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RESUMEN. En los Gltimos anos, el estudio fitoquimico de las plantas guiados por bioensayos reviste gran importancia,
puesto que los metabolitos aislados de ellas pueden ser fuentes de herbicidas naturales. Las malas hierbas causan consi-
derables pérdidas en los sistemas de produccién de cultivos en todo el mundo y estas pérdidas son aliln mayores en los
paises menos desarrollados. El objetivo de este trabajo fue estudiar la actividad alelopéatica del follaje de Lantana trifolia
L., perteneciente a la familia Verbenaceae; asi como, aislar y caracterizar posibles agentes alelopaticos obtenidos del
follaje a partir del extracto de n-hexano. Para ello, se estudié6 la actividad alelopéatica in vitro de este extracto al 1 % en
condiciones de laboratorio y se evalué el indice de vigor de las plantulas y de reduccién del crecimiento de raiz y coléoptilo
en plantulas de pepino y trigo. En el estudio fitoquimico del extracto de n-hexano se detecté la presencia de triterpenos-
esteroides y mediante diferentes técnicas cromatograficas (cromatografia de columna de exclusién, gel de silice y
cromatografia de capa delgada preparativa) se aislaron dos metabolitos puros los cuales fueron caracterizados mediante
sus propiedades fisicas y datos espectroscépicos (IR, Masas, RMN 'H y *C). Se observé que el extracto de n-hexano inhibe
el crecimiento de las plantulas en estudio y que se obtiene una reduccién del crecimiento de la raiz y el coléoptilo para
ambas plantulas y de este se aislaron el fitosterol A’-estigmastan-f-3-ol (B-sitosterol) y el diterpeno lineal 7,11,15-trimetil-
3-metilen-hexadecan-1,2-diol, el cual se describe por primera vez en este género.

ABSTRACT. Recently the phytochemical study of the plants guided by bioassays is very important, because the isolated
metabolites of that can be used as natural herbicide sources. Weeds cause several losses on the crop production systems
in the world and these losses are bigger in less developed countries. The subject of the research was the allelopathic study
from leaves of Lantana trifolia L., belonging Verbenaceae family. Besides, to isolate and to characterize possible allelo-
pathic agents from n-hexane extract from leaves. Allelopathic activity of this extract at 1 % was studied on laboratory
conditions in vitro, vigour sign and growth reduction of root and coleoptile on cucumber and wheat plants were tested.
On phytochemical study of n-hexane extract, triterpenes and steroids were detected and by chromatographic techniques
(exclusion column chromatography, silice gel and preparative thin chromatography) two compounds were isolated. By
physical properties and spectroscopy data (IR, Mass Spectroscopy, NMR'H and *C) they were described. The n-hexane
extract inhibits plants growth on study, showing root and coleoptile’s growth reduction on both plants and from this
extract were identified the phytosterol A’-estigmastan-f3-3-ol (B-sitosterol) and the lineal diterpene 7,11,15-trimethyl-3-
methylen-hexadecan-1,2-diol, this one is described for the first time in the genus Lantana.

INTRODUCCION

Las malas hierbas causan considerables pérdidas en
los sistemas de produccion de cultivos en todo el mundo
y aunque estas son significativas en paises con sistemas
de produccién agricola muy desarrollados, las pérdidas
sufridas en los paises menos desarrollados son aiin ma-
yores.! El uso de herbicidas sintéticos en la agricultura
mundial es el método mas comun para el control de
malezas, pero su uso intensivo y desmedido ha traido

graves problemas colaterales para el medio ambiente, la
salud humana y los enemigos naturales.? Esta situacién
podria convertirse en una problematica aiin mayor,® por
lo que ha llevado a retirar algunos de estos productos
del mercado internacional e incluso implementar nor-
mas en el manejo y aplicaciéon de otros.

En este sentido, la alelopatia se ha consolidado cada
vez mas como una ciencia capaz de dar alternativas prac-
ticas y aplicables en el control de malas hierbas,* al ofre-
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cer la posibilidad de utilizar interacciones inhibidoras
que se producen entre plantas para la supresién de
aquellas especies que interfieren en los cultivos. Asi,
el empleo de productos naturales o aleloquimicos como
herbicidas, disminuye la utilizacién indiscriminada de
los productos quimicos, los cuales provocan los efectos
anteriormente citados.

