanismo

de defensa contra el ataque de insectos, microorganismos y plantas nocivas.



En comparacion con los insecticidas verdes, el nimero de metabolitos secundarios de
origen vegetal con actividad herbicida que ha aicanzado un desarrollo de tipo comercial es
minimo. Las plantas constituyen fuentes fimitadas de agentes herbicidas que de insecticidas
debido 2 que en primer lugar, |a presién de seleccion ejercida por ofras plantas en un mismo
ecosistena es a menudo muche menor que la presion ocasionada por microorganismos e
insectos; por lo tanto, la biosintesis de compuestos herbicidas ro corfiere tanto beneficio a
fas plantas de ese misme ecosistema como la producsion de metabolitos insecticidas. En
sagundo lugar, cualquier planta productora de un herbicida potencial debe ser inmune a los
efectos del mismo,

A pesar de las consideraciones anteriores, muchos autores han postulado que las
interacciones alelopaticas en un ecosisterna particular, pueden constituir la base para el
descubrimiento de aleloquimicos de utilidad para el desarrollo de herbicidas (Benner, 1993;
Duke y Abbas, 1985; Macias, 1996; infer afs). De ahi, que la bisqueda de agentes
herbicidas a partir del reino vegetal se encuentre también justificada.

Entre los aleloguimicos de origen vegetal que han demostrade una mayor actividad
fitotéxica figuran una gran varieded de terpenoides (Macias, 1995; Fischer, 1985; Duke,
1981). Quizé el més importante de estos preductos es el 1,8-cineol, descubierta en 1964 por
Muller y Mulier. Este herbicida es poco téxico y no se acumula en el medic ambiente.
ademas es altamente efectivo para combatir pastos nocivos. Tanto el 1,8-ineol como su
derivado semisintético imhiben i proceso de la respiracion.

Los compuestos aromaticos también han constituido alefoquimicos (tles para e

desarrollo de agentes herbicidas y quizés e mds importante a la fecha es ¢l acido benzoico,



el cual permitié el desarrollo comercial del clorambem, el dicamba y el picioram, por tan solo
mencionar algunos ejemplos. Ofros compuestos aromdticos con una buena actividad
inhibidora del crecimiento vegetal incluyen la hypericing, la juglona, el DIBOA, algunos
derivados de los dcidos cindmico y saficifico y compuestos de naturaleza cumarinica {(Duke y
Abbas, 1995). También varies quinonas fenlicas como la sorgoleona, fa juglona y &
lawsona destacan por sus propiedades fitotéxicas significativas {Duke y Lyndon, 1987
Einhelfig y Souza, 1952),

Con base en las consideraciones anteriores ios objetivos del prasente proyecto son los
siguientes:
1.- Establecer ¢l potencial herbicida de la especie Epidendrum ngidum mediante Ia
detemminacin del efecto pre y post emergente del extracte CHCL:MeOH {(1:1) de la planta

entera.

2.-Aislar y caracterizar algunos de los constituyentes qus presenten actividad fitetoxica pre-
emergente y postemergente, con la finalidad de obtener compuestos de utilidad para el

desarroilo de nuevos agentes herbicidas.

3-Contribuir & conocimiento de las propiedades biologicas y del contenids metabélico
secundano de orquideas mexicanas, que a pesar de su gran sbundancia en el territorio
mexicano, han sido objeto de pocos astudios cientificos.

Los objetivos particulares planteados para el desarrolio def presente frabajo se indican =

continuacién:



1.~ Preparar el extracto vegetal en gran escaia de la planta entera de £, rigidum, mediante un

proceso de maceracion, empieando una mezcla de CHCL-MeOH {1:1) como disolvente de

exiraccion.

2-Determinar la potencialidad fitotoxica del exirasto crudo de £ ngidum mediante ia
evaluacion de su efecto sobre el crecimiento radicular y Ia geminacion de semillas de las
especies vegetales Amaranthus fypochondriacus (Amarantaceae) y Echinochios crusgalf

{Gramineae) utifzando el método de la caja Petri.

3- Evaluar el efecto del extracto integro sobre la produccién de biomasa de A
hypochondniacus.

4.-Realzar ol fraccionamiento biodirigido del extracte crudo mediante un proceso de
cromatografia en columna abierta, empleando el hicensayo indicado en el incise 2 y un

método bioautografico.

S.-Separar y purificar los compuestos activos de alguna de las fracciones méas activas,

mediante el empleo de téenicas cromatograficas convencionales,

§.-Determinar la fitotoxicidad de los compuestos puros, por medio de Ia evaluacion de sus
efectos sobre el crecimiento radicular y la germinacion de A fywochondriacus

{Amarantaceae) y £ crusgalf (Gramineae) utilizando el método de caja Peti.



7.-Realizar la elucidacion estructural de los compuestos activos aislados mediante el smpleo

de métodos quimicos, espectroscipicos y espectromeétricos.

Il.  ANTECEDENTES

2.4 Antecedentes generales de la familia Orchidaceae,

La familia Orchidaceae constituye la méas numerosa de todo &l reino vegetal ya que
incluye alrededor de treinta y cinco mil especies agrupadas en setescientos cincuenta
géneros, cinco subfamilias y 19 trbus. Originalmente estas se dasificaron en s famifia
Liliaceae, aunque estudios posteriores permitieron su agrupacion como una famifia
independiente (Dressler, 1993).

Las orquideas se pueden clasfficar en terrestres, epifitas, litofiticas, semiacudticas o
subterrdneas, dependiendo del lugar donde se desamolian. Las epifitas son plantas que
erecen sobre otras plantas hospederas, por lo general arboles, pero sin tener un contacto
directo con los haces vasculares de las mismas. En consecuencia, las epffitas falsamente
llamadas parésitas, no extraen agua ni nutrientes de sus hospederos (Dressler, 1981).

Aungue fa familia Orchidaceae se distrbuye a través de todo &l mundo, la mayor parte
de las especies de orquideas se encuentran en les regiones tropicales (Williams, 1978:
Hietz, 1334) o subtropicales del mundo, por lo que la mayor concentracién de orquideas se

encuentra en las montafias, a 20 grados del ecuador. La concentracion de estas especies en



7.-Realizar la slucidacion estructural de los compuesios activos aistados mediante ef empleo

de métodos quimicos, especlroscopicos y espectrométricos.

. ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes gencrales de la familia Orchidaceae,

Le familia Orchidaceae constituye la mas numeresa de todo el reing vegetal ya que
incluye alrededor de treinta y cinco mil especies agrupadas en setescientos cincuerta
géneros, cinco subfamilias y 19 trbus. Ongnalmente estas se dasificaron en la familia
Lilaceae, aunque estudios posteriores permmitieron su agrupacion come wna familia
independiente (Dressler, 1993),

Las orquideas se pueden clasificar en terrestres, epifitas, ltofiticas, semiacusticas o
subterraneas, dependiendo del lugar donde se desamolian. Las epifitas son plantas que
crecen sobre otras plantas hospederas, por b general 4rboles, pero sin tener un cortacto
directo con los haces vasculares de las mismas. En consecuencia, las epffitas falsamente
llamadas parasitas, no exiraen agua ni nutrientes de sus hospederos (Dressler, 1981},

Aungue la familia Orchidaceas se distrbuye a través de todo el mundo, [a mayor parte
de las especies de orquideas se encuentran en las regiones tropicales (Williams, 1979;
Hietz, 1984) o subtropicales del mundo, perlo que ia mayor concentracién de orquideas se

encuentra en las montafias, 2 20 grados del ecuador. La concentracién de estas especies en



ios trépicos americanos varia con la alttud, encontrindose el mayor nimero de
especies en México, Guatemala, Honduras, Colornbia, Venezuela y Brasil {(Dressler, 1981),

En México Jas orquideas se distribuyen principaimente en cuatro estados: Veracruz,
Qaxaca, Chiapas y Guerrero. Otros estados con una cifra considerable de especies son: &l
estado de México, Morelos, Mishoacén y las regiones mas bajas de Puebia y San luis
Patost (Ames y Correl, 1952). A nivel mundial se pueden encontrar desde &l Norte de
Suecia y Alaska, a Tierra de Fuego v la Isla Macquarie. Las orquideas son MUy escasas en
ambientes desériicos, aunque se pusden encontrar en oasis y caiiones desérticos {Drassler,
1981).

Debido a ka belleza de sus flores, las orquideas son apreciadas en todo el mundo. Su
mportancia econémica entonces, radica en su use omamental. Un ejemplo lo constituyen las
orquideas del género Phalgenopsis, procedentes de Asia y Australasia, (Tatsuzawa, ef af,
1957},

A pesar de su gran abundancia, sélo algunas especies han sido ampleadas con ofros
fines. En algunas culturas orientales se ha reportado ef uso de los tubérculos de ciertas
especies del género Orohis para la produccién de hannas (salep) con propiedades
reconstituyentes y analépticas (Ames y Correll, 1952, Stoessl y Arditti, 1984). En Ia india,
Turquia y el Thet algunas especies de este mismo género se agregan al vino como
alimento y se ha demostrado que pusesn propiedades afrodisiacas (Zimmermann, 1959).

