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RESUMEN

El hongo Alternaria tagetica Shome and Mustafee ha sido identificado como el agente causal del tizén
temprano en plantas de cempazuichitl (Tagetes erecta L.). La enfermedad se caracteriza por la presencia de

manchas necréticas en tallos, hojas y flores que pueden causar la muerte de la planta.

Al evaluar con el bioensayo de gota los filtrados de cultivo de Alternaria tagetica mantenidos en medio CET
(4cido casamino enriguecido con infusién de hojas de cempaziichitl) bajo condiciones estacionarias, este

presentd una fuerte actividad fitotoxica.

El fraccionamiento biodirigido del extracto organico crudo obtenido por extraccion de los filirados de cultivo
del hongo, resultd en la obtencién de trece metabolitos en forma pura. Los metabolitos causantes de necrosis
en las hojas de cempazichitl fueron identificados como zinniol (15), éter metilico de 8-zinniol (22), acetato de

8-zinniol (23), tagetolona (41), tagetenolona (42}, y tyrosol (43).

El resto de los metabolitos, todos ellos sin actividad fitotdxica, identificados como édcido p-hidroxibenzoico
(17), bis-7-0O-7".8-0-8”-zinniol (20), bis-7-0-8".8-0-7"-zinniol (21), acetato de 7-zinniol {24}, éter (2-fenil)-
etilico de 8-zinniol (25), 5-(3’,3’-dimetilaliloxi)-7-metoxi-6-metil-ftalido (26) y 6-(3°,3’-dimetilaliloxi)-4-
metoxi-5-metil-ftdlido (27). Una revision de la literatura permitid establecer que las estructuras de los
metabolitos 20, 21, 22, 23, 24, 25, 41 y 42, todos ellos estructuralmente relacionados con el zinniol,

corresponden a nuevos productos naturales.

La estructura propuesta para los nuevos metabolitos 20, 21 y 22 fue confirmada mediante su preparacion
sintética en el laboratorio, utilizando zinniol como materia prima. Las modificaciones quimicas de zinniol
permitieron la obtencién de una serie de derivados, los cuales fueron empleados en estudios de correlacién

estructura-actividad.

Péfia Rodriguez



ABSTRACT

The fungus Alternaria tagetica Shome and Mustafee has been identificd as the causal agent of early bright in
marigold (Tagetes erecta L.) plants. The disease is characterized by the dark-brown necrotic spots on siems,

leaves and flowers, which can coalesce and eventually led fo plant death.

Leaf drop assay evaluation of Alternaria tagetica cultures, grown in CET medium under still conditions,
showed a strong phytotoxic activity in the aqueous filtrate, Bioassay-guided fractionation of the organic
crude extract obtained by extraction of the aqueous fungal filtrate resulted in the purification of thirteen
metabolites. The metabolites responsible for causing necrotic spots on marigold leaves were identified as
zinniol (15) and its natural derivatives: methyl-8-zinniol ether (22), 8-zinniol acetate (23), tagetolone (41),
tagetenolone (42) and tyrosol (43).

The rest of the metabolites, all of them non-phytotoxic, were identified as p-hydroxybenzoic acid (17), bis-7-
0-7".8-0-8"-zinniol (20), bis-7-0-8”.8-0-7"-zinniol (21}, 7-zinniol acetate (24), 2-(phenyl)-ethyl 8-zinniol
ether (25), 5-(3°,3’-dimetylallyloxy)-7-methoxy-6-methyl-phthalide (26) and 6-(3’,3°-dimethylallyloxy)-4-
methoxy-5-methyl-phthalide (27). After reviewing the literature it was established that the structures for
metabolites 26, 21, 22, 23, 24, 25, 41 and 42, all structurally-related to zinniol, corresponded to new natural

products.

The proposed structures for metabolites 20, 21 and 22 were confirmed by preparation in the laboratory, using
zinniol as starting material. The chemical modifications of zinmiol resulted in the obtention of a number of

derivatives which were used in structure-activity correlation studies.

1 Péria Rodriguez
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RESUMEN

El hongo Alternaria tagetica Shome and Mustafee ha sido identificado como el agente
causal del tizén temprano en plantas de cempaziichitl (Tagetes erecta L.). La enfermedad
se caracteriza por la presencia de manchas necroticas en tallos, hojas y flores que pueden

causar la muerte de la planta.

Al evaluar con ¢l biocensayo de gota los filtrados de cultivo de Alternaria tagetica
mantenidos en medio CET (4cido casamino enriquecido con infusién de hojas de

cempazichit]) bajo condiciones estacionarias, este presenté una fuerte actividad fitotoxica.

El fraccionamiento biodirigido del extracto orgénico crudo obtenido por extraccion de los
filtrados de cultivo del hongo, resulté en la obtencién de trece metabolitos en forma pura.
Los metabolitos causantes de necrosis en las hojas de cempazuchitl fueron identificados
como zinniol (15), éter metilico de 8-zinniol (22), acetato de 8-zinniol (23), tagetolona (41),

tagetenoclona (42), y tyrosol (43).
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E resto de los metabolitos, todos ellos sin actividad fitotoxica, identificados como acido p-
hidroxibenzoico (17), bis-7-0-7".8-0-8 -zinniol (20), bis-7-0-8".8-0-7"-zinniol (21),
acetato de 7-zinniol (24), éter (2-fenil)-etilico de 8-zinniol (25), 5-(3,3’-dimetilaliloxi)-7-
metoxi-6-metil-fidlido (26) y 6-(3’,3°-dimetilaliloxi)-4-metoxi-5-metil-ftalido (27). Una
revisién de la literatura permitié establecer que las estructuras de los metabolitos 20, 21, 22,
23, 24, 25, 41 y 42, todos ellos estructuralmente relacionados con el zinniol, corresponden a

nuevos productos naturales.

La estructura propuesta para los nuevos metabolitos 20, 21 y 22 fue confirmada mediante
su preparacion sintética en el laboratorio, utilizando zinniol como materia prima. Las
modificaciones quimicas de zinniol permitieron la obtencién de una serie de derivados, los

cuales fueron empleados en estudios de correlacion estructura-actividad.
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ABSTRACT

The fungus Alternaria tagetica Shome and Mustafee has been identified as the causal agent
of early bright in marigold (Tugetes erecta L.) plants. The disease is characterized by the
dark-brown necrotic spots on stems, leaves and flowers, which can coalesce and eventually

Jed to plant death.

Leaf drop assay evaluation of Alternaria tagetica cultures, grown in CET medivm under
still conditions, showed a strong phytotoxic activity in the aqueous filtrate. Bioassay-
guided fractionation of the organic crude exiract obtained by extraction of the aqueous
fungal filtrate resulted in the purification of thirteen metabolites. The metabolites
responsible for causing necrotic spots on marigold leaves were identified as zinniol (15)
and its natural derivatives: methyl-8-zinniol ether (22), 8-zinniol acetate (23), tagetolone

(41), tagetenolone (42) and tyrosol (43).

The rest of the metabolites, all of them non-phytotoxic, were identified as p-
hydroxybenzoic acid (17), bis-7-0-7".8-0-8"-zinniol (20), bis-7-0-8” 8-0-7"-zinniol (21),
7-zinniol acetate (24), 2-(phenyl)-ethyl 8-zinniol ether (25), 5-(3°,3"-dimetylallyloxy)-7-
methoxy-6-methyl-phthalide (26) and 6-(3’,3°-dimethylallyloxy)-4-methoxy-5-methyl-
phthalide (27). After reviewing the literature it was established that the structures for
metabolites 20, 21, 22, 23, 24, 25, 41 and 42, all structurally-related to zinmiol,

corresponded to new natural products.

The proposed structures for metabolites 20, 21 and 22 were confirmed by preparation in the
laboratory, using zinniol as starting material. The chemical modifications of zinniol
resulted in the obtention of a number of derivatives which were used in structure-activity

correlation studies.



INTRODUCCION

El descubrimiento de las toxinas producidas por las bacterias Clostridium tetani, C.
botulinum y Corynebacterium diphtheridae enfatizo la importancia de las substancias
elaboradas por un patégeno y su relacién con el desarrollo de las enfermedades

infecciosas.’”™

La presencia de toxinas involucradas en las enfermedades vegetales causadas por
microorganismos patogénicos también fue reconocida desde el siglo XIX.* Sin embargo, el
interés por el estudio de la accién de toxinas en plantas se inici6 a mediados del siglo XX,
como consecuencia de las destrucciones masivas en los Estados Unidos de cultivos de
avena y maiz causadas por infecciones de Cochliobolus (antes Helminthosporium) victoriae
Meehan y Murphy y C. maydis Nisikado y Miyake, respectivamente; asi como las
epidemias en manzana y pera causadas por Alternaria mali Roberts y 4. kikuchiana en
Japén. En cada caso, los efectos destructivos de los patdgenos fueron atribuidos a la accion
de sus toxinas, demostrandose la existencia de una relacion directa entre la produccién de
estos metabolitos por el microorganismo y su capacidad para infectar la planta;‘*'7 Estas
epidemias proporcionaron entonces la justificacién econdmica necesaria para que se
iniciaran los primeros trabajos de investigacion en toxinas y su papel en las enfermedades

vegetales.

En patologia vegetal, las substancias descritas como toxinas son también denominadas
fitotoxinas y éstas se definen generalmente como metabolitos de origen microbiano, los

cuales son liberados como un factor de reconocimiento durante la germinacién de las



esporas del patogeno en el sitio de infeccién. Las fitotoxinas se describen también como
metabolitos secundarios de bajo peso molecular (< 2000), que pueden perturbar el

. . 6
crecimiento normal de plantas superiores. .8

Como resultado de los estudios realizados en el campo de las fitotoxinas, éstas han sido
clasificadas en dos grupos con base a su selectividad y a su modo de accion: fitotoxinas
hospedero selectivas (hospedero especificas, HSTs) y fitotoxinas hospedero no selectivas

(hospedero no especificas, no-HSTs).>®

Las HSTs se reconocen por ser téxicas linicamente a los hospederos del patdgeno que las
produce y por inducir los sintomas de Ila infeccién natural ain en ausencia del
microorganismo; las HSTs se consideran determinantes primarios de¢ patogenicidad, es
decir, son requeridas por el patégeno para colonizar la planta y causar daflo. Por otra parte,
las no-HSTs afectan 2 un rango diferente de plantas causando una variedad de sinfomas;
estos metabolitos no son esenciales para iniciar la infeccion pero contribuyen a la virulencia

y se reconocen como determinantes secundarios de patogenicidad.®®

Los primeros estudios realizados con fitotoxinas (tanto selectivas como no selectivas) por
los investigadores, informan el empleo de filtrados de cultivo o fracciones semipurificadas.
Posteriormente, como parte de un enfoque multidisciplinario, se reconoce la necesidad de
aislar y caracterizar la estructura quimica de estos metabolitos y la importancia de su
sintesis quimica para la confirmacion de su estructura asi como la obtencion de derivados

utiles como herramientas en estudios de estructura-actividad.

Debido al importante papel que juegan en el proceso de infeccidn, las fitotoxinas hospedero
selectivas han recibido la mayor atencion.% ®? En la actualidad se reconocen por lo menos

diecisiete combinaciones hospedero-pardsito de HSTs (Tabla 1). Sin embargo, el



conocimiento actual sobre fitotoxinas y su papel en el desarrollo de enfermedades se ha
originado en su mayor parte de estudios realizados con patdgenos saprofiticos
pertenecientes a hongos de los géneros Alternaria 'y Cochliobolus (Bipolaris en su etapa
imperfecta).® ' 1a cepa patogénica de Alternaria alternata se ha desarrollado como un
pardsito altamente especializado con distintos patotipos a través de la elaboracién de

diferentes HSTs.

Las HSTs aisladas y caracterizadas (Tabla 1) presentan una amplia variedad de estructuras
quimicas (Figura 1) y, como la mayorfa de los metabolitos secundarios, algunas existen
como grupos de productos naturales donde cada miembro se produce en diferente

cantidad &% 11-14

Tabla 1. Fitotoxinas hospedero-selectivas (HSTs) caracterizadas a la fecha.

PATOGENO HOSPEDERO FITOTOXINA
Alternaria alternata p. Fresa Fresa AF [ (1a), II(1b) y Ili {1¢)
A. alternata f. sp. p. Lycopersici  Tomate AAL T, (22-b) y Tp (2¢-d)
A. alternata Girasol AS-1(3)

A. alternata Centaurea maculosa  Maculosina (4)

A. citri p. Limén Limoén ACRL (5)

A. citri p. Tangerina Tangerina ACTI(6a) y Il (6b)
ACTG A (7a) y B (7b)

A. kikuchiana Pera AK I(8a)yII (8h)

A. longipes Tabaco AT

A. mali Manzana AM [{9a), II (9b) y ITI (9c)

A. tenuissima Chicharo ATC*

Bipolaris sacchari Caifia de aziicar HSA,ByC

Cochliobolus carbonumr. 1 Maiz HCLIOyII

C. heterostrophus . T Maiz HM1,2,3y0’

C. victoriae Avena HY

Corynespora cassicola Tomate cC

Phyllosticta maydis Maiz PMA,B,CyD

Pericona circinata Sorgo Peritoxina

*La estructura de Ia toxina ATC no es conocida.
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Figura 1. Estructuras de las HSTs producidas por el género Alternaria.



El primer grupo de HSTs cuyas estructuras fueron completamente elucidadas y
comprobadas por sintesis quimica fue el grupo de las toxinas AM (I, Il y III, 9a-c
respectivamente), identificadas como depsipéptidos ciclicos, constituidos de tres unidades

de aminoacido y una de hidroxiacido."*""?

Las toxinas AK I y II (8a y b) fueron aisladas a partir de caldos de cultivo de 4. kikuchiana,
hongo causante de la mancha negra en pera. Las estructuras de estas fitotoxinas fueron
establecidas por métodos espectroscépicos, por difraccion de rayos X'y mediante su sintesis
total. Los estudios demuestran que la fitotoxina AK I (8a) afecta cultivares de pera a una
concentracién menor de 107 M, mientras que la toxina AK II (8b), aun cuando mantiene su

M . . . . -l
selectividad, muestra una actividad quince veces menor.” " 1819

Es interesante mencionar que las toxinas AK (8), AF (1) y ACT (6), producidas por A.
kikuchiana, A. alternata patotipo fresa y A. citri p. tangerina, respectivamente, aun cuando
difieren en su toxicidad selectiva, todas presentan en su estructura el 4cido 9,10-epoxi-p-
metil decatrienoico como unidad quimica en comun. Es interesante mencionar que la
isomeria de los dobles enlaces en las toxinas AF (1) es 2E, 4E, 6Z, mientras que en las
toxinas ACTy AK 2y 5) la isomeria es 2F, 4Z, 6E; sin embargo, el rango de hospederos

para los tres grupos €s diferente.'"

El fomalido (10a), un depsipéptido ciclico de 15 miembros formado de valina, leucina,
dehidrotreonina y 4cido 2-hidroxiisovalérico, es una fitotoxina altamente selectiva
producida por Phoma lingam, agente causal de la mancha negra en plantas de canola
(Brassica napus y B. rapa).21 La estructura y configuracién de este metabolito ha sido
confirmada por sintesis quimica.”? Al evaluar la fitotoxicidad hospedero-selectiva del
fomalido y sus derivados (10b-10d), se establecié que la presencia e isomeria del doble

enlace es esencial para la selectividad. Mientras que el fomalido causa necrosis, clorosis y



lesiones rojas en hojas de canola, y no afecta la hojas de mostaza blanca (Sinapis alba) o
café (B. juncea), su isémero Z (10b) no afecta a ninguna de estas plantas, en tanto que los
dihidrofomalidos (R y S, 10¢ y d, respectivamente) tlnicamente causan clorosis en las hojas

de mostaza cafe 2

Ph
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Hasta ahora se han informado mas de 200 fitotoxinas hospedero no selectivas. Al igual que
las HSTs, las no-HSTs pertenecen a diversas familias quimicas originadas por diferentes
vias metabdlicas y en este grupo se incluyen policétidos, péptidos ciclicos, terpenos,
sacaridos y metabolitos de biogénesis incierta.® En la tabla 2 se describen algunos ejemplos

de no-HSTs producidas por hongos del género Alternaria.



Tabla 2. Fitotoxinas hospedero no selectivas (no-HSTs) informadas del género Alternaria
durante 1990-1999,

PATOGENO HOSPEDERO FITOTOXINA REFERENCIA
A. brassicicocla  Brassica napus L. Brassicicena A-F 25
A. cichorii Russian knapweed Cichorina y zinnoi 26
Alfalfa (Medicago  hispida Cichorina, zinnoly zinndiol 26
Gaerth)
A. chrysanthemi  Chrysanthemum maximum Bis-radicinin 27
A porri Cebolla Porritoxina _ 28
Porritoxinol 29
A. solani Papa y tomate Homozinniol 30
Solanopirona D 31
A. zinniae Xanthium occidentale Brefeldina A y o, B-dehidro-curvu- 32
larina

El conocimiento de los procesos involucrados durante la interaccion planta-patégeno ha
aumentado con el empleo de las fitotoxinas, llevando a un mejor entendimiento de las bases
moleculares de resistencia y susceptibilidad a enfermedades en las plantas. Las fitotoxinas
y sus derivados han sido herramientas utiles en fisiologia y bioquimica vegetal para
explicar los mecanismos de accion en los receptores de membranas en las bombas de iones,
la fotosintesis, la transpiracion, Ja apertura estomatal, los canales de agua y la traslocacion

de nutrientes.***

Como ejemplo, se pueden mencionar los estudios realizados con
tentoxina (11) un ciclotetrapéptido producido por 4. tenuis Nees, que ocasiona clorosis en
plantulas de diferentes especies, en los que se ha concluido que el primer sitio de accion de
este metabolito es el CF; de la ATPasa del cloroplasto. Lo anterior ha permitido la

utilizacién de esta fitotoxina en estudios bioquimicos y funcionales del cloroplasto.”

Una de las principales aplicaciones de las fitotoxinas ha sido su utilizacién como
marcadores en la répida seleccién in vitro de genotipos resistentes a enfermedades.’**’ El
primer sistema de seleccion in vitro estudiado fue tabaco, regenerandose plantas resistentes
al patogeno a partir de protoplastos seleccionados usando metil sulfoxamina (MSO), un

analogo de la tabtoxina (12).36
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Las estrategias de control ¥ fitomejoramiento desarrolladas recientemente por ingenieros
geneticos ¥ bidlogos moleculares incluyen el uso de las HSTs para 1a induccion ¥ deteccion
de genes de resistencia a las enfermedades en plantas. Las plantas pueden ser resistentes @
un patogeno cn particular, si poseen O producen und o mas enzimas egpecificas que
metabolizan © detoxifican 1as HSTs producidas pot el patogeno. Una vez identificados los
genes responsables para la produccién de las enzimas detoxificantes de HSTs, éstos

podrian ser clonados Y transferidos 2 plantas suscept'ﬂole:s."'M3

La produccic’m de metabolitos fitotoxicos en hongos patogeénicos de hierbas nocivas pard la
agricultura también ha sido in'»'estigada.4“""9 La importancia de este enfoque Teside en el
posible uso de las fitotoxinas obtenidas como nuevos bioherbicidas, biodegradables y con
una mayor selectividad. Una de las plantas silvestres de mayor agresividad en las 4reas de
cultivo ¥ pastizales de Norteamérica €8 Centaured maculosa, reconocida como hospedero
de un patotipo particulat de A. alternata. Estudios realizados sobre este patogeno
permitieron :dentificar a la maculosina (4) como ¢l metabolito responsable de la necrosis ¥
clorosis que el fitopatogeno ocasiona en las hojas de C. maculosa, y que 2 la postre
ocasiona la muerie de la pllanta.M Recientemente, € ha informado la preparacién sintética

de una serie de derivados sintéticos de maculosina, los cuales han mostrado resultados

11



promisorios como potenciales bioherbicidas en el control selectivo de C. maculosa.”!

Por otra patte, los conidios de A. zinnige han sido utilizados como un micoherbicida contra
Xanthium occidentale Bertol. y X. italicum, ambas consideradas malezas dafiinas en
cultivos australianos. Actualmente, se han identificado a la ot,B-dehydrocurvularina (13) y
a la brefeldina A (14) como dos de los metabolitos fitotoxicos producidos por cultivos de

. . 2
A. zinniae.

HO
HOw

OH O

14

13

El éxito en una investigacion sobre productos naturales bioactivos €s altamente dependiente
de la utilizacién de un bioensayo adecuado. El bioensayo se requiere para detectar
inicialmente una actividad bioldgica en particular (e.g. fitotoxicidad) y para dirigir el
proceso de purificacidn, asi como para investigar el mecanismo de accion de los productos
obtenidos. El bioensayo debe ser considerado en términos de su sensibilidad, su capacidad
para cuantificar, la simplicidad para realizarlo y su reproducibilidad. En un principio, para
la deteccién de las fitotoxinas se pueden utilizar bioensayos simples tales como el de gota,
el de inmersion, el de fuga de electrolitos o el de inhibicién de la germinacién. Una vez
conocida la accién de la fitotoxina a nivel celular, nuevos y més especificos bioensayos se
pueden desarrollar; entre €stos s€ encuentran el de muerte celular de protoplastos, basado
en la viabilidad de las células hospederas después de adicionar la toxina, o los de inhibicién

. . yor . 2-55 . .
de reacciones enzimaticas par‘aculzn'es.5 55 En el bioensayo de gota la muestra se deposita

12



en la superficie foliar en forma acuosa (0 adsorbida en gel de silice y mezclada con agua),
la toxicidad se manifiesta por la necrosis y/o clorosis observada en la zona de aplicacion.
En el bioensayo de inmersion, la parte basal de la hoja (o ramas) de la planta son
sumergidas en la muestra acuosa y en este caso, Ia fitotoxicidad se detecta en forma de un
marchitamiento y/o una necrosis general. Finalmente, el bioensayo de fuga de electrolitos
esta basado en el hecho de que algunas fitotoxinas afectan la permeabilidad de la membrana
celular con la subsecuente pérdida de los electrolitos del citoplasma; esta fuga de

electrolitos puede ser detectada por cambios en la conductividad del sobrenadante.*

Una especie que no ha recibido suficiente atencion en cuanto a su produccién de fitotoxinas
es Alternaria tagetica Shome and Mustafee. Este hongo ha sido identificado como el
patdgeno responsable del marchitamiento de tallo, hojas y flores de Tagetes erecta L.
(xpuhuk, cempazuchit] o flor de muerto), un importante cultivo en México y B.U.A. para la
produccién de colorantes extraidos de las flores, utilizados en la industria alimenticia. En
México se han informado pérdidas de hasta un 100% en la produccién de flores como
resultado de la infeccién de plantas de cempazichitl por 4. tagefica. Actualmente el
control de esta infeccién se realiza con fungicidas, lo que incrementa los costos de

produccion del cultivo.”*

La importancia econémica de T. erecta, aunada a la fitopatogenicidad de 4. fagetica,
justifica la bisqueda de alternativas para el control de esta infeccion. La identificacién de
las fitotoxinas producidas por A. tagetica permitira, ademas de evaluar su papel en el
desarrollo de la enfermedad, su empleo como herramientas en la rapida seleccién de
variantes genéticos de T. erecta resistentes al patégeno. Finalmente, la identificacién de los
metabolitos, tanto activos como no activos, producidos por 4. fagetica contribuira a

enriquecer este campo de estudio y Ia quimiotaxonomia del género.

13



ANTECEDENTES

A la fecha el conocimiento sobre los metabolitos fitotéxicos producidos por A. fagetica es
limitado. En un primer trabajo se describe la deteccion de actividad fitotoxica tanto en la
fraccidn acuosa como en la orgénica, resuitantes de la extraccién del filtrado acuoso con
cloroformo.®®  El principal componente fitotdxico en el extracto organico crudo se
identificé como zinniol (15), una no-HSTs aislada de A. zinniae® y cominmente producida
por patdgenos del género Alternaria.®® En un segundo estudio se reporta también al zinniol
como el metabolito mayoritario en cultivos de 4. tagetica.®® Sin embargo, la purificacién
biodirigida e identificacién de la estructura quimica de los metabolitos responsables de la
actividad fitotéxica detectada en cultivos de 4. tagetica, es un estudio que no se ha

realizado hasta ahora.