Es conocido que entre las plantas con actividad
alelopatica se encuentra la Lantana camara,’ sin em-
bargo, acerca de la Lantana trifolia L. no se encontro
ninguna informacién y solo se reporta el estudio qui-
mico de sus aceites esenciales, asi como el aislamien-
to del flavonoide umuhengerina,® por lo que teniendo
en cuenta ademads, que ella crece abundantemente
en Cuba, en este trabajo se propuso estudiar la acti-
vidad alelopéatica del follaje de Lantana trifolia L.,
asi como aislar y caracterizar posibles agentes
alelopaticos a partir del extracto de n-hexano obte-
nido de aquel.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

Los reactivos utilizados en el proceso de extracciéon
del material vegetal fueron de calidad comercial, mien-
tras que los empleados en el proceso de separacién y
purificacién fueron de calidad puro para andlisis
(AnalaR®, BDH, Poole, Inglaterra), excepto el n-hexano
que se destil6 antes de ser utilizado. Para la preparacion
de los reveladores se utiliz6 acido sulfarico, sulfato cérico
y vainillina, todos de calidad puro para analisis (AnalaR®
BDH, Poole, Inglaterra).

Equipos

El punto de fusién se determiné en un equipo de hor-
no con capilar abierto Stuart Scientific, Inglaterra, 0 a
360 °C . Los espectros IR fueron registrados en pastillas
de KBr, empleando un equipo Perkin-Elmer FT-IR
Spectrum 1000, Espectrofotémetro Matton 5020 (USA).
Los espectros de RMN-'H y RMN-2C se registraron en
un equipo Varian (INOVA-400, USA), utilizando como di-
solvente cloroformo deuterado. Los valores de & fueron
referidos al tetrametilsilano como referencia interna
(TMS). Los espectros de masas se determinaron por in-
troduccién directa en el equipo VG AUTOESPEC (USA),
de doble enfoque y empleando la técnica de impacto elec-
trénicoa 70 eV .

La cromatografia de columna se realizé con
Sephadex LH-20y gel de silice 60 de tamanio 0,06 a 0,2 mm
(70-230) (Merck, Alemania). La cromatografia de capa
delgada se realiz6 en placas de aluminio de gel de sili-
ce 60 F,, tipo 60 (Merck), mientras que la cro-
matografia preparativa se realizé sobre gel de silice.
Como reveladores se utilizaron el sulfato cérico y la
vainillina.

PARTE EXPERIMENTAL

El material vegetal (partes aéreas en floracién-fruc-
tificacién de Lantana trifolia L.) se colecté en febrero
del 2004 en la Estacién de Frutales de Alquizar, dicho
material vegetal se identificé por el Dr. Victor Fuentes
de esta estacion.

Los metabolitos se extrajeron por decoccién tres ve-
ces durante cuatro 4 h en n-hexano con un rendimiento
de 2,3 %. El fraccionamiento de este crudo se realizé en
una columna cromatografica con Sephadex LH-20 y se
utilizé como eluyente una mezcla de n-hexano-CHCI,-
MeOH (2 : 2 : 1). La fraccion 14 se fraccioné mediante
columna cromatografica por via hiimeda de gel de sili-

ce, utilizando como eluyente la mezcla n-hexano-CHCI,
(1:5),del que se obtuvieron los compuestos Ay Bimpu-
ros, los cuales se purificaron mediante cromatografia de
capa preparativa, utilizando para este fin, la mezcla de
disolventes n-hexano-CHCI, (1 : 5) y una doble corrida.

Compuesto A: sélido de color blanco con una tempe-
ratura de fusiéon: 138-140 °C .