Ademas existen otras especies que son utilizadas en la medicina tradicional, debido a
que poseen propiedades curativas; tal es el caso de las flores de la especie Angracum

fragans las cuales se hen utiizado como calmante, diaforético, digestivo y expectorante



(Zmmermann, 1959). Algunas especies de Csitieys, se emplean en el fratamiento de
hipotension ya que poseen un aito contenido de tiramina (Stoessi y Arditt, 1984),

Las raices de Cyprpedium reginae (Valeriana Americana) se utilizan en América del
Norte, por sus propiedades tranquilizantes (Stoess! y Arditti, 1984). La especie Dendrobium
nobile ha sido utilizada desde tiempos ancestrales en China come tonico, antipirético, y para
el fratamiento de desordenes gastrointestingles y de la anorexia (Onaka ef af, 1965:
Miyazawa ef al, 1947). Recientemente se descubrié que s! exiracto metanslico de D, sobite
posee actividad antimutagénica ya que inhibe los efectos del mutageno furlfuramida
(Miyazawa of al, 1997). Ademas, la especie D. piicatile Lindl. es utilizada para la obtencidn
de la droga cruda china "Shi Hu”, la cual también es utilizada como ténico y antipirético
{Yamaki y Honda, 1996).

El rizoma de Gastrodia elafa se usa en ka medicina China para promover la circulacion
sanguinea y para ia cura de dolores de cabeza. Los tubérculos cocidos y secos de ésta
orquidea se conocen con el nombre de “Tianma® en China y se prescriben para el
tratamiento del reumatismo y la paralisis (Noda et af, 1999). Estudios famacoldgicos
recientes sugieren que el extracto crudo de esta especie posee efectos sedativos y
analgésicos, ocasionando un incremento del flujo sanguineo del corazén y del cerebro,
disminuyendo asf la resistencia de los vasos sanguineos. Ademas el extracto induce
resistancia a la hipoxia. En 1a préctica clinica se uliliza para curar la neurastenia, ef sindrome
neurasténico y ef dolor de cabeza vasoneuronal (Wu ef af, 1996, Noda ef &/, 1995).

También se ha demostrado que el extracto acuoso de G, elafs posee actividad antioxidante y



que su extracto metanélico presenta un efecto moderado sobra los procesos de aprendizaje
y memoria (W st al., 1996).

Nervilia purpurea se emplea en la medicina tradicional de Tawan {(Hiam-hong), para el
tratamiento de heridas y de !a hipertensién; por ofro lado N, aragoanta se usa para e
tratamiento de la crisis visceral, enfermedades pulmonares e hipertension (Kikuchi et af,
1985). Los tubéreulos de Pleione bubocodioides (Shan-ci-gu} se utifizan en la medicina
populer china para el tratamiento de tumores (Bai of af, 1996 y 1997).

La especie mexicana Scapfyghttis Fvids aplicada de manera topica es utiizada para
eliminar ectoparasitos. La decoccién de la planta entera se emplea para alviar dolores de
estémage y evitar el abarto. Un estudio famnacolégico reciente de esta especie pemnitio
validar su uso popular como un agente antiespasmédico, ya que el extracts integro y algunos
de sus metabolitos inhiben las contracciones esponténeas def fleon de rata asi como las
inducidas por diversos antagonistas. En este estudio se encontrd que algunos fenantrenos
{Coelonina, 3,7-dihidroxi-2,4-dimetoxifenantreno y 3,7-dihidroxi- 2,4, 8-trimetoxifenantrenc) y
estilbenoides (3 4'-dihidroxi-5,5-dmetoxibibencilo y batatasina i) inhiben las contractiones
esponténeas del fleon derata; el efecto de los compuestos aislados es dependiente de fa
concentracion y la pofencia comparable o mayor a la de la papaverina.  Evidencias
fammacoldgicas y bioquimicas indicaron que la acfividad espasmolitica de los productos
naturales se encuentra mediada por el sistema 6xido nitrico/ GMPc {Estrada s af, 1999a).

Finalmente a partir de la especie Vainills planifofa se obiiene ia escencia de vamilla, la
cual se emplea como un condimento v como un sgents saborizante, en la industria

alimenticia, principaimente en la manufactura de chocolate y de helado. También se emplea



en la industria de Ia perfumeria para la sisboracion de jabones, cremas y perfumes (Mc
Vaugh, 1985). El aldehido vanillina es el principio aromatizante y saborizante presente en el
extracto de vannilla (Arctander, 1969). Un inconveniente de la manipulacion de las capsulas
de Vainifla planifofa consiste en que produce una intaxicacién conocida como vanilismo
(Hutchinson, 1892/93; Drevon, 1899) la cual se caracteriza por ia aparicién de una demmatitis
severa (Layet, 1883). Por ofra parte, el consumo de Ia vainilla puede ocasionar, en personas
sensibles, erupciones, inflamaciones de manos y cara, malestar genaralizado, doler de
cabeza y nauseas (Milian, 1936).

Los estudios relacionados con ef metabofismo secundario de la famiia Orchidaceae
son reiativamente escasos. A pesar de esto se han podido aislar compuestos arométicos
simples {Harbome y Williams, 1904), estilbenoides (Majumder ef al, 1897), fenantrenos
(Majumder y Laha, 1981; Majumder et af, 19822, 1982b,1982¢ ; Majumder y Maiti, 1987:
Veeraju, 1985, Tezuka ot a/,1991; Harbore y Williams, 1994; Leong ef al, 1997: inter alia),
alcaloides (Brandange ef af, 1971; Brandange et al, 1873; Luning ef af, 1966; Blomaquist o
al, 1872; Lindstrom ef af, 1969; Hemscheidt, 1993; Onaka ef a/, 1965; Okamoto ef &,
1966; infer afa), triterpencides (Afza et o/, 1989; Govardham ef af, 1984: Kikuchi et a1, 1981,
1982, 1985a, 1085b; Kadota et af, 1987, Mahato ef ai, 1992, Majumder y Kar, 1989;
Majumder y Pal, 1985a, 1990; Das ef af, 1983; infer afa), flavonoides (Wiliams, 1979:
Williams et af, 1994; Kuehnle ef al, 1997), pirenos {(Anuradha ef af, 1995), lignanos ¥

cromanos (Bai ef af, 1996),



En el cuadro 1 se muestran ejemplos selectos de los distintos tipos de metabolitos

presentes en las orquideas.

Cuadro 1 . Ejemplos selectos de metabolitos secundarios aislados de la famiia

Orchidaceae.
ALCALOIDES
Fuente natural Compuesto Refarencia
Dendrobium nobile Slayter, 1977
Dendrobina
CHs—N
Dendrobium lohohense q Inubushi et af, 1964,
1968
0
Shihunina




ALCALOIDES

Fuente natural Compuesto Referencla
e
; H
Me E
Dendrobium Co Ho-. Elander, 1973
crepidatum O
Ve o
E Isocrepidamina
Dendrobium Blomquist et af, 1972
wardfanum
‘ Dendrowardins
| T
5 Catleya sp. Maille et 5/, 1574
Q
e
CH
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COMPUESTOS DEL TIPO FENANTRENO

Fuente natural Compuesto Referoncia
Orchis miflers Bewvan et 2l 1965
Oreinol

H
GM&OH H
Croglossum hircinum N Urach of af, 1963
HO
Hircinol
Dendrobium pierardi Majumder et 5/, 1982
Flavinidina
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COMPUESTOS DEL TIPO FENANTRENO

Fuente natural Compuesto Referencia

Mexlbriadensa | FO OF | Eotrada etat 19986
Ove OhMe

Maxilaria densa @O OH | Estrada of af, 1990b
HC OMe OMe

Maxilaria denss HO O O OH | Estrada sf &f, 1999b
Oie OMe

OMe
Dendrabium densiflorum ll \ Veeraju, 1989
HO OH

Batatasina Hl

i3




TERPENOIDES

Fuente natural Compuesto Referencia

Ophrys splendida o5 Karin et 2f, 1986

Citronelal

Nervifa purpurea Kikuchi et af, 1385

Giclosucaleno!

£ria convalarivides Maiumder y Kar, 1389

OH

Erianol
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LIGNANOS

Fuente natural Compuesto Referencia
CH OH
Ot
Pleiorie bubocodivides Bai ef af, 1997
O CHOCOUH:
H SOL H
Sanjidina B
CROMANOS
Fuente natural Referencia
Pleiore bubocodiokles Bai ot al, 1097
Pleionina
COMPUESTOS AROMATICOS SIMPLES
Fuente natura} Compuesto Referencia
THO
Vanifia phanifofa o Hausen, 1984

0"
Vantlina




22. Generalidades sobre Epidendnnn rigidum.

El género Epidendrum L se encuentrs constituido por piantas epifitas, que crecen en
rocas o son terrestres; sus tamafios varian desde muy pequefias hasta largas y robustas ( 3
m o mas largas), con o sin un rizoma conspicuc. Las ramas pueden ser delgadas o
pseudobuthos cilindricos que paseen hojas sélo en la cima, con mas o menos hojas, simples
0 muy ramificadas. La forma de las hojas varia de lineal a oval. Fstas plartas presentan
cominmente inflorescencia terminal, raramente Jateral, Los pélalos son usualmente mas
estrechos que los sépalos (Ames y Correl, 1952),

El género Epidendrum es ef mas grande de las orquideas neofropicales y comprende
aproxmadamente 800 especies, ampliamente dispersas desde el sureste de Carolna del

Norte hasta el Oeste de Luisiana en Ja Costa del Goffo, 5 través de México, América Central

hasta Argentina {Fig 1).

Figura 1. Distribucisn del ganero Epidendrum en América.
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Epidendrum rigidum Jacq. es una epifita de hasta 30 ¢m de alto que crece en los arboles
de los bosques tropicales y en areas donde crecen ciprases, a una altitud de 1400 m. Se
distribuye desde el estado de Florida en Estados Unidos hasta Venezuela; en México es
particularmente abundante (Ames y Cormel, 1952, Wright, 1958). La planta consta de un
rizoma trepador frecuentemente ramificado, tallos comprimidos y hojas alternas. La espiga
es distica y las hojas son articuladas, de oblongas elipticas a oblongas lineales. miden de 2.5
a 12.5 om de largo y de 6 a 22 rm de ancho.

o racimos de pocos o muchos miembros esparcidos,
de més de 15 cm de largo. La mayoria de las flores miden de 9 8 25 mm de largoyde T a 10
mm de ancho en la base cuando se propaga y su color varia de verde & verde amatillento
{Ames e o/, 1952); florece de mayo a noviembre (lbarra-Manriquez y Sinaca Colin, 1996)
(Fig. 2).