O
O
OH
OCHs

15

El jugo comercial V-8 es uno de los sustratos mas comunmente utilizados para e! cultivo de
diferentes especies de hongos del género Alternaria, dada su disponibilidad y bajo costo,
para los primeros cultivos de 4. tagetica s¢ utilizé una mezela de jugo V-8 con infusién de

5, 64

T erecta L. como medio de crecimiento (medio CZ8). El filtrado acuoso y el
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correspondiente extracto orgénico crudo de estos cultivos demostraron poseer actividad
fitotdxica en el bioensayo de gota. Sin embargo, durante el proceso de purificacidn del
extracto organico, la actividad necrética desaparece sugiriendo un efecto de sinergismo
entre los componentes, o la posibilidad de que los productos responsables de la actividad
posean estructuras labiles que se transforman durante el proceso de purificacion, perdiendo

su capacidad de inducir un dafio fitotoxico.””

Sin embargo, al continuar con la purificacién del extracto organico crudo se obtuvieron tres
fracciones principales identificadas como una mezcla de dcidos grasos (4cido
hexadecanoico y 4cido Z-9-octadecenoico), una mezcla de esteroles (estigmasterol, -
sitosterol y ergosterol) y el a-L-ramnésido de 3-O-kaempferilo (16), un flavonol conocido
como afzelina. Mientras que las dos primeras fracciones se detectaron en el extracto del
medio CZ8 sin inocular, sugiriendo su origen en la infusién de 7. erecta, la presencia de 16
no fue detectada ni en el extracto del medio CZ8 sin inocular, ni en los extractos del jugo
V-8 y de la infusién de T. erecta por separado. Dado que la produccion de metabolitos del

6667 hubo necesidad de

tipo flavonoide no es comiin en el metabolismo de hongos,
establecer el origen real de afzelina. Para esto, los extractos organicos crudos del filtrado
de cultivo, del medio CZ8 sin inocular, del jugo V8 y de la infusion de T. erecta fueron
hidrolizados y sus productos de hidrélisis comparados por CCD y CLAR con un estandar
de kaempferol. La aglicona de 16 (16a) fue detectado en los exiractos organicos
correspondientes al medio CZ8 sin inocular y a la infusion de T. erecta, pero no en el

correspondiente jugo V-8. Estos resultados confirmaron el origen vegetal de afzelina y

permitieron identificarlo como un producto de biotransformacion del hongo.*®
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En general, los hongos pertenccientes al género Alternaria se cultivan en medios liquidos,
en condiciones estacionarias. De esta forma se ha logrado que al cultivar un hongo en
condiciones de laboratorio, éste produzca los metabolitos responsables de los sintomas de
la enfermedad observados en el campo. Por otra parte, se ha informado que los filtrados de
cultivo de diferentes especies de Alternaria, mantenidos en condiciones de agitacion, no
reproducen la patogenicidad del hongo.”’ Sin embargo, en uno de los trabajos reportados
sobre A. fagetica se describe el cultivo del hongo en medio de Czapek Dox bajo
condiciones de agitacién; aun cuando el tiempo de incubacién fue largo (21 dias) el

producto mayoritario se identificé como zinniol.”

Con base en lo anterior, y con el objetivo de reducir el tiempo de incubacion del hongo, se
decidi6 explorar el comportamiento de 4. tagetica al ser cultivado en medio liquido de
4cido casamino enriquecido con infusion de 7. erecta (CET) bajo condiciones de agitacion.
Los resultados obtenidos mostraron que aun cuando el tiempo de incubacion se reduce de

manera importante (7 dias), el filtrado de cultivo y su respectivo extracto organico crudo, al
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ser evaluados en el bioensayo de gota, manifestaron una completa falta de actividad
fitotéxica contra T, erecta. Esto confirma los datos informados para otras especies del

género Alternaria.

COOH

OH
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Para conocer la naturaleza de los metabolitos producidos por 4. fagetica en condiciones de
agitacién, y como un aporte a la quimiotaxonomia del género, el extracto organico crudo
fue sometido a un proceso de purificacion que se inicié con una particiéon con disolventes
de polaridad ascendente, observindose la presencia de metabolitos Unicamente en la
fraccion de mediana polaridad. El componente mayoritario fue purificado e identificado

con base en sus datos espectroscopicos como ¢l acido p-hidroxibenzoico (17).

Debido a los resultados anteriores, se decidié establecer un medio de cultivo en el cual 4.
tagetica pudiera desarrollarse favorablemente, consumiendo la totalidad de los nutrientes y
expresando una maxima fitotoxicidad en su extracto organico crudo. Para esto, se evalué el
crecimiento de A. fagetica en una serie de medios de cultivo definidos e indefinidos, cada

uno con y sin infusién de 7. erecta L. Cabe mencionar que la infusién de 7. erecta L. se

incluyé dado que se ha reportado que la adicién de un exiracto o infusién de la planta
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hospedero al medio artificial favorece el crecimiento del hongo y estimula la produccion de

fitotoxinas.®* *

Los resultados mostrados en la Tabla 3 indican que A. fagetica produce una mayor cantidad
de metabolitos fitotéxicos cuando se cultiva en medio CET. Aun cuando los exfractos
orgénicos crudos de los medios de Richards y CZ8 muestran actividad fitotoxica, sus
rendimientos son significativamente menores a los obtenidos con los medios de acido

casamino enriquecido.

Tabla 3. Resultados del crecimiento de A. fagetica en diferentes medios liquidos de
cultivo.

Medio de cultiva Incubacion {dias) Micelio (g} Extracto Orginico Crudo Actividad
(mg) Fitotéxica*
Richards 12 4.5 19.6 +
Richard's + MCT (RED) 12 4.5 41.0 -
Czapek-Dox 19 1.8 423 -
Czapek-Dox + MCT (CDT) 12 26 443 -
Acido Casamino enriquecido 19 4.8 198.3 +
Acido Casanino enriquecido + MCT 19 4.3 218.2 ++
(CET)
Jugo V-8 8 1.2 25.1 -
Jugo V-8 + MCT (CZ8) 6 1.1 21.2 +
PDB 12 1.8 14.1 -
PDB + MCT (PDT) 9 2.3 112 -
CMB e — -
CMB + MCT (CMI) 9 0.7 19.2 -
Infusién de T. erecta (MCT) & 0.05 5.1 -
MCT + azicar (CTA) 9 0.55 9.4 -

* (++): Actividad intensa
(+)}: Actividad moderada
(-): Ausencia de actividad

Al evaluar paralelamente el tiempo Optimo de crecimiento de 4. tagetica en los medios

CET y CZ8 a dos, cuatro y seis semanas de incubacion, se detectaron marcadas diferencias
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en la expresion de actividad. Mientras el extracto organico crudo de CET produce necrosis
a las cuatro semanas, el correspondiente extracto del medio CZ3 manifestd clorosis a las
dos semanas, pero esta actividad desaparece a las 4 semanas. Por lo tanto, estos resultados
sefialan la produccién de diferentes clases de fitotoxinas en ambos medios. De manera
similar se ha informado que fomalido (10a), una HSTs de Phoma ligma fue detectado en
las primeras horas de germinacion y crecimiento de la espora (24-60 h), pero después de 36

horas como maximo los cultivos solo producen fitotoxinas no selectivas.”’

Los resultados indicaron el potencial de los medios CET y CZ8 para estudiar los
metabolitos fitétoxicos producidos por el hongo. Sin embargo, los problemas encontrados
al utilizar el medio indefinido CZ8 sugieren buscar alternativas para resolver el consumo

total de los nutrientes por el hongo.

Durante el cultivo masivo de A. tagetica en medio CET se generaron cantidades
considerables de micelio (12 g/L), cuyo extracto orgénico crudo carecié de actividad
fitotoxica. Sin embargo, los escasos repor’tes.m'72 existentes sobre metabolitos presentes en
el micelio de las diferentes especies del género Alternaria llevaron a plantear su estudio con
el objetivo de llevar a cabo una comparacion cualitativa entre los componentes presentes en
el extracto del micelio y los productos presentes en el extracto organico del filtrado,
contribuyendo al mismo tiempo a la quimiotaxonomia de la especie. Los resultados
obtenidos en trabajos precedentes describen el aistamiento de dos metabolitos presentes €n
la fraccion de baja polaridad obtenida por particion del extracto crudo del micelio con
hexano. El primer producto, de menor polaridad, se obtuvo como el componente

mayoritario del extracto y se identificé como una mezcla de por lo menos scis
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triacilglicéridos, en los cuales predominan los é&cidos linoleico, oleico, palmitico y
palmitoleico (18a-d, respﬁctivameirlte)."'3 Esta mezcla corresponde a un 9.71% del micelio
liofilizado, rendimiento que puede considerarse alto si s¢ compara con el informado para
otras especies, pero bajo si se compara con el de hongos de interés industrial (40%). El
segundo metabolito fue identificado como el endoperéxido de ergosterol (19), un artefacto

del ergosterol comtinmente producido por diferentes especies de hongos.” ™
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Descripceién de Alternaria tagetica Shome and Mustafee’

Alternaria tagetica es un hongo imperfecto perteneciente a la familia Dematiaceae del
orden moniliales. Sus hifas son septadas, profusamente ramificadas, de color marrén claro
a oscuro y de 3.7 a 5.5 pm de didmetro. Sus conidioféros son erectos en grupos, sin
ramificaciones, septados que llevan conidios solitarios o en cadenas. Los conidios son
muriformes y los jévenes tipicamente poseen entre 3 a 9 septos transversos y 1 a4
longitudinales, mientras que los conidios viejos presentan de 8 a 14 septos transversales y 3
a 6 longitudinales. El color de los conidios es marrén oscuro, con una longitud total de
43.4-384.4 pm, y 8.4-33.6 um de ancho (Figura 2a). Los primeros sintomas de la
enfermedad en las plantas aparecen de 6-7 semanas después de la infeccion y visualmente
se observan como lesiones necréticas en hojas, tallos, flores y frutos. Las lesiones aparecen
primero como pequefias manchas circulares de color marrén oscuro y presentan un halo
amarillento alrededor del 4rea de necrosis, que pueden coalescer y matar al foliolo (Figura
2b). Las especies T erecta y T. patula han sido identificados como los principales

hospederos de A. za‘sj'fetic‘:zﬁ8
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Llevar a cabo la deteccion, aislamiento e identificacion de los metabolitos fitotoxicos
producidos por Alternaria tagetica Shome and Mustafee.

Objetivos Especificos:

1. Emplear un bioensayo simple, répido, confiable y reproducible que permita detectar
actividad fitotoxica en los cultivos de Alternaria tagetica y utilizarlo como guia en los
procesos de aislacion y purificacion.

2. Realizar el cultivo masivo del 4. tagetica para obtener el extracto organico crudo.

3. Establecer un protocolo para aislar e identificar los metabolitos fitotdxicos a partir de
los extractos crudos, utilizando para esto diferentes técnicas cromatograficas de
separacion.

4. Caracterizar quimicamente las estructuras de los metabolitos fitotéxicos con asistencia
de técnicas espectroscopicas y de correlacion quimica.

5. Realizar estudios de estructura actividad de los metabolitos fitotéxicos obtenidos
mediante la formacion de derivados sencillos de los metabolitos fitotdxicos aislados,
dependiendo de la disponibilidad del material, para ser evaluados en el bioensayo de
gota.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio integraron ¢l material de tres manuscritos:
el primero de ellos publicado en el Journal of Natural Products (2000, 63, 1117-1 120), el
segundo se encuentra aceptado para su publicacién en el Journal of Agricultural and Food
Chemistry (Publicacion 2) y el tercero ha sido enviado al Tetrahedron (Publicacion 3). Los
resultados que no fueron incluidos en los mencionados articulos se describen en detalle, los

incluidos se referiran a las mismas.

El presente trabajo se inicié formalmente con un cultivo masivo de A4. tagetica en medio
liquido CET bajo condiciones estacionarias y un periodo de incubacién de 28 dias, >
obteniéndose un total de 264 L de filtrado de cultivo. El bioensayo de gota confirmo Ia
presencia de actividad fitotoxica en el filtrado de cultivo y la ausencia de ésta en el extracto
organico del micelio, por lo que el filtrado se extrajo exhaustivamente con acetato de etilo.
La presencia de actividad fitotoxica tanto en el extracto organico crudo, como en la fase
acuosa residual, indicaron la produccion de dos grupos de metabolitos fitotdxicos (Tabla 4).
La ausencia de actividad tanto en el medio CET sin Inocular, asi como ¢n su
correspondiente extracto orgdnico crudo y fase acuosa residual, reafirmé que la actividad
fitotéxica detectada es causada por la presencia de metabolitos fitotoxicos excretados por el

hongo al medio de cultivo.
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Tabla 4. Bioensayo de gota en hojas de cempazuchtil (Tagetes erecta L.)

EM FC EC FA
A. tagefica Neg + + +
Blanco X Neg Neg Neg
Control Neg Neg Neg Neg

EM: Extracto micelial FC: Fultrado de cultive
EC: Extracto crudo FA: Fase acuosa residual
X: noposee EM

Con el fin de simplificar la composicion del extracto orgénico crudo, éste fue suspendido
en agua-metanol (9:1) y la suspensién acuosa resultante se sometié a particiones sucesivas
con hexano, acetato de etilo y butanol, de esta forma se obtuvieron las correspondientes
fracciones de media v alta polaridad, respectivamente, observandose actividad fitotéxica en

las dos primeras fracciones, siendo la mas activa la fraccién hexanica.
Con base en estos resultados, €l trabajo se continué enfocado hacia el aislamiento e

identificacion de los metabolitos fitotdxicos presentes en las fracciones de baja y media

polaridad producidos en los cultivos de 4. tagetica.
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A. METABOLITOS DE LA FRACCION HEXANICA

1.a fraccién de baja polaridad fue purificada por cromatografia en columna liquida al vacio
(CLV) obteniéndose un total de 13 subfracciones, cuatro de las cuales (6, 7, 10 y 11)

presentaron actividad fitotéxica en el bioensayo de gota.

Caracterizacién de Zinniol (15)

La subfraccién 11 mostrd la mayor fitotoxicidad contra hojas de T. erecta y la presencia de
un solo componente por cromatografia en capa delgada (CCD) y cromatografia liquida de
alta resolucién (CLAR). El analisis de sus datos espectroscopicos (IR, EM, RMN 'H, "C,

DEPT y COSY 'H-'H) y la comparacién con los reportados en Ia literatura,® %

permitieron
identificar a la subraccién 11 coma el 1,2-bis-(hidroximetil)-5-(3',3"-dimetilaliloxi)-3-
metoxi-4-metilbenceno, conocido comiinmente como zinniol (15). En el espectro de masas
de 15 (Espectro 1b) se puede observar el ion molecular en una m/z de 266 [M]" y et
fragmento de m/z 198 {M'"-CsHs]" originado por la pérdida de la cadena lateral
dimetilaliloxi (Esquema 1), fragmentacion caracteristica de zinniol y sus derivados.
Posteriormente, la pérdida de uno de los alcoholes bencilicos origina el fragmento
correspondiente al pico base a m/z 180 [C1oH1205)". El espectro en el IR de 15 (Espectro
1a) se observan las absorciones esperadas a 3363 em’', caracteristicas de grupos hidroxilo,

a 1604 y 1452 cm’™, debidas a las vibraciones longitudinales de dobles enlaces aromaticos,

y una banda intensa a 1114 cm atribuida al grupo metoxilo.”®
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Esquema 1. Fragmentacion de zinniol (15).

mp HO S

OCH, OCH,

* CsHy
15 \ mfz 162

QOCH
HO T i wf
o} 2 198
OH .
HO s
miz 165 \CH:- /\q/OH
OCH;
HO 1% / m/z 180
o)
OCH;
m/z 180

El espectro de RMN 'H de 15 (Espectro 2) sugiere la existencia de un anillo aromatico
pentasustituido ya que solo muestra una sefial simple en la region de los protones
aromaticos (6.68 ppm). El desplazamiento quimico de las sefiales simples asignadas a
cuatro grupos metilicos (3.78, 2.16, 1.80 y 1.74 ppm) indican el enlace de los carbonos a un
grupo fendlico, a un anillo aromatico y los dos tltimos a un grupo vinilo, respectivamente.
El metino sp’ de la cadena dimetilaliloxi aparece en la region de los protones vinilicos
como una sefial multiple centrada en 5.49 ppm. En el experimento de correlacion
homonuclear de protén (COSY 'H-'H) se observa una clara interaccion del protdn olefinico
(5.49 ppm) con el metileno a 4.52 ppm ¥y los grupos metilo a 1.80 y 1.74 ppm, lo que
confirma la cadena dimetilaliloxi. La presencia de dos sefiales simples a 4.68 y 4.76 ppm,

cada uno integrando para dos protones, €n el espectro de RMN 'H de 15, y la preparacién
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del derivado acetilado 15a que muestra el desplazamiento esperado de dos metilenos a
campos bajos indican la presencia de dos metilenos oxigenados en su estructura como base
de ésteres (5.14 y 5.22 ppm), la diferencia observada en el desplazamiento quimico de los
grupos metilenos (A 0.46 ppm) es caracteristica para alcoholes primarios.”” El analisis del
espectro de RMN B3¢ de 15 (Espectro 3a), asistido por los datos de los experimentos DEPT
(Espectro 5b), confirmd la presencia de 135 atomos de carbono: cuatro grupos metilos (9.2,
18.2, 25.8 y 61.9 ppm), tres oxometilenos (56.8, 64.7 y 65.3 ppm), dos metinos sp” (109.0 y
119.9 ppm) y seis carbonos cuaternarios sp’ ( 120.0, 124.7, 137.6, 138.9, 157.7 y 158.2

ppm).”

La identificacion de 15 como zinniol fue confirmada al analizar las conectividades y
correlaciones observadas en sus experimentos de HMQC y HMBC. Sin embargo, y aun
cuando la mayoria de los desplazamientos quimicos del compuesto aislado 15 coincidieron
con los datos reportados en la literatura para el zinniol (Tabla 5),26:2%.8! |05 desplazamientos
quimicos asignados para los carbonos C-2, C-4, C-1’ y C-8 muestran diferencias con los
descritos en la literatura. Sin embargo, el anlisis detallado de los datos espectroscopicos
de 15, en conjunto con los obtenidos en los experimentos bidimensionales (DEPT, HMQC
y HMBC) permitieron la correcta asignacion de todos los protones y carbonos (Tabla 1 en
publicacién 1) de este metabolito. En el espectro de HMQC del zinniol (Figura 3) se
observa claramente una correlacion directa entre los protones del oxometileno a 4.52 ppm y
el carbono a 65.3 ppm (C-1Y; de la misma forma se observa que los protones metilénicos a
4.68 y 4.76 ppm se encuentran conectados directamente con los carbonos a 64.7 (C-7) y
56.8 (C-8) ppm, respectivamente. La ubicacién inequivoca de los protones y carbonos
correspondientes a los alcoholes bencilicos del zinniol fue posible dadas las interacciones a
dos y tres enlaces (\J y 3J) observadas en el experimento de HMBC (Figura 4). Asi, el
protén aromatico a 6.68 ppm muestra correlaciones J) con los carbonos situados a 124.7

(C-2), 120.0 (C-4) y 64.7 (C-7) ppm, indicando que la sefial del carbono a 64.7 ppm
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corresponde al oxometileno ubicado en posicién C-1. Adicionalmente, las correlaciones 3
entre los protones metilénicos a 4.76 ppm con los carbonos localizados a 158.2 (C-3) y
138.9 (C-1) ppm permitieron asignar la sefial a 56.8 ppm al oxometileno C-8, unido al
carbono C-2 del anillo aromdtico (Tabla 6). Finalmente, el carbono a 65.3 ppm puede ser

asignado al oximetileno C-1°.

g -OR

OCH.
5 2

1S R= H
15a R= Ac

Tabla 6. Comparacién de los datos de RMN 'H y C de 15 con los reportados por

Suemitsu® y Stierle®® para zinniol.

Gamboa et al. Suemitsu, et al. Stierle, ef al.
(CDCly, 125 y 500 MHz) (CDCly, 50 y 200 MHz) (CD,OD, 75 y 300 MHz)
No.C § C H C H C H

1 138.9 139.0 139.2
2 1247 124.7 119.8
3 1582 158.0 1577
4 120.0 119.8 124.6
5 157.7 157.5 157.7
6 109.0 6.68 109.0 6.66 109.2 6.69
7 64.7 4,68 64.3 4,69 65.6 4.69
8 56.8 476 65.3 4.61 63.9 4.67
9 61.9 3.78 61.8 3.72 61.9 3.72
10 9.2 2.16 8.2 2.14 9.2 2.14
I 65.3 4,52 56.6 4.50 65.7 4,52
2’ 1199 5.49 119.9 5.46 120.1 547
¥ 137.6 137.5 137.7
4 25.8 1.80 25.7 1.73 257 1.75
5 18.2 1.74 18.2 1.73 18.2 1.69
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Figura 3. Fragmento del espectro de HMQC de zinniol (15).
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Figura 4. Fragmento del espectro de HMBC de zinniol (15).
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Caracterizacion de los dimeros.

Un anélisis por CCD de la subfraccion fitotéxica 10 mostrd la presencia de zinniol y otros
dos metabolitos; los componentes de la mezcla fueron separados mediante purificaciones
sucesivas por CC "flash" y CCD preparativa. Ademés de zinniol se obtuvieron dos
metabolitos no fitotoxicos identificados como dimeros isoméricos del zinniol: bis-7-O-
7* 8-0-8"-zinniol (20) y bis-7-0-8".8-0-7"-zinniol (21). La identificacion de estos nuevos
productos naturales producidos por 4. fagetica (ver publicacién No. 1) se apoyd en el
analisis ¢ interpretacion de sus datos espectroscopicos (IR, EM, RMN 'H, RMN Be,
DEPT, HMQC y HMBC, Espectros 6-15). Las estructuras propuestas para ambos dimeros
fueron confirmados mediante su preparacién en el laboratorio. El tratamiento del zinniol
con un acido de Lewis (Esquema 2) resultd en la formacién de una mezcla de dos dimeros
(20 y 21), que fueron purificados por CC “flash”™. El comportamiento en CLAR (Figura 5)
y los datos espectroscépicos de cada uno de los dimeros resultaron idénticos a los

correspondientes productos naturales.

Con el fin de establecer el origen natural de los nuevos metabolitos diméricos, la fraccion
hexdnica, el extracto organico crudo y el filtrado de cultivo liofilizado fueron analizados
por CLAR. Ambos dimeros fueron claramente detectados en la fraccion hexanica,
observados en menor concentracién en el extracto orgnico crudo, y en tanto que en el
liofilizado del filtrado de cultivo su presencia fue comprobada por co-cromatografia. Para
eliminar la posible interferencia de otros productos presentes en el filtrado liofilizado, y con
el fin de evitar 1a extraccién directa del filtrado acuoso con acetato de etilo, el filtrado de
cultivo fue tratado con resina DIAION HP-20.”® Los metabolitos atrapados en la resina
fueron recuperados mediante el lavado del material polimérico con metanol, acetona,
acetato de etilo o hexano. Los cromatogramas de cada extracto, en particular el generado

por el extracto hexanico, mostraron la presencia de ambos dimeros. Los resultados de estos
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experimentos confirmaron la presencia de los dimeros 20 y 21 en el filtrado de cultivo antes

de iniciar el proceso de extraccidn, lo que descarta su posible formacién durante el proceso

de purificacion y confirma su origen natural.

" \%Nz

OCH; OCH;
O 20 (8.8 %
\‘(2\/ ~on ZnCly/ CH Oy (8.3 %)
———
4 s OH ta, 66 h
0
+

21 (9.6 %)

Esquema 2. Reaccion de condensacion del zinniol (13}
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Caracterizacién de los derivades naturales de zinniol.