IR (KBr, cm™): 3 383;2935; 2 850; 1632y 1450;1372; 1
047,5; 1 021; 958; 800. RMN-'H (CDCL,, ppm): 0,67 (3H,
s); 0,80 (3H, d); 0,81 (3H, d); 0,83 (3H, t); 0,90 3H, d, J =
6,5 Hz); 0,99 (3H, s); 3,51(1H, m); 5,34 (1H, d, J = 5,1 Hz).
RMN-C (CDCl,, ppm): 11,81; 11,94; 18,73; 18,98; 19,35;
19,78; 21,03; 22,99; 24,26; 25,98; 28,20; 29,07; 31,60; 31,84;
31,86; 33,88; 36,10; 36,45; 37,19; 39,71; 42,20; 42,24; 45,76;
50,06; 55,98; 56,70; 71,76; 121,68; 140,68. EM m/z (eV): 414
M+, 329, 273, 231.

Compuesto B: aceite incoloro. IR (KBr, em™): 3 410;
2 946; 2 859; 1 613; 1 547; 1 372; 890. RMN-'H (CDCL,,
ppm): 0,84 (3H, d, J = 6,35 Hz); 0,85 (3H, d, J = 6,35 Hz);
0,86 (6H, d, J = 6,59 Hz); 3,55 (1H, dd, J = 11,23; 7,32 Hz);
3,69 (1H, dd, J = 11,23; 3,42 Hz); 4,19 (1H, dd, J, = 11,23,
J, = 3,42 Hz); 4,98 y 5,13 (2H, s). RMN-**C (CDCl,, ppm):
19,73; 19,77, 22,63; 22,72; 24,52; 24,82; 25,64; 28,02; 32,77;
32,86; 33,07; 36,89; 37,36; 37,48; 37,50; 39,45; 65,75; 75,12;
110,61; 148,86. EM m/z (eV): M+ 312; 294; 281; 263; 139;
111; 97; 83 (100 %); 70.

Ensayo de actividad alelopatica

El ensayo se realiz6 en condiciones de laboratorio (in
vitro). Se montaron dos tratamientos testigos con agua
destilada, n-hexano disolucién al 1 % del extracto de n-
hexano. Cada uno se repitié cinco veces con 50 semillas
por réplica. Se aplicaron 10 mL de las disoluciones pre-
paradas en el papel de filtro 24 h antes de montar el ex-
perimento y se dejaron en reposo por 24 h . Se colocaron
las semillas en cada réplica y se aplicaron 10 mL de agua
destilada para mantener la humedad. Se evalu6 el creci-
miento de laraiz y el coledptilo (10 plantas por réplica) a
los cinco dias después de germinado. Con los datos, se
calculé el indice de vigor:

[(Largo raiz + Largo coledptilo) x Germinaciéon(%)]

y el indice de reduccién del crecimiento (coleéptilo y
raiz). Estos valores se sometieron a las pruebas de nor-
malidad y se realiz6 la prueba ANOVA con el programa
estadistico Statgraphic 5.1 Plus. En los casos que exis-
tieron diferencias entre medias, se utiliz6 la prueba de
comparaciéon de medias de Duncan con un nivel de
confiabilidad del 99 %.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayos de actividad alelopatica

Los resultados obtenidos en los ensayos de
fitotoxicidad en placa petri del extracto de n-hexano a
partir de hojas de Lantana trifolia L. frente a plantulas
de pepino y trigo para el indice de vigor de las plan-
tulas tratadas, mostraron diferencias significativas
entre los testigos y el extracto estudiado, lo cual indi-
cé lainhibicién del crecimiento en las plantulas trata-
das (Fig. 1).

El extracto de n-hexano redujo el crecimiento de las
plantas de manera significativa (Fiig. 2). Para el caso de
las plantas dicotiledéneas (pepino), se afecté mas el
coléoptilo mientras que en las monocotiledéneas (trigo)
se afect6 el crecimiento de igual manera para ambos 6r-
ganos. En estos ensayos, se observé que hay mayor in-
hibicién sobre el crecimiento de las monocotiledéneas
que sobre las dicotiled6neas.
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Identificacion de los compuestos aislados

El compuesto A se obtuvo como un sélido de color
blanco de temperatura de fusién: 138 a 140 °C . El espec-
tro IR de este compuesto mostré bandas en 3 383 (v,
banda ancha); 2 935 (\)a‘sCSp )5 2850 ( Vi, 5 1632 (v _o);
1450; 1372 (8,oy); 1047,5 G, ); 1021; 958° 800; las cuales
estan asociadas a las funciones quimicas presentes en
el nucleo esteroidal.

