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Resumen |

El objetivo de este trabajo fue evaluar el potencial alelopatico del extracto en acetato de etilo (AcOEt) y sus fracciones obtenidas de
las hojas de Miconia caudata (Melastomataceae), a través del bioensayo de germinacidn y crecimiento en semillas de Lactuca sativa
L. Inicialmente, el extracto en AcOEt se separé en columna cromatogréfica sobre DIAION HP-20, utilizando un sistema de elucién
agua-isopropanol, obteniendo 20 fracciones las cuales fueron monitoreadas mediante la medicién de la absorbancia a 280 nmy por
cromatografia en capa delgada en fase normal y reversa. Adicionalmente, se realizaron pruebas quimicas para la identificacion de
diferentes ntcleos fitoquimicos. Los resultados obtenidos mostraron que la fraccidn FIM presentdé un efecto estimulador de
crecimiento en el hipocdtilo con un méximo valor de 54.39%, dicho efecto se puede atribuir a la presencia de taninos condensados.
Las fracciones FiLy F1N tuvieron un comportamiento de actividad alelopatica contrario, inhibiendo el crecimiento del hipocétilo de
L. sativa. La fraccién F1R presenté un mayor efecto inhibidor sobre las plantulas, con valores méaximos de 86.67% y 93.78%. A la
fraccién F1R se le realizaron pruebas quimicas que indicaron la presencia de lactonas sesquiterpénicas, las cuales pueden estar
involucradas en la actividad alelopatica presentada.

Palabras Clave: Alelopatia, lactonas sesquiterpénicas, Lactuca sativa, Miconia caudata, taninos.

Abstract |

The objective of this work was to evaluate the allelopathic potential of the extract in ethyl acetate (EtOAc) and its fractions
obtained from the leaves of Miconia caudata (Melastomataceae), through the bioassay of germination and growth in seeds of
Lactuca sativa L. Initially the extract in EtOAc was separated on a chromatographic column on DIAION HP-20, using a water-
isopropanol elution system, obtaining 20 fractions which were monitored by measuring the absorbance at 280 nm and by thin layer
chromatography normal and reverse phase. In addition, chemical test were performed for the identification of differents
phytochemical core. The results obtained showed that the F1M fraction had a stimulating effect on the hypocotyl with a maximum
value of 54.39%, this effect can be attributed to the presence of condensed tannins. The fractions FiL and FIN had a behavior of
opposite allelopathic activity, inhibiting the growth of the hypocotyl of L. sativa. The F1R fraction had a greater inhibitory effect on
the seedlings, with maximum values of 86.67% and 93.78%. The F1R fraction was subjected to chemical tests that indicated the
presence of sesquiterpene lactones, which may be involved in the presented allelopathic.

Keywords: Allelopathy, Lactuca sativa, Miconia caudata, sesquiterpene lactones, tannins.

INTRODUCCION |

alelopatico (Rice, 1984).
Tanto en los ecosistemas naturales como en los

aleloquimicos y su accidn se conoce como alelopatia o efecto

agroecosistemas, las plantas liberan al medio una cantidad
apreciable de compuestos biolégicamente activos y algunos
de ellos tienen efectos positivos o negativos sobre el
crecimiento de las plantas que se encuentran en su entorno
(Cutler & Cutler, 2004). Estas sustancias se denominan

En las ultimas décadas, la salud humana se ha visto
afectada por la utilizacién indiscriminada de pesticidas para
el control de malezas y plagas en cultivos. Es por esto, que ha
adquirido especial importancia el manejo integral de los
cultivos, y la blsqueda de compuestos naturales que
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disminuyan la utilizacién de plaguicidas sintéticos mediante
la aplicacién de sustancias de origen vegetal amigables al
medio ambiente (Macias et al, 2004; Macias et al, 2007).
Como parte de la busqueda de este tipo de sustancias de
origen vegetal que puedan servir en el control de malezas. Se
analizé la actividad alelopdtica del extracto en acetato de
etilo (AcOEt) de la planta Miconia  caudata
(melastomataceae) y sus fracciones, evaluando su efecto
sobre Lactuca sativa L.

MATERIALES Y METODOS |

Obtencion del extracto y fracciones

Las hojas de la planta Miconia caudata
(melastomataceae) fueron recolectadas en el Jardin
Botdnico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira (Pereira-
Risaralda), e identificada en el Herbario Nacional de
Colombia (COL 520329). Las hojas se secaron a temperatura
ambiente por 15 dias, se molieron en molino de aspas (MF 10
basic IKA Werke) y se almacenaron en frascos dmbar en un
lugar fresco.