Las subfracciones fitotéxicas 6 y 7 fueron purificadas por CLAR preparativa resultando en
la purificacién de dos nuevos metabolitos fitotéxicos identificados como el éter metilico de
8-zinniol (22, Espectros 16-20) y el acetato de 8-zinniol (23, Espectros 21-25).
Adicionalmente, se aislaron otros tres metabolitos inactivos, el acetato de 7-zinniol (24,
Espectro 26-29) y el éter (2-fenil)-etilico de 8-zinniol (25, Espectros 30-35) y el 5-(3',3%-
dimetilaliloxi)-7-metoxi-6-metil-ftélido (26, Espectros 36-39). Mientras que el ftalido 26
ya ha sido reportado de 4. porri, los derivados restantes se identificaron como nuevos

productos naturales (ver publicacion 3).

Finalmente, la purificacién por CLAR preparativa de la subfraccién 5, resultd en la
obtencidn del 6-(3',3'-dimetilaliloxi)-4-metoxi-S-metil-ftélido (27, Espectros 40-42), un

metabolito secundario previamente reportado como producido por los hongos 4. porriy 4.

Solani. *® 7
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Caracterizacion del 5-(3',3'-dimetilaliloxi)-7—metoxi-ﬁ—metil-ftélido (26).

El metabolito 26 se obtuvo como un aceite y mostré un ion molecular de m/z 262 [M]" en
su espectro de masas (Espectro 36b) y un fragmento pico base de m/z 194, caracteristica de
la pérdida de la cadena lateral de dimetilaliloxi. Por otra parte el espectro en el IR de 26
(Espectro 36a) mostré una banda intensa a 1752 cm’' caracteristica de §-lactonas o,B-
insaturadas, y la ausencia de absorciones en la region de los grupos oxhidrilo. Una sefial a
169.0 ppm, en el espectro de RMN B¢ (Espectro 38), cuyo desplazamiento es caracteristico
de carbonilo de éster ciclico confirmé la presencia de una lactona en la estructura de 26.
De manera adicional, en el espectro de RMN 'H (Espectro 37) se observaron dos sefiales
simples a 6.61 y 5.17 ppm. Mientras que la primera integra para un proton y fue asignada
al protén aromatico del anillo pentasustituido, la segunda que integra para dos protones, s¢
asignd al oxometileno (H-3) de la 8-lactona. El resto de las sefiales coinciden con las
observadas para zinniol. Un anilisis de los datos espectroscopicos en conjunio y su

61, 80

comparacién con los reportados en la literatura permitieron confirmar la identidad de

26 como 5-(3',3'-dimetilaliloxi)-7-met0xi-6—metil-ﬁélido.

26

36



Caracterizacién del 6-(3',3'-dimetilaliloxi)-4-met0xi—5-metil-ftélido QN

El segundo ftalido mostro un espectro de masas {espectro 40b) y de IR (Espectro 40a) muy
similares a los del ftalido 26. El espectro de RMN ‘H del segundo ftalido (Espectro 40)
mostré también las sefiales correspondientes a los protones del anillo aromatico y del
oxometileno de la 8-lactona a 7.09 y 5.49 ppm, respectivamente. El desplazamiento de la
primera sefial a campo mas alto con respecto a las del ftilido 26, permitio deducir que en
este caso el grupo carbonilo de la lactona s¢ encuentra en posicion “peri” (C-8) con el
protdn aromatico, y en consecuencia, ¢l oxometileno se ubica en la posicion C-9,
resintiendo la cercania del grupo metoxilo. El resto de las sefiales fueron muy similares a
las del ftalido 26, e idénticas a las reportadas en la literatura®"” lo que permitié la

identificacion 27 como 6~(3‘,3'-dimetilaliloxi)—4-metoxi-5-metil-ftélido.

27

Zinniol es un metabolito procedente de la condensacion de cuatro unidades de acetato y
una de isopreno. A la fecha se han reportado varios metabolitos naturales con estructuras
quimicas derivadas del zinniol (Figura 6). Las principales diferencias entre zinniol y los
nuevos metabolitos se encuentran principalmente en el grado de oxidacién y condensacion
de 1os alcoholes bencilicos dando lugar a lactonas, lactamas y a la modificacion o ausencia

de la cadena lateral de isopreno. Por otra parte, esta es la primera ocasion que se detectan
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de manera natural derivados que conservan la unidad integra de zinniol, tal es el caso de los

derivados etereos 22 y 25 y los monoacetatos 23 y 24.

0 HO o HO
\K\/ ) 5 5
O
CH; CH, CHy

Silvaticol (30}

Porritoxina {28) Portitoxinol (28
A. porri28 ( 31—221,]3% (29) Aspergillus silvaticus8!
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0 0
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© OH
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Figura 6. Metabolitos estructuralmente relacionados con zinniol.
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Los nuevos metabolitos 20 y 21 aislados en el presente estudio corresponden a
dimerizaciones de dos unidades de zinniol, via dos enlaces etercos. Las dimerizaciones
entre los metabolitos aislados del género Alternaria es poco usual, en este caso tenemos a
los alterporioles (38)*® y bis-radicinol (39),” todos ellos unidos mediante enlaces Cc-C.
La dimerizacién mediante eterificacién ha sido reportada en lignanos como en 40, aislado

de Hlicium verum.®
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B. METABOLITOS DE LA FRACCION DE ACETATO DE ETILO

El extracto fitotoxico de polaridad media se fracciono por CLV obteniéndose las
subfracciones A-M. La purificacién biodirigida de las subfracciones fitotoxicas D, E, F y
G condujo al aislamiento e identificacion de tagetolona (41, Espectros 43-50), tagetenolona
(42, Espectros 51-56), tyrosol (43, Espectros 57-63) y 4cido p-hidroxibenzoico (17,

Espectros 64-66), respectivamente (ver publicacion No. 2).

Caracterizacion de Tyrosol (43)

La subfraccién fitotoxica F (érea necrética: 1.07 mm?) mostré un solo componente por
CCD. El i6n molecular del metabolito se observa en una m/z de 138 en el espectro de
masas (Espectro 57b) y en el espectro UV se aprecian bandas de absorcion a 254 y 365
nm. La razén de esta absorcién se confirmé en su espectro de RMN 'H (Espectro 58)
donde se observan sefiales pertenecientes a un sistema A2B; (7.03 y 6.72 ppm) en la region
de los protones aromaticos. Dos sefiales triples que resuenan a 2.68 y 3.65 ppm en el
mismo espectro, cada una de e¢llas integrando para dos protones, confirmaron la existencia
de dos metilenos, uno alilico y otro base de alcohol primario. El derivado diacetilado de 43
(43a, Espectros 61-63) confirm¢ la presencia de dos grupos oxhidrilo en su estructura,
siendo uno de ellos primario y otro de naturaleza fendlica de acuerdo al desplazamiento de
los correspondientes grupos metilo de acetato (2.03 y 2.28 ppm, respectivamente). El
espectro de RMN °C de 43 (Espectro 59) mostro las 8 seffales esperadas, scis de ellas
[151.0, 131.0, 130.6 (x2) y 115.9 (x2) ppm] debidas a los carbonos aromaticos y dos (39.5
y 64,2 ppm) correspondientes a los carbonos de dos grupos metileno, Estos datos
coinciden con los reportados en la literatura para tyrosol**®” un metabolito que ha sido
aisiado e identificado de fuentes vegetales y fungicas, y que ha demostrado poseer

- ¢ g . - . 8-90
actividad antialimentaria y fitotoxica, respectivamente.’
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OR

43 R=H
43a R=Ac

Caracterizacién del Acido p-hidroxibenzoico (17)

El 4cido p-hidroxibenzoico fue aislado a partir de la fraccion de acetato de etilo del extracto
organico de los cultivos en condiciones estacionarias y como componente mayoritario del
extracto crudo de los cultivos en agitacién de 4. fagetica. En su espectro de masas
(Espectro 64b) aparece el ion molecular a m/z 138, el cual pierde un grupo oxhidrilo para
generar el fragmento a m/z 121 como pico base, seguido de la pérdida del grupo carboxilo,
detectada por la presencia del fragmento a m/z 93 [M*- COOH]". En el espectro de RMN
'H de 17 (Espectro 65a) aparece el protén del grupo carboxilo como una banda ancha a 9.0
ppm, en tanto que los protones del anillo aromatico para sustituido aparecen como un pat
de dobletes en 7.91 y 6.92 (J= 9 Hz, 2H cada una). En el espectro de RMN BC (Bspectro
65b) se pudieron contar las sefiales de siete carbonos, tres de ellos correspondientes a los
carbonos del grupo carboxilico, al carbono sp® base del carboxilo y al carbono sp’
oxigenado (167.4, 162.5 y 122.6 ppm) y dos restantes [115.9 (x2) y 132.9 (x2) ppm]
pertenecientes a los carbonos aromaticos C-3, C-5y C-2 y C-6, respectivamente. Con estos
datos se confirmé el sistema del 4cido para sustituido de 17 y los datos espectroscdpicos

T . 91-92
coincidieron con los reportados en la literatura. ’
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El acido p-hidroxibenzoico es un metabolito procedente de la via del cido siquimico, que
ha sido comunmente aislado de plantas y hongos. Sin embargo, a la fecha solo ha sido
reportado como parte de un pigmento obtenido del micelio de una cepa de Alternaria sp.

que infecta los granos de trigo.”®

OR

(TZOOH

17 R=H
17a R=Ac

Los dos metabolitos restantes, tagetolona (41) y tagetenolona (42) se identificaron como
nuevos productos naturales estructuralmente relacionados con zinniol. Estos metabolitos
poseen una cadena lateral con un patrén alternado de oxigenacidn, lo que sugiere que

proceden de la condensacién de seis unidades de acetato (ver figura 2 en publicacion no. 2).

OH
RO 7 14 \ﬂ/o 7 14
3 10 12~ 13 O 8 102 13
16

OCH; 0O OR OCH; O OH

41 R=H 42
41a R=Ac
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C. DERIVADOS SINTETICOS DE ZINNIOL

El éter metilico de 8-zinniol es un metabolito fitotoxico donde uno de los alcoholes
bencilicos de zinniol se encuentra metilado; la ubicacién del metilo en la posicion C-8 se
basé en el estudio de sus datos espectroscopicos. Con el fin de confirmar esta asignacion e
investigar la actividad fitotoxica del producto natural v su isémero sintético se planted la
sintesis del éter metilico de 8-zinniol y su isémero correspondiente, utilizando zinniol como

materia prima (Publicacion 3).

Como paso inicial del proceso de sintesis se llevo a cabo la oxidacién de zinniol, utilizando
el reactivo de Jones de acuerdo a la metodologia descrita en la literatura.’’ De esta reaccién
se obtuvieron los ftalidos 26 y 27 y un tercer producto de menor polaridad, identificado
como el anhidrido de zinniol (44) de acuerdo al andlisis de sus datos espectroscopicos (44,

Espectros 67-69, Esquema 3).

5%
ochy, ©

o} 0
CrOy H;80, O 0 o
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OCH; OCH,

44 (3% 27 osw 26 awm

Esquema 3. Oxidacién de zinniol (15).
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fa formacién de ftalidos a partir de 1,4 dioles es una reaccion que se origina cuando el
aldehido, producto de la oxidacién parcial de uno de los alcoholes, se condensa para formar
un hemiacetal y éste posteriormente se¢ oxida para dar lugar al ftdlido.”* Cuando las
condiciones de oxidacién son lo suficientemente fuertes, los alcoholes primarios pueden ser
oxidados hasta los 4cidos carboxilicos correspondientes, los cuales al condensarse dan lugar
al anhidrido.?® Lo anterior explica la formacién del anhidrido de zinniol como resultado de
la reaccion. El anhidrido de zinniol fue reportado recientemente como producto del
tratamiento de! didcido de zinniol con DCC en THF y condiciones neutras.’® Este es el
primer reporte de la obtencién del anhidrido de zinniol como subproducto de la reaccion de

oxidacidén de zinniol.

Como siguiente paso en el esquema sintético (Esquema 4), se estudi6 la apertura de las -
lactonas 26 y 27 por medio de la hidrdlisis alcalina con K,CO;5 en metanol.”™® Los
primeros intentos con el ftalido 27 resultaron infructuosos; aun cuando por CCD se
observaba el consumo total de la materia prima, el hidroxidcido resultante volvia a la
lactona original durante la recuperacién del producto crudo de la reaccién. Para evitar la
relactonizacién del hidroxizcido se decidié llevar a cabo la reaccion de metilacion sin aislar
el producto de hidroélisis, Esto se logré eliminando el metanol a presion reducida y
llevando a cabo la metilacién con hidruro de sodio y yoduro de metilo.”® Después de 43 h
de reaccién se obtuvieron los productos 45 y 46 con un rendimiento de 42 y 13 %,
respectivamente. El producto menos polar se identificé como el 7-éster metilico del 8-éter
metilico de zinniol (45) de acuerdo a la presencia en su espectro de RMN 'H (Espectro 71)
de tres sefiales simples a 3.38, 3.75 y 3.89 ppm asignadas a grupos metoxilos pertenecientes
al éter, al grupo unido al anillo aromatico y al del éster, respectivamente. El espectro de IR
del segundo producto (Espectro 74a) mostrd una banda ancha caracteristica de 4cidos a
3400-2600 cm™' y la correspondiente banda a 1720 cm’! asignada al carbonilo de acido.”

La presencia del grupo carboxilo en la estructura de 46 se confirmé por las sefiales a 168.9
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ppm en su espectro de RMN 13C. en tanto que las sefiales a 58.0 y 62.0 ppm se asignaron a
los grupos metilo del éter bencilico del grupo metoxilo unido al anillo aromatico. Con los

datos anteriores 46 se identificé como el 7-acido del 8-éter metilico de zinniol.

La misma secuencia de reacciones fue aplicada al ftalido 26 (Esquema 4), observandose en
este caso que la hidrélisis requirié de un mayor tiempo para lograr la conversién total de la
materia prima. Los productos de la reaccion, de acuerdo al andlisis de sus datos
espectroscopicos, se identificaron como el 8-4cido del 7-éter-metilico de zinniol (48) y su
correspondiente derivado esterificado (47) con un rendimiento del 21 % y 57 %,

respectivamente.

Los derivados eterificados 45 y 47 fueron tratados con LiAlHs en THF anhidro,”>'%
(Esquema 4) obteniéndose los correspondientes éteres metilicos de zinniol (49 y 50).
Ambos productos isoméricos fueron analizados por CLAR comparando su comportamiento
con el del producto natural 22; de esta forma la estructura se confirmé como el éter metilico
de 8-zinniol (Figura 7). Los datos espectroscopicos de RMN 'H y C de 22 y 49
mostraron una gran similitud, observandose diferencias significativas unicamente en los
valores de desplazamiento quimico observados para los carbonos C-1, C-2, C-7 y C-8, los

cuales aparecen a 135.3, 126.1, 74.4 y 56.9 ppm en el espectro de 49 (Espectro 86), y a
140.3, 121.2, 64.5 y 66.5 ppm en el de su isémero 22.
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Tanto los éteres metilicos de zinniol como los diferentes derivados obtenidos durante el
proceso de sintesis fueron evaluados en cuanto a su actividad fitotoxica utilizando el
bioensayo de gota contra 7. erecta L. (Tabla 7). Ambos éteres isoméricos mostraron una
capacidad similar para producir necrosis, sin embargo, la actividad fitotoxica expresada fue
menor que la del zinniol utilizado como control positivo en el bioensayo. Por otra parte el
diacetato de zinniol (15a), anhidrido de zinniol (44) y los fialidos 26 y 27 no mostraron
ninguna actividad, aun cuando se evaluaron a mayores concentraciones. Estos resultados,
coinciden con reportes anteriores, en los que se establece la importancia de los alcoholes
bencilicos para la expresion de fitotoxicidad.!”! Sin embargo, 24 y 25 no siguen este patrén
de actividad, pues aun cuando en ambos productos uno de los alcoholes bencilicos ha sido
sustituido, ninguno de los dos muestra actividad fitotoxica hacia T erecta L. Por otra parte,
los resultados del bioensayo mostraron una actividad fitotoxica significativa de los
derivados 46 y 48, observandose que la intensidad de la actividad del derivado 46 (4rea
necrotica: 0.49 mm®) resultd ser similar a la manifestada por zinniol (area necrotica: 0.62
mm?). Es interesante mencionar también que la fitotoxicidad del metabolito es mayor
cuando el grupo carboxilo se localiza en posicién C-7, y que ambos metabolitos pierden su
capacidad para expresar actividad al ser esterificados (e.g. 45 y 47, Tabla 6). Con base en
los resultados anteriores se puede concluir que los alcoholes bencilicos de zinniol son
importantes para la manifestacion de la actividad fitotoxica de la molécula, pero no son
indispensables; y que el grado de oxidacion y sustitucién de estos grupos es también de

importancia.
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Tabla 7. Actividad fitotéxica de los derivados de zinniol.

METABOLITO Area necrética METABOLITO
mm®
0
s et
3 O 0.62 NA 8 O\n/
OCH;, OCH, 0
15 15a
0O 7 Y\/O 7 OCH
OH 3
\K\/mo% 0.12 0.13 3 OH
OCH,3
OCH,
22 49
0
T T
3 O\ﬂ/ 0.1 NA s OH
OCH; 0 o,
23 24
0
\f\/o T™OH Y\/O [ OCH3
s ~OCH3 0.49 0.16 s OH
OCH, OCH; O
46 48

{NA) inactivo
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PARTE EXPERIMENTAL

La cepa certificada de Alternaria tagetica Shome and Mustafee (ATCC 58771) utilizada

para este trabajo fue adquirida de la American Type Culture Collection.

Para el bioensayo de gota y la preparacién de infusiones se emplearon hojas de Tagetes
erecta clona C16M9P31, cultivadas en los viveros del Centro de Investigacion Cientifica de

Yucatan A.C.

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados a 15 libras de presién y 121°C durante 15
minutos, utilizando un autoclave horizontal (Industrias Man Play, 0.25 m’ de capacidad).
El trabajo microbioldgico fue realizado en condiciones asépticas, utilizando una campana

de flujo laminar vertical marca VECO.

El medio liquido de 4cido casamino enriquecido con infusién de Tagetes erecta (CET) fue
preparado en el laboratorio de acuerdo a la siguiente formulacién: 1 g de fosfato
monobasico de potasio (P.Q. Monterrey), 0.5 g de sulfato de magnesio heptahidratado (P.
Q. Monterrey), 6 g de caseina hidrolizada (Merck), 100 g de azucar comercial (marca
ZUZ), 1 mg de sulfato ferroso heptahidratado (Baker), 0.15 mg de sulfato cuproso
pentahidratado (Baker), 1 mg de sulfato de zinc heptahidratado (Baker), 0.1 mg de
molibdato de sodio dihidratado (Merck), aforado a un litro con infusién de T. erecta

ajustando el pH a 4.9 con HC1 2N.
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Infusién de T, erecta: 20 g de hojas sanas y limpias de la planta se calientan en agua (ca.
500 mL) a ebullicién durante 20 minutos. La infusion se deja enfriar, se filtra y afora a un

litro.

Para los procesos de extraccion y purificacién se utilizaron disolventes grado industrial
destilados en el laboratorio; los disolventes y reactivos utilizados en las reacciones fueron

grado reactivo analitico obtenidos de diferentes proveedores.

Para cromatografia en capa delgada analitica (CCD) se utilizaron placas cromatograficas
con soporte de aluminio impregnadas con gel de silice 60 Fass (Merck, 0.2 mm de espesor).
Las purificaciones en CCD preparativa fueron realizadas en placas cromatogréficas de
vidrio impregnadas con gel de silice 60 Fass (Merck, 0.25 mm de espesor, 20 x 20 cm).
Todos los metabolitos separados por CCD se observaron primero bajo luz ultravioleta de
onda corta (254 nm) y larga (350 nm). Para la visualizacion final de los cromatogramas las
placas se sumergieron en una solucién de acido fosfomolibdico y/o sulfato cérico, seguido
de un calentamiento suave. Las columnas cromatograficas al vacio (CLV),!"”'® “flash”'**

y por gravedad fueron empacadas con gel de silice 60 Fass, de 200-400 y 70-230 mallas,

respectivamente (Aldrich o Merck).

Los espectros en ultravioleta (UV) se determinaron en un espectrofotémetro DU-65
Beckman UV/VIS, en tanto que los de infrarojo (IR) fueron obtenidos en un

espectrofotémetro FT-IR Nicolet Magna 750 o en un FT-IR Protege 460.

Para los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se utilizaron espectrometros
Varian Unity-300, Bruker 400 y Varian Unity Plus-500 a 300, 400 y/o 500 MHz para RMN

'‘Hya 75, 100 y/o 125 MHz para RMN B3¢, usando diferentes disolventes deuterados y
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tetrametilsilano (TMS) como estindar interno. Los experimentos bidimensionales (DEPT,

HMQC y HMBC) fueron obtenidos en un equipo Varian Unity Plus-500.

Los espectros de masas (EM) se realizaron en un equipo JEOL-IMS-AX505HA a70eVy

en un JEOL JMS-SX102A para los de baja y alta resolucion, respectivamente.

Los analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) se llevaron a
cabo en un cromatografo Hewlett-Packard modelo 5890 acoplado a un detector masico
Hewlett-Packard modelo 5971A. Las condiciones de trabajo fueron: 0.5 pL de muestra en
solucién al 1%, columna Ultra 1 (Hewlett-Packard, cross-linked methyl silicone gum, 25 m
x 0.32 mm, 0.52 pm espesor de la pelicula) con un flujo de 1 mL/min, temperatura de
inyeccién de 300 °C, temperatura del detector de 290°C y programas de temperatura:
métado a) 73 = 180° C, T»= 290° C; métode b) T} = 70° C, T, = 290° C, gradiente=

10°C/min.

Para los analisis por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) se emplearon dos
equipos: 1) cromatégrafo Milton Roy CM-4000 acoplado a un detector Milton Roy SM-
4000 UV, un integrador Milton Roy CS-4100, y una columna Hypersil ODS C;g (Alltech, 5
u, 4.6 mm x 250 mm); 2) cromatégrafo Waters Delta prep 4000 (Millipore Corp.) con un
detector de arreglo de diodos Waters 996 para las evaluaciones a nivel analitico utilizando
una columna Microporasil de fase normal (Waters, 10 p, 3.9 mm x 300 mm),. La
adquisicion, procesamiento y manejo de los datos fueron controlados por el programa

Millennium 2000 (Waters). Las condiciones de andlisis fueron las siguientes: método a)
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un gradiente de elucion de agua-acetonitrilo [90:10 a 10:90 (6 min.)], flujo de 1 mL/min, a
una longitud de onda de 254 nm; método b) idem método a, con un gradiente de elucion
agua-acetonitrilo [90:10 a 20:80 (12 min)], y un flujo de 1.5 mL/ min, a una A de 220 nm;
método ¢) idem método a, con un gradiente de etucién agua-acetonitrilo [90:10 a 90:10 (15
min)], y un flujo de 1.0 mE/min a una A de 254 nmy método d) hexano-acetato de etilo
[85:15] como cluyente, con un flujo de 1.0 mL/min a una A de 260 nm; métode e) idem
método d utilizando cloroformo-acetato de etilo [90:10] como eluyente. Para las
purificaciones a nivel semipreparativo se utilizo una columna Microporasil de fase normal
(Waters, 19.5 x 300 mm), con los flujos indicados en cada caso, usando un detector Waters

486 para las separaciones semipreparativas a una A de 260 nm.

Cultivo y Mantenimiento de Alternaria tagetica

La cepa del hongo fue transferida a tubos inclinados conteniendo jugo V8-agar (5/2 %), e
incubados por 15 dias a 26°C, bajo 16/8 horas de luz/oscuridad. Estos tubos designados

como “cultivos padre”, se mantuvieron a 4°C en la oscuridad.