En el espectro RMN-'H las senales que aparecen en
la regién entre 0,66 y 0,99 ppm corresponden a los gru-
pos metilo de la molécula. En ella se observan dos
singletes a 0,67 y 0,99 ppm caracteristicos de los protones
de los metilos C, y C,, respectivamente; tres dobletes
en 0,80, 0,81, 0,90 y un triplete a 0,83 ppm asignables a
los protones de los metilos C,,, C,, C, y C,, respectiva-
mente del esqueleto de los fitosteroles del grupo
estigmastano.

El corrimiento quimico del multiplete en 3,51 ppm
es caracteristico del proton de C, cuando esta sustituido
por un grupo hidroxilo. Esta senal indica que se encuen-
tra en posiciéon a (axial) debido a los acoplamientos axial-
axial con los protones H, y H, y axial-ecuatorial con los
protones H,, y Hw dado que las constantes de acopla-
miento axiaf-axial tienen valores tipicos mayores de 10
Hz, mientras que los ecuatorial-ecuatorial y ecuatorial-
axial entre 4-5 Hz .

En la zona de los hidrégenos vinilicos se observé un
doblete en 5,34 ppm y su constante de acoplamiento re-

sult6 5,1 Hz, caracteristico del protén vinilico del C; en
los esteroles.

En su espectro RMN-3C con DEPT 135° se observa-
ron 29 senales que indican la presencia de 29 4tomos de
carbono de los cuales tres son cuaternarios, 9 metinos,
11 metilenos y seis metilos.

Los corrimientos quimicos de las senales a 121,0 y
140,0 ppm correspondientes a un carbono secundario y
cuaternario respectivamente, y estos coinciden con los
N’ esteroles. Por otra parte, la senal del carbono secun-
dario a 71,7 ppm, lo que indica que este 4tomo est4 unido
directamente a un grupo hidroxilo por lo que correspon-
de al C, de la molécula. En la regién mas blindada del
espectro aparecieron seis senales (11,81; 11,94; 18,73;
18,98; 19,35; 19,78) correspondientes a carbonos
metilicos.

El espectro de masas de A mostré su ién molecular a
m/z 414, concordante con la férmula global C,;H, O. Los
iones fragmentos mas importantes del espectro apare-
cen a m/z 329 (M*-CH,), 273 (M*-C H,) y 231 (M*-
42+C, H,)) correspondientes a fragmentaciones de la
molécula en la cadena lateral de C,,. El ién fragmento
m/z 396 es caracteristico de la pérdida de H,O en la mo-
lécula debido a la presencia de un sustituyente hidroxilo
y este por pérdida de la cadena lateral y un radical metilo
da lugar a los iones m/z 255 y 381, respectivamente. Al
comparar la temperatura de fusién y datos espectros-
cépicos obtenidos con los reportados para compuestos
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Fig. 1. Indice de vigor de plantulas de pepino y trigo tratadas con el extracto de n-hexano obtenido a partir del follaje de Lantana trifolia L.
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HO

Fig. 3. Estructura de la molécula A*-estigmastan-3-3-ol(S-
sitosterol).

del tipo estigmastano con estas caracteristicas se encon-
tré coincidencia con Ab-estigmastan-3-3-ol (Fig. 3) conoci-
do por B-sitosterol.”