Figura 2. Epidendrum rigidum Jaqo.
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0. PARYE EXPERIMENTAL

3.1 Material vegetal

Et material vegetal Fpidendrum nigidum se recolectd en of Ejido Ruiz Gortinez,
Catemaco Veracruz, México, en Marzo de 1997 (Voucher: Canmona 9r:1).

Los procesos de recoleccion e identificacion del material vegetal estwieron a cargo del
Bidlogo Gustavo Camona Diaz. tUn ejemplar de referencia se encuentra depositado en el
herbario del Instituto de Ecologia A.C. (XAL), Jalapa, Veracnz. La desecacion del material

vegetal se realzd a temperatura ambiente, y su fragmentacidn se efectus utilizando un

molino Willey Modelo 4.

32. Procedimientos generales.
3.2.1 Anilisis cromatograficos.

Los analisis cromaltogréficos en columna abierta se realizaron siguiendo ia téenica
cenvencional, ulilizando para ello columnas de vidrio de diferentes capacidades. las cuales
se empacaron con gel de silice Merck 80, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 3.5a 7.0 ASTM.

En los andlisis  cromatograficos cualitativos en capa delgada se emplearon placas de
aluminio con un espesor de 0.25 mm (silica gel 60 F254 Merck). Para los analisis
cromatograficos preparativos se usaron placas de vidnio de 20520 cm recubiertas con gel de

silice, ¢on un espesor de 0.25 mm {sflica gel 60 F254 Merek).
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En los tres casos se utilizaron los sistemas de elucién enlistados en «l siguiente cuadro:

Cuadro 2. Sistemas de elucion utilizados en los analisis en capa fina,

Sistamna de Composicion | Proporcion
eluyentes
A Hexano-cloroforme Diversas
B Hexano-AcOFt Diversas
C Cloroforme-AcOFEt Diversas
D Cloroformo-MeOH Diversas
E i AcOEtMeOH Diversas

En los andlisis cromatograficos en capa fina, las placas se visualizaron primero con huz
UV {onda corta 254 nm y onda larga 365 nm) v se revelaron utilzande sulfsto cérico como
agente crombgeno. Para el desarrolle de color fue necesario calentar unos segundos,
utilizando una parrilla eléctrica.

Para realizar los andfisis en cromatografia de liquidos de alta resolucion {CLAR), se
utilizd un cromatdgrafo Waters equipado con una bomba 800E con un sisterna de enfrega de
disolventes multiple ¥ un sistema de bombeo de gradiente a baja presion, provisto de un
inyector manual Rheodyne 7725i. Para visualizar los compuestos se empled un defector de
Uttravioleta/Visible 396. El equipo estd acoplado a una computadora Venturis 575 ¥y sonsta
de un sistema administrador Miflenium 2010 con un software de arreglo de fotodiodos (PDA),
el sistema adquiere datos y controla el detector y la bomba. Todos los andlisis se realizaron

# temperatura ambiente.



3.2.2. Cromatografia de fiquidos de alta resohucién a nivel analitico.

Elmétodo de cromatografia de liquidos de alta resolucién a nivel analitico conduce a la
optimizacion de fas condiciones instrumentales necesarias para lograr la méxima rasolucion
de {a mezcla objeto de andlisis y separar posteriormente a nivel preparative los
constituyentes individuales de ia misma. Los andlisis se realizaron en una columna
empacada con gel de silice pporasil con un tamario de particula de 10 um y un tamafic de
poro de 125 A°. E didmetro interno de la colismna es de 28 mm y la longitud de 300 mm_ La
concentracién de las muestras problema utifizadas en estos andlisis fue de 0.5 mg en un
volumen inyectado de 20ud. La elucidn se realizé con un sistema de gradiente y la fase
mévil consistié en una mezcla temaria constitiida por hexano-metanchisopropanol. La

velocidad de fujo fue de 0.35 mlimin. La fongitud de onda detemninada para UV fue 266 nm.

3.2.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucion a nivel preparative.

Una vez determinadas las condiciones a nivel anditice, se realizé e escalamiento a
nivel preparativo lo que pemmitié la separacidn y purificacion de los constiuyentes de ia
fraccidn terciaria activa ER-VI(7).

Se utilizé una columna preparativa empacada con gel de silice mporasi con un tamafio
de particula de 10 um y un tamafio de pore de 125 A* El didmetro interno de la columna es
de 19 mm y la longitud de 300 mm. Para todas las separaciones se utilizd &l sistema de

disoiventes indicado en el inciso anterior. En todos fos casos se recurrid a la técnica de cotie
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de nuclec y reciclade de muestra que consiste en someter a los picos mayoritarios a un
corte, eliminando la contaminacion causada por fos componentes minoritarios eluidos antes

y después del pico de interés (Hostettmann, 1886).

3.2.4. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas
de los compuastos aislados.

Ef punto de fusion de los compuestos se determing en un aparato Fisher-Johns y no
estan comegidos.

Los especiros en el IR se registraron en los espacirofotémetros de repila Perkin-Elmer,
modelo 598-B o Nicolet FT-5X, utiiizando la técnica de pastilia de KBr.

Los especiros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN-'H) y de Carbono-13
{RMN-C} se generaron en un aparato Varian YXR-3005 a una frecuencia de 300 6 500
MHz (*H) y 75 6 125 MHz (®C). Los espectros se obtuvieron utilizando como disolvente
CDCl y los desplazamientos quimicos se asignarcn en unidades de desplazamiento (ppm)
referidos al teframetilsitane (TMS) como referencia intema,

Los espectras de masas se determinaron en un aparato Hewlet-Packard 5890-B serie Il
El voltaje utifizado para el registro de los espectros de masas fue de 70 Ev. Todos estos

analisis se realizaron en el Instituto de Quimica, UNAM.

1.3. Evaluaciones bicldgicas.



3.3.1 Evaluacion del potencial fitotoxico.

La determinacion del potencial fitotoxico del extracto, de cada una de las fracciones
primarias y de los compuestos obtenidos, se realizd mediante los bioensayos de germinacién
de semillas y crecimiento radicular de las semillas de A. hyposhondrizeus (Amarantaceae)
y £. crusgalli (Gramineae), siguiendo la metodologia descnita an |a literatura {Anaya ef af,
1890; Castaiieda ot af, 1992).

Los bivensayos se realizaron en cajas de Petri de 10 om de digmeftro. Las muestras
{extracto, fracciones y compuestos) se disolvieron en el disolvente apropmdo y se prepararon
disofuciones para obtener ias concentraciones finales de 10, 100y 1000 pgmL.

Un miliitro de cada una de estas disoluciones conteniendo las concentraciones
apropiadas se adiciond en ias cajas de Petri sobre un disco de papel filtro (Whatman No. 1)
y se dejo evaporar el disclvente por medio de una comiente de aire.

Una vez evaporado el disolvente, se adicionaron 3 ml. de agua destilada sobre el papei
de filtro v se colocaron 10 semillas de cada una de las especies vegetales de prueba en cada
caja. Las cajas de Petri se incubaron a 30°C y la actividad fitotéxica se registr6 calculando ¢!
porcentaje de germinacion y midiendo la fongitud de las radiculas a las 24 horas en el caso
de A hypochondriecus y & las 48 horas en el caso de £. crusgall

Se ulilizd al acide 2 d-diciorofenoxiacético (2 4-D) come un control pasitive (Pereda-

Miranda of a/,1993). Como coniroles negativos se emplearon agua destilada y ¢l disolvente
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ublizado en !a preparacion de las soluciones de las muestras objefo de evaluacion, La
concentracion inhibitoria media se calculs por medio de un andlisis Probit a partir de ios

porcentajes de inhibicion calculados.

3.3.2. Método bioautogrifico.

El método bicautografico se realizé sobre placas crometogréficas de 20x5 em
recubiertas con gel de silice. En cada placa sa sembraron 10 mg del extracto; posteripmments
ducién utiizando fa mezcia de disoiventes apropiada. Al cabo del proceso de
elucion se evaporé el disolvente y las cromatoplacas se cubrieron con 20 mL de una
suspension de agar al 1%; se reafizaron dos réplicas en todos los casos. Paralelamente se
eluyeron dos placas sin muestra problema las cuales se utilizaron camo testigo.
Posteriomnente, cada una de las placas eromatograficas se cubvié completemente con las
semillas de A fypochondriacus y E. crusgal. Las placas con las semillas fuaron inculgadas
8 28°C durante 24 horas {A hypochondriacus) 6 48 horas (E. crusgeif} en una aimbsfera
himada. Transcurrido el iempo de incubacion se observé la zona de inhbicion y se midié
su correspondente Rf {inohue, 1992). Este (ltimo procedimiento se realizé por medio de la
comparacién con une placa conteniendo la muestra ekiida en las mismas condiciones y
revelada con el agente cromégeno apropiado.

Esta prusha es cualiativa y se utiliza para determinar cual o cuales compuestos

presentes en una fraccion poseen actividad fitoinhibidora.
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3.3.3. Evaluacién def efecto del compuesto 3,4 -dihidroxi-5,5"-dimetoxibibencilo y el
extracto integro de £. rigidum sobre Ia produccién de biamasa en plantulas de A
hypochondriacus.