Para preparar el indculo utilizado en el cultivo del hongo en medio liquido, una parte del
cultivo de A. tagetica se transfirié de un tubo inclinado a cajas Petri (10 cm diam.)
conteniendo jugo V8-agar (5/2 %) y las cajas se incubaron a 26°C, con fotoperiodo de 16/8
horas de luz/oscuridad durante 15 dias, Después de este tiempo, a cada caja se le
adicionaron 5 mL de agua destilada ésteril y la superficie del cultivo se raspé suavemente

con un pincel. La suspensién de esporas resultante (1 mL) fue utilizada para inocular un
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litro de medio liquido CET contenido en matraces de fondo plano. Los cultivos en medio

liquido se incubaron en condiciones estacionarias por 28 dias, a 26°C, bajo luz natural.

Procedimiento de extraccion de los metabolitos (Esquema 5)

Al finalizar el periodo de cultivo del hongo, el micelio fue separado de la fase liquida (264
L) por filtracién a través de dos capas de gasa y dos capas de papel toalla. Una parte del
micelio del hongo fue secado al aire, molido y extraido con acetato de etilo en un aparato
Soxhlet por 2 horas, el resto se guardé a ~20°C. El filtrado acuoso se extrajé con acetato de
etilo (x 3, 1:1, viv) y la fase organica resultante, después de ser concentrada a presion
reducida fue secada con sulfato de sodio anhidro (Aldrich), filirada a través de papel filtro
Whatman no. 1 y llevada a sequedad total obteniéndose ¢l extracto organico crudo (77 g,
ca. 0.29 g/L). El filtrado de cultivo, antes y después de ser extraido con acetato de etilo, asi
como los extractos orgénicos crudos del filtrado y del micelio, fueron evaluados en el

bioensayo de gota.

El extracto organico fitotéxico (65 g) de 4. tagetica fue resuspendido en una mezcla de
agua-metanol (9:1, ca. 100 mL de solucion/300 mg de extracto). La suspension acuosa fue
extraida sucesivamente con hexano (x 3, 2:1, 1:1, L:L,viv) y acetato de etilo (x 3, 2:1, 1:1,
1:1, viv). Las correspondientes fases organicas fueron secadas con sulfato de sodio
anhidro, filtradas a través de papel filiro Whatman no. 1 y concentradas bajo presion
reducida. De esta manera se obtuvieron los correspondientes extractos de baja (13 ) ¥

media (51 g) polaridad.
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Purificacién del Extracto Hexdnico (Esquema 5).

El extracto de baja polaridad, activo en el bioensayo de gota, fue fraccionado por
cromatografia liquida al vacio (CLV) usando una mezcla de hexano-acetona con gradiente
de polaridad ascendente como eluyente. De esta purificacion se obtuvieron 13
subfracciones principales, cuatro de ellas (7, 9, 10 y 11) poseedoras de actividad fitotoxica.
Una purificacion adicional por CC “Flash™ con diclorometano-acetona-metanol [95:3:2] de

la subfraccion 11 resultd en el aislamiento de zinniol (15, 5 mg/L).

Zinniol (15, espectros 1-3): aceite amarillo; Ry 0.22 (diclorometano-acetona-metanol
[95:3:2]); tg 11.02 min (CLAR, método a), 10.99 min (CLAR, método b); #z 10.09 min
(CG, método a) y z 23.41 min (CG, método b); IR (pelicula) vmax 3363 (OH), 2932, 1604
(C=0), 1452 (C=C), 1114 (C-0-C) em’'s EM m/z (int. rel.) 266 [M]" (8), 255 [M"-18] (2),
198 [M*-CsHs] (96), 180 (100), 165 (41), 69 [CsHs+ H]" (59); RMN 'Hy “°C ver Tabla 1,

estructura 1 en publicacion no.l.

Diacetato de zinniol (15a, espectros 4-5): una mezcla de 15 (12 mg, mmol), anhidrido
acético (0.5 mL) y piridina (0.25 mL) fue mantenida en agitacion una noche a temperatura
ambiente. El producto de la reaccion fue recuperado de la manera usual y purificado por
CCD preparativa eluyendo dos veces con hexano-acetato de etilo {8:2], obteniéndose el
derivado diacetilado 15a (10.7 mg) como un sélido blanco amorfo de Ry 0.35 (hexano-

acetato de etilo [8:2]); RMN 'Hy 13C ver Tabla 1 y 2, estructura 1a en publicacién no. 3.
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Dimeros de zinniol

La subfraccion fitotdxica 10 fue purificada por cromatografia en columna “flash” utilizando
una mezcla de diclorometano-acetona-metanol [95:3:2] como disolvente de elucion. De
este procedimiento se obtuvo bis-7-0-7".8-0-8"-zinniol (20, 0.157 mg/L) en forma pura,
ademés de varias fracciones con diferentes componentes. La purificacion por CCD
preparativa de una de estas ultimas fracciones eluyendo dos veces con diclorometano-
acetona [95:5], result6 en la obtencién de bis-7-0-8".8-O-7"-zinniol (21, 0.2 mg/L) como

un solo componente.

bis-7-0-7".8-0-8" zinniol (20, espectros 6-10): sodlido blanco; Ry 0.44 (diclorometano-
acetona-metanol [95:3:2]); & 14.24 min (CLAR, método a), 24.2 min (CLAR, método b);
tz 9.69 min (CG, método a), 23.38 min (CG, método b); IR (CHCls) Vimax 3000 (Ar-H),
2940, 1610 (C-sp?), 1120 (C-0-C) cm’’; EM m/z (int. rel.) 496 [M]" (14), 428 [M"-CsHs]"
(10), 360 (6), 342 (24), 248 (14), 181 (100), 164 (55), 69 [CsHy+H]" (52); RMN 'Hy PC

ver Tabla 1, estructura 3 en publicacién no. 1.

bis-7-0-8'.8-0-7" zinniel (21, espectros 11-15): solido blanco; R,0.33 (diclorometano-
acetona-metanotl [95:3:2]); tg 14.63 min (CLAR, método a) y 24.49 (CLAR, método b)Y, e
9.69 min (CG, método a) y tz 23.38 min (CG, método b); IR (pelicula) vmax 3000, (Ar-H),
2940, 1610 (C-sp?), 1120 (C-0-C) cm’; HR-EM m/z 496.2790 (calcd. para CioHioOs,

496.2825); EM m/z (int. rel.) 496 [M]" (1.0), 428 [M"-CsH;]"™ (3), 410 (5), 360 (5), 342
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(12), 249 (10), 181 (100), 164 (12), 69 [CsHg+H]" (22); RMN 'H y PC ver Tabla 1,

estructura 2 en publicacién no. 1.

Preparacion de 20 y 21.'"% A una solucion de 15 (23 mg, 0.086 mmol) en diclorometano
(10 mL) se le adicionaron 42 mg de cloruro de zinc hidratado (Aldrich) y la mezcla se dejo
agitar a temperatura ambiente. Después de 66 horas la mezcla de reaccién se diluyo con
agua y la suspensién resultante se extrajo con diclorometano. El disolvente organico fue
eliminado a presién reducida y el producto crudo de reaccién purificado por cromatografia
en columna “flash”, usando mezclas de diclorometano-acetona [97.5:2.5 y 95:5], como

eluyentes para producir 20 (0.5 mg) y 21 (2.5 mg) en forma pura.

La subfraccién 6 obtenida de la purificaci6n de la fraccion hexanica se purificé por CLAR
preparativa usando hexano-acetato de etilo [85:15], con un flyjo de 18 mL/min, como
eluyente. Purificaciones sucesivas de la subfraccion 6 por CLAR preparativa, utilizando
mezclas de hexano-acetato de etilo [85:15], con flujos de 18 y 15 mL/min, como eluyente,
resultaron en el aislamiento del éter (2-fenil-) etilico de 8-zinniol (25, 0.21 mg/L) y del 5-

(3°,3’-dimetilaliloxi)-7-metoxi-6-metil-ftalido (26, 0.17 mg/L).

Eter 2-(fenil)-etilico de 8-zinniol (25, espectros 30-35): aceite incoloro; Ry 0.55 (CsHe-
acetona [95:5]); z 14.5 min (CLAR, método d); IR (pelicula) vmax 3445 (OH), 3020 (Ar-
H), 1605 (C-sp?), 1214 (C-0), 1148 (C-0-C) em’’; EM m/z (int. rel.) 370 [M]" (8), 302
[M™-CsHs]" (8), 284 [M*-CsHs- H20]™ (8), 180 (100), 105 [CsHa+H]" (22), 69 [CsHol™ (18);

RMN 'Hy "*C ver Tabla 1 y 2, estructura 4 en publicacion no. 3.
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5-(3’,3’-Dimetilaliloxi)-7-metoxi-6-metil-ftalido (26, espectros 36-39): aceite incoloro
(metabolito natural); R 0.1 (cloroformo), 0.32 (hexano-acetato de etilo [8:2]); # 13.3
min (CLAR, método d); IR (pelicula) vima 3026 (Ar-H), 2933, 1752 (lactona a,, {3 inst.),
1608 (C=C), 1216 (C-0) cm’; EM m/z (int. rel.) 262 [M]" (15), 194 [M"-CsHs]" (90), 180
(25), 165 (32), 148 (32), 69 [CsHo]" (18); RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 6.61 (s, 1H, H-7),
5.48 (m, 1H, H-2"), 5.17 (s, 2H, H-3), 4.59 (d, 2H, J= 6.4 Hz, H-1"), 4.04 (s, 3H, H-10),
2.15 (s, 3H, H-11), 1.81 (s, 3H, H-4") 1.75 (s, 3H, H-5") ppm; RMN "C (CDCls, 75 MHz)
169.0 (C-1), 163.6 (C-9), 157.8 (C-6), 148.1 (C-9), 138.6 (C-3’), 120.7 (C-7), 118.9 (C-2),
109.5 (C-4), 99.4 (C-5), 63.7 (C-3), 65.8 (C-17), 62.1 (C-10), 25.8 (C-4°), 18.3 (C-5°}, 8.7

(C-11) ppm.

6-(3’,3’-Dimetilaliloxi)-4-metoxi-5-metil-ftalido (27, espectros 40-42): la subfraccién 5
obtenida de la purificacion de la fraccidén hexénica se purificé por CLAR preparativa
usando hexano-acetato de etilo [85:15], con un flujo de 18 mL/min, como eluyente. El 6-
(3°,3’-dimetilaliloxi)-4-metoxi-5-metil-ftilido (27) se obtuvé en forma pura (0.28 mg/L)
como un sélido blanco; R,0.24 (cloroformo), 0.39 (hexano-acetato de etilo [8:2]); ¢ 9.47
min (CLAR, método d); IR (pelicula) vms 3017 (Ar-H), 2923, 1764 (lactona o, B inst.),
1220 (C-0) cm™; EM m/z (int. rel.) 262 [M]" (10), 194 [M™-CsHg]" (100}, 165 (52), 149
(12), 69 [CsHs]" (75); RMN 'H (CDCls, 300 MHz) 7.09 (s, 1H, H-7), 5.49 (s, 2H, H-3),
5.48 (m, 1H, H-2"), 4.57 (d, 2H, J= 6.6 Hz, H-1"), 3.89 (s, 3, H-10}, 2.21 (s, 3H, H-11),

2.08 (s, 3H, H-4") 2.05 (s, 3H, H-5") ppm; RMN “C (CDCl3, 75 MHz) 171.2 (C-1), 159.9
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(C-6), 152.2 (C-4), 138.2 (C-3"), 128.1 (C-8), 125.8 (C-9), 119.2 (C-2%), 102.0 (C-7), 68.2
(C-3), 65.8 (C-1"), 59.3 (C-10), 25.8 (C-4"), 18.3(C-5"), 9.7 (C-11) ppm.

Eter metilico de 8-zinniol (22, espectros 16-20). la purificacién de la subfraccion 7 por
CLAR utilizando hexano-acetato de etilo [85:15] como eluyente, con un flujo de 15
mL/min, resulté en la obtencién del éter metilico de 8-zinniol (22, 0.28 mg/L} como un
solido blanco; Ry 0.3 (hexano-acetona [8:2]); & 18.11 min (CLAR, método c}, 18.27 min
(CLAR, método e); fz 8.23 min (CGmétodo a); IR (pelicula) Vimax 3433 (OH), 1604 (C-
sp?), 1214 (C-0), 1114 (C-0-C) cm; EM m/z (int. rel.) 280 [M]" (8), 212 [M"-CsHs]"
(36), 194 [M"-CsHg- H,0]" (10), 180 (100), 69 [CsHs+ H]" (25); RMN 'Hy PC: ver Tabla

1y 2, estructura 5 en publicacion no. 3.

Monoacetatos isoméricos de zinmiol. La subfraccion 9 fue purificada por CLAR
utilizando cloroformo-acetato de etilo [90:10] como mezcla cluyente, obteniéndose los

monoacetatos isoméricos 23 y 24 (0.0.4 y 0.19 mg/L, respectivamente).

Acetato de 8-zinniol (23, espectros 21-25): aceite amarillo; Ry 0.27 (diclorometano-acetato
de etilo [9:17); fz 14.9 min (CLAR, método e); IR (pelicula) vmax 3435 (OH), 1739 (C=0),
1604 (C-sp?), 1232 (C-0), 1115 (C-0-C) em?: EM m/z (int. rel.) 308 [M]" (7), 240 M-
CsHl™ (12), 222 [M'-CsHg- Ha01" (5), 180 (100), 162 [180-H,0]" (32), 69 [CsHg+H]"

(42); RMN 'Hy C: ver tabla 1 y 2, estructura 6 en publicacién no. 3.

Acetato de 7-zinniol (24, espectros 26-29): aceite amarillo; Ry 0.25 (diclorometano-

acetato de etilo [9:1]); #z 17.2 min (CLAR, método e); IR (pelicula) vms 3435 (OH), 1739

60



(C=0), 1604 (C-sp?), 1232 (C-0), 1115 (C-0-C) cm™; EM m/z (int. rel.) 308 [M]" (7),
240 [M™-CsHg]* (15), 222 [M"-CsHg- H,O1" (5), 180 (100), 162 [180-H0]" (11), 69

[CsHs+H]™ (26). RMN 'Hy 3¢ vertabla 1 y 2, estructura 7 en publicacion no. 3.

Purificacion de la Fraccion Acetato de etilo (Esquema 3),

La fraccién fitotoxica de mediana polaridad (51 g) fue purificada por CLV, usando mezclas
de hexano-acetato de etilo-acetona en gradiente de polaridad ascendente, como eluyente.
De esta purificacién se obtuvieron las subfracciones A-M, observandose actividad

fitotdxica en el bioensayo de gota en las subfracciones D, E, F y G.

Tagetolona (41, espectros 43-44): la subfraccion D (2.14 g) fue purificada sucesivamente
por CLV eluyendo con mezclas de diclorometano-acetona con gradiente de polaridad
ascendente, y CCD preparativa, eluida dos veces con diclorometano-acetona-acido acético
[95:5:1], para producir la fitotoxina tagetolona (41, 1.7 mg/L) como un aceite marrdn; Ry
0.48 (diclorometano-acetona-acido acético [95:5:1], x 2), 0.2 (hexano-acetato de etilo 8:2, x
2); 2 13.02 min (CG, método a); IR (CHCk) vimax 3602 (OH, libre), 3400 (OH, asociado),
2972, 2935 (C-H), 1699 (C=0), 1257 (C-0), 1089 (C-0-C) em™; EM m/z (int. rel.) 280
[M]* (30), 262 [M*-H,07] (10), 236 [M*-C,H40]" (38), 193 (10), 165 [M"-CsH,10,]" (100),
152 (15), 135 (90), 107 (8), 91(10), 45 (10); RMN 'H (300 MHz, CDCly) 6.42 (1H, s, H-

6), 4.18 (1H, m, H-12), 3.67 (3H, s, H-15), 2.83 (2H, m, H-8a, H-9), 2.64 (1H, dd, J= 18,
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2.7 Hz, H-8b), 2.41 (1H, dd, J= 18, 8.7 Hz, H-11b), 2.20 (3H, s, H-7), 2.14 (34, s, H-16),

1.16 (3H, d, J = 6 Hz, H-13), 1.04 (3H, d, /= 6.6 Hz, H-14) ppm.

Diacetato de Tagetolona (41a, espectros 45-50): una mezcla de 41 (19.5 mg), anhidrido
acético (0.5 mL) y piridina (0.2 mL) fue mantenida en agitacion durante una noche a
temperatura ambiente. El producto de la reaccién fue recuperado de la manera usual y
purificado por CCD preparativa eluyendo dos veces con hexano-acetato de etilo [8:2]. El
derivado diacetilado 41a (14 mg) present6 un R, de 0.5 (hexano-acetato de etilo [8:2], x 2);
tz 15.01 min (CG, método a); IR (CHCL) vma 3032 (Ar-H), 2982, 2931 (C-H), 1741
(COOR), 1234 (C-0), 1079 (C-0-C) em’'s EM m/z (rel. int.) 364 [M]™ (10), 322 [M'-
C,H,07" (10), 304 [M*-AcOH]" (20), 286 (30), 262 [M*-AcOH- C;H,0]" (25), 245 [M™-2
AcOH + HJ (25), 193 (17), 166 (100); RMN 'H (500 MHz, CDCL) 6.64 (1H, s, H-6),
5.26 (1H, m, H-12), 3.69 (3H, s, H-15), 2.88 (2H, m, [-8a, H-9), 2.79 (1H, dd, /= 18.5, 7
Hz, H-11a), 2.59 (1H, dd, /= 15.5, 10 Hz, H-8b), 2.42 (1H, dd, J= 16.5, 6 Hz, H-11b), 2.30
(3H, s, C1o-CH3), 2.25 (3H, s, H-7), 2.07 (3H, s, H-16), 1.98 (3H, s, Cs-CH3), 1.20 3H, d, J
= 6.5 Hz, H-13), 1.04 (31, d, J = 7 Hz, H-14) ppm; RMN “C (CDCl;, 125 MHz) 211.3
(C=0), 170.2 (Cs-COOR), 169.2 (C-12-COOR), 158.0 (C-3), 148.3 (C-5), 135.7 (C-1),
129.2 (C-2), 121.2 (C-4), 119.5 (C-6), 67.2 (C-12), 60.3 (C-15), 47.6 (C-11), 46.6 (C-9),

29.7 (C-8), 21.2 (Cs-CHs), 20.8 (C12-CHa), 19.9 (C-7, C-13), 15.9 (C-14), 9.7 (C-16) ppm.
Tagetenolona (42, espectros 51-56). Purificaciones sucesivas por CLV (diclorometano-

acetona en polaridad ascendente) y CC “flash” (hexano-acetona-metanol [75:20:5]) de la

subfracciéon G (3.61 g) resultd en la obtencién del metabolito fitotdxico 42 (1.17 mg/mL),
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en forma de un aceite marrén; R, de 0.47 (hexano-acetona-metanol [60:35:5]), 0.57
(diclorometano-acetato de etilo-metanol [80:18:2]); # 13.02 min (CG, método a); UV
(metanol) Ama (log €) 297 (3.2), 266 (3.2), 233 (3.3) nm; IR (CHCly) Vi 3600 (OH,
libre), 3359 (OH, asociado), 2965, 2933 (C-H), 1610 (C=C), 1593 (HO-C=C-C=0), 1103
(C-0-C), 1012 (C-0) cm™; HR-EM m/z 294.1383 (calcd. Para CigHz,Os, 294.1467); EM
m/z (rel. int)) 294 [M]* (12), 276 [M*-H,0] (18), 259 [M"-2 H,O + H]" (22), 240 (8), 207
(17), 192 (30), 181 [M*-CsHoO,]" (100), 165 (23), 151 (22), 136 (12), 91(8), 64 (12);
RMN 'H (CDCls, 400 MHz) 6.68 (1H, s, H-6), 5.44 (1H, m, H-11), 4.65 (1H, d, J= 12.5
Hz, H-7), 4.54 (1H, d, J= 12.5 Hz, H-7), 3.69 (311, s, H-15), 2.92 (2H, dd, J= 13.3, 6.3 Hz,
H-8a), 2.8 (1H, q, J=7 Hz, H-9), 2.67 (1H, dd, J= 13.2, 7.2 Hz, H-8b), 2.16 (3H, s, H-16),
2.00 3H, s, H-13), 1.12 GH, d, J = 6.9 Hz, H-14), 1.04 (3H, d, J = 7 Hz, H-14) ppm;
RMN BC (CDCL;, 100 MHz) 199.4 (C=0), 190.8 (C-12), 158.7 (C-3), 154.0 (C-5), 138.0
(C-1), 122.6 (C-2), 117.5 (C-4), 111.4 (C-6), 99.5 (C-11), 63.0 (C-7), 60.5 (C-15), 43.6 (C-

9), 30.4 (C-8), 24.8 (C-13), 17.8 (C-14), 9.4 (C-16) ppm.

Tyrosol (43, espectros 57-60). Purificacion de la subfraccion E (2.41 g) mediante CC
“flash” sucesivas usando hexano-acetona-metanol {75:23:2], diclorometano-metanol [97:3]
y hexano-acetato de etilo-acetona [60:38:2], resulté en la obtencion de tyrosol (43, 1.13
mg/L) como un aceite marrén; Ry de 0.37 (diclorometano-acetona-metanol [75:23:2]); tr
12.45 min (CG, método b); IR (CHCls) Vimax 3600 (OH libre), 3388 (OH asociado), 2970,
2937 (C-H), 1613 (C-sp?), 1381 y 1045 (C-O) em™'; EM m/z (int. rel.) 138 [M]" (12), 107
IM™-CH307™ (100), 77 (16), 31 (42); RMN 'H (acetona-ds, 300 MHz) 7.03 (2H, dd, J =

8.7, 2.1, H-2, H-6), 6.72 (2H, dd, /= 8.7, 2.1 Hz, H-3, H-5), 3.65 (2H, t, / = 7.2 Hz, H-8),
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2.68 (2H, t, J = 7.3 Hz, H-7) ppm; RMN C (acetona ds, 75 MHz) 151 (C-1), 131 (C-4),

130.6 (C-2, C-6), 115.9 (C-5, C-3), 64.2 (C-8), 39.5 (C-7) ppm.

Diacetato de tyrosol (43a, espectros 36-38): una mezcla de 43 (33.3 mg), anhidrido acético
(2 mL) y piridina (1 mL) fue mantenida en agitacién una noche a temperatura ambiente. El
producto de la reaccion fue recuperado de la manera usual y purificado por una columna
cromatografica empacada con gel de silice y eluida con hexano-acetato de etilo-acetona
[90:8:2] obteniendo el derivado diacetilado 43a (17.7 mg). Aceite café; Rrde 0.36 (hexano-
acetato de etilo-acetona [80:18:2]); IR (CHCl:) vmax 2960, 1736 (COOR), 1510 (C-spz),
1371 y 1210 (C-O) em™'; EM m/z (int. rel.) 222 [M]" (5), 180 [M*-CH;CO]" (8), 138 [M'-
CH;CO (x 2)]* (18), 120 [180-CH;01" (100), 43 (65); RMN '"H (CDCl3, 300 MHz) 7.22
(2H, dd, J = 8.4, 2.1, H-2, H-6), 7.02 (2H, dd, /= 8.4, 2.1 Hz, H-3, H-5), 4.27 (2H, t, J=7.2
Hz, H-8), 2.93 (2H, t, /= 7.3 Hz, H-7), 2.28 (3H, s, CH;COOR), 2.03 (3H, s, CH;COOR)
ppm; RMN 3C (CDCl;, 75 MHz) 171.0, 169.5 (CH;COOR), 149.0 (C-1), 135.0 (C-4),

130.2 (C-2. C-6), 121.9 (C-5, C-3), 64.2 (C-8), 34.5 (C-7), 21.0 (2 CH3COOR) ppm.

Acido p-hidroxibenzoico (17, espectro 64-65). Una purificacién por CC “flash” (hexano-
acetato de etilo-metanol 75:20:5) de la subfraccion F (2.39 g) condujé a la obtencion del
acido-p-hidroxibenzoico (17, 0.54 mg/L) como un sélido blanco; Ry 0.22 (diclorometano-
acetona-metanol [75:23:2]); IR (pelicula) vmax 3392 (OH), 2923, 1675 (COQ), 1598 (C-
sp?), 1250 y 1170 (C-0) cm™; EM m/z (int. rel.) 138 [M]" (90), 121 [M"-H,OJ" (100), 93

[M*-COOHJ" (16), 69 (17), 43 (13); RMN 'H (acetona-ds, 300 MHz) 9.0 (1H, sa, H-7),
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7.91 (2H, d, J = 9 Hz, H-3, H-5), 6.92 (2H, d, /= 9 Hz, H-2, H-6) ppm; RMN Be (acetona

dg, 75 MHz) 167.4 (C-7), 162.5 (C-4), 132.9 (C-2, C-6), 122.6 (C-1), 115.9 (C-3, C-5) ppm.