Se tomaron 1500 g de hojas secas y molidas de Miconia
caudata las cuales fueron desengrasadas con diclorometano
(6 L); posteriormente el homogenizado se filtré6 y se
concentrd en rotaevaporador al vacio. El residuo obtenido
de la extraccién anterior se redisolvid en la mezcla
isopropanol-agua (65:35) (6 L), se filtré y se concentrd en
rotaevaporador al vacio, hasta disminuir el volumen a la
mitad para luego realizar una separacién liquido-liquido con
acetato de etilo (AcOEt) (Escobar et al., 2008). La fase en
AcOEt se concentro al vacio hasta sequedad (8.30 g) y se le
realizé separacién en columna cromatografica empacada
con DIAION HP-20, eluyendo con gradiente agua-isopropanol
(95:5;10:90). De este fraccionamiento se recogieron 150
fracciones, las cuales se agruparon en 20 subfracciones (F1A-
F1T), de acuerdo a sus perfiles cromatograficos por TLC
(Waksmundzka-Hajnos et al., 2008) y medida de la
absorbancia a 280 nm. Posteriormente, se seleccionaron las
fracciones de mayor interés de acuerdo a sus perfiles
cromatograficos siendo llevadas hasta sequedad mediante
rotaevaporacion al vacio. A estas fracciones se les realizaron
los estudios fitoquimicos y de actividad alelopatica.

Evaluacion de la actividad alelopatica

Para la determinacién de la actividad alelopdtica se
utilizé la metodologia propuesta por Galvén et al, 2007 con
algunas modificaciones. Se seleccioné la especie Lactuca
sativa L. (lechuga), variedad Black Seeded Simpson como
especie receptora estdndar para el ensayo por ser mas
sensible a los diferentes aleloquimicos y por el corto periodo
para su germinacidn y crecimiento. Las semillas se
obtuvieron de la casa comercial Fercon Ltda. A las plantulas
de lechuga se les realizé la medicién (en mm) del epicétilo e
hipocétilo cada 24 horas por 7 dias. Como control de
inhibicién del crecimiento se utilizé glifosato comercial (480

g/L, Roundup Spectra). Se prepard una solucién de glifosato
a una concentracidén de 3.8x10> M. Como blanco se utilizé
una mezcla de agua-DMSO al 0.33%. Las soluciones se
prepararon tomando 25 mg del extracto disueltos en 0.1 mL
de DMSO, posteriormente se completé a 25 mL con agua
destilada previamente calentada hasta ebullicién, de esta
forma se utilizé un minimo de muestra a una concentracion
de 1 mg/mL. Las fracciones se prepararon tomando 8 mg de
fraccién disueltos en 0.1 mL de DMSO, obteniéndose una
concentracién final de 1 mg/mL. Las semillas previa
desinfeccidn se transfirieron a cajas de Petri sobre papel
filtro y agua destilada previamente llevada hasta ebullicién
para su germinacién durante 48 horas. Luego, se
seleccionaron las semillas germinadas con radicula de 1 mm
de longitud, para ser evaluadas frente al blanco, control y
muestras. Las semillas germinadas seleccionadas se
colocaron sobre papel de filtro, se les adiciond el volumen
correspondiente para cada uno de los grupos de ensayo.
Grupo 1 (blanco) con 30 mL de agua pretratada, grupo 2
(extractos y fracciones) con 25 mL de solucién del extracto o
fraccién y grupo y grupo 3 (control) con 45 mL de solucién
de glifosato (3.8x10> M). Para fracciones se utilizaron cajas
con papel de filtro y 10 semillas. Los ensayos se realizaron
por triplicado, durante 7 dias. El porcentaje de actividad
alelopatica (%A.A) se calculé de acuerdo a la expresion
[(vPC.muestra-VPC.control)/(VPC.blanco-VPC.control)]x100;
donde VPC es el valor promedio de crecimiento (en mm). El
%A.A se presenta como efecto promotor de crecimiento
dado en valores positivos y efecto inhibidor de crecimiento
dado en valores negativos. Con las mediciones de la longitud
de epicdtilo e hipocétilo se calcularon el promedio y
desviacion estdndar para cada tratamiento cada 24 h durante
los 7 dias del ensayo. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