Para realzar este bicensayo se emplearon seis semillas de la arvense A
hypochondrisous v se colocaron en recipientes conteniendo tiema. Las plantas se
desarroflaron durante tres semanas en una camara de crecimiento a 28°C y un cxclo de 12 h
de luz-oscuridad (236uEm? s ). Transcumrido este tiempo, se transladaron a una segunda
camars, para completar su ciclo de crecimiento. Las condiciones de temperatura y
fotoperiado fuaron 17-20°C y 18x8 (5:30x 21:30), respectivamente.

Después de una semana de adaptacion de Jas plantas a las condiciones antes descritas,
se aplicaron las muestras objeto de estudio mediante un isopo. El extracto se evalud a
soncentraciones de 10, 100 y 1000 pg/mL v ef compuesto puro a concentraciones de 103,
104y 105 M.

Para deteminar Ia produccion de biomasa, las piantulas se removieron de la tierra‘y fas
raices se lavaron con agua destilada hasta elminar por completn los residucs de tierra. Una
vez lavadas se procedid a deteminar ef peso fresco de cada una de Jas plantulas Tambien
se realizé la medicion de la longitud de los tallos (Hoagland, 1996).

Los experimentos se flevaron a cabo por triplicado y se emplearan Tween 80 (0.ImlA) ¥
H:0 como controles negativos para cada caso. Fi metihiologeno (paraquat) se utiizé camo

un controi positive a una concentracion de 10° M,



-3.3.4 Determinacion de la toxicidad para Arfemia safina Leach.

Los huevecillos del crustaceo Artemia safing se incubaron en un medio safino arificial
por 48 horas. Al término de este tlempo los crustaceos se encuentran en disposicién de ser
utifizados para el bioensayo. Cada una de las muestras se prepararon disolviendo 20 mg de
la muestra de prueba (exdiracto, fracciones y compuestos) en 2ml del disolvente apropiado.
De esta solucion se transfirieron 5, 50 v 500 ul a frascos viales de maners independiente y
por triplicado. Ei disolvente se avaporé a sequedad a temperatura ambiente o al vacio. Diez
crustaceos se transfirieron a cada frasco vial con las muastras de prueba y se aford ¢on un
medio salino artificial a 5 ml para obtener fas concentraciones finales de 1000, 100 y 10
wg/ml., respectivamente. Los frascos se mantuvieron con iuminacion artificial durante 24
horas; transcurride este tiempo se procedid a contar ef nimero de crusticeos
sobrevivientes. Para el caleulo de la cancenfracién letal media {Clso) se utifizé el programa
de andlisis de probabilidad de Finney. Para que un extracto o fraccién se considere activo, la
Clse debe ser menor a 1000 pghml v en el caso de un compuesto puro, la Cls, debe ser

menor & 200 pg/ml. (Anderson ef af, 1991).

3.4. Estudio fitoquimico de Epidendrum rigidum.
3.4.1. Extraccion de la planta.

El material seco y molide (1.74 Kg) se extrajo por medio de un proceso de maceracién
con 15 litros de una mazcia de CHCh-MeOH (1:1). Este proceso pemnitid la obtencion de 340

9 de extracto crudo. En el esquema 1 se resume el procedimiento empleado.
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MATERIAL VEGETAL
Epidendrum nigidum
(1.74 Kg)

1)Extraccion con 150 de
CHCL - MeCH {1:1).La

maceracidn se hizo por
duplicado.

2)Fiftrar y concentrar al
vacio.

l ]

RESDUO VEGETAL EXTRACTO CHCL-EleQH
Concentrado (340g).

Esquema 1. Proceso de extracclon de la planta entera de Epidendrum rigidum.

342. Fraccionamiento preliminar del extracto total.

El extracto total {340 g) se fraccioné en una columna cromatografica de vidrio, utilizando
como adsorbente 800 g de gel de silice. El proceso de elucion se efectud con hexano,
hexano-acetate de efilo {diversas proporciones), acetsto de etilo, y acetato de etilo-metanol
{diversas proporciones). Se recolectaron 41 fracciones de 1000 mi cada una. Cada fraccion
se analizd por cromatografia en capa fina combinndose las que son cromatograficamente
similares. Este proceso generd 13 grupos de fracciones primarias (ER- - ER-XHII). El proceso
cromatografico antes descrito se resume en el Cuadro 3.

Cada una de las fraccionas pamarias se evaluaron mediante sl bicensayo descrito en o

inciso 3.3.1, resultando activas las fracciones ER-V aER -IX,
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Cuadre 3. Fraccionamiento preliminar via sromatografia en columna abierta del
extracto crudo de la planta entera Epldendirum rigichim,

Eluyente| Proporcion | Fracciones | Fracciones | Clave Peso
(%) combinadas (@)
Hexano 100 1-8 111 ER 6.7140
95:65 815 12-15 ER- 3.5037
90:10 16-17 16-17 ER-il 34744
80:26 18-21 18 ER-V 8.381
Hexano- 70:30 22-24 19 ERV* | 20144
AcOEt | 8040 25-27 26-21 ER-VI* | 68106
90:50 28-29 2223 ER-vi* 8.1414
40:60 30-31 24 | ERVWFr | 52731
30:70 32-33 25-31 ER-IX* | 31.8849
AcOEt 100 34-35 32-36 ER-X 22.1340
AcOEt 96:10 36-37 371-38 ERX | 10.7145
MeCH 50:50 38-39 3840 ER-XHi 1.2091
MeOH 100 4041 41 ER-XHH 3.0404

* Fracciones activas.
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343. Aislamiento y purificacion de los compuestos 3,4 -dhidroxi-5,5-
dimetoxibibencilo (1), 3,3'-dihidroxi-5-metoxibibencilo (batatasina 0} [2} y el 4,7-
dihidroxi-2,3-dimetoxi3,10-dihidrofenantreno (3) 2 partir de la fraccion primaria activa
ER-VIL.

El fraccionamiento secundario de la fraccion primaria activa ER-Vt (8. 1414g) (Cuadro 3)
se realizd utiizando una columna sromatografica de vidrio, y como adsorbente 200 g de gel
de siice Ef proceso de elucion se efectué con hexans, hexano-acetato de stilo (diversas
proporciones) y acetato de elilo Se recolectaron 420 fracciones de 80 mL cada una Cada
fraccion se analizd por cromatografia en capa fina combinandose las que son
cromatogréficamente similares Este proceso generd 12 grupos de fracciones secundarias

(ER-Vitla ~ER-Vill) De acuerdo al andlisis bioautagréfico (Figura 3) 1a actividad fitotéxica se

concentro en fas fracciones secundarias ER-Vili y ER-Viig.

Epidendrum rigidum

Control de agua § Contrel de diselvente ER - VII

Figura 3. Bioautografia de |a fraccién primaria ER-VIL.
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Cuadro 4. Fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta de la

fraccion primaria ER-VII.
Eluyente | Proporcion | Fracciones | Fracciones Clave Paso
(%) combinadas {mg)
Hexano 100 1-20

955 21-44 126 ER-Vila 214
80:18 45-327 2748 ER-Viib 6.9
g§5:15 328-355 50 ER-Viie 10
Hexano- 80:20 356-379 5174 ER-Viid 305
AcOFEt 70:30 380-395 7578 ER-Vile 27
50:50 346400 80-104 ER-ViIf 933
105-187 ER-Viig 1127
188-223 ER-Vilh 2138
224287 ER-Vili 11495
288-318 ER-VIj 87.1
320-397 ER-Viik 8118
ACOEt 100 | 400410 | 398410 | BRwm | 2120




De fa fraccion secundaria ER-Vlig precipité de manera espontanea un producto incoloro
y cristalino {6 mg), con un punto de fusién de 162-163°C. {Cuadro 4). Cabe destacar que el
resto de Ia fraccion contenia fundamentaimente este products.

Posteriomente 'a fraccion activa secundaria ER-VIi (1.1495 g} se sametié a un
fraccionamiento terciario, utilizando de nueva cuenta wna cromatografia en colurnna sobre
gel de silice {15 g). El proceso de elucion se efectud con hexano, hexano-clorcformo
(diversas proporciones), cloroformo, cloroformo-acetato de stilo {diversas proporciones) y
acetato de etilo. Se recolectaron 410 fracciones de 6 mL cada una. Cada fraccion se analize
por cromatografia en capa fina combindndose fas simiares y generande 15 grupas de
fracciones terciarias (ER-VIli(1) a ER-VI{(15)). A partir de este fraccionamiento se obtuve la
fraccion terciaria active VI(7) (60.7 mg) bajo la forma de un aceite rojo constituido por dos
productos mayoritarios {Cuadro 5 } . La separacion de estos productes se realizd mediante
{a aplicacion da la CLAR.

Para realizar ia resolucion de la fraccidn activa ER-VIIK(T), primero se determinaren las
condiciones a nivel analitico. Posteriommente, se realizé el escalamiento a nivel preparative,

Ef cromatograma resultante se observa en la figura 4. La purificacion de los residuos
que cartesponden a los picos mayasitarios (1-2) permitié fa obtencion de los compuestos
3, 4'-dihidroxi-5,5'-dimetoxibibencilo { tx de 28.53 min} ¥ 3,3-dihidroxi-5-metoxibibencilo {ir
de 42 88 min.).
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Cuadro §. Fraccionamiento terciario via cromatografia en columna ablerta de la

fraccién secundaria ER-VIli.