Acetato del dcido p-hidroxibenzoico (17a, espectros 66a y b). Una mezcla de 17 (25.9
mg), anhidrido acético (1.0 mL) y piridina (0.3. mL) fue mantenida en agitacion una noche
a temperatura ambiente. El producto de la reaccion fue recuperado de la manera usual y
purificado por CCD preparativa eluyendo seis veces con hexano-acetona [8:2] obteniendo
el derivado acetilado 17a (2.3 mg). RMN 'H (CDCl;, 300 MHz), 9.0 (1H, s, H-7), 8.14
(2H, d, J=9 Hz, H-3, H-5), 7.21 (2H, d, J = 9 Hz, H-2, H-6), 2.10 (6H, CH3COOR) ppmy;
RMN “C (CDCls, 75 MHz) 170.3 (C-7), 154.9 (C-4), 131.9 (C-2, C-6), 122.6 (C-1), 121.7

(C-3, C-5), 21.17 (2 CH;COOR) ppm.

Obtencion de derivados sintéticos de zinniol (15)

Oxidacién de zinniol (15).8' Una solucién de 15 ( 616.8 mg, 2.31 mmol) en acetona (485
mL) conteniendo un exceso de 4cido crémico en solucién fue mantenida a temperatura
ambiente con agitacién constante durante cinco minutos. Enseguida la mezcla de la
reaccion se diluyd con agua y el producto crudo de oxidacion fue recuperado por extraceion
de la fase acuosa con éter etilico (x 3, 2:1, 1:1, 1:1, v:v). La fase orgénica fue lavada
sucésivamente con agua y una solucién saturada de cloruro de sodio, secada con sulfato de
sodio anhidro y filtrada a través de una cama de gel de silice. El disolvente fue eliminado

in vacuo, obteniéndose un producto que por CCD mostrd tres componentes. Una
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purificacién por CLAR preparativa (método d) del producto crudo de oxidacién produce 44

(117.9 mg, 18%), 26 (176.7 mg, 29%) y 27 (168.2 mg, 28%) en forma pura.

Anhidride de zinniol (44, espectro 67-69): solido blanco amorfo; Ry 0. 0.52 (CHCl3);
1 4.4 min (CLAR, método d); IR (pelicula) vmax 2939 (C-H), 1838 (anh.), 1772 (anh.),
1614 (sp>-C), 1214 (C-0), 1114 (C-0-C) cm™’; EM m/z (rel. int.) 276 [M]" (3), 208 [M™-
CsHe]™ (5), 164 [M"CsHg-CO4]" (8), 69 [CsHs]" (100); RMN 'H (300 MHz, CDCL):
7.15 (1H, s, H-6), 5.47 (14, ddd, J = 6.6, 6.6, 1.5 Hz, H-2"), 4.68 (2H, d, J = 6.6 Hz, H-
1", 4.16 (2H, s, H-9), 2.21 (3H, s, H-10), 1.82 (3H, d, J = 0.9 Hz, H-4"), 1.75 (3H, 5, B-
5°) ppm; RMN *C (75 MHz, CDCl3) 163.5 (C-8), 164.5 (C-7), 160.9 (C-3), 157.9 (C-
5), 139.6 (C-1), 131.9 (C-3’), 118.2 (C-27), 112.1 (C-4), 103.1 (C-6), 66.4 (C-1"), 62.3

(C-9), 25.8 (C-4"), 18.3 (C-5°), 9.6 (C~10) ppm.

5-(3’,3’-dimetilaliloxi)-7-metoxi-6-metil-ftalido: solido blanco; Ry tzen CLAR, IR, EM,

RMN 'H y RMN "C idénticos al producto natural 26.

6-(3’,3’-dimetilaliloxi)-4-metoxi-5-metil-ftalido: solido blanco; Rg £z en CLAR IR, EM,

RMN 'H y RMN "C idénticos al producto natural 27.

Hidrélisis y metilacion del 6-(3°,3’-dimetilaliloxi)-4-metoxi-5-metil-ftalido (27, espectro
64-66).""" Una mezcla de 27 (25 mg, 0.095 mmol), metanol (10 mL, Aldrich) y un exceso
de carbonato de potasio (Merck), fue calentada a reflujo con agitacion constante, hasta

observar el consumo total de la materia prima (7 h). El disolvente fue removido a presion
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reducida y el residuo resultante fue primero secado al alto vacio y después bajo atmosfera
de nitrégeno, combinado con 4 mL de tetrahidrofurano anhidro (4 mL, Aldrich); la mezcla
resultante se hizo reaccionar con 180 mg de hidruro de sodio (80% en aceite mineral, 6
mmol, Aldrich) previamente lavado con tetrahidrofurano anhidro. La suspension se dejo
agitar a temperatura ambiente por media hora, enseguida se adicionaron 300 pL de yoduro
de metilo (4.82 mmol, Baker). Una vez consumida la materia prima (43 horas), el exceso
de reactivo fue eliminado mediante la adicion de una solucién saturada de cloruro de
amonio y agua. La suspension acuosa resultante fue extraida con acetato de etilo (x 3, 2:1,
1:1, 1:1, viv) y la fase organica fue lavada con agua hasta pH neutro y con solucién
saturada de NaCl, para posteriormente ser secada con sulfato de sodio anhidro y filtrada a
través de papel filtro Whatman no. 1. EI disolvente fue eliminado a presién reducida
obteniéndose ¢! producto crudo de la reaccién 45 (12.2 mg, 42%). La fase acuosa residual
fue neutralizada con dcido sulfirico (2N) y extraida con acetato de etilo (x 3, 2:1, 1:1, 1:1,
viv). La fase organica resultante fue lavada con agua hasta pH neutro y con solucion
saturada de NaCl, secada con sulfato de sodio anhidro y filtrada a traveés de una cama de gel
de silice empacada en una microcolumna, eluyendo con hexano-acetona [8:2], obteniendo

46 (3.7 mg, 13%) en forma pura.

3-Metoxi-4-metil-5-(3’,3’-dimeti}aliloxi)-z-metoximetilbenzoato de metilo (45,
espectro 70-73): aceite amarillo; Ry (0.49 en hexano-acetona [8:2]); ¢z 8.88 min (CG,
método a); IR (CHCI3) vaax 3015 (Ar-H), 1730 (C=0), 1607 (sp*-C), 1118 (C-0-C) em’;

EM m/z (int. rel.): 225 [M'-CsHs- CH,T* (9), 193 [M'-CsHs- H,0T" (100),179 (3), 69
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[CsHs]* (71); RMN 'H (300 MHz, CDCly) 7.14 (1H, s, H-6), 5.47 (1H, ddd, /= 6.6, 6.6,
1.2 Hz, H-2"), 4.71 (1H, s, H-8), 4.54 (2H, d, J = 6.6 Hz, H-1"), 3.9 3H, s, H-1"), 3.76
(3H, 5, H-9), 3.39 (3H, s, H-2"), 2.19 (3H, 5, H-10), 1.79 3H, 5, H-4"), 1.75 (3H, 5, H-5")
ppm; RMN C (75 MHz, CDCly) 168.1 (C-7), 158.8 (C-3), 1573 (C-5), 137.9 (C-3"),
129.8 (C-1), 124.6 (C-2), 124.2 (C-4), 119.6 (C-2"), 109.3 (C-6), 65.7 (C-8), 65.4 (C-1°),

61.9 (C-9), 58.2 (C-27), 52.1 (C-17), 25.8 (C-4"), 18.3 (C-5"), 9.5 (C-10) ppm.

Acido 3-metoxi-4-metil-5-(3’,3’-dimetilaliloxi)-2-metoximetilbenzoico (46, espectro
74-76): solido blanco; Rr0.14 (hexano-acetona [8:2]); #z 10.54 min (CG, método a); IR
(CHCL3) Vmax 3400-2600 (COOH), 3008 (Ar-H), 1716 (C=0), 1603 (sp-C), 1114 (C-O-
C) em’; EM m/z (int. rel.): 226 [M'-CsHs]" (10), 212 [M"-CsHg-H,O+ H]" (18), 193
[212- HL,OT* (100), 165 (11), 69 [CsHo]” (61); RMN 'H (300 MHz, CDCl) 7.23 (1H, s,
H-6), 5.47 (1H, ddd, J = 6.6, 6.6, 1.2 Hz, H-2"), 471 (2H, s, H-8), 4.58 (21, d, J = 6.6
Hz, H-1°), 3.74 (3H, s, H-9), 3.49 (3H, s, H-1"), 2.21 (3H, 5, H-10), 1.80 3H, d, /= 1.2
Hz, H-4"), 1.75 (3H, s, H-5") ppm; RMN C (75 MHz, CDCl3) 168.9 (C-7), 158.3 (C-
3), 158.1 (C-5), 138.2 (C-37), 131.3 (C-1), 125.1 (C-2), 121.1 (C-4), 119.4 (C-2%), 110.7
(C-6), 66.1 (C-7), 65.3 (C-17), 62.0 (C-9), 58.0 (C-17), 25.8 (C-4’), 18.3 (C-57), 9.7 (C-

10).

Hidrélisis y metilacion del 5-(3’,3’-dimetilaliloxi)-7-metoxi-6-metil-ftalido (26, espectro
64-66). Una solucién de 26 (21 mg, 0.08 mmol) en metanol (10 mL) se calentd a reflujo

con agitacidn constante en presencia de un exceso de carbonato de potasio. Una vez
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consumida la materia prima (24 h) el disolvente fue eliminado in vacuo y la mezcla
resultante secada al alto vacio. El producto de la hidrélisis fue sometido a las condiciones
de metilacion similares a las descritas para 27, con tetrahidrofurano anhidro (4 mL), hidruro
de sodio (208 mg, 6.93 mmol, 80% in mineral oil) y yoduro de metilo (200 pL, 3.2 mmol).
Después de 44 horas de reaccién se observé por CCD el consumo de la materia prima; el
producto crudo de reaccién se purificé por CC, usando con hexano-acetona [8:2] como

eluyentes para recuperar 47 (14.1 mg, 57%) y 48 (5 mg, 21%) en forma pura.

2-Met0xi—3-metil—4-(3’,3’-dimetiialiioxi)-ﬁ-metoximetil benzoato de metilo (47,
espectro 64-66): aceite amarillo palido; R, 0.44 (hexano-acetona [8:2]); z 8.75 min {CG,
método a); TR (CHCIs) vamsx 3010 (Ar-H), 1727 (C=0), 1602 (sp*-C), 1114 (C-O-C) cm';
EM m/z (int. rel.): 308 [M]* (1), 240 [M*-CsHs]™ (61), 208 [240-CH;0-H]" (100), 193
[208-CH;]" (66). RMN 'H (300 MHz, CDCl;): 6.71 (1H, s, H-6), 5.47 (1H, ddd, /= 6.5,
6.5, 1.5 Hz, H-2), 4.54 (2H, d, J = 6.5 Hz, H-1"), 4.46 (1H, s, H-7), 3.89 (3L, s, H-2"),
3.76 (3H, s, H-9), 3.56 (3H, s, ﬁ-l”), 2.14 (3H, s, H-10), 1.79 (3H, s, H-4"), 1.74 (3H, s,
H-5") ppm; RMN “C (75 MHz, CDCL): 168.4 (C-8), 159.1 (C-3), 157.0 (C-5), 137.8
(C-3"), 135.6 (C-1), 119.7 (C-2"), 119.6 (C-4), 119.1 (C-2), 106.8 (C-6), 72.4 (C-7), 65.4

(C-17), 61.9 (C-9), 58.3 (C-17), 52.0 (C-2"), 25.8 (C-4"), 18.3 (C-5"), 9.0 (C-10) ppm.

Acido 2-metoxi-3-metil-4-(3’,3’-dimetilaliloxi)-6-metoximetil benzoico (48, espectro
81-83): solido blanco; Ry0.12 (hexano-acetona [8:2]); f¢ 9.68 min (CG, método 2); IR

(CHCL) vinax 3400-2600 (COOH), 3008 (Ar-H), 1720 (C=0), 1603 (sp*-C), 1381, 1106
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(C-O-C) cm’; EM m/z (int. rel): 226 [M*-CsHs]" (13), 193 [212- H;O]" (100), 179 (11),
165 (12), 69 [CsHs]™ (23); RMN 'H y (300 MHz, CDCly) 7.07 (1H, s, H-6), 5.47 (1H,
ddd, J = 6.6, 6.6, 1.5 Hz, H-2"), 4.81 (1H, s, H-7), 4.62 (2H, d, J = 6 Hz, H-1"), 3.86 (3H,
s, H-9), 3.48 (3H, s, H-17), 2.17 3H, 5, B-10), 1.80 (3H, d, /= 1.2 Hz, H-4"), 1.77 (3H, 5,
H-5’) ppm; RMN '3C (75 MHz, CDCL) 166.0 (C-8), 161.0 (C-3), 158.3 (C-5), 142.1 (C-
), 138.3 (C-3"), 119.3 (C-4 and C-2"), 118.5 (C-2) 107.0 (C-6), 72.9 (C-T), 65.5 (C-1"),

62.5 (C-9), 58.6 (C-17), 25.8 (C-4), 18.3 (C-5"), 9.0 (C-10) ppm.

Reduccion del 2-metoxi-3-metil-4-(3’,3’-dimetilaliloxi)-6-metoximetil benzoato de
metilo. Una suspensién de hidruro de litio y aluminio (26 mg, 0.68 mmol) en
tetrahidrofurano anhidro (5 mL) colocada en un bafio de hielo fue desoxigenada
burbujeando con nitrogeno durante 15 minutos. Enseguida se adiciond, gota a gota y bajo
atmésfera de nitrogeno, una solucién de 47 (10 mg, 0.32 mmol) en tetrahidrofurano
anhidro. Después de cinco minutos se observé por CCD el consumo total de la materia
prima y el exceso de reactivo fue climinado mediante adiciones sucesivas de
tetrahidrofurano-agua [9:1] hasta obtener un precipitado blanco. La fase liquida fue
recuperada por filtracién a través de papel filtro Whatman no. 1 y extraida con acetato de
etilo (3x, 2:1, 1.1, 1:1). La fase organica resultante fue lavada con agua, solucién saturada
de NaCl, secada con sulfato de sodio anhidro y concentrada a presion reducida. El
producto crudo de reaccién fue purificado utilizando por una microcolumna empacada con
gel de silice, y una mezcla hexano-acetato de etilo [85:15] como eluyente. De esta forma se

obtuvo el éter metilico de 7-zinniol (49, 4.1 mg, 46 %).
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49 (espectro 64-66). Aceite amarillo palido; R, 0.3 (hexano-acetona [8:2]); #z 8.21 min
(CG, método a); #z 18.43 min (CLAR, método ¢); IR (CHCL3) vmax 3468 (OH), 3009 (Ar-
H), 1606 (sp>-C), 1116 (C-O-C) cm™; EM m/z (int. rel.) 212 [M"-CsHs]" (2), 194 [M'-
CsHg-H07™ (5), 180 (100), 163 (30), 69 [CsHs]" (100); RMN 'H (300 MHz, CDCL;) 6.64
(1H, s, H-6), 5.49 (1H, ddd, J=6.6, 6.6, 1.2 Hz, H-2"), 4.67 (2H, s, H-8), 4.52 (2H, d, J =
6 Hz, H-1"), 4.52 (2H, s, H-7), 3.81 (3H, s, H-9), 3.43 (3H, s, H-1"), ;.18 (3H, s, H-10),
1,79 (3H, d, J = 0.9 Hz, H-4"), 1.74 (3H, 5, H-5"); RMN “C (75 MHz, CDCls) 158.4 (C-3),
157.3 (C-5), 137.5 (C-3"), 135.3 (C-1), 126.1 (C-2), 120.5 (C-4), 120.0 (C-2"), 109.4 (C-6),

74.4 (C-7), 65.4 (C-1), 61.9 (C-9), 56.9 (C-8), 25.8 (C-4"), 18.2 (C-5"), 9.2 (C-10) ppm.

Reducciéon de 3-metoxi-d-metil-5-(3°,3’-dimetilaliloxi)-2-metoximetil benzoato de
metilo (45). Una solucidn de 45 (4 mg, 0.013 mmol) en tetrahidrofurano anh. (3 mL) fue
sometida a condiciones de reduccion con hidruro de litio y aluminio (12.4 mg, 0.32 mmol)
duante dos horas, de manera similar a la descrita para 47, obteniéndose el éter metilico de

8-zinniol (50, 1.9 mg, 49%) en forma pura.

Bioensayo de gota

La actividad fitotéxica de los filtrados de cultivo, de los extractos organico crudos y de las

fracciones obtenidas fue detectada utilizando el bioensayo de gota en hojas de cempazuchitl (7.

erecta L.). Para llevar a cabo el bioensayo, las hojas frescas y sanas fueron limpiadas y secadas

con servitoallas; posteriormente se ocasionaron leves lesiones en el envés foliar, removiendo la

cuticula suavemente con un pincel. Las hojas tratadas fueron colocadas en cajas Petri de 10 cm de

diametro conteniendo dos capas de papel filtro humedecidas con 5 mL de agua destilada. Sobre
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cada lesion se aplicaron 20 pL. de agua destilada y sobre cada gota se adiciond la muestra
adsorbida en gel de silice. La muestra se preparo disolviéndola al 4% en un disolvente organico y
adsorbiendo 5 uL (0.2 mg/aplicacion) o 2.5 pL (0.1 mg/aplicaci6n) de esta solucion en gel de
silice sobre soporte de vidrio (5 x 5 x 0.5 mm). Una vez evaporado el disolvente, la gel de silice
impregnada se adiciond a la gota de agua previamente aplicada sobre la lesién foliar, manteniendo
las cajas de Petri a 25-26 °C con luz natural. Como controles negativos se utilizaron gel de silice
impregnada con el disolvente utilizado y el vehiculo de aplicacién (agua). Las evaluaciones se
hicieron por triplicado (dos lesiones por hoja) y se observaron cada 24 horas durante tres dias. El
dafio (necrosis y/o clorosis) se cuantifico con un digitalizador de imégenes, reportandose como

area de lesion en mm®.

Durante el establecimiento del bioensayo se utilizaron como controles negativos, el filtrado,
extracto organico crudo y la fase acuosa residual del blanco (medio de cultivo sin inocular); como
control positivo se utilizé zinniol y el extracto orgénico crudo obtenido de las esporas del hongo

(incubadas en agua por 24 h y el agua extaida con acetato de etilo).
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CONCLUSIONES

El bioensayo de gota establecido con las hojas de Tagetes erecta L. permiti6 detectar de
una manera rapida y confiable la actividad fitotoxica en los caldos de cultivo de Alternaria
tagetica y el aislamiento biodirigido de algunos de los componentes responsables de esta
actividad. La fitotoxicidad manifestada por los metabolitos contenidos tanto en el extracto
organico crudo, como en la fase acuosa residual, permitid determinar la presencia de

metabolitos de naturaleza hidrofdbica e hidrofilica producidos por 4. fagefica.

El estudio de la fraccion fitotdxica hidrofdbica de A. tagetica guid al aislamiento ¢
identificacién de un total de trece metabolitos a partir de las fracciones de baja y mediana
polaridad: zinniol (15), cido p-hidroxibenzoico (17), bis-7-0-7" 8-0-8”-zinniol (20), bis-
7-0-8”.8-0-7"-zinniol (21), éter metilico de 8-zinniol (22), acetato de 8-zinmiol (23),
acetato de 7-zinniol (24), éter (2-fenil)-etilico de 8-zinniol (25), 5-(3’,3’-dimetilaliloxi)-7-
metoxi-6-metil-ftalido  (26), 6-(3’,3’-dimeti]aIiloxi)-4-metoxi—5-metil-ftélido (27)

tagetolona (41) tagetenolona (42) y tyrosol (43).

Los metabolitos 20, 21, 22, 23, 24, 25, 41 y 42 correspondieron a productos naturales
nuevos, de los cuales el éter metilico de 8-zinniol (22), el acetato de 8-zinniol (23),
tagetolona (41) y tagetenolona (42) demostraron poscer actividad fitotoxica al ser evaluadas

en el bioensayo de gota contra T. erecta L. Adicionalmente, tyrosol (43) es descrita por
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primera vez como una fitotoxina producida por A. tagetica, con una intensidad de actividad

similar a la ocasionada por zinniol (15).

Los metabolitos fitotéxicos y no fitotdxicos purificados € identificados de A. fagetica
contribuyen a enriquecer el conocimiento quimico de los productos naturales producidos
por hongos del género Alternaria, y a enriquecer la familia quimica de los metabolitos

derivados del zinniol.

La mayoria de los metabolitos aislados se encuentran estructuralmente relacionados con
zinniol (15), conservando como rasgo caracteristico el anillo aromatico con el mismo
patron de sustitucion. El aislamiento de los derivados monoeterificados y monoacetilados
de zinniol (22-25), correspondié al primer informe de la presencia de derivados naturales de
sinniol conservando la unidad integra de ésta molécula. Por otra parte, la estructura de
tagetolona (41) y tagetenolona (42) describen por primera vez metabolitos con una cadena
alquilica en lugar de uno de los alcoholes bencilicos v sin la cadena lateral de isopreno de

zinniol.

La presencia de tyrosol (43) y 4cido-p-hidroxibenzoico (17) sugieren que A. tagefica
también produce metabolitos por la via del acido siquimico, los cuales no son comunes en

las especies del género Altenaria.

Los resultados obtenidos de los experimentos bidimensionales HMQC y HMBC de zinniol

(15) proporcionaron la evidencia que permitié asignar correctamente los datos
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espectroscépicos de RMN 'H y B de zinniol (15) para corregir los informados

previamente en la literatura.

La identificacién de los metabolitos diméricos 20 y 21 en los cultivos de A. fagetica
enriquecen el limitado nimero de este tipo de productos naturales aislados de hongos del
género Alternaria, representando el primer ejemplo de dimeros formados a través de
enlaces etercos del género. La estructura de ambos dimeros 20 y 21 fue corroborada

mediante su preparacién quimica, utilizando zinniol como materia prima.

Se disefio un esquema sintético para la obtencion del éter metilico de 8-zinniol (22) y su
isémero el éter metilico de 7-zinniol (49), a partir de zinniol como materia prima,
confirmando finalmente la estructura propuesta para el metabolito natural. La oxidacién de
zinniol con el reactivo de Sones, conduce a la obtencion de los dos ftalidos isoméricos de
zinniol (26 y 27) y al anhidrido de zinniol (44), siendo este ultimo informado por primera
vez como un subproducto de esta reaccion. Como paso clave para la sintesis de los éteres
isoméricos 49 y 50 (22) se identifico la necesidad de metilar in situ el producto de la

hidrélisis de las correspondientes 3-lactonas 26 y 27.