Fraccionamiento en columna cromatografica

Para la separacién cromatografica en columna sobre
silica gel de la fraccién F1R se utiliz6 gradiente en n-hexano-
acetona, variando la proporcién de los solventes inicialmente
en 5%, empezando en 95:5 hasta llegar a 80:20; y luego se
cambid a 10% hasta llegar a 100% en acetona; luego se cambid
el sistema a acetona-metanol variando la proporcién de los
solventes inicialmente en 5%, empezando en 95:5 hasta llegar
a 80:20; y luego se cambid a 10% hasta llegar a 100% metanol.
De este fraccionamiento se recogieron 288 fracciones a las
que se les realizé cromatografia en capa fina. Teniendo en
cuenta este criterio, fueron agrupadas en 6 nuevas
fracciones, rotuladas desde F1R1 hasta F1R6.

Con el fin de confirmar la presencia de compuestos de
tipo tanino (Harborne, 1973; Schofield et al, 2001) se
realizaron las pruebas en placa cromatografica en fase
reversa con un sistema de elucién n-butanol-acido acético-
agua (BAW; 5:4:1) utilizando los agentes reveladores
vainillina/HCl, KIO; y NaNO,. Las pruebas de caracterizacién
fitoquimica se realizaron tomando 0.1 mg de cada muestra
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disuelta en metanol. Se transfirié la solucién a una celda de
cuarzo que fue llevada al espectrofotémetro UV/vis para
realizar un barrido espectral. Para realizar las reacciones de
desplazamiento se utilizaron los reactivos metilato sddico
(MeONa), cloruro de aluminio y la mezcla de éste con HCI.
Los perfiles por cromatografia de capa delgada para las
fracciones FiL, F1IM, FIN y el extracto en AcOEt se realizaron
utilizando el sistema de elucién agua-isopropanol (7:3) en
placas de fase reversa. Para el caso de la fraccién F1R, se
utilizaron placas de fase normal en el sistema de elucién n-
hexano-acetona (7:3). Para evidenciar la presencia de las
lactonas sesquiterpénicas, se utilizé el revelador de Oleum
(solucién de &cido sulfdrico, agua y &cido acético en
proporcion 1:4:20) y posterior calentamiento a 150 °C.

RESULTADOS Y DISCUSION |

Obtencion de Extractos y fracciones

Para determinar el sistema de elucién utilizado en el
fraccionamiento del extracto en AcOEt sobre columna
cromatografica se ensayaron las mezclas de disolventes n-
hexano-acetona en distintas proporciones (9:1, 8:2, 7:3, 6:4);
en estos sistemas de elucién no se observé una separacién
adecuada de los analitos presentes en el extracto mediante
placas de TLC en fase normal, por lo que se ensayaron otros
sistemas como AcOEt-AcOH-acido férmico-agua
(100:11:11:26), AcOEt-MeOH-H,0 (100:13.5:10), AcOEt-BuOH
(95:5, 8:2, 7:3), AcOEt-EtOH (95:5) y AcOEt-BuOH-éter
(9:1:0.5). Al no obtener buena separacién en los sistemas
probados, se procedié a utilizar placas cromatogréficas en
RP18 (fase reversa) con el sistema isopropanol-agua (9:1, 8:2,
7:3), en el cual se produjo una mejor separacion en la
proporcion 9:1.

Para el extracto en AcOEt y las fracciones FIM, FiL, FIN y
F1R se tomaron los espectros UV entre los 400 y 200 nm en
metanol, obteniendo como resultado una longitud maxima
de absorcién a 275 nm presente en el extracto y sus
fracciones, lo que evidencia la posible presencia de
compuestos de tipo fendlico como son flavononas,
isoflavononas, catequinas y antocianinas, cumarinas con
nlcleo benzo-a-pirona, benzoquinonas y naftoquinonas
(Satyajit & Lutfun, 2012). Este tipo de compuestos pueden
encontrarse en su forma glicosilada, lo que les permite
mayor solubilidad en disolventes polares y medianamente
polares (Harborne, 1973; Yoshida et al., 2010). Los anteriores
resultados coinciden con reportes sobre de la presencia de
alto porcentaje de compuestos fendlicos en plantas de la
familia Melastomataceae (Yoshida et al., 2005; Yoshida et al.,
1999). Los resultados de las pruebas de caracterizacion se
presentan en la tabla 1, donde se evidencia la presencia de
taninos de tipo condensado.

