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Resumen

Se evalu6 la actividad alelopatica de Henriettella trachyphylla en semillas de lechuga (Lactuca sativa); se
encontré un efecto inhibidor selectivo para hipocétilos, mientras que en epicdétilos se determind una actividad
promotora de crecimiento. Los compuestos responsables de esta actividad podrian usarse como herbicida o
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como fitohormona.
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Abstract

The allelopathic activity of Henriettella trachyphylla was evaluated in seeds of lettuce (Lactuca sativa); a
selective inhibitory effect was found for hypocotil while growth promotor for epicotil was determined in
epicotil. Compounds with this activity may be used as phytohormones or growth promotors.
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INTRODUCCION

Henriettella trachyphylla Triana (Melasto-
mataceae) no ha sido estudiada en cuanto a su
quimica y farmacognosia. Solo se tienen repor-
tes de H. fascicularis (SW.) Wrigth, de la cual
se aislaron los compuestos 4°,5,7-trihidroxi-6,8-
dimetilisoflavona, acido sesterterpenoico,
lichexantona, (-)-pinoresinol, acido betulinico, aci-
do palmitico, b-sitosterol y taxiphyllin (Calderén
etal., 2002, 2003). El estudio preliminar de ac-
tividad alelopatica del extracto etandlico de H.
trachyphylla evidencia un efecto promisorio
inhibidor y promotor de crecimiento en plantulas
de lechuga (Lactuca sativa). Por esta razon se
realiz6 el fraccionamiento guiado por bioensayo
de esta especie.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Henriettella trachyphylla
Triana, fue colectada en la vereda Laguneta, via
Pereira-Armenia (Colombia), e identificada por el
Dr. Frank Almeda de la Academia de Ciencias de
California, E. U. A. Las hojas se secaron al am-
biente durante quince dias, y posteriormente, se
molieron con un molino de cuchillas (IKA, MF10
Basic). Las semillas de lechuga (Lactuca sativa)
(Macias et al., 2000) fueron compradas a Fercon
Ltda., las cuales se mantuvieron y trataron en con-
diciones de laboratorio.

Reactivos. Para la extraccion se utilizaron los sol-
ventes isopropanol y n-hexano. En las separacio-
nes cromatograficas en columna se utilizaron metanol
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y acetona grado analitico. Como fase estacionaria
para cromatografia en columna se utilizaron ODS
(Aldrich) y MCI-GEL CHP20P (Mitsubishi
Chemical Corporation). Para el monitoreo por TLC
RP-18 se utilizaron cromatofolios de aluminio
(Merck, RP-18 F ., ), y como eluente buffer
(KH,PO,/H,PO,, 0,01 M, pH: 2,5): acetonitrilo
(70:30). En los ensayos de actividad alelopatica se
utilizaron como control y blanco glifosato comercial
648 g/l (Roundup Spectra, Transorb Technology) y
DMSO respectivamente.

Actividad alelopatica in vitro. La actividad
alelopatica fue desarrollada en tres pasos: imbibi-
cion, germinacion y tratamiento. La imbibicion fue
realizada agregando 300 semillas de lechuga en so-
lucién de sacarosa al 0,02% (100 ml) por tres ho-
ras (Leon et al., 2005). Para la germinacion las se-
millas son lavadas con agua hervida y colocadas en
caja de petri (90 x 10 mm) sobre papel filtro cuali-
tativo (90 mm), adicionando 5 ml de agua hervida.
A las 24 horas se seleccionaron las semillas germi-
nadas con radicula de 1 mm.

Para cada tratamiento se tomaron 30 semillas germi-
nadas colocando 10 semillas por caja de petri so-
bre papel filtro en forma radial, marcadas de 1 a 10
y adicionando 5 ml de las soluciones de prueba (ex-
tracto o fraccion 1 mg/ml), control (glifosato 3,8 x
10~ M) o blanco (DMSO 0,6%). El crecimiento se
determina por la longitud en milimetros del hipoc6tilo
y epicotilo de las semillas en crecimiento, en inter-
valos de 24 horas por siete dias. Se utiliz6 la prue-
ba Q de Dixon para valores anomalos (Miller y Miller,
1993) en cada caja de petri. Los datos aceptados se
procesaron en Excel para obtener los porcentajes de
actividad alelopatica con la siguiente ecuacion:

%A. A= {(1 -1)/(1-1)}*100

donde | es la longitud del hipocdtilo o epicétilo en
elblanco;1_enlamuestra;y1 en el control.