Durante el trabajo de sintesis se prepararon cinco nuevos compuestos: 3-metoxi-4-metil-5-
(3’,3’-dimetilaliloxi)-Z-metoximetil benzoato de metilo (45), acido 3-metoxi-4-metil-5-
(3’3 "_dimetilaliloxi)-2-metoximetilbenzoico (46), 2-metoxi-3-metil-4-(3",3’-
dimetilaliloxi)-6-metoximetil benzoato de metilo (47), acido 2-metoxi-3-metil-4-(3’,3’-

dimetilaliloxi)-6-metoximetilbenzoico (48) y ¢ter metilico de 7-zinniol (49).
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Los derivados sintéticos 46, 48, 49 y 50 manifestaron actividad fitotoxica en el bioensayo
de gota, en menor intensidad con respecto al ocasionado por zinniol, con excepcion de 46,
cuya actividad fue similar. La actividad fitotoxica detectada, tanto en los derivados
sintéticos como en los productos naturales obtenidos de zinniol, sugieren que existen varios
factores que controlan la actividad en éstas moléculas, incluyendo el tipo, grado de

oxidacién y posicién de los grupos funcionales.
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Espectro 8a. RMN PC (CDCly, 125 MHz) bis-7-0-7".8-0-8"-zinniol (20).
8b. Experimento DEPT de bis-7-O-7".8-0-8"-zinniol (20).
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Espectro 11a. IR de bis-7-0-8”.8-O-7"-zinniol (21).
11b. Espectro de masas de bis-7-0-8".8-0-7"-zinniol (21).
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Espectro 13a. RMN C (CDCl, 125 MHz) de bis-7-0-8".8-0-7"-zinniol (21).
13b. Experimento DEPT de bis-7-0-8”.8-0-7"-zinniol (21).
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Espectro 16a. IR del éter metilico de 8-zinniol (22).
16b. Espectro de masas del éter metilico de 8-zinniol (22).
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Espectro 182. RMN "C (CDCl;, 125 MHz) del éter metilico de 8-zinniol (22),
18b. Experimento DEPT del éter metilico de 8-zinniol (22).
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Espectro 21a. IR del acetato de 8-zinniol (23).
21b. Espectro de masas del acetato de 8-zinniol (23).
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Espectro 25. Experimento HMBC del acetato de 8-zinniol (23).
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Espectro 26a. IR del acetato de 7-zinniol (24). '
26b. Espectro de masas del acetato de 7-zinniol (24).
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Espectro 28a. RMN '’C (CDCls, 75 MHz) del acetato de 7-zinniol (24).
28b. Experimento DEPT del acetato de 7-zinniol (24).
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Espectro 33a. RMN “C (CDCly, 125 MHz) del éter (2-fenil)-etilico de 8-zinniol (25).
33b. Experimento DEPT del éter (2-fenil)-etilico de 8-zinniol (25),
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' Espectro 36a. IR del 5-(3°,3’-dimetilaliloxi}-7-metoxi-6-metil-ftalido (26).
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36b. Espectro de masas del 5-(3°,3’-dimetilaliloxi)-7-metoxi-6-metil-ftalido (26).
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Espectro 38a. RMN ’C (CDCls, 75 MHz) del 5-(3°,3’-dimetilaliloxi)-7-metoxi-6-metil-ftalido (26).
38b. Experimento DEPT del 5~(3°,3"-dimetilaliloxi)-7-metoxi-6-metil-ftalido (26).
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Especfro 40a. IR del 6-(3’,3’-dimetilaliloxi)—4'-metoxi-5-metil—ftélido (2.
40b. Espectro de masas del 6-(3°,3 -dimetilaliloxi)-4-metoxi-5-metil-ftalido (27).
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Espectro 43. IR de tagetolona (41). 43b. Esvectro de masas de tagetolana (413
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Espectro 45a. IR del diacetato de tagetolona (41a).
45b. Cromatograma de gases-masas de tagetolona (41a)
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Espectro 48a. RMN B¢ (CDCly, 125 MHz) del diacetato de tagetolona (41a).
48b. Experimento DEPT del diacetato de tagetolona (41a).
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Espectro 53. '"H'H-COSY de tagetenolona (42)
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Espectro 56. Experimento HMBC de tagetenolona (42)
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Espectro 61a. IR del diacetato de tyrosol (43a), 61b. Espectro de masas del diacetato de tyrosol (43a).
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Espectro 63a. RMN BC (CDCls, 75 MHz) del diacetato de tyrosol (43a).
63b. Experimento DEPT del diacetato de tyrosol (43a).

139



10a -3 .
w2
' 3
; "3
! Ll 128442
18
‘{ 23 081 2 [
! i 3391 0536
5 m-g 2851 045 s bl oo
s —
' - i 1923 004 15hs
4
4 -]
$ f59%9.3 691 561
o ¥ i
1
- az—i 7.00
T 80
" 3
ho T
in 4
. n—;
™ a4 s21016
1
1160 389
i1 ?2—-1 \
1 4
a 70 - 851894
in o OH 1389 857
¢ 3 760 240
,* “‘i 131742
] P
= ]
} 3 1250 334
; 8
! 58 COOH $98.0
| 3 !
3
L%
! 543
: 52 =
i 1674.524
, 50 2
: 3
: al ‘
% i T ‘ 1] T I T T T T l T T T I T T I T T T T I v
000 3500 3000 500 2000 1500 1000
; Wavenumbens (em-1}
121
138
I
93
83
; §9
43 55.:5 i \ 345
. ! ;
AT | - 238 !
S L 57, 213 228 273 :
: T | | i . 88 . : 279 { 3@t 207 st gy 3
Lot sl RV P AR DUTAP R OO S A .
ez z2 az 120 122 14¢ 158 tseg  ze@ 228 299 Z26A z89 3@ 2@ 14z 6@
m’2

Espectro 64a. IR del 4cido p-hidroxibenzoico (17).
64b. Espectro de masas del &cido p-hidroxibenzoico (17).
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Espectro 69a. RMN °C (CDCl;, 75 MHz) del anhidrido de zinniol (44).
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Espectro 72a. RMN “C (CDCls, 75 MHz) del 7-éster metilico del 8-éter metilico de zinniol (45).
72b. Experimento DEPT del 7-éster metilico del 8-éter metilico de zinniol (45).
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Espectro 74a. IR del 7-dcido del 8-éter metilico de zinniol (46).
74b. Cromatograma de gases-masas del 7-4cido del 8-éter metilico de zinniol (46).
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Espectro 77a. IR del 8-éster del 7-éter metilico de zinniol (47). '
“7b. Cromatograma de gases-masas del 8-éster del 7-éter metilico de zinniol (47).
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Novel Dimeric Metabolites from Alternaria tagetica
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Two novel polyketides, bis-7-(+87.8-0-7"- and bis-7-O-7" 8-(-8”zinniol (2 and 3, respectively) were isolated
from the organic crude extract of culture filtrates from Alfternaria tagetica. Both structures were
determined on the basis cf their spectroscopic data (IR, MS, 'H NMR, *C NMR, and 2D NMR experiments)
and confirmed by chemical synthesis. Zinniol {1) was isolated as a major component, and its 13C NMR
data was correctly assigned after careful analysis of data from its 20 NMR experiments (HMQC and

HMREC}.

Among fungi, the Alternaria genus is known for the high
pathogenicity of some of its members, including A. malfi,
A. kikuchiana, and A. solani, which infect apple, pear, and
potato plants, respectively.' It has lang been recognized
that these and other phytopathogenme fungi produce phy-
totoxic metabolites that play a significant role during the
infection process; these phytotoxins have been classified
as host specific and non-host specific toxins (HSTs and non-
HSTs. respectively), depending on whether they are con-
sidered to be essential or not for pathogenicity.? One of the
most important applications of phytotoxins, both HSTs and
non-HSTs. is their use as selection agents for the develop-
ment of disease-resistant plant lines.'™

One Alternaria species that has not received much
auention for 1ts praduction of phytotoxic metabolites is A.
tagetica, the causat agent of early blight in marigold
{Tagetes erecta). an important economic crop in Mexico for
the industrial production of xantaphyll pigments that are
extracted from its Mowers. | [t has been reported that. under
favorable conditions. A. tagerica can severely nfect mari-
gold plants causing losses of up to 100% in flower yields. ™>
Previous studies carried out on A tagetica reported zinniol,
anon-HST frequently isolated from Alternaria species.® as
one of the phytotoxic compenents present in the organic
crude extract.’

As part of a study directed toward the detection, isola-
tion, and identification of the phytotoxic metabolites pro-
duced by A. tagetica cultured in liquid medium, we report
herewn the purification and identfication of two novel
dimeric metabolites, bis-7-O-87.8-0-7"- and pis-T-O-7".8-
(8”-zinniol {2 and 3. respectively) and the correct assign-
ment of the 13C NMR data for zinniol (1).

Results and Discussion

An initial solvent partitioning of the phytotoxic organic
crude extract {necrotic area: 0.3 mm? from cultures of A.
tagetica yielded three crude fractions of increasing polarity.
Testing of the fractions in the leaf-spot assay® showed that
the low polarity (hexane) fraction possessed the strongest
phytotoxic activity (necrotic area: 0.41 mm?). A bicassay-
guided purification of the low polanty fraction® resulted
in the isolation of a single phytotoxic {necrotic area: 0.7

* To whom correspondence should he addressed Tel,s +52-9-981-3923.
Fax +52-9-981-39-00. E-mail' Imanuel@cicy mx

! Grupe de Quimica Organica.

* Instituto de Quumica,

10.1021/np880422q CCC: 51900

mm? metabolite identified as zinniol (1) by comparing its
spectroscopic data with those reported in the literature.10-17
A careful analysis of both 1H and C NMR data of 1,
together with those from DEPT, HMQC, and HMBC
experiments, allowed for the correct assignment of all
carbons and protons of zinniol (Table 1). The three oxo-
methylene groups in 1 were easily detected from DEPT and
HMQC analyses; a doublet at & 4.52 showed a direct
correlation with the carbon at 65.3 ppr, while two singlets
at d 4.68 and 4.76 were shown to be connected with carbons
at 64.7 and 56.8 ppm, respectively. In the HMBC of 1, the
long-range correlation (*.J) observed between the aromatic
proton (5 6.68} and the carbons resonating at 124.7,120.0.
and 64.7 ppm, together with the 3 J interactions observed
between the methylene protons at 6 4.76 and the carbons
at 158.2, 138.9, and 124.7 ppm, allowed the unequivecal
assignment of the signal at 64.7 ppm to C-7 and that at
56.8 ppm to C-8. In view of these results, the remaining
oxygen-bearing carbon at 65.3 ppm must correspond to the
C-1’ methylene. Similarly a 7Jinteraction between the C-7
oxomethylene protons (§ 4.68) and the carbon at 124.7 ppin,

® 2000 American Chemical Saciety and American Society of Pharmacognosy
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Tabie 1. *3C and 'H NMR (CIDC1y) Data for Compounds 1-34%

1 2 3
position B O A BT S O
1 1389 133 s 1401 &
2 1247 1258 5 1207 s
3 1582 s 1585 158 -1 5
1 12005 1203 s 119.15
3 157.7 5 1575s 158.2 5
G 109.0d 668 brs 109.6d 667 brs 109.0d 6 74brs
7 6471 463s TiHr 466s 636t 159s
8 368t 1.76s 568t 167s G4.1t 473s
9 G1%q 3.78s 6i8q 3.79s 61.7q 371s
10 92qg 2!6s 9.2q 2.16s 92q 215s
1 Ba 3 4.52br B354t 1.5Z2br 55.3t §£52br
d {6 51 d (GG} d (6 6)
ra 1199d 349 m 11994 548 m 1199d 548 m
65139 $6.1.5) (6.6,1 5}
3 1376 s 13735 137Gs
4 258q 18s 25.7q 179s 258q 178s
5 182q t74s 182q 1755 182 q 173s
3 1402 s 140.1 s
2 1206« 1207 s
3 15835 s 1581 s
57 119 ¢s 11945
57 138 3s 15825
8" 1089 dG.76brs 1090¢d 674brs
i 631t 16Gls 5361 458s
3" 5391 1.71s 641t 473s
9 Gt8g 37s 617q 371s
16 g2q 215s 92q 2.15s
1 G54t 152br 5531 +52br
d GG d (8.8)
i199d5 8m 1199d 3548 m
{66.15) (6.6.1.5)
3 1375 s 1376s
4 257q 179s 25.8q 178s
5 182q 1.75s 18.2q 1.73s

+ Assignments were established by BEPT, HMQC, and HMBC
spectra. ¥ J values (in Hz) in parentheses.

together with a 2./ interaction between the methyl group
protons at 2.16 ppm and the carbon at 120 0 ppm. allowed
for the correct assignment of the latter signal to C-4 and
that at 124.7 ppm to C-2 These assignments, particularly
that of the C-8 methvlene (n the '3C NMR spectrum, differ
from those previousky reported for zinn:ol, The chemical
shuft values for C-8 and C-17 were nriginaily reported at
65.3 and 56.6 ppm.'! an assigmment that can now be
reversed on the basis of the results shown here. In a second
report on the iselation of zinmol, chemical shuft values were
assigned by comparisen with a model compound and shift
calculations.®? In this report. C-8 is assigned to the signal
at 63.9 ppm; however, there was no signal reported with a
chemical shift of 56—57 ppm. Because the identity of zinniol
was reportedly confirmed by direct comparison with an
authentic sample, it is difficult to explain the significant
difference observed for the C-8 assignment and the absence
of the signal at 56—57 ppm 1n the work described by these
authers.

During the isolation of 1, a second, less polar and non-
phytotoxic, metabolite was obtained in pure form. Both the
IR and 'H NMR spectra of the new metabolite showed
significant similarities with those of 1, suggesting a related
structure. The 'H NMR of the new metabolite showed
signals having chemical shifts alimost identical to those of
1: however, while individual signals for the protons in the
dimethylallyloxy chain were observed [6 5.48 (H-27, 4.52
{H-17, 1.79 (Me-C-3) and 1.75 (Me-C-301, the rest of them
appeared duplicated (Table 1). The spectrum showed the
presence of two aromatic protons at o 6.67 and 6.76, two
methoxy groups at 8 3.79 and 3.70, and two methyl groups
at & 2.16 and 2.15, in addition (o four singlets at ¢ 4.71,
467, 4.66, and 4.61 corresponding to the same number of
oxygen-bearing methylene groups. The presence of two

Gamboa-Angulo et al.

OCH;
Figure 1. Selected HMBC correlations (H—C) observed for 2

aromatic rings in the structure of the new metabolite was
confirmed by the 12 sp? carbon signals (10 quaternary and
two tertiary) observed in the aromatic region of its 13C
NMR spectrum. These data, together with the molecular
ion peak at /m/z 496 (CaoHaoOs) observed in the EIMS of
the new metabatite and the absence of hydroxyl group
bands In its IR spectrum, suggested a dimeric structure in
which twa zinniol units are connected via ether linkages.
A detailed analysis of the HMQC and HMBC experiments
performed on the new metabolite allowed for the assigment
of all the signals observed in the 'H and 13C NMR spectra
and permitted the establishment of the linkage positions
between the two units of zinniol. HMQC data showed that
the methylene protens at 4 4.61, 4.66, 4,67, and 4.71
correlated with carbons at 8 63.4, 71.6, 56.8. and 63.9,
respectively. Similarly, the aromatic pratons atd 6.67 and
6.76 were shown to be bonded to their corresponding sp?
carbons at & 109.6 and 108.9. In the HMBC of the new
metabolite {Figure 1), the aromatic proton at 3 6.67 (H-6)
showed long-range couplings with C-5 (157.5 ppm), C-4
{120.3 ppm), and C-2 (125.8 ppm), while the one at 6.76
(H-6") showed similar correlations with C-7 (63.4 ppm).
C-5” (158.3 ppm), C-4” (119.4 ppm), and C-2” (120.6 ppm}.
Finally, the long-range interaction through oxygen between
the methylene protons at & 4.66 (H-7) and the C-8" signal
at § 63.9 ppm provided the evidence required to assign a
C.7-0-C-8”/C-8-(>C-7” ether linkage between the two
zinniol units and to identify the new metabolite as bis-7-
€18”.8- 0-7"-zinniol (2).

The EIMS of a third, non-phytotoxic, purified metabolite
showed a parent ion peak {17z 496) identical with that of
2, suggesting an isomeric structure for the twa metabolites.
Although a molecular weight of 496 corresponds to a
molecular formula of CzH4e0s, both the 'H and 13C NMR
spectra of the third metabolite showed signals correspond-
ing to only 20 protons and 15 carbons, all with chemical
shift values very similar to those of 1 (Table 1). These data
suggested that the third metabolite was also a dimer,
having twe zinniol units bonded through two ether link-
ages, where the presence of one set of signals in both the
‘H and “C NMR specira can be explained by a high
symmetry in the molecule. The third metabolite was thus
identified as bis-7-(-7”.8-(-8”-zinniol (3).

To confirm the structure of both metabolites, 1 was
treated under Lewis acid (ZnCly}'? conditions. Both dimers
(2 and 3} were formed, and, after purification, their
spectroscopic data and their TLC and HPLC behavior
proved to be identical to those observed for the natural
products.

To rule out the possibility of 2 and 3 being artifacts
formed as a result of the extraction and purification
process, a careful HPLC analysis of all extracts and purified
fractions was carried out. Both dimers were detected in
both the original organic crude extract and the low polarity
fraction obtained after the solvent partition procedure.
Although 2 and 3 could not be detected in the lyophylized
culture filtrate due to interference by other components,
their presence was clearly observed in the organic extracts
obtained after treatment of the fiftrate with DIAION HP-
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20 resin. These experiments provided enough evidence to
establish the natural origin of the two novel metabolites.

Several metabolites structurally related to zinniol have
been reported from A. porry't 11T A solani'819 and A.
crehorii)? These include structures in which the primary
atcohol groups have been oxudized and condensed uito a
lactone (e.g.. 63,3 -dimethylallyloxyl-1 -methoxy-5-meth-
viphthalide and zinnolide) or a lactam ring (e.g . zinnimi-
dine and porritoxine), and others in which the 1soprene side
chain has been modified (e.g., homozinniol and anndiol)
or lost {e.g., zinnol). Reports on the production of dimeric
metabolites by Alternaria species are limited, with the best
known example being the C—C hnked alterporriolides.?0
However, 2 and 3 represent the first examples of zinniol
dimers linked through an ether bond. similar to that
reported in the literature for lignans from [licium verum.?!
Finally. the non-phytotoxic activity of 2 and 3 is in
agreement with the existing reports that the hydroxym-
ethyl groups are essential for the expression of biological
activity.'®

Experimental Section

General Experimental Procedures. IR spectra were
measured on a FT-IR Nicolet Magna 750 or on a FT-IR
Protege 460. EIMS were recorded at 70 eV on a JEOL-
JMS-AX505HA mass spectrometer. GC analyses were
performed on a Hewlett-Packard 5890 gas chromatograph
under the following conditions: 0.5 xL of sample; Ultra 1
column (Hewlett-Packard. cross-linked methyl silicone
gum, 25 m long, 0.32 mm i.d., 0.52 gm fill thickness); flow
rate = | mL/min; temperature programs: {a) 7, = 180°C,
7, = 290 °C: (b) T, = 70 °C, Tz = 290 °C, gradient = 10
*Cimin. HPLC analyses were carried out using a Milton
Roy CM-4000 series chromatograph equipped with a Milton
Roy SM-4000 UV detector and a Milton Roy CS-4100
integrator. Conditions for HPLC analyses were as follows:
Hypersil ODS Cig column {Alftech, 5 micron, i.d.=4.6 mm,
tength = 250 mun): gradient elution using MeCN (A) and
H,0 (B) [Method a. A/B 10:90 to 90:10 (6 min.), flow rate
= | mL/min, UV detector set at 254 nm: and Method b:
A/B 10:90 to 80.20 (12 min), flow rate = 1.5 mL/min, UV
sel at 220 nm), NMR spectra were recorded on Varian
Uruty-300 and -500 spectrometers, at 300 and/or 500 MHz
for ‘I and 75 or 125 MHz for 13C, using CDCl3 as solvent
and tetramethylsilane (TMS3) as internal standard. Two-
dimensional NMR experiments (DEPT, HMQC, and HMBC)
were obtained on a Varian Unity-500 instrument. Industrial-
grade solvents were glass-distilled in the laboratory prior
to use. Flash column and vacuum liquid chromatography
(VLC) purifications were carried out using 3 gel {200—
400 mesh and TLC grade, respectively} from Aldrich
Chemical Co. Preparative TLC purifications were per-
formed on E. M. Merck glass-coated Si gel plates (GFasa,
20 .« 20 mm, 0.25 mm thickness).

Fungal Material. The strain of A. tagetica Shome and
Mustafee (ATCC 58771) was maintained on V-8 juice agar
{VBA) slant tubes, kept in the dark at 4 °C. The tubes were
used to inoculate V8A-containing Petri dishes, on which
the fungus was allowed to grow for 15 days at 26 *C, under
16/8 h of light/darkness conditions. A spore suspension (1
mL), prepared by adding 5 mL of sterile distilled water to
a Petri dish, was used to inoculate 1 L of a liquid culture
medium consisting of casamino acid enriched with marigoeld
infusion (20 g of leaves/L of medium}, and the fungus was
cultured under stationary conditions for 28 days at 26 °C,
under natural light (diurnal cycle).

Extraction and Isolation. The mycelial mat was
separated from the culture filtrate by filtration through two
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layers of cheesecloth. The aqueous filtrate was extracted
with EtOAc (x 3, 1:1, viv) and the resulting organic layer
concentrated under reduced pressure to yield the organie
crude extract {ca. 0.29 g/L). A suspension of the organic
crude extract (ca. 29 g) in Hz0/MeOH 9:1 (ca.100 mL of
solution/300 mg of extract) was successively partitioned
between hexane (x 3, L:1, viv} and EtOAc {x 3, L1, viv},
yielding the corresponding low (5.2 g} and medium (16.0
g) polarity fractions, respectively. VLC purification of the
Jow polarity fraction, using an stepwise gradient elution
(hexane/acetone, 98:2—100%, 13 fractions) yielded 1 {frac-
tions 11—12, 500 mg) as yellow oil. Fraction 10 (662 mg)
was further purified by flash column chromatography (CH,-
Cly/facetoneMeOH, 95:3:2) to produce several fractions, one
of which contained 2 (15.7 mg) in pure form. Pure 3 (20
mg) was obtained by preparative TLC (CH:Clz/acetone, 95:
5, x 3) purification.

Phytotoxicity Evaluation. Aqueous filtrates, before
and after extraction, together with the corresponding
organic and mycelium extracts, as well as crude and
purified fractions, were tested for phytotoxic activity using
the leaf-spot assay® on marigold leaves (0.2 mg/application).

Zinniol {1): yellow oil; R;0.22 (CH,Clyfacetone/MeOH,
95:3:2); &g (HPLC, Method a) 11.82 min; & {GC, methed a)
10.09 min; fg (GC, methed b) 23.41 min; identified by
comparison of spectroscopic data with those reported in the
literature 39 For the corrected assignments of the 3C NMR
data, see Table 1.

bis-7-0-8".8-0-7" Zinniol (2): white solid; R,0.33 ([CH;-
Cly/acetone/MeOH, 95:3:2): (HPLC, method a} 14.63 min;
tr {(GC, method a} 9.69 min; & {GC, method b) 23.38 min;
IR (film) vmax 3000, 2940, 1610, and 1120 em~'; HREIMS
vz 496.2790 (caled for CagHaoOs, 496.2825); LREIMS (70
eV) miz 496 (M*, 1.0), 428 (M* — 68, 3}, 410 (5), 360 (5),
342 (12), 249 (10), 181 (100), 164 (12), 69 (22); 'H and 13C
NMR data, see Table 1.

bis7-O-7".8-0-8" Zinniol (3): white solid; R;0.44 (CHz-
Cly/acetone/MeOH, 95:3:2); & (HPLC, method a) 14.24 min;
t (GC, method a) 9.69 min; & (GC, method b) 23.38 min;
IR {(CHCl3} ¥max 3000, 2940, 1610 and 1120 em™; EIMS
(70 V) m/z 496 (M*, 14), 428 (M* — 68, 10}. 360 (6), 342
(24), 248 (14), 181 (100}, 164 (55), 69 (52}; 'H and 3C NMR
data, see Table 1.

Preparation of 2 and 3. Hydrated ZnCl; (42 mg.
Aldrich Chemical Co.) was added to a sojution of E (23 mg,
0.086 mmal) in CH,Cl; {10 mL). The reaction mixture was
stirred at room temperature for 66 h, quenched with water,
and extracted with CH;Cl,. The organic solvent was
evaporated and the resulting crude reaction product puri-
fied by flash column chromatography, using stepwise
elution with CH;Clz/acetone (97.5:2.5 and 95:5), to produce
2 (2.5 mg) and 3 (0.5 mpg) in pure form.
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ABSTRACT

Two new phytotoxic polyketides, tagetolone (1) and tagetenolone (2), in addition to tyrosol
(3) and p-hydroxybenzoic acid (4), have been isolated from the organic crude extract of
culture filtrates from Alfernaria tagetica. Complete characterization of all structures was

carried out following a careful analysis of their spectroscopic data (IR, MS, 'H and "C

NMR and 2D NMR experiments).