Los resultados de las pruebas cualitativas anteriormente
mostrados, demuestran la presencia de taninos
(principalmente del tipo condensado) vy lactonas
sesquiterpénicas en las fracciones FiL, F1M, FIN y el extracto

en AcOEt, razdn por la cual se realizaron pruebas sobre placa
cromatografica para confirmar la presencia de este tipo de
compuestos, utilizando como sistema de elucion BAW
(5:4:1). Como se puede observar en la tabla 2, la fraccion F1M
presenta un mayor contenido de taninos condensados, ya
que se produjo una coloracién mds intensa, en comparacion
con las fracciones que dieron positivo para taninos y lactonas
sesquiterpénicas.

Algunas especies de la familia melastomataceae han
sido estudiadas desde el punto de vista fitoquimico
obteniéndose  principalmente compuestos del tipo
polifendlico, los que en su mayoria corresponden a taninos
hidrolizables monoméricos y oligoméricos (Ocampo Serna &
Isaza Martinez, 2015). Hasta el momento no se ha
encontrado algin reporte en el que se indique sobre la
presencia de taninos en la especie Miconia caudata; por su
parte, este seria el primer reporte en el que se determine la
presencia de taninos tanto hidrolizables como condensados
en esta planta.

Tabla 1. Pruebas quimicas cualitativas para la identificacién de metabolitos
presentes en extracto y en fracciones (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Pruebas Extracto FIL  FIM FIN F1IO FIR
Alcaloides bragendorff : ) : ) : .
Mayer - - - - - -
Lactonas <
. . Oleum ++ ++ ++ ++ 5 ++
sesquiterpénicas
Cumarinas Fluorescencia - - - - - -
Baljet ++ ++ ++ ++ ++ ++
Glicésidos Molish - ++ ++ ++ a ++
cardiotdnicos Liebermann-
Burchard ) ) : ) : -
Saponinas Espuma - - o - - -
Comportamiento . ) . i i
. H*
Quinonas Comportamiento
OH ) E N E -
. Condensados +++ ++ 4+ ++ - -
Taninos . )
Hidrolizables - + + + - -
Shinoda - - = - - R
Flavonoides Zn/HCI - - = - - R
Pacheco - - = - - R

+++: Alta concentracidn; ++: Concentraciéon moderada; +: baja concentracion; -:
prueba negativa

Tabla 2. Pruebas realizadas en placa cromatografica para confirmar presencia
de taninos condensados e hidrolizables (Waksmundzka-Hajnos et al., 2008).

Pruebas Extracto FiL  FIM  FiN
Vapores de NH;  Taninos hidrolizables + + + -
Vainillina/HCl Taninos condensados + + + -
NO, 10% Taninos hidrolizables + + + -
K10, sat. Taninos condensados + + + -

Evaluacién de la actividad alelopatica

En la evaluacidn de la actividad alelopatica en el extracto en
AcOEt se evidencid un efecto significativo de inhibicién en el
hipocétilo de las plantulas de L. sativa (fig. 1) con porcentajes
de inhibicién mayores del 50%, sugiriendo que este extracto
puede actuar como un fuerte inhibidor del crecimiento de las
raices de plantas invasoras. Para el epicétilo se presentd una
inhibiciéon moderada (fig. 2), la cual fue disminuyendo con el
paso del tiempo, lo que podria expresarse por una
disminucién en la capacidad de penetracién del extracto.
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Figura 1. Medida de crecimiento del extracto en AcOEt sobre
hipocétilo de las plantulas de L. sativa.
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Figura 2. Medida de crecimiento del extracto en AcOEt sobre
epicétilo de las plantulas de L. sativa.

Las fracciones FiL y FIN presentaron un efecto inhibidor
del crecimiento sobre las pldntulas de L. sativa, lo cual podria
atribuirse a la presencia de taninos y lactonas
sesquiterpénicas como componentes activos mayoritarios.
La fraccion F1M presentd un comportamiento de
estimulacién del crecimiento tanto en el epicétilo como en
hipocétilo (fig. 3 y 4), estos resultados pueden deberse a la
alta concentracién de taninos condensados o a la presencia
de otros nucleos fitoquimicos. Este efecto es comparable a la
acciéon de las hormonas de crecimiento presentes en las
plantas (Macias et al., 2004), por lo que se podria utilizarse
como un agente promotor de crecimiento en los cultivos.