Eluyente| Proporcién | Fracciones | Fracciones Clave Peso
(%} tombinadas (mg)
Hexano 100 1-18
96:1 19-28 1-96 ER-VIi{1) 6.6
80:20 29-41 87-109 ER-VI(2) 84
70:30 42-52 110-120 ER-VIIi(3) 25
Hexano- 60:40 53-63 121133 ER-VII{4) 29
CHC; 30:50 5475 134-138 ER-Vii(5} 1.2
40:80 76-85 138-153 ER-VH(6) 289
30:70 86-247 | 154-198 ERVIT) | 607
20:80 248-267 | 198-208 ER-VH(8) 33

16:90 268-281

CHCE 100 282-302 209-303 ER-VI{9) 15.1
94:01 303-320 304-315 ER-VIli{10) 248
80:10 321-384 317-325  FER-VHi{11) 19.6
CHCE-
80:20 365-373 326-364 ER-VHi(12) 8.9
AcOFt
7030 374-384 385 ER-Yii{13) 18

60:44 385-393 366-387 ER-ViR(14) | 20.3
50:50 394-402 388410 ER-VI(15) | 229

AcOLt 100 403-41
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Figura 4. Cromatograma de liquidos a nivel preparativo que muestra la separacion de la
fraceién activa ER-VIi(7), utilizando las siguientes condiciones: Detector de UVAvisble, fase
normal, A= 266 nm, Fiujo de 8.3 miimin, La elucién fue con un sistema de gradente de
Hexano - MeOHAPA 90:10 [1-10min.), Hexano ~ MeOH /IPA 85:15 [11-20 min.]y Hexano-
MeOH/APA 83:17 [21-30 min.]), utizando la curva §. La concentracion de la muestra fue de
11mg/ 100 pd
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3.4.4. Aislamiento y purificacion del alsohol triacontanilico {4} de ka fraceion primaria
activa IX.

A patir de la fraccion prinaria activa ER-IX precipitd de manera espontanea un poho
café. Posterionmente, el polvo (ER-IX-2, 700 mg) se cromatografié en una columna de vidrio,
utilizando como adsorbente 26 g de gel de sfice. £f proceso de elucién se efectué con
cloroformo, cloroformo-acetato de efilo (diversas proporciones) y acetato de efifo. Se
recolactaron 186 fracciones de 10 mL cada una. Cada fraccion se analizd por cromatografia
en capa fina combinandose las que son cromatograficamente similares, Este proceso generd
10 grupos de fracciones secundarias (ER-[X-2a - ER-IX-2j). A paitir de este fraccionamiento
(fraceion secundaria ER-X-2b) precipité de manera espontanea un séfido blanco nacarado

(18.7 mg), con un punto de fusién de 84°C (Cuadro 6).

Cuadro 6. Fracclonamiento secundario via cromatografia en columna ablerta del

precipitado primario ER- IX-2b.

Eluyente | Proporoion | Fracciones | Fracciones Clave Peso
(%) combinadas mg)
CHCl: 100 1-88 1-3 ER-{X-2a 451
89:1 88-106 4-23 ER-D¢2b 18.7
95:5 106-123 2 ER-IX-2¢ 20.2
CHC- 30:10 124134 25-28 ER-IX-2d 812
AcOEt 80:20 135-152 2756 ERX-2¢ | 6187
70:30 153-165 57-94 ER-IX-2f 64.6
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Cuadro 6. Fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta del

precipitado primario ER- 1X-2b {continuacicn).

Eluyente | Proporcion | Fracciones | Fracciones Clave Peso
(%) combinadas (mg)
60:40 186-174 95-105 ER-iX-2g 171
CHCk:- 50:50 175177 106-163 ER-D{-2h 709
AcOEt
184177 ER-IX-2i 353
AcOLEt 100 178-186 178-186 ER-IX-2j 43
V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento de los productos 3.4-dihidroxi-5,5-dimetoxibibensilo {1}, 3,3-
dihidroxi-5-metoxibibencilo (batatasina W [2], 4,1.dihldroxi-2,3-dimetexl-9,10.
dihidrofenantreno {3} y el alcchel trlacontanilico (4).

La pre-seleccion de la especie Epidendrum rigidum se realzé con base en ef criterio
quimiotaxondmico, debido a que estudios anteriormente realizados con olras especies de
orquideas, permitieron ¢ descubrmiento de compuestos biolégicamente activos, incluyendo
fitotoxicos (Estrada ef af, 1999a y Rodriguez, 1998). Este criferio constituye uno de los de
mayer importancia para la seleccién de materias primas vegetsles destinadas al

descubrimiento de sustancias biologicamente activas.
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Cuadro 8. Fraccionamiento secundario via cromatografia en columna abierta del

precipitado primaric ER- X-2b (conﬁngacién).

Eluyente | Proporcion | Fracciones | Fracciones Clave Peso
o) combinadas {mg)
§0:40 186-174 95-105 ER-iX-2g 171
CHCL- 50:50 175177 106-163 ER-I¢-2h 709
AcOFEt
164177 ER-IX-2i 353
AcOEL 100 178-186 178-186 ER-IX-2j 423
V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento de los productos 3,4’-dhidroxi-5,5-dimetoxibibencile {1), 3,3-
dthidroxi-5-metexibibencilo (batatasina W} 2],  4,7-dihidroxi-2,3-dimetoxi-9,10-
dihidrofenantreno (3} v el atcoho! triacentanilice (4).

La pre-seleccion de la especie Fpidendum rigidum se realizé con base en el criterio
quimiotaxondmico, debido a que estudios anteriormente realizados con ofras especies de
orquideas, pemitieron ¢ descubrimiento de compuesios bislogicamente activos, incluyando
fitotoxicos {Estrada ef af, 1999a y Rodriguez, 1998). Este criterio constituye uno de los de
mayor importancia para la seleccibn de materias primas vegetadles destinadas al

descubrimiento de sustancias biolégicamente activas.
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Una vez realizado el proceso de seleccion primaria se prepard el extracto de |a
orquidea en gran escalamediante un proceso de maceracion, como se indica en la seccion
expenmental dnsiso 3.1). Ef extracto resultante se evalué para determinar su efecto sobre
la gemninacion y ef crecimiento vegetal (a nivel pre-emergente y post-emergente) utifizando
como especie de prueba la arvense Amaranthus hypochondriacus.

Con respecto al estudio de fitoinhibicién pre-emergente {seccion experimental 3.3.1),
se comprobd que el exiracto confiene sustancias capaces de modificar el crecimiento
radicular de A hypochondracus. Los resultados obtenidos de esta determinacion se
resumen en el Cuadro 7. De jos misimos se infiere que el exiracto crudo inhibe de manera

significativa el crecimiento radicular de la especie A hypochondriacus.

Cuadro 7. Efecto de fitoinhibicion a nivel pre-emergente del extracte srudo de £.

rigicim sobre el crecimiente radicular de A. hypochondriacus.

Concentracion ‘% Inhibicion de A
(ppm} hypochondriacus.
10 10.7
100 16.4
1000 421
Contro! positivo 354
24-D {Bug/ml}

Burante ol estudio de fitoinhibicion post-emargente (seccidn experimental 3.3.3), se

determind que el extracto posee compuestos con la capacidad de disminuir, de manera
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significativa, la produccion de biomasa de la avense A hypochondriacus y que también
afecta de manera significativa, aunque solo a la concentracion de 1000 ppm, el crecimisnto

de |2 planta (Figura §). Los resultados se indican en e Cuadre 8.

g

X

]
ST YT

Extracte Control negative
Conc. 10 ppm (agua)

Figura 5. Efecto herbicida post-emergente del extracto sobre las plintulas de 4.

hypochondiiacus.



Cuadro 8. Efacto de fitoinhibicién a nivel post-amergente del extracto crudo de E.

rigidimm sobre el crecimiento radicudar v la produccisn de biomasa de 12 arvense 4.

_hypochondiiacus.
Concentracion |% de pérdida de peso {% de disminucion de Observaciones
{ppm) {bismasa) fa longitud del talle,
10 197 0 Hojas de aspecto nommal.
Crecieron mas que el
control de agua
100 24 91 ] Bordes de las hojas
guemados. Crecieron mas
que el control de agua.
1000 70.96 87.04 Necrosis mayor a la obset-
vada con el mv.
Surfactante 173 5.60 Hojas de color rojizo.
Tween 80 .
0.1 mii)
Conlrol positio Necrosis de las hojas. Pér-
{metiviclégeno 202 1860 dida de biomasa y disminus
104 M) ion de ia longiud. Bordas
guemades.

También se evalud el efecto toxico del extracto crudo para o crustaceo Arfemia salina
Leach (seccion experimental 3.3.4); los resultados se muestran en el Cuadro 8. A partir de

estos se concluye que el extracto crudo de la planta entera de E. rigidum no posee actividad

toxica significativa para A safing.
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Cuadro 8. Efecto de toxicidad del extracto crudo de Epidendrum tigidinm en el

crustaceo Arfemia saling Laach.

Concentracion % de mortalidad.
{ppmy .
10 0
100 1.7
1000 35.3

Con base en los resultados de las evaluaciones bioldgicas prefiminares, se decidid
realizar el estudio fitoquimico de £ rigidum con la findlidad de llevar a cabo el aislaniento de
los principios activos responsables de la actividad fitotxica pre-emergente, post-emergente
y también contribuir al estudio def contenido metabélico de las orquideas mexicanas.

Ei fraccicnamiento primano, se realiza mediante un proceso eromatografico en columna
abierta sobre gel de silice generande 13 grupos de fracciones primanas. Cada una de las
fracciones se evalud para determinar su efecto sobre el cracimiento radicular de la especie

A. hypochondiiacus a 1000 ppm. Los resultados se resumen en el Cuadro 19,
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Cusdro 10. Efecto fitotoxico de ias fracciones obtenidae de E. rigidum eobre el

erecimiento radicular de la arvense A. hypochondriacus.