El compuesto B se obtuvo como un aceite incoloro.
El espectro IR mostr6 las sefiales siguientes: 3 410 (v,,),
2946 (v 1), 2859 (o, 1), 1613,1547 (vo_o), 1372 (3 ),
990, 890(3,; cr_cxp)- En 1a region 0,80 - 0,86 ppm del es-
pectro RMN-'H, se observaron cuatro dobletes que co-
rrespondieron a los protones de los grupos CH,-CH de
la molécula, los cuales son: 0,86 (6H, d, J = 6,59 Hz, Me-
C,yMe-C,)y0,85(H,d,J = 6,35 Hz, Me-C,)); 0,84 (3H,
d, J = 6,35 Hz, Me-C,)). Ademads, se observé un doblete
de doblete en laregion de 3,71 - 3,68 ppm y otro en 3,55 —
3,50 ppm caracteristicos de los protones A y B del grupo
—-CH,OH. En laregién méas desblindada aparecieron dos
singletes en 6 5,12 y 4,96 ppm asignables a los protones
de un metileno terminal (CH,=C(CH,)-CH). En 4,19 ppm
se observo un doblete de doblete correspondiente a un
protén de un carbono unido a un sustituyente hidroxilo,
pero que debido a su corrimiento quimico debe estar a
al carbono insaturado y al grupo -CH,OH, por lo que en
la molécula aparece el grupo CH,=C(CH,)-CH(OH)-
CH,OH y 4 CH,, dos de ellos con igual entorno quimico.

En el espectro RMN-*C y APT se observaron 20 se-
nales que indicaron la presencia de 20 &tomos de car-
bono de los cuales uno es cuaternario, cuatro metilos,
11 metilenos y cuatro metinos.

El anélisis de los espectros confirmé que se trataba
de un metileno terminal (CH,=C(CH,)-CH) debido a las

senales que aparecen en 148,86 y 110,61 ppm, un grupo
-CH,OH y un grupo -CH (OH) mediante las senales a
75,12y 65,75 ppm respectivamente y que todos ellos con-
forman el grupo CH,=C(CH,)-CH(OH)-CH,OH. Las res-
tantes senales fueron asignadas por comparacién con el
Phytol (Tabla 1).2

El espectro de masas confirmé esta estructura al
presentar las caracteristicas siguientes:® picos que se
diferencian en 14 unidades de masa y que van decre-
ciendo en intensidad a medida que aumenta la cade-
na, pérdida del radical CH,OH; pérdida de agua, lo
cual corrobora la presencia de sustituyente hidroxilo;
fragmentacién de la molécula principalmente, a par-
tir de ruptura de enlace C-C, en la que al menos uno
de ellos sea terciario o secundario (estabilidad del ién
carbono), asi como la pérdida de grupos metilo en la
molécula.

Teniendo en cuenta las propiedades fisicas y el estudio
espectroscopico del compuesto B, se llegd a la conclu-
sién de que se trataba del diterpeno lineal 7,11,15-
trimetil-3-metilen-hexadecan-1,2-diol (Fig. 4). Este
compuesto fue aislado por primera vez del Senecio

OH

CH,OH

Fig. 4. Estructura de la molécula del 7,11,15-trimetil-3-metilen-
hexadecan-1,2-diol.

gallicus' y este trabajo constituye el primer reporte de
este compuesto tanto en la especie como en el género
Lantana.

CONCLUSIONES

Se aislaron y caracterizaron mediante estudios
espectroscopicos y de comparacién con la literatura
el Ad-estigmastan-3-f-ol (B-sitosterol) y el diterpeno
lineal 7,11,15-trimetil-3-metilen-hexadecan-1,2-diol
del extracto de n-hexano, este ultimo descrito por
primera vez en el género Lantana. Ademas, se de-
termind la actividad alelopatica del follaje de
Lantana trifolia L. y se observé inhibicién del cre-

Tabla 1. Desplazamientos quimicos de RMN-**C (CDCl,) del compuesto B

CH,0H
1
Posicién o (ppm) Asignacién Posicion d (ppm) Asignacién
1 65,75 CH, 11 32,86 CH
2 75,12 CH 12 37,36 CH,
3 148,86 C (cuaternario) 13 24,82 CH,
4 33,07 CH, 14 39,45 CH,
5 25,64 CH, 15 28,02 CH
6 36,89 CH, 16 22,63 CH,
7 32,77 CH 17 110,61 CH,
8 37,50 CH, 18 19,77 CH,
9 24,52 CH, 19 19,73 CH,
10 37,48 CH 20 22,72 CH,
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cimiento para el extracto de n-hexano frente a
plantulas de pepino y trigo y reduccién del creci-
miento de la raiz y el coléoptilo frente a las plantulas
antes mencionadas.
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