Lo anterior es consistente con estudios previos, donde
se ha encontrado que algunos polifenoles inhiben Ila
descarboxilacién de la hormona de crecimiento IAA (acido
indol acético), por lo que se produce estimulacién de
crecimiento de las plantulas (Li et al., 2010). Ademds estudios
realizados por el grupo Polifenoles sobre algunas plantas de
la familia melastomataceae sugieren que el extracto en
isopropanol-agua (65:35) de Henriettella trachyphylla tiene
un efecto promotor de crecimiento sobre el epicétilo en
plantulas de L. sativa (Isaza-Martinez et al., 2005).

Se selecciond la fraccién F1R para ser separada debido a
que presentd el mejor comportamiento alelopatico de
inhibicién con las plantulas de L. sativa, comparando los
resultados con las otras fracciones evaluadas. De este
fraccionamiento, se obtuvieron 6 subfracciones como son
F1R1 (5.10 mg), F1R2 (8.80 mg), F1R3 (1.70 mg), F1IR4 (1.80

mg), F1R5 (21.50 mg) y F1R6 (24.00 mg). A cada fraccion se le
realiz la prueba de Oleum para identificar presencia de
lactonas sesquiterpénicas utilizando como sistema de
elucién n-hexano-acetona (7:3). Todas las fracciones dieron

prueba positiva para la presencia de lactonas
sesquiterpénicas excepto para la fraccién F1R1.

60 54,390

50 - M417 45,038

40 -
30
20 - 16,905

%A.A.
=
=)

w0 | M 3022
Dia

Figura 3. Efecto de la fraccién F1IM en el crecimiento de hipocétilo.
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Figura 4. Efecto de la fraccién FIM en el crecimiento de epicétilo.
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Figura 5. Efecto de la fraccidn F1R en el crecimiento de hipocétilo.
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Figura 6. Efecto de la fraccién F1R en el crecimiento de epicétilo.
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En el epicdtilo después de 24 horas del ensayo se
manifiesta un porcentaje de actividad alelopdtico de
inhibicidn del -60,12% y a partir del cuarto dia desciende el
efecto inhibitorio sobre las plantulas de L. sativa. En la
fraccidon F1IR se observd una potente actividad alelopdtica
con efecto inhibidor del crecimiento, principalmente sobre
hipocétilo. Segun el perfil cromatografico y andlisis
fitoquimico solo se identificd la presencia de lactonas
sesquiterpénicas. Por tanto, es probable que estas sean las
responsables de tal efecto sobre la pldntula L. sativa. Se ha
encontrado en otros estudios, que las lactonas
sesquiterpénicas pueden tener actividad regulatoria sobre la
germinacion y crecimiento de plantas (Mukeviji, 2006; Macfas
et al, 2004; Cutler & Cutler, 1999). Parece ser que la
disponibilidad de grupos que pueden ser alquilados juega un
papel importante en la actividad (Rizvi & Rizvi, 1992).

Otros estudios sobre algunas especies del género
Miconia reportan actividad alelopdtica frente a semillas de
tomate Rio Grande (Galvan et al., 2007). Tal es el caso del
extracto en acetona-agua al 70% de Miconia prasina, que
presenté efecto inhibitorio sobre el hipocétilo (-77,47%) vy el
epicétilo (-62,50%). Otra especie en la que se encontré efecto
inhibitorio fue Miconia aeruginosa en su extracto butandlico,
actuando sdlo sobre el hipocétilo (-24,92%). También se ha
reportado que el extracto en AcOEt de Miconia coronata
presentd inhibicién en el hipocétilo (-91.16%) y epicético (-
68,20%) obtenido a partir del fraccionamiento de la fase
acuosa y butandlica (Lopera et al, 2009).

La identificacion de los compuestos responsables de la
inhibicién en el crecimiento de semillas de L. sativa, puede
ser aprovechada para generar herbicidas alternativos que
por su naturaleza tienen una menor toxicidad que los
herbicidas sintéticos (Sampietro et al., 2009). Por tal motivo,
se requiere profundizar en el estudio de los constituyentes
mayoritarios presentes en el extracto en AcOEt y sus
fracciones, para asi establecer una relacion entre los
compuestos presentes en las muestras evaluadas y la
actividad presentada.

CONCLUSIONES |
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