Fraceion % de Inhibicion % de Inhibicion
{1080ppm) (580 ppr)
ER- 13.43 _—
ER-l 15.67 _—
ER-If 42.50 —
ER-IV 40,95
ER-V 76.80 54.35
ER-Vi 71.80 63.99
ER-VI 84.00 48,62
ER-Yli 100 56.25
ER-IX 100 58.34
ER-X 33 |
ER-XI 3420
ER-Xi ;K<) D SR—
ER-Xill 30.60 T
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Las fracciones con un porcentaje de fAtonhibicion mayor al 5(%, se evaluaron parg
determinar su efecto a una concentracion menor (500 ppm). Los resultados de estas
determinaciones se resumen también en el Cuadro 16.

De acuerdo con ios resultados indicados en el Cuadro 10, se concluye que las
fracciones ER-V a ER-IX demostraron efectos significativos a 500 ppm.

La bicautografia de la fraccion activa ER-VIl {inciso 3.3.2), pemitio establecer que la
actividad fitotixica se conceniraba en las fracciones ER-Viii y ER-Vllg. Posteriomente la
fraccién secundaria ER-VIi se sometid a un fraccionamiento terciario, a partir de la cuaf se
obluvo fa fraccién terciarna activa ER-VIN(7). Esta fraccion se encontraba constituida
principaimente par dos compuestos mayoritarios {34 dihidroxi-5,5'-dimetoxibibencilo ¥y 13-
dihidroxi-3-metoxibibencito). Por medio de la técnica de CLAR {incisos 322 y 3.2.3), se
logré ta separacion de los dos bibencilos. Por otra lado, de la fraccion secundaria activa ER-
Vllg. precipitaron de manera espontanea 6.0 mg del compuesto 4,1-dihidroxi-2,3-dmetoxi-
9,10-dihidrofenantrenc (3). En sintesis, se aistaron tres metabolitos a parti de la fraccion
prmaria activa ER-VII,

Por ofro lado de la fraccion activa ER-IX se obfuvo el aicohol triacontanilico (4)

En ef Cuadre 11 se indican las estructuras de los compuestos aislados y sus rendinientos

correspendientes,

40



Cuadro 11. Metabolitos aislados de fa espacie Epidendrum rigicem.

Fracceion
Compueste Estructura Primaria Rendimiento*
1 3 &-dihidroxi-5,5 - ER-vil 0.01
dimetoxibibencile (1)
3,3-dihidroxi-5-
ER-W! 2.84 x 102
metoxibibencic (2
4, 7-dihidroxi-2. 3
dimetoxi-9, 10-
ER-VHi 1.76x 103
dihidrofenantrenc {3)
Aicohol CHs{CHeYr-CH-CH,OH ER-X 579 x 102
triacontanilico (4

* Expresado en porciento con relacion al peso del material vegetal seco.

Cabe sefialar que los compuestos 3,4-difudroxi-5 5-dimetoxibibencile (1), 3,3'-dihidroxi-
d-metoxibibencilo (2) y 4,7-dihidrox-2,3-dimetoxi-8, 10-dihidrofenantreno (3) se encuentran

presentes en olras especies de orquidess (Cstrada ef af, 1989ay 1999h; Leong of af, 1996;
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Majumder of af, 1996). Con respecto al 4, 7-dihidroxi-2, 3-dmetoxi-8, 10-dividrofenantrenc.
este compuesto se aislé por primera vez a partir de la orquidea Ephemerantha. lenchopkyifa

{Tezuka ef af, 1981). Por lo tanto, su aislamiento a partir de £. rigidum constituye el segundo

reporte de este produsto.

4.2. Caracterizacion de los productes 3,4-dihidroxi-5,5"-dimetoxibibencile {. 13-
dihidroxi-S-metoxibibencilo (batatasina I} [2], 4,7-dihidroxi-2,3-dmetoxi-9,10-
dihidrofenantrenc (3) y of alcohol triacontanilico (4) .

Los productos 1-4 se caraclerizaron por medic de la aplicacin de técnicas
espectroscopicas y espectromélricas. A continuacion se describira de manera breve la

elucidacion estructural de los compuestos aislados.

4.2.1. Caracterizacién del compuesto 4,7-dihidroxi-2,3-dimetoxi-8,10-dikidrofenantreno
3.

El compuesto 4.7-dihidroxi-2,3-dimetoxi-9, 10-dihidrofenantrenc se obtuvo a partic de la
fraceidn primatia activa ER-VIL
Las constantes fisicas, espectroscépicas y espechrométricas de este compueste se

resumen en los suadros 12 - 15,
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Cuadro 12. Constantes fisicas, espectroscéopicas y espectrométricas del compuesto

4,7-dihidroxi-2,3-dimetoxi-9,10-dikidrofenantrenc (3).

Compuesto

4,7-dihidroxi-2,3-

Fémmula molecular o7 S

Punto de fusion 162-163°C

Peso molecular 272 gimol

R v max KBr em”’ 3437 3340 3010, 1614,
{Espectre 1) 1460, 1238, 1135

EMIE méz (int rel) 272[M+ (100), 257(16), 225(11),
{Espectro 2) 167(8)




Cuadro 13. Datos de RMN-H {500 MHz, CDC;, &} del producto 3.

Protén 8H (mu, 3
H-1 8.37 (s)
H5 | 818 (4. 8.0
H-6 6.75 (dd. 85y 25
H-§ 6.70 (d 2.5)

HG-10) 2.1 {s)

OCH; 388 {s)

OCHs 3.90 {s)

OH 6.8 (s)

OH 8.5 (s)

J= Constante de acoplamiento en Hz. ; mw =multiplicidad.
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Cuadro 14. Datos de RMN-C (125 MHz, CDCI;, 5) del producto 3

Carbon 8¢
G2 149.2
G3 1334
c4 146.3
C-da 1145
C-4h 1238
C5 1281
98] 112.8
C-7 154.72
C-8 1140
C-8a 1383
c-9 23
c-10 285
C-10a 1338
OCH; 55.19
0CH; 60.30
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El espectre de masas que genera este compuesto presenta el ion molecular en una
relacion de miz de 272 uma, que corresponde a la fomula molecular CigHis0: que pemite §
grados de insaturacion. El espectro también presenta fragmentos importantes en miz 257,
238, 225, 211,197, 157 y 136

Su espectro en ef IR presenta absorciones caracteristicas asociadas con la presencia de
grupos hidroxilo (3437 y 3340 e} y aromaticidad (1600- 1500 em').

Por medio del andlisis detallado de los espectros de RMN del compussto, se establacié
que se {rata de un compuesto de naturaleza dihidrofenantrénica ( Tezuka ef af, 1991
Stermitz ef al, 1983; Leong ef af, 1997, Estrada ot af, 19892 y 1999 b).

Las caracleristicas mas importantes del espectro de RMN-'H se resumen a
continuacion:

2} Enlazona de absorcion de los hidrbgenos arométicos se aprecia un sistema ABX tipico

para un compuasto simple frisusfituide como se indica en la siguients estructura parcial

A
R1
Rz
R3
Estructura parcial A



Las sefiales def sistema ABX aparecen en 8H 6.70 [d, J<2.5 He {H-8)], 6.75{dd, J=2.5,
8.25 Hz (H-6)] y H 8.1 [d, J=8.0 Hz {H-5)]. Cada una de estas sefiales integra para un
hidrégens.

En 3H 6.37 aparece un singulete que integra para un hidrogeno, lo que sugiere la
presencia de un anillo aromético pentasustituido. Por lo tanto, el segunde aniflo aromético

presenta el palrén de sustitucion mostrade en la estructura parcial B:

Rs R

R4 Rz
Rs3

Estructura parcial B

b} En 3H 854y 6.99 se aprecian dos singuletes que mtegran para un hidrdgeno que

evidencian la presencia de dos grupos hidroxile. Estas dos sefides desaparecen al

equilibrar con DO,

c) En 3H 380y 388 se observan dos singuletes que integra cada unc para tres
hidrogenos y que se atrbuyen a dos grupos metoxilo.

d) Enlazona donde absorben los hidrégenos difaticos se observa en 8H 2.71 un singulate

que integra para 4 hidrégenos, los cubles corresponden a dos grupos metiienos (H8 y H-

10}, cada uno unide a un anille aromatco.
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El espectro de RMN-C indica la presencia de 15 &tomos de carbono, en congruencia

con la formula molecular, E! espectro DEPT ndica claramente que doce de estos carbonos

correspenden & cuatro metinos aromaticos, dos metoxilos y dos metilenos alifaticos. Por lo

tanto, fa molécula contiens cuatro carbanos cuatermnarios.

Para deteminar la disposicién relativa de los sustituyentes en el anifio aromético, ef

analisis del espectro NOESY (figura 8) fue de gran utiidad. Su revisién cuidadosa pemitio

establecer las correlaciones indicadas en la figura 6.
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Figura 6. Comelaciones observadas en el espociro NOESY para el compuesto 4,7

dihldroxi-2,3-dimetoxt-9,10-dihidrofenantreno (3).
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Las correlaciones ndicadas en la figura § pemmitieren entonces establecer que dos
hidroxilos se encontraban en C-4 y C-7 y que ios metoxils se ubicaban en -2 y C-3.