Extraccion y fraccionamiento. Las hojas se-
cas y molidas de H. trachyphylla (160 g) fueron
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homogenizadas en isopropanol-agua (65:35) 21,
cada 24 horas por 4 dias. Se filtrd y concentro a
presion reducida hasta un tercio del volumen. El
rendimiento se determiné por s6lidos totales (26,8
g). Luego se extrajo liquido-liquido con n-hexano
para obtener una fase acuosa F-1 (15,4 g) y or-
ganica F-2 (11,4 g). La fase orgéanica F-2 fue
separada por fraccionamiento liquido-liquido con
n-hexano y metanol. A la fraccion metanodlica F-
2A (3,78 g) se le realiz6 separacion liquido-li-
quido con isopropanol, recogiendo las fraccio-
nes acuosa F-2A1 (881,1 mg) y en isopropanol
F-2A2 (2,90 g).

La fraccion F-2A2 (1,0 g) fue separada por
cromatografia en columna empacada con ODS (d.
1. 2 cm, 16 cm de largo), gradiente metanol-agua
(1:2; 1:1), metanol y acetona 100% (100 ml por
etapa), recogiendo 9 fracciones nombradas desde
F-2A2A a F-2A21. Se fraccionaron 200 mg de F-
2A2A en columna cromatografica sobre MCI-GEL
(d.1.2 cm, 16 cm de largo), gradiente isopropanol-
agua (5:95; 10:90; 20:80; 30:70; 40:60; 50:50;
70:30; 100:0), finalizando con isopropanol-n-
hexano (1:1), dando 16 fracciones que fueron nom-
bradas como F-2A2A1 a F-2A2A16. La fraccion
F-2A2A1 fue la mayoritaria (80,3 mg).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las fracciones F-2A1 y F-2A2 fueron evaluadas
para actividad alelopéatica, mostrando un efecto
inhibidor de crecimiento de accion continuada en
hipocétilo, que sugiere la presencia de compuestos
con accion pesticida (figura 1A). El efecto inhibito-
rio fue mayor en F-2A1, pero debido a su bajo
rendimiento se eligio F-2A2 para su fraccionamiento
bioguiado.

Del fraccionamiento en columna de F-2A2 se ob-
tuvieron las fracciones F-2A2A (270,4 mg), F-
2A2B (87,2 mg), F-2A2D (57,4 mg) y F-2A2F
(112,6 mg). Se evidencid un potente efecto inhibi-
torio de accion continuada en las fracciones F-2A2A
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y F-2A2B, un efecto promotor en la F-2A2D, mien-
tras la F-2A2F mostr6 un efecto inhibidor que se
incrementa con el tiempo, lo cual indica un meca-
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nismo prodroga (figura 1B). Por esta razon, y por
su alto rendimiento se eligio la fraccion F-2A2A para
la siguiente etapa de separacion cromatografica.
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Figura 1. Actividad alelopatica de H .trachyphylla sobre hipocoétilo de lechuga. 1A. Efecto inhibidor de las fracciones F-
2A1 y F-2A2. 1B. Efectos inhibidor o promotor de las fracciones F-2A2A, F-2A2B, F-2A2D y F-2A2F.

De la separacion cromatografica de F-2A2A (200
mg) se obtuvieron fracciones desde F-2A2A1 a F-
2A2A16. La fraccion F-2A2A1 se sometio a eva-
luacion para actividad alelopatica. Un leve efecto
inhibidor sobre hipocotilo (figura 2A) fue eviden-
ciado al segundo dia (-4,8%), finalizando con un
importante efecto constante de inhibicion entre los
dias 6 y 7 (-16,1%). Esto sugiere la presencia de
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compuestos que pueden ser usados como
prodrogas. En epicétilo, se evidencia un efecto pro-
motor de crecimiento de F-2A2A1 con un maximo
al cuarto dia (39%), con accion continuada hasta el
dia 7 (figura 2B). Esto sugiere que los compuestos
en esta fraccion son potenciadores de crecimiento,
y sus productos de degradacidon actian como
fitohormonas.

|mF-2a241 |

p no
Epicdotilo
e A .7
o
ALE ]
1o
33
o LN
2 3 4 5 3 7
[+ 1]

)
m

% Activided Alalopsica
2

Figura 2. Actividad alelopatica de H. trachyphylla sobre hipocotilo y epicotilo de lechuga. 2A. Efecto inhibidor de la
fraccion F-2A2A1. 2B. Efecto promotor de crecimiento de la fraccion F-2A2A1.
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