Las correlaciones mas importantes ohservadas en el espectro de HMBC proporcionan
una evidencia adicional a favor de la estructura propuesta. Estas comelaciones se pueden
abservar en el siguiente cuadro;

Cuadro 15. Correfaciones mas importantes en el espectro de HMBC para of

producto 3.
Carbono (5C) Protén (H)
C-1(102.782) H-10 2.71) y OCH, (3.87)
C-2 (140.20) OCH (387)y H-1 (6.37)
c3(1334) OCH; (3.89), H-1 (8.37), OH (6.99)
C4(1463) H4 (6.99)
C4a (1145) H0 (2.71), H1 (6.37), 04 (6.99)
C-4b (1238) H (2.71), H8 (6.70)H-6 (6.74)
C-6(112.623) OH-7 (8.54) y H-8 (6.70)
| cT(s7)  H5(8.19), OH7 8.54)
C-6 (114.020) OH-7 (8.54), H6 (6.74)y H-9 (2.71)
C-8a (138:30) H-5 (8.19)
C-9(29.8%) HE (6.70)
C10.{20.470) H1(6 37)
C-102 (133.4) H1(6.37)
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Con base en las evidencias presentadas, el producto se identifico como el 4, 7-dihidroxi-

2, 3-dimetexi-9, 10-dihidrofenantreno,
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42.2. Caracterizacion del compuesto 3,4 -dihidroxi-5,5'-dimetoxibibensilo ).
Las constantes fisicas, espectroscopicas y espectromatricas del producto 1 se resumen

en log cuadros 16-18.

Cuadro 16. Constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas del compuesto

3,4 -dihidroxi-5,5"-dimetoxibibencifo {1).

Compuesto
3,4 -dihidrex-5,5'-

dimetoxibibencilo.

Fémnuta molecutar CsHe0y
Peso molecuar 214 gimol
IR < max KBr em! 3685, 3593 ,3545 2963, 2042,
{(Espectro ) 2843, 1614, 1800, 1515.
EMIE m/z (int. rel) 27A1M+(B0}], 257[6, Ma{-T}},
24105, M+{-20H)], 213[4 M+ (-
{Espectro 10) 20Me)], 137[(100,M+(-13T)], 122
(15} y 107(7)
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Cuadro 17. Datos de REIN-*H {500 BHz, CDCL, 5H} del producto 1.

Protén SH (mu, 3
HE 6.62 (d 2.0)
H-3' 6.81 (d 8.1
HZ 6.67 (dd 8.2y 2.0}

H-2, H4 6.24 {m)

H-6 6.31 (dd.2)
20H 488 y 545 {sa)

20CH; 3.75,3.84 (s)
2CH, 282 (m)

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz. - mu =muttiplicidad.
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Cuadro 18. Datos de RMN-C (125 MHz, CDCk, 5) del producto 4.

Carbén 8¢
C-1 14375
C-2 | 108.06
C-3 146.27
c-4 94.05
C-5 160.85
C-6 106,83
C-¥ 133.63
c-Z 1142
c-3 121.0
c-4 144 31
c-5 166.61
c-6 12
CH: 3.4
CH 38.23
OCH, 55.24
OCH; 55.88




El espectro de masas generado por este compuesto presenta el ion molecular en una
miz da 274 uma, y permitio calcular la formula molecular CeHwOs. Esta formula permite
ocho grados de insaturacion. £l especiro también presenta fragmentos mportantes en miz
257, 241,213, 137,122y 107

Su espectro en ef IR presenta absorciones asociadas con la presencia de grupos
hidroxilo (3200-3600 em ') y aromaticidad (1515, 1600 em -1).

La informacion proporcionada por la espectrometria de masas y of andlisis detallado de
los espectros de RMN del compuesto permien establecer que se trata de un compussto de
naturaleza ditidroestitbenoide (Bai of af, 1997, Majumder ef 8, 1996; Leong ef af,1987:
Miyazawa ef ai, 1997).

Las caracteristicas mas importantes del espectro de RMN-'H se resumen a
cortinuacion:

a) Enia zona donde absorben ios hidrogenos aromaticos se observan dos conjuntos de
sefiales. En prmer lugar se aprecia un sistema ABX tipico para un anilic aromatico

irisustituido como se indica en la estructura parcial C:

R2

R1

Estructura paroial ¢

Las sefiales del sistema ABX aparecenen 84 681 (d, J=8.1 2, H-3), H 6.67 (dd

J=8.2y 20 Hz, H-2)y 8H 6.62 (¢, J=2.0Hz, H-6"y cada una integra para un hidrogeno.
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En segundo lugar se observaen 5H 6.31 (J=2.0 Hz, H-6) un doblete de doblete que
tntegra para un hidrdgeno y en 8H 6.24 (H-2, H-4) se aprecia un multiplete que integra para
dos hidrogenos. El patrén de acoplamiento demostrade por la sefial en 3H 6.31 indica que &
mismo presenta dos acoplamientos meta. Por jo tanto ef segundo aniflo amﬁqéﬁeo debe

presentar el patron de sustitucion que se indica en la estructura parcial siguiente:

R2

R:

Estructura parcial D

b} En 8H 4.88 y 5.45 se aprecian dos singuistes anches caracteristicos de dos grupos

hidroxilo. Ambas sefiales desaparecen al equilibrar con D;0.
¢} EncSH 375y 3.84 se observan dos singuletes comespondientes a dos grupos metoxilo.
d} Portimo, enlazona donde absorben los hidrogenes alifaticos se ohsenm en 8H 2.82
un muttipfete ancho que integra para cuatro hidrdgencs, los cuales se atribuyeron a dos

grupos CH, (H-7 y H-7). Esta absorcién es congruente con la presencia de dos grupos

metilengs, unidos cada uno a los anillos arométicos previamente evidenciados.
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El espectro de RMN-C indica la presencia de 16 atomos de carbono en congruencia
con fa formula molecular. El espectro DEPT indica claramente que estas sefiales
comesponden a dos grupos metilenos, dos metoxilos y seis metinos arométicos. En

consecuencia la molécula contiene sais carbonos custernarios,

Aligual que en el caso del campuesto 3, la disposicién relativa de los sustituyentes en

los anilios arométicos, se realizd con base en el analisis cuidadoso del espectro NOESY.
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Figura 7. Comrelaciones observadas on o espectro NOESY para of compuests 3,4
dihidroxi-5,5"-dimetoxibibencilo (1) .
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En la figuwra 7 se indican las correlaciones mas mportantes y las mismas indicaron
claramente que los grupos metoxilo se encontraban sobre los carbonos G-5 y C-3', en tanto
que los grupos hidroxilos en C-3 y C-4'.

Con base en las consideraciones anteriores, el compuesto se caracterizé somo 34-
dibidroxi-5, 5'-dimetoxibbencilo. La identidad de} compuesto se comprobé insquivocamenta

por comparacin con una muestra auténtica aislada de S. fvids (Estrada ef af, 10082,
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4.2.3. Caracterizacion dsl compuseste 3,3"-dihidroxi-5-metoxibibencito (2).
El compuesto 3,3"dihidroxi-5-metoxibibencilo se obtuvo a partir da la fraccion primaria

activa ER-VIl.

Las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de este compuesto se

resumen en los cuadros 19 - 21.

Cuadro 19. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas del compuesto

3,%-dihidroxi-3-metoxibibencilo {2).

Compuesto
3,3"-dihidroxi-5-

metoxihibencilo.

Fémula molecular CisHis0

Punto de fusion 89.5-90.5°C

Peso molecylar 24411 gimol

iR ¥ max KBr em* 3599, 2933, 1599, 1467, 1380

{Espectro 13}

EMIE mvz {int. ref.) 284]M+ (80)], 137(100), 107(36)

{Espectro 14)
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Cuadro 20. Datos de RMN-'H (300 MHz, CDCl,, 8H } del producto 2.

Protén 3H {mu, J)
H-6' 6.15 {da, 7.5)
H-5 7.15 (dd, 8.0)

H4' H-2 £.65 {(m)
H4 6.32 1.5

H-2, H-6 6.25 {m)
20H 5.52 y 5.60 (sa)
OCH; 315{s)
2CH: 284 (m)

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz. | mu = multiplicidad.
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Cuadro 21, Datos de RMN.C {75 MHz, CDCL, 3¢) del producte 2.

Carbon 3¢
c1 145.0
c-2 106.3
C-3 159.2
C-4 89.9
G5 161.9
C-6 108.8
c-y 1443
c-2 116.2
c-¥ 158.2
c4 113.6
c-5 130.0
C-§ 1204
CH: 313
CH; 36.8
OCH; 55.6

Para caracterizar el 3,3-dihidroxi-5-metoxibibeneilo {2) se fevé a cabo un analisis
similar al degcrite para el compuesto antenior ¥ su estuctura se comprobg por comparacion

con una muesira auténtica, también aislada de la especie S. fuida (Estrada ef 2/, 1599a).
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4.2.4 Soparacion del alcohol triacontanilice (4) a partir del precipitado primario
obtenido de la fracoidn primaria activa ER-I(

Las constantes fisicas, espechroscopicas y espectrométricas utiizadas para la

identificacion del compuesto 4 se resumen en los cuadros 22y 23,

Cuadro 22 . Constantes fisicas, espectrescépicas y espectromitricas del alcohol

triacontanilico {{) .
Compuesto
30 2 1
Aloohol CHs-(CH:}xr-CHy-CH,-OH
triacontanilico
Fémula molecular Catle0
Punto de fusion 84°C
Peso molecular 438 gimol
IR ¥ max KBr erm! 3322, 2917, 2848, 1472, 1462.
(Espectro 17}
EMIE mvz (int. rel) 420[M+H,0 (25)], 362(28), 155(35),
139(60}, 125(80), 111(80), 97(78),
(Espectro 18} 83(70), 55(30), 43(100)




Cuadro 23. Datos de RMN-'H {500 MHz, CDCl;, 3H ) del producto 4.

Protén SH (mu, J)
H-1 3.63 {1.6.9)
H-2 1.56 {m)

H{3-29) 1.25 ()
H-30 . 088 (1.68)

J= Constante de acoplamiento expresada en Hz. | my = multplicidad.

Su espectro en el IR, presenta absorciones asociadas con la presencia de un grupo
hidrexile (3322 cm-1), metilenos alifaticos {2825, 2850 ¢m-") y metilos (1472, 1462 emv').

El espesctro de masas generado por este compuesto presenta ef ion molecular en una
relacién de miz 438 uma, que comesponde a la formula molecular CxHe:O.  Esta formula
corresponde & un alcohol alifatice. £l espstlio de masas también presenta fragmentos
importantes en 420 (M+=H,0), 382 155, 139, 125, 111, 97, 83, 55y 43.

La informacién proporcionada por fa espectrometiia de masas y el andlisis detallado de
los espectros de RMN del compuesto permite establecer que se trata de un alcohol primario
alifatico.

Las caracteristicas mas mmportantes del egpectro de RMN-H s8 resumen s

continuacion.
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En la zona donde absorben los hidrégenos alfdficos se observan:

a) Un friplete en 5H 363 {f, J=68 Hz) que debids a su desplazamiento quimics

cofresponde a un grupo metileno unids a un grupo hidroxilo.

b} Un multiplets en 5H 1.56 {m) que corresponde a un grupo mefilenc.

¢) Un singulete ancho que integra para varios hidrdgenos en 3H 1.25 (5] que evidencia la

presencia de una cadena alifatica.

d) En 8H0.88 (4 J=6.9 Hz) se observa un triplete que corresponde a un metilo terminal de

una cadena alfatica lineal.

El especto de RMN-“C proporciond evidencias adicionales que pemnitieron
caractenizar al compuesto como o alcohol tiacontanfico. Asl, en 5C 631 se observé el
metiteno inicial unido a la funcién carbindlica En 5C 14.053 se oheervé la sefial atibuida al
metilo terminal de la cadena; las demas sefiales comesponden a los mefilenos restentes
presentes en la meléeula,

Con base en fodas las evidencias presentadas el compuesto se caracterizé coma el

glcohol fniacontanilice.
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42 Actividad blolégica de los compueatne aislados de Epidendrum rigidum

De acuerdo con ef disefio expenmental planteado en esta investigacion, se determing el
potencial de fitoinhibicion a nivel pre-emergente, en semillas de A hypochondriacus de los
compuestos 3 4"-dihidraxi-5,5'-dimetoxibibencilo (1) y el  4,7-dhidroxi-2,3-dimetoxd-9,10-
dihidrofenantreno (2). Las concentraciones utilizadas fueron de 10, 100 y 1000 pgiml. Los

resultados se encuentran expresados como porcentajes de inhibicién del crecimiento

radicular @ las distintas concentraciones de prusba y como Cls &n ef Cuadro 24,

Cuadro 24. Inhibicién del crocimiento radicular de A. hypochondriacus inducide por

los compuestos 1y 3.

Concentracién Compuasto

{ppm) 1 3

10 ?.33 410

100 3290 65.23

1000 100 100

Cls 6.49X10+ 11.16X104

™)

24D 192X10+4 | 1.92X104

Clo (M)

Los compuastos 3,4-dihidrox5,5'-dimetexibibencile (1} v el 4,7-dihidroxd-2, 3-dimetoxi-

9,10- dihidrofenantreno (3} demostraron un sfecto inhibidor significativo sebre el crecimiento

B33



radiwular  de |z especre de prueba Bl compueste 4, 7-diudron-2,3-dmetoxn-9,10-
ditudrofenantrenc (3} demostrd la mayor potencia inhbidora. Ninguno de los compuestos
afecta significativamente el procese de geminacion.

El compuesto 3 4'-dihidroxy-5,5-dimetoxibibencilo (1) también se ewalud a nivel post
emergente Los resultades derivados de este bioensaya se muestran en el Cuadres 25 v
estan axpresados como percentajes de pérdida de peso (biomasa) y de disminucion de la
longitud del tallo de la arvense A hypochondiscus, las concentraciones de prusha fusron
0™, 10*M v 105M. Como se desprende de los resuitados obtenidos, el produscto 3,4~
dihidroxi-9, 5 -dimetoxibibencilo (1) afecta ef crecimiento de las plantas solo a fa
concentracion de 107 M En consecyencia el products es més activo 8 nivel pre-

emergente {Figura 8).

Figura 8. Efecto herbiclda post-emergente del compuesto 1 scbre las plantulas de A.

hypochondriacus.



Cuadro 25. Efecto de fitoinhibicion a nivel post-emergente del cormpueste 3,4

dihidroxi-5,5"-dimetoxibibencilo (1) sobre ef srecimiento v fa produccion de biomasa

de la arvenee A. hypochondriacus.
Concentracién |% de pérdida de peso | % de disminucién Obuservaciones
1] (biomaea) de longitud del tatlo
Hajas de aspecto normal
104 0 0 Sin pérdida de biomasa.
Crecieron més que el
control de agua.
Partes dafiadas, Pérdida
10+ 2041 0 de biomasa.
Crecieron mas que el
control de agua,
Necrosis de la hoja y par:
10 53.55 68.73 tes de color café, dafiadas
Menor longitud y pérdidei
de biomasa.
Surfactante
Tween 80 7.13 5.60 Hojas de color rojizo.
01 ma)

[Gontrol positivo Necrosis de las hojas. Pér;
{metilviologeno 2021 1860 dida de biomasa y disminu
104 M) cién de Ia fongitud. Bordes

quemados.
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V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

a} En este estudio se determing ef potencial fitotdxico pre-emergente del extracto total y de
las fracciones primarias de ia espacie Epidendnm figidum mediante la evaluacion de su
efecto sobre la inhibicidn del crecimiento radicular ¥ la geminacién de ia arvense
Amerenthus hypochondniacus (Amarantaceae). También se evaiu el efecto post-emergente
del extracta ctudo sobre pléntulas de A hypochondriacus. Los resultados indicaron que el

extracto poses propiedades fitottxicas tanto a nivel pre-emergente como post-mrie.rgente.

b} £l estudio ftoquimico biodirigido del extracto fitotéxico de Epidendrum rigidum utlizando
¢omo prueha de monitoreo e ensayo a nivel pre-emergente, paimitié el aislamiento y
caracterizacitn de un akohol aliffico y tres compuestns arométicos. Los tompueskng
aromaticos incluyen dos bibenciles y un dihidrofenantreno. Les bibencilos se caracterizaron
como el 3,4dhidrox-5,5-dimstoxibibencile y el 3,3-dihidroxi-5-metoxibibencilo (Batatasina
W). Ei dihidrofenantranc se caracterizd como el  4,7-dhidroxi-2,3-dimetoxi-9, 10-
diirofenantrenc. La caracterizacion de los compuestos se realizo por matodos

espectroscipicos (IR, RMN-'H, RMN-C) y espectrométricos (espectrometria de masas).

¢) Los productos 3,4-dhidroxi-56,5"dimetoxibibencilo y el 4,7-dihidroxi-2.3-dimetoxi 9 10-
dihirofenantreno demostraron un efecto significativo inhibidor sobre el crecimiento radicular
de Amarantfuss hiypochiondriacus. El efecto fue comparable al dei 24D, ufilizado como un

conirol positivo,
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d) El compuesto 34-dihidroxi-5,5-dimetoxbibencilc también demostré  propiedades
fitotdxicas a nivel post-emergente inhibiendo significativamente la produccion de biomasa y

el crecimiento de plantulas de la especie de A Aypochondriacus.

o) Este estudio constituye la primera descripcién de propiedades fitotéxicas de bibencilos ¥
fenantrenos, por lo tanto estos productos pueden constituir nuevos prototipos estruchirales

para el desarmollo de agentes herbicidas.

VL PERSPECTIVAS
1) Aislar y caracterizar los metabolitos con actividad ftotéxica pre-emergents presentes en
las fracciones primarias activas ER-V, ER-VI, ER-VIll y ER-IX, por medio de la aplicacion de

la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) y de etras técnicas cromatograficas.

2) Evaluar el efecto post-emergenta del 4, T-dihidroxi-2, 3 dimetox-9,10- dihirofenantrens, del
3,3-dihidroxi-5-metoxibbencilo y de los otros compuestos que se aisiaran de las fracciones

fitotoxicas.

3) Determinar el efacto pre- y post-emergents de los compuestps fitotéxicos aislados sobre

ofras especies de arvenses.



d) El compueste 34-dihidrox-5,5-dimetoxbibencilo también demostrd propiedades
fitotoxicas a nivel post-emergente inhibiendo significativamente s produccion de biomasa y

el crecimiento de plantilas de la especie de A hypochondriscus.

e} Este estudio constituye la primera descripcidn de propiedades fitot6xicas de bibencilos y
fenantrenos, por lo tanto estos productos pueden constituir nuevos protofipos estructurales

para el desarrolio de agentes herbicidas.

VL PERSPECTIVAS
1) Alslar y caracterizar los metabolitos con actividad ftotoxica pre-emergente presentes en
las fracciones primarias activas ER-V, ER-VI, ER-VIlt y ER-IX, por medio de la aplicacién de

la cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) y de ofras técnicas cromatogréficas.

2) Evaluar ¢! efocto post-emergente dal 4, 7-dihidroxi-2,3-dimetoxi-9,10- dihirofenantreno, del
3,3-dihidroxi-D>-metoxibbencilo y de los otros compuestos que se aislarén de las fracciones

fitotoxicas.

3) Deteminar el efecto pre- ¥ posi-emergente de los compuestos fitoléxicos aislados sobre

otras especies de arvenses.
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