Keywords: Alternaria tagetica; Tagetes erecta, marigold; tagetolone;

tagetenolone; tyrosol; p-hydroxybenzoic acid.
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INTRODUCTION

The fungal pathogen Alternaria tagetica severely infects marigold (Tugetes erecta L.)
plants, causing necrotic spots on leaves, stems and petals and, in some cases, plant death

(Hotchkiss and Baxter, 1983).

As part of our search for the bioactive metabolites produced by A. tagetica, we have
previously reported the isolation and identification of the non-host specific toxin zinniol
and two new dimeric non-phytotoxic metabolites, bis-7-0-7".8-0-8" and bis-7-0-8".8-0-
7".zinniol (Gamboa-Angulo ef al,, 2000). While these metabolites were obtained from a
low polarity (hexane) fraction resulting from a solvent partition of the original crude
extract, testing the medium polarity fraction (ethyl acetate) in the leaf spot assay produced
necrotic damage which gave a clear indication of the presence of a second group of
phytotoxic metabolites biosynthesized by A. tagetica. We report here the bioassay-guided
purification of the medium polarity fraction and the identification of the phytotoxic
metabolites tagetolone (1), tagetenolone (2) and tyrosol (3), in addition to a fourth, non-

phytotoxic, metabolite identified as p-hydroxybenzoic acid (4).
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MATERIALS AND METHODS

UV-spectra were determinated in a DU-63 Beckman UV/VIS spetrophotometer using
MeOH as solvent. IR spectra were measured using a FT-IR Nicolet Magna 750 or a FT-IR
Protege 460. HR and LREIMS were recorded at 70 eV on a JEOL-JMS-8X102A mass
spectrometer.  GC-MS analyses were performed on a Hewlett-Packard 5890 gas
chromatograph coupled to a Hewlett-Packard 5971A mass selective detector. Conditions
for GC analyses were as follows: 0.5 pL of sample, Ultra 1 column (Hewlett-Packard,
cross-linked methyl silicone gum, 25 m long, 0.32 mm i.d., 0.52 pm fill thickness), flow
rate = 1 ml/min, temperature programs: a) T1 =150 °C, Iz = 290 °C,b) T; =70 °C, Iz =
290 °C, gradient = 10 °C/min. NMR spectra were recorded on Varian Unity-300, Bruker
AMX-400 and Varian Unity Plus-500 spectrometers, at 300, 400 and/or 500 MHz for 'H
and 75, 100 or 125 MHz for 13C, using CDCl; or (CD3);CO (Aldrich Chemical Co.,
Milwakee, WI) as solvents and tetramethylsilane (TMS; Aldrich) as internal standard.
Industrial-grade solvents were glass-distilled in the laboratory prior to use. Flash column
(flash CC) and vacuum liquid chromatography (VLC) purifications were carried out using
silica gel (200-400 mesh and TLC grade, respectively) from Aldrich Chemical Co,
Preparative TLC purifications were performed on Macherey-Nagel silica gel (Germany)
aluminofolium (GFazss , 20 x 20 mm, 0.20 mm thickness) and/or E.M. Merck (Darmstadt,

Germany) glass-coated silica gel plates (GFasq , 20 X 20 mm, 0.25 mm thickness).

Cultures of the fungus were maintained, grown (160 L), harvested, extracted and the
organic crude extract partitioned, as described previously (Gamboa-Angulo, et al, 2000).
All fractions were tested for phytotoxic activity using the leaf-spot assay on marigold

leaves, following a procedure described previously (Pefia-Rodriguez, et. al., 1988).
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The phytotoxic medium polarity (ethyl acetate) fraction (35 g) was purified by VLC using a
stepwise gradient elution with hexane/ethyl acetate/acetone mixtures, which resulted in
fractions A to M. Lecaf-spot assay evaluation of all fractions indicated that phytotoxic

activity was located in fractions D, E,Fand G.

Isolation of Tagetolone (1). Successive VLC (dichloromethane/acetone mixtures in
stepwise elution), and preparative TLC (dichloromethane/acetone/acetic acid 95:5:1, 2x)
bioassay-guided purifications of fraction D (2.14 g) led to the obtention of 1 (1.7 mg/L) in
pure form. TLC: R,0.48 dichloromethane/acetone/acetic acid 95:5:1 (2x); 0.2
hexane/ethyl acetate 8:2 (2x); GC: R,13.02 min (a conditions); IR (CHCl;): 3602 (OH,
free), 3400 (OH, bonded), 2972, 2935 (C-H), 1699 (C=0), 1257 (C-Q), 1089 (C-O-C) em’;
LREIMS m/z (rel. int. %): 280 [M]" (30), 262 [M*-H,0] (10), 236 [M*- C,H.0]" (38), 193
(10), 165 [M™-CeH1102]” (100), 152 (15), 135 (90), 107 (8), 91(10), 45 (10); 'H NMR (300
MHz, CDCly) 6.42 (1H, s, H-6), 4.18 (1H, m, H-12), 3.67 (3H, s, H-15), 2.83 2H, m, H-8a,
H-9), 2.64 (14, dd, J= 18, 2.7 Hz, H-8b), 2.41 (1H, dd, /=18, 8.7 Hz, H-11b), 2.20 (3H, s,

H-7), 2.14 (3H, s, H-16), 1.16 (3H, d, J = 6 Hz, H-13), 1.04 (3H, d, J = 6.6 Hz, H-14) ppm.

Tagetolone diacetate (1a). A mixture of 1 (19.5 mg), acetic anhydride (0.5 mL) and
pyridine (0.2 mL) was stirred overnight at room temperature. The reaction mixture was
worked up in the usual manner to produce the crude acetylated product which, after
preparative TLC (hexane/ethyl acetate 8:2, 2x) purification, yielded 1a (14 mg) in pure
form. TLC: Rr0.5 hexane/ethy! acetate 8:2 (2x); GC: R, 15.01 min (a conditions). IR

(CHCL;) 3032 (Ar-H), 2982, 2931 (C-H), 1741 (COOR), 1234 (C-0), 1079 (C-0-C) em’™;
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HREIMS m/z 364.1883 (caled for CaoHagOe, 364.1886); LREIMS, m/z (vel. int. %) 364
[M]” (10), 322 [M" - CH,0]" (10), 304 [M" - AcOH]" (20), 286 (30), 262 IM" — AcOH-
CoH,0]™ (25), 245 [M* — 2 AcOH + HJ™ (25), 193 (17), 166 (100); 'H NMR (500 MHz,
CDCly) 6.64 (1H, s, H-6), 5.26 (1H, m, H-12), 3.69 (3H, s, H-15), 2.88 (2H, m, H-3a, H-9),
2.79 (1H, dd, J= 18.5, 7 Hz, H-11a), 2.59 (1H, dd, J= 15.5, 10 Hz, H-8b), 2.42 (1H, dd, J=
16.5, 6 Hz, H-11b), 2.30 (3H, 5, C12-CHs), 2.25 (3H, 5, H-7), 2.07 3H, 5, H-16), 1.98 (3H,
s, Cs-CHa), 1.20 (3H, d, J = 6.5 Hz, H-13), 1.04 (3H, d, J = 7 Hz, H-14) ppm; 3¢ NMR
(CDCl;, 125 MHz) 211.3 (C=0), 170.2 (Cs-COOR), 169.2 (C-12-COOR), 158.0 (C-3),
1483 (C-5), 135.7 (C-1), 129.2 (C-2), 121.2 (C-4), 119.5 (C-6), 67.2 (C-12), 60.3 (C-15),
47.6 (C-11), 46.6 (C-9), 29.7 (C-8), 21.2 (C5-CHs), 20.8 (C12-CHs), 19.9 (C-7, C-13), 159

(C-14),9.7 (C-16) ppm.

Isolation of Tagetenolone (2). Successive VLC  (gradient  elution,
dichloromethane/acetone) and flash CC (1 cm diameter, hexane/acetone/methanol 75:20:5)
purifications of fraction G (3.61 g) afforded 2 (1.17 mg/L) as a single metabolite. TLC: Ry
0.47 hexane/acetone/methanol 60:35:5, 0.57 dichloromethane/ethyl acetate/methanol
80:18:2; GC: R, 13.02 min (a conditions); UV (methanol) Amx (log &): 297 (3.2), 266 (3.2),
233 (3.3) nm; IR (CHCL): 3600 (OH, free), 3359 (OH, bonded), 2965, 2933 (C-H), 1610
(C=C), 1593 (HO-C=C-C=0), 1103 (C-0-C), 1012(C-0) em’'; HREIMS m/z 294.1383
(caled for CieH220s, 294.1467); LREIMS m/z (rel. Int. %) 294 [M]" (12), 276 M -H0]
(18), 259 [M" - 2 HoO + HI' (22), 240 (8), 207 (17), 192 (30), 181 [M™-CH0,]" (100},
165 (23), 151 (22), 136 (12), 91(8), 64 (12); "H NMR (CDCls, 400 MHz) 6.68 (1H, s, H-6),

5.44 (1H, m, H-11), 4.65 (1H, d, J= 12.5 Hz, H-7), 4.54 (1H, d, J= 12,5 Hz, H-7), 3.69 GH,
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s, H-15), 2.92 (2H, dd, J= 133, 6.3 Hz, H-82), 2.8 (1H, q, J=7 Hz, H-9), 2.67 (1H, dd, J=
13.2, 7.2 Hz, H-8b), 2.16 (3H, s, 11-16), 2.00 (31, s, H-13), 1.12 3H, d,/=6.9 Hz, H-14),
1.04 3H, d, J = 7 Hz, H-14) ppm; "C NMR (CDCls, 100 MHz) 199.4 (C=0), 190.8 (C-
12), 158.7 (C-3), 154.0 (C-5), 138.0 (C-1), 122.6 (C-2), 117.5 (C-4), 1114 (C-6), 99.5 (C-

11), 63.0 (C-7), 60.5 (C-15), 43.6 (C-9), 30.4 (C-8), 24.8 (C-13), 17.8 (C-14), 94 (C-16)

Isolation of Tyrosol (3). Successive flash CC purifications (5, 3 and 2 ¢m diameter, using
hexane/acetone/methanol  75:23:2, dichorometane/methanol  97:3, and hexane/ethyl
acetate/acetone  60:38:2, respectively) of fraction E (2.41 g) yielded 3 (4-
hydroxyphenylethanol, 1.13 mg/L) as an single component, TLC: Ry 037
dichloromethane/acetone/methanol, 75:23:2; GC: R, 12.45 min (b conditions); IR, EIMS,
'H and '*C NMR data were in agreement with those reported in the literature (Ayer, ef al.,

1985; Capasso, et al., 1992).

Isolation of p-hydroxybenzoic acid (4). Fraction F (2.39 g) was purified by flash CC (2
cm diameter, hexane/ethy! acetate/ethanol 75:20:5) to produce p-hydroxybenzoic acid (4,
0.54 mg/L) as a white solid. TLC: R;0.22 dichloromethane/acetone/methanol 75:23:2.
Spectroscopic data were in agreement with those reported in the literature (Pouchert, 1981;

Pouchert, 1983).

RESULTS AND DISCUSSION

Bioassay-guided purification of the medium polarity (ethyl acetate) fraction, resulting from
the partition of the phytotoxic organic crude extract of A. tagetica, led to the isolation of

metabolites 1-4. The least polar and phytotoxic (necrotic area: 0.22 mm?, (.05
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mg/application) metabolite 1 was obtained as a yellow oil after successive VLC and
preparative TLC purifications. The IR spectrum of 1 showed the presence of a
characteristic ketone carbony! band at 1659 cm', in addition to typical absorption bands for
hydroxy! groups (free and hydrogen-bonded at 3602 and 3400 cm’, respectively), aromatic
double bonds (1612 and 1589, and 1458 cm’) and ether groups (1089 cm"). The EIMS
spectra of 1 showed a molecular ion peak at m/z 280, which suggested a molecular formula
of C¢H2404 and indicated five unsaturation sites in the structure of 1. The '"H NMR
spectrum of 1 displayed some striking similarities with that of zinniol; a one proton singlet
at 6.41 ppm and two three-proton singlets at 3.67 and 2.14 ppm confirmed the presence of
the pentasubstituted aromatic ring, a methoxyl and methyl groups as substituents.
However, the 'H NMR spectrum of 1 did not show the typical signals for the
dimethylallyloxy chain or the benzylic methylene groups presents in the structure of
zinniol. Instead, an additional three-proton singlet at 2.2 ppm in the 'H NMR spectra of 1
indicated that a third substituent in the aromatic ring was a second methyl group. An
aromatic ring and a ketone carbonyl group accounted for the five unsaturations sites

implied from the molecular formula of 1.

Treatment of 1 under acetylating conditions produced 1a whose 'H NMR spectrum showed
two new three-proton singlets at 1.98 and 2.30 ppm. While the lower field value of the
latter signal is characteristic of the methy! group of an acetylated phenolic hydroxyl group,
the chemical shift of the former suggested an acetylated secondary alcohol. Presence of a

secondary alcohol in the structure of 1 was confirmed by the downfield shift (to 5.26 ppm),
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experienced by a carbinol proton multiplet signal at 4.18 ppm in the '"H NMR of 1. The
EIMS spectrum of 1a showed a molecular ion peak at m/z 364 and significant fragments at
m/z 322 and 262 due to the loss of a C;H;0 and a [AcOH + C;Ho0] unit, respectively; thus
confirming the presence of two acetylated hydroxyl groups in its structure. These data

supported a phenotic hydroxyl group as the fourth substituent in the aromatic ring of 1.

The *C NMR data of 1a showed the expected signals for all 20 carbons of the structure.
They were identified as seven methyl groups (two acetyl, one aryl methyl ether, two on sz_
carbons and two on sp3-carbons), two methylene groups, three methine groups (two sp3-
carbons and one aromatic carbon), and eight carbons not bonded to hydrogen (five
aromatic, two ester carbonyls and one ketone carbonyl). Complete characterization of 1
could be achieved by a detailed analysis of the data from 'H-'H COSY, 3C NMR, DEPT,
HMQC and HMBC experiments of 1a (Table 1). The 'H-'H- COSY showed the presence
of two isolated spin systems; in one the oxygenated methine (m, 5.26 ppm) showed a
correlation to both the methy! group at 1.2 ppm (d, /=6.5 Hz) and the methylene protons at
2.79 and 2.42 ppm (dd, J=18.5, 7 and 16.5, 6 Hz, respectively), and in the other a
correlation between protons at 2.59 and 2.88 ppm (dd, J=15.5, 10 Hz and m, respectively)
was observed together with that of the 2.88 ppm proton with the methyl group at 1.04 (d, 7
Hz) ppm. On the basis of these results, the isolated systems could be identified as CHs-

CH(OH)-CH;- and -CH,-CH-(CHs)-.

Long-range correlations (%)), observed in the HMBC experiment of 1a, between the
methylene protons at 2.79 and 2.42 ppm and the carbons at 211.3 (C-10) and 67.2 ppm (C-

11) indicated that the CH,-CH(OH)-CH, fragment was linked to the carbonyl carbon.
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Similarly, the %/ correlations shown between a methylene proton at 2.59 ppm and carbons
at 129.2 (C-2) and 46.6 (C-9) ppm, together with 3J correlations between the carbonyl
carbon (211.3, C-10) and two aromatic carbons at 158 (C-3) and 135.7 (C-1) ppm
suggested that the -CH;-CH-(CHj)- fragment was the bridge between the ketone and the
aromatic ring. This allowed the identification of a 2-methyl-5-acetoxy-3-hexanone side
chain as the fifth substituent in the aromatic ring. The alkyl chain justifies the presence a
base peak fragment at m/z 165 [M" - CsH1,0,] in the EIMS spectra of both 1 and 1a, which

can be explained by the partial loss of the side chain from the molecular ion.

That the arrangement of the substituents in the aromatic ring of 1 (Figure 1) was similar to
that of zinniol, was again confirmed by the long-range correlations observed between the
aromatic proton (6.64 ppm) and both the methyl group carbon at 19.9 ppm (C-7) and the
oxygen bearing carbon at 148.3 ppm (C-3). With the methyl and methoxyl groups
occupying positions as in zinniol (C-4 and C-3, respectively), the alkyl residue must occupy
the remaining C-1’ position. On this basis, 1 can be identified as 5-hydroxy-1-[4’-hydroxy-
2’-methoxy-3°,6’-dimethyl-phenyl)-2-methyl-hexan-3-one to which we have given the

trivial name tagetolone.

Phytotoxin 2 produced a necrotic area (0.92 mm?) when tested (0.1 mg/application) on
marigold leaves. Its IR spectrum showed absorptions for hydroxyl, phenyl and ether
groups (3359, 3010 and 1104 cm-1, respectively) but no carbonyl bands. The EIMS
spectrum of 2 showed a molecular ion peak at m/z 294 [M]" which was confirmed by a
positive FAB experiment. This suggested a molecular formula of CjsH»,0s, indicating six

unsaturation sites.

10
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The 'H NMR and '>C NMR data of 2, together with the results from 2D-NMR experiments
(‘H-'H COSY, DEPT, HMQC and HMBC) showed that 2 was structurally related to 1.
The 'H NMR spectrum of 2 showed the presence of an aromatic proton at 6.68 ppm, a
methoxyl group at 3.69 ppm and three methyl groups at 2.16, 2.00 and 1.12 ppm, in
addition to proton signals at 2.92, 2.67 and 2.80 ppm, corresponding to a -CH,CH(CHs)-
fragment. These data strongly suggested that 2 had a similarly substituted aromatic nucleus

as 1.

The main structural differences between 2 and 1 were given by the nature of the
substituents at C-1 and C-2. The low field region of the 'H NMR spectrum of 2 showed a
one proton singlet at 5.44 ppm and two doublets (4.65 and 4.54 ppm, J=12.5 Hz, 1H ea) of
an AB quartet spin system. These signals were assigned to one vynilic proton and an
oxygenated methylene, respectively. The presence of a primary alcohol in the structure of

2 was confirmed by the signal at 63 ppm in its 13C NMR.

The C-1 location of the primary alcohol in the structure of 2 was determinated by the long-
range correlations observed in the HMBC experiment between the oxygenated methylene
protons and the carbon signals at 138, 122.6, and 111.4 ppm (C-1, C-2 and C-6,

respectively).

The PC NMR spectrum of 2 showed the expected 16 carbon signals, including two
quaternary carbons at 199.4 and 190.8 ppm suggesting the presence of two ketone carbonyl

groups. Although the possibility of a B-diketone was sug.gested by the UV spectrum of 2

11
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(266 and 297 nm), its IR spectrum did not show an absorption in the carbonyl region.
However, the absorption band at 1593 e’ indicated the presence of a 1,3-keto-enol
system; P-diketones and theirs enol forms exist as tautomers, where the latter predominates

and presents an intense absorption at 1640-1580 cm- in the IR (Silverstein, et al., 1997).

Additional evidence to support the existence of a 1,3-keto-enol system in the structure of 2,
was given by the long-range correlations observed in its HMBC experiment; the vynilic
proton at 5.44 ppm showed 2] interactions with the quaternary carbon signals at 199.4 (C-
10) and 190.8 (C-12) ppm. The 27 interaction between the methyl group protons at 2 ppm
and the C-12 carbon at 190.8 ppm, and a comparison of the side chain data of 2 with that of
1, allowed for its identification and attachment to the C-2 position. On the basis of this data
2 can be described as S-hydroxy-l~(4’-hydroxy-6’-hydroxymethyl-z’-methoxy-S’-methyl-
phenyl)-2-methyl-hex-4-en-3-one, a new metabolite to which we have given the trivial

name tagetenolone.

A third, highly phytotoxic metabolite (necrosis: 1.07 mm’ at 0.1 mg/application) was
obtained (1.13 mg/L) as a dark brown oil and identified as tyrosol (3) by comparing its
spectroscopic data (IR, MS, 'H and *C NMR) with those reported in the literature (Ayer, ef
al., 1985; Capasso, et al, 1992). Tyrosol is a primary metabolite with phytotoxic and
antifeeding actitivies, commonly encountered in fungal cultures (Claydon, et al., 1985;
Venkatasubbaiah and Chilton, 1990; Turner, 1983). A fourth, non-phytotoxic, metabolite,
isolated in a yield of 0.54 mg/L, was identified as p-hydroxybenzoic acid (4) by means of

spectroscopic data (IR, EIMS, 'H and “C NMR; Pouchert, 1981; 1983).

12
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Although a number of metabolites structurally-related to zinniol have been reported, only a
few lack the dimethylallyloxy side chain; these include zinnol, cichorine (Sterlie, et al.,
1993), silvaticol, O-methylsilvaticol, nidulol (Fujita, et al., 1984; Suemitsu, et al, 1993)
and several orsellinic acid derivatives (Turner, 1983). To date, metabolites structurally-
related to zinniol without one or both of the oxygenated benzylic methylenes, or where one
of the oxygenated methylenes is substituted by an alkyl side chain, have not been reported.
Still, it is interesting to point out that ascolitoxin, a phytotoxin produced by Ascochyta pisi
(Evidente et al., 1993), shows a very similar substitution pattern of the aromatic ring as that
of zinniol, including a benzyl-aldchyde and an oxoalkyl side chain as substituents.
Similarly, the 1,3-keto-enol system present in the side chain of 2 can also be found in the
chemical structure of host specific phytotoxins belonging to the ACRL and ACTG group
(Gardner, e al, 1985; Kono, et al, 1985, 1986), in alternaric acid and its derivatives
(Tabuhi and Ichihara, 1994), in hispolon, a yellow pigment identified from the mycelium of
Inonotus hispidus (Ali, et al., 1996); and in some diaryiheptanoids isolated from plants of

the Alpinia genus (Dong, et al., 1998; Yang, et al., 1999).

Biosynthetic studies carried out on zinniol (Stoessl, ez al., 1983) established its tetraketide
origin, with the initial acetate unit located at the hydroxymethyl group C-7. Taking into
account the structural similarity of 1 and 2 with zinniol, and the oxygenated sequence of the
side chain at C-2, it can be argued that both 1 and 2 also have a poliketide origin, and that
they are constituted by six acetate unit as proposed in Figure 2. The presence of 3 and 4,
both metabolites from the shikimic acid pathway, suggest that 4. tagetica has the capacity
to use this route for the production of phytotoxic metabolites. Therefore, it posssible that

some secondary metabolites from the shikimate pathway might be reported from A.

I3
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tagetica in the future.

The bioassay-guided isolation and identification of metabolites 1-4 as natural products
produced by Alternaria tagetica is reported. Tagetolone and tagetenolone (1, 2) proved to
be two new phytotoxins structurally-related to zinniol. This is the first report of zinniol
derivatives without the dimethylallyloxy side chain and having an alkyl side chain instead
of an oxygenated benzylic methylene. Even though there are reports of 1,3-keto-enol
systems in some metabolites produced by several dlternaria species (Gardner, et al., 1985,
Kono, ef al., 1986; Tabuchi and Ichihara, 1994), the identification of 1 and 2 is the first
report of an open chain 1,3-ketol and 1,3-keto-enol systems, respectively. Finally, even
though 3 was significantly more phytotoxic than 1 and 2, its activity was weaker in

comparison with that of zinniol (5.8 mm?, 0.1 mg/application).
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Figure 1. Selected HMBC correlations (H-C) observed for 1a.
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Natural Zinniol Derivatives from Alternaria tagetica. Isolation, Synthesis
and Structure-Activity Correlation’

M. Marcela Gamboa-AnguloT, Fabiola Escaiante-l:irosaf, Karlina Garcia-Sosa’, Fatima AIejos-GonzélezT,

Guillermo Delgado-Lamas* and Luis M. Pefia-Rodriguez’*
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Mérida, Yucatan, México.

Hnstituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México, Circuito Exterior, Ciudad Universitaria, Coyoacén
04510, México D.F.

Abstract. Two novel phytotoxins, 8-zinniol methyl ether (5) and 8-zinniol acetate (6) in addition to 6-
(3. -dimethylallyloxy)-4-methoxy-5-methyl-phthalide (2), 5-(3’,3’-dimethylallyloxy)-7-methoxy-6-
methyl-phthalide (3) and the novel metabolites 8-zinniol 2-(phenyl)-ethyl ether (4) and 7-zinniol acetate
(7), have been identified as natural Zzinniol derivatives from the organic crude extract of 4lternaria tagetica
culture filtrates. Using zinniol as the starting material, phytotoxin 5 was synthetized together a number of

synthetic intermediates (8-13). Both, natural and synthetic zinniol-derivatives were evaluated in the leaf-

spot bioassay against marigolds leaves (Tagetes erecta).

Key Words: Alternaria tagetica, Tagetes erecia, marigold, phytotoxin, zinniol, zinniol-derivatives, leaf-spot bioassay.
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Introduction

Zinniol (1) is a phytotoxic tetraketide first isolated from A. zinniae® and later detected in culture filtrates
from Phoma macdonaldii®, A. dauci®, A. solani, A. porri, A. carthami, A. macrosporas, A. cichorii® and A.
ragetica.7 The total synthesis of zinniol has been reported following two different routes: one using a
disulphonic acid as the starting material® and abother using a sequence of Dields-Alder and Alder-Rickert

reactions with DMAD structure.” This has confirmed both its structure and phytotoxic activity.

We have previously reported the isolation of 1 as the major phytotoxic component in the organic crude
extract from culture filtrates of 4. tagetica.' We which to describe here a number of metabolites
structurally related to zinniol, including the isomeric phthalides 2 and 3, 8-zinniol 2-(phenyl)-ethyl ether (4),
8-zinniol methyl ether (5), 8-zinniol acetate (6) and 7-zinniol acetate (7), in addition to the synthesis of
phytotoxin 5 by chemical transformation of zinniol and the biological evaluation of a number of the

intermediate derivatives (8-13) generated during the synthetic process.

Results and Discussion

Bioassay-guided VLC and preparative HPLC purifications of the phytotoxic organic crude extract from A.
tagetica resulted in the purification and identification of six metabolites (2-7), two of them (5, 6)

phytotoxic.

The isomeric phthalides 6-(3’,3’-dimethylallyloxy)-4-methoxy—5-methyl—phthalide (2) and 5-(3',3’-
dimethylallyloxy)-7-methoxy-6—methy1—phtha1ide (3) were identified by comparing their spectroscopic
data with those reported in the literature,'"'2 and by direct comparisson with authentic samples. The
phthalide 2 has been reported previously from 4. porri'’ and 4. solani 13 while 3 has only been reported
from A. porri.'2 Both isomers were first reported as the main products resulting from the oxidation of

zinniol.2
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The remaining metabolites (4-7) were obtained in pure form after preparative HPLC purifications of

various fractions. Their IR, LR-EIMS and 'H NMR spectra showed close similarities between them and
with zinniol.>'® These similarities included a single aromatic proton, that confirmed the presence of a
pentasubstituted aromatice ring; two methyl groups, one attached to the aromatic ring and the other as part
of an aryl methyl ether; and the signals correponding to the dimethylallyloxy side chain. The presence of
the characteristic base peak fragment at m/z 180 in the MS spectra of metabolites 4-7, and their being of a
lower polarity on TLC when compared to 1, suggested that these derivatives had, one or both of the
benzylic alcohols substituted. The nature and location of the substituents on each metabolite was
established following a careful analysis of their MS, 'H NMR (Table 1) and 13C NMR (Table 2) data, in
addtition to the results from HMQC and HMBC experiments.

The LR-EIMS spetrum of 4 showed a molecular jon peak at m/z 370 which corresponded to a difference of
104 units with respect to that of zinniol. Additionally, the 'H NMR spectrum of 4 showed five additional
protons in the aromatic region which appeared as the multiple signal (centered at § 7.23) typical of a
monosubstituted aromatic ring; the spectrum also showed two doublets of doublets at & 3.80 and 2.90
assigned to the protons of two methylene groups, one of which (3 3.80) showed the typical chemical shift
for a methylene bearing oxygen. The presence of a second aromatic ring in the structure of 4 was confirmed
by twelve sp’ carbons signals in its 13C NMR spectrum (six methine and six quaternary, Table 1), while the
two new methylene carbon signals appeared at 3 71.4 and 36.4. This data was consistant for the presence of
an oxygenated 2-(phenyl)-ethyl fragment in the structure of 4, and this fragment can readely explain the

104 units molecular weight difference with zinniol.

In order to establish the correct location of the 2-(phenyl)-ethyl fragment in the structure of 4, it was
necessary to first establish the correct assignment of the various methylene groups in its structure. The
HMQC experiment of 4 showed a direct correlation between the methylene protons at 8 4.63, 4.55, 3.80
and 2.90 and the carbon signals at & 64.8, 64.4, 71.4 and 36.4, respectively. A long-range interaction
observed in the HMBC experiment of 4, between the aromatic proton at 8 6.71 and the carbon signal at
64.4, allowed for the latter being assigned to C-7 and the carbon signal at § 64.8 to C-8. Similarly, long-
range interactions between the methylene protons at & 4.63 (H-8) and the carbon signals at § 140.3 (C-1),
121.1 (C-2), 158.3 (C-3) and, through oxygen, with &71.4 (C-17), indicated that the 2-(phenyl)-ethyl-
residue was located on C-8 via an ether linkage. This was supported by the observed interactions between

the methylene protons at & 3.80 with the carbon signals at & 36.4 (C-27), 138.6 (C-3") and, through
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oxygen, with & 64.8 (C-8). On the basis of this data, the new metabolite 4 was identified as 8-zinniol 2-

(pheny!)-ethylether.

Phytotoxic metabolite 5 (Table 3) was obtained as single component on TLC. A parent ion peak at m/z
280 in its LR-EIMS suggested a zinniol structure with an additional methylene. A three proton singlet at
& 3.44 in its 'H NMR, together with a carbon signal at 3 58.0 in its °C NMR, confirmed the presence of an
additional methoxyl group in the structure of 5. While the chemical shift for C-7 (8 64.5), in the °C RMN
of 5 was very similar to that of zinniol (& 64.7) the corresponding C-8 signal in the spectrum of 5 appeared
at a lower field (5 66.5) than that of zinniol (3 56.8), suggesting that the new methoxyl group was located
at the C-8 position in the structrure of 5. This was confirmed by the long-range, through oxygen, group 37
interaction observed in the HMBC of 5 between the methyl group protons at 8 3.44 and the carbon signal
at § 66.5 (C-8). Phytotoxic metabolite 5 was thus identified as 8-zinniol methy! ether.

The IR spectra of metabolites 6 and 7 were identical, both presenting an intense absorption at 1739 cm”
characteristic for an ester carbonyl group. As expected, their LR-EIMS spectra also showed the same
parent ion peak at m/z 308, where the difference of 42 units suggested an acetylated zinniol structure. This
was supported by a fragment at m/z 240 [M*-CsHs]", originating from the loss of the dimethylallyloxy
chain side, which after lossing an AcOH molecule produced the characteristic base peak fragment at m/z
180. Further support for an acetylated zinniol structure came from the three proton methyl singlets at 3
2.16 in the '"H NMR spectra of 6 and 7, and carbon signals at §171.1 and 170.9 in the "C RMN spectra.
This suggested that metabolites 6 and 7 were isomeric monoacetylated derivatives of 1. While the HMQC
experiment of metabolite 6 showed a direct correlation between the methylene protons at & 3.25 and 4.70
with the carbon signals at 8 58.7 and 63.1; the HMQC experiment of 7 showed a direct correlation
between the protons at 8 5.20 and 4.73 with the carbon signals at 3 64.6 and 56.8. A comparison of the
chemical shift for both benzylic methylenes in the 13C NMR specira of 6 and 7 with those previous by
described for 1, 4 and 5 (Tabla 2), made it possible to identify 6 as 8-zinniol acetate and 7 as the isomeric
7_zinniol acetate. This assignment was further supported by the long-range interactions observed in the
HMBC experiment of 6 between the methylene protons at & 4.70 and the aromatic carbon at § 108.0 (C-0),
and between the methylene protons at 8 5.25 with carbon signals at § 118.5 (C-2), 158.7 (C-3) and with
the carbonyl carbon at & 171.1 (carbonyl acetate). In order to rule out the possibility of 6 and 7 being
formed during the isolation process, zinniol (1) was subjected to the same processes involved in working

up the culture filtrate of 4. tagetica, resulting in the obtention of only starting material. Additionally,
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the natural metabolite 5 (Scheme 2). Similarly, reduction of 11 afforded 7-zinniol methy! ether (13) as the

main component. ' and C NMR data for the isomeric methyl ether 13 was very similar to those of 5;
significant diferences were only observed in their °C NMR spectra where the chemical shift values of C-1,

C-2,C-7and C-8in 13 are § 135.3, 126.1, 74.4 and 56.9, respectively and & 140.3, 121.2, 64.5 and 66.5, in
5.

The phytotoxic activity of all products (1-13), both natural and synthetic, was evaluated in the leaf-spot
assay (Table 3). While zinniol (1) caused the strongest necrotic lesions on marigold leaves, neither its
diacetylated derivative (1a), nor the isomeric phthalides 2 and 3 or zinniol anhydride (8) showed
significant activity. As expected, a lower phytotoxic activity was detected in the monosubstituted
derivatives 5 and 13, thus confirming previous reports that both benzylic alcohols in zinniol are essential
for the expression of phytotoxic activity. However, the latter statement was seriously challenged when
the monosustituted derivatives 4 and 7 did not shown the ability to cause damage to marigold leaves, and
both carboxylated methylether derivatives 10 and 12 showed significant phytotoxic activity. This activity
was readly lost upon esterification to produce 9 and 11. These results indicate that there might be a
qumber of factors controlling the expression of phytotoxic activity in these molecules, including the type,

size and position of the various functional groups.

Conclusions

In summary, we have reported herein the isolation and identification of six metabolites from the culture
filtrates of A. tagetica. All metabolites were structurally related to zinniol, and four of them identified as
new natural products (4-7), while five new compounds (9-13) were prepared. Five of all the products
tested, both natural and synthetic derivatives (5, 6, 10, 12,13), showed phytotoxic activity against marigold
leaves. All natural and synthetic phytotoxic derivatives were less phytotoxic than zinniol (1) with the
exception of the acid derivative 10 which showed a similar a activity (Table 3). The synthetic preparation
of 8-zinniol methyl ether (5) and its isomer 7.zinniol methy! ether (13), using zinniol as starting material,

confirmed the structure for the new natural product 3.
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Experimental

General Experimental Procedures. IR, LR-EIMS, 'H, Bc and 2D-NMR instrumentation and
experimental procedures have been described previously.'” GC-EIMS analyses were carried out using a
Hewlett-Packard 5890 gas cromatograph coupled to a Hewlett-Packard 5971A mass selective detector.
Conditions for GC analyses were as follows: 0.5 uL of 0.1% sample; Ultra 1 column (Hewlett-Packard,
cross-linked methyl silicone gum, 25 m long, 0.32 mm i.d., 0.52 um fill thickness); flow rate =1 mL/min;
temperature program; = 180°C, T2 = 290° C, gradient= 10° C/min, detector temperature 300° C.

HPLC analyses. Instrumentation: a) Waters Delta prep 4000 preparative chromatography system
(Millipore Corp.) equipped with a Waters 486 UV detector for semipreparative separations and a Waters
996 Photodiode Array Detector for analytical studies. Control of the equipment, data acquisition,
processing and management of chromatographic information were performed by the Millennium 2000
software program (Waters), Conditions for HPLC analyses were: Microporasil normal phase column
(Waters, 10 p, 3.9 x 300 mm); using hexane-EtOAc [85:15] (method a) or CHCl;-EtOAc [90:10]
(method b), flow rate = 1.0 mL/min and UV detector set at 260 nm. b) Milton Roy CM-4000 series
chromatograph equipped with a Milton Roy SM-4000 UV detector and a Milton Roy CS-4100 integrator.
Conditions for HPLC analyses were: Hypersil ODS C;s column (Alltech, 5 p, 4.6 x 250 mm); gradient
elution using CHyCN:H,0 [10:90 to 90:10 (13 min)] (method ¢); flow rate = 1.0 mL/min and UV detector

set at 254 nm.

Isolation and Purifications of metabolites 1-6.

Details of the microbiological work, leaf-spot assay and fractionation of the organic crude exfract by
solvent partition and VLC purification (13 fractions) have been described already.'® HPLC separations
were carried out using a preparative column (300 x 19,5 mm) packed with the same microporasil normal
phase as that used for analytical studies. After VLC of the organic crude extract, purification of fraction 5
by HPLC (method a, flow= 18 mL/min) yielded metabolite 2 in pure form (0.73 mg/L). Fraction 6, after
successive HPLC purifications (method a, flow of 18 and 15 mL/min) produced pure 3 (0.21 mg/L) and 4
(0.17 mg/L). A similar purifications of fraction 7 (method a, flow of 15 mL/min) resulted in the obtention
of 5 (0.28 mg/L) as a single component. Finally, purification of phytotoxic fraction 9 using the same

column but method b and a flow of 16 mL/min, yielded 6 (0.40 mg/L) and 7 (0.19 mg/L).
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6-(3’,3’-Dimethylallyloxy)-4-methoxy-5-methyl-phthalide (2). White amorphous powder; Ry 0.24
(CHCl;) and 0.39 (Hexane-EtOAc 8:2); HPLC: R, 9.47 min (method a); IR, LR-EIMS, 'H and °C NMR

spectra were identical to those reported in the literature.” '* '

5-(3’,3’-Dimethylallyloxy)-7-methoxy-ﬁ-methyl-phthalide (3). colorless oil; R 0.1 (CHCI) and 0.32
(Hexane-EtOAc 8:2); HPLC: R, 13.3 min (method a); IR, LR-EIMS, 'H and "*C NMR spectra were

identical to those reported in the literature."'!

8-Zinniol-2-(phenyl)-ethyl ether (4). Colorless oil; Ry 0.55 (CeHg-acetone 95:5); HPLC: R, 14.5 min
(method a); IR (film): 3445 (OH), 3020 (Ar-H), 1603 (sp>-C), 1214 (C-0), 1148 (C-0-C) cm’’; LR-
EIMS m/z (el int): 370 [M]" (8), 302 [M"-CsHs]" (8), 284 [M'-CsHg- H;01" (8), 180 (100), 105
[CsHs+H]" (22),69 [CsHs]" (18); 'H NMR data see Table 1; 3¢ NMR data see Table 2.

8-Zinniol methyl ether (5). White amorphous powder; Ry0.3 (hexane-acetone 8:2); HPLC: R, 19.1 min
(method a), 18.27 min (method b); GC: R, 8.23 min; IR (film): 3433 (OH), 1604 (sp>-C), 1214 (C-0),
1114 (C-O-C) ecm™'; LR-EIMS m/z (rel. int.): 280 M]* (8), 212 [M™-CsHg]" (36), 194 [M*-CsHg- Hz01"
(10), 180 (100), 69 [CsHg+ H]* (25); 'H NMR data see Table 1; 13C RMN data see Table 2.

8-Zinniol acetate (6). Yellow oil; R, 0.27 (CH,Cl,-EtOAc 9:1); HPLC: R, 14.9 min (method b); IR
(film): 3435 (OH), 1739 (C=0), 1604 (sp-C), 1232 (C-0), 1115 (C-0-C) cm’; LR-EIMS m/z (rel. int.):
308 [M]" (7), 240 [M"-CsHg]" (12), 222 [M*-CsHg- H201" (5), 180 (100), 162 [180-H;0]" (32), 69
[CsHgtH]™ (42); '"H NMR data see Table 1; 13C NMR data see Table 2.

7.Zinniol acetate (7). Pale yellow oil; Rr0.25 (CH;Cl,-EtOAc 9:1); HPLC: R, 17.2 min (method b); IR
(film): 3435 (OH), 1739 (C=0), 1604 (sp>-C), 1232 (C-0), 1115 (C-0-C) cm™; LR-EIMS m/z (rel. int.):
308 [M]" (7), 240 [M"-CsHs]" (15), 222 [M*-CsHs- H,OT" (5), 180 (100, 162 [180-H,01" (11), 162 [180-
H,01 (11),69 (CsHg+H]™ (26); 'H NMR data see Table 1; 13C NMR data see Table 2.

Oxidation of zinniol (1). A solution of 1 (616.8 mg, 2.31 mmol) in acetone (485 mL) was stirred with an

excess of a stock chromic acid solution at room temperature for 5 min (Starratt, 1968). After diluting with
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water, the oxidation crude product was obtained by ethylether extraction of the aqueous suspension,

followed by a normal work up of the organic layer. This produced a mixture of three products which was
filtered through a silica gel bed and separated by preparative HPLC (method a) to yield 2 (168.2 mg,
28%), 3 (176.7 mg, 29%) and 8 (117.9 mg, 18%), in pure form.

Zinniol anhydride (8): White amorphous powder; Ry 0.52 (CHCL); HPLC: R; 4.4 min (method a); IR
(film): 2939 (C-H), 1838 (anh. C=0), 1772 (anh. C=0), 1614 (sp’-C), 1214 (C-0), 1114 (C-0-C) cm’';
LR-EIMS m/z (rel. int.): 276 [M]" (3), 208 [M*-CsHg]" (5), 164 [M"-CsHs- CO.J" (8), 69 [CsHo]" (100);
'H NMR (300 MHz, CDCL): 3 7.15 (1H, s, H-6), 5.47 (1H, ddd, /= 6.6, 6.6, 1.5 Hz, H-2"), 4.68 (2H, br
d. J = 6.6 Hz, H-1), 4.16 2H, s, -9), 2.21 (3H, 5, H-10), 1.82 3H, brd, J =09 Hz, H-4"), 1.75 (3H, s,
H-5); C NMR (75 MHz, CDCL): 8 163.5 (C-8), 164.5 (C-7), 160.9 (C-3), 157.9 (C-5), 139.6 (C-1),
131.9 (C-3"), 118.2 (C-2), 112.1 (C-4), 103.1 (C-6), 66.4 (C-17), 62.3 (C-9), 25.8 (C-4°), 18.3 (C-5°), 9.6
(C-10).

Hydrolysis and methylation of 6-(3’,3’-dimethylallyloxy)-4-methoxy--S-methyl-phthalide."‘"']9 A
mixture of 2 (25 mg, 0.095 mmol), MeOH (10 mL, Aldrich), and an excess of KzéO;; (Merck), was
heated under reflux for 7 h. The solvent was removed under reduced pressure and the residue eliminated
under high vacuum. The residue was combined with 4 mL of dry THF (Aldrich) under a nitrogen
atmosphere and then a suspension of 180 mg of NaH (80% in mineral oil, 6 mmol, Aldrich), previously
washed with dry THE, was added. The suspension was stirred at room temperature for 30 min and 300 pL
of CH;I (4.82 mmol, Baker) were added slowly. The mixture was left to stand at room temperature until
no starting material could be detected by TLC (43 h). The reaction mixture was quenched with saturated
NH,CI solution, diluted with water and extracted with EtOAc (3x, 2:1, 1:1, 1:1). The organic layer was
washed with water to neutralization and then with brine followed by treatment with Na;SOq4 and filtration.
The solvent was finally removed under reduced pressure to produce 9 (12.2 mg, 42%). The remaining
aqueous layer was neutralized with H,SO4 (2N) and extracted with EtOAc (3x, 2:1, 1:1, 1:1). The organic
layer was washed with water and brine, dried, concentrated and filtered through a silica gel microcolumn

(hexane-acetone 8:2) to yield 10 (3.7 mg, 13%).

Methyl-3-methoxyl-4-methyl—5-(3’,3’-dimethyiailyloxy)—Z-methoxymethyl benzoate (9): Yellow oil;
R, 0.49 (hexane-acetone 8:2); GC: R, .88 min; IR (CHCI3): 3015 (Ar-H), 1730 (C=0), 1607 (sp>-C),



Publicacion No. 3
1118 (C-O-C) cm™; LR-EIMS m/z (rel. int.): 225 [M*-CsHg- CH3]" (9), 193 [M"-CsHs- H,01" (100), 179

(3), 69 [CsHs]” (71); 'H NMR (300 MHz, CDCL): & 7.14 (1H, 5, H-6), 347 (1H, ddd, J=6.6, 6.6, 1.2 Hz,
H.2), 471 (1H, s, H-8), 4.54 (211, d, J = 6.6 Hz, H-1"), 3.9 BH, 5, F-17), 376 GH, s, H-9), 3.39 (3H, s,
H.27),2.19 3H, 5, H-10), 1.79 (3H, 5, H-4"), 1.75 (3H, s, H-5"); 3¢ NMR (75 MHz, CDCLy): 8 168.1 (C-
7). 158.8 (C-3), 157.3 (C-5), 137.9 (C-3"), 129.8 (C-1), 1246 (C-2), 124.2 (C-4), 119.6 (C-2°), 109.3 (C-
6), 65.7 (C-8), 65.4 (C-17), 61.9 (C-9), 58.2(C-2"), 52.1 (C-17), 25.8 (C-4'), 183 (C-5"), 9.5 (C-10).

3-Methoxyl—4-methyl-5-(3’,3’-dimethylallyloxy)-2-methoxymethyl benzoic acid (10): White solid; &y
0.14 (hexane-acetone 8:2); GC: R, 10.54 min; IR (CHCl3): 3400-2600 (COOH), 3008 (Ar-H), 1716
(C=0), 1603 (sp*-C), 1114 (C-0-C) em’'; LR-EIMS m/z (rel. int.): 226 [M*-CsHs]* (10), 212 [M"-CsHs-
H,0+ H]" (18), 193 [212- H,O7" (100), 165 (11), 69 [CsHo]" (61); 'H NMR (300 MHz, CDCly): 6 7.23
(1H, s, H-6), 5.47 (1H, ddd, J = 6.6, 6.6, 1.2 Hz, H-2%), 4.71 (2H, s, H-8), 4.58 (2H, d, J = 6.6 Hz, H-17),
3.74 (3H, s, H-9), 3.49 3H, s, H-17),2.21 (3H, s, H-10), 1.80 (3H, brd, J= 1.2 Hz, H-4%), 1.75 (3H, s, H-
5*); '3C NMR (75 MHz, CDChy): 5 168.9 (C-7), 158.3 (C-3), 138.1 (C-5), 138.2 (C-37), 131.3 (C-1),
125.1 (C-2), 121.1(C-4), 119.4 (C-27), 110.7 (C-6), 66.1 (C-7), 65.3 (C-1’), 62.0 (C-9), 58.0 (C-17), 25.8
(C-4"), 18.3 (C-5"), 9.7 (C-10).

Hydrolysis and methylation of 5-(3’,3’—dimethylallyloxy)—’?-methoxy-ﬁ-methyl—phthalide 3> A
solution of 3 (21 mg, 0.08mmol) in MeOH (10 mL) was heated under reflux with an excess of K2CO; for
24 h. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure and the resulting material was
combinated with dry THF (4 mL) and a suspension of NaH {208 mg, 6.93 mmol, 80% in mineral oil). The
mixture was stirred at room temperature for 30 min and then CHiI (200 pL, 3.2 mmol) was added
dropwise, Once no more starting material could be detected by TLC (44 h), the reaction mixture was
quenched with a saturated NH,CI solution, diluted with water and extracted with EtOAc (3x, 2:1, 1:1, L:1).
The organic layer was washed with water and brine, dried (Na,SOs) and filtered. The solvent was
removed under reduced pressure to produce 11 (14.1 mg, 57%). The residual aqueous layer was
neutralized with H,SO4 (2N) and extracted with EtOAc (3x, 2:1, 1:1, 1:1). The organic layer was washed
with water and brine, dried, and concentrated to yield 12 (5 mg, 21%).
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.\-1ethyl-2-methoxyl—3-methyl—4-(3’,3’-dimethylallyloxy)-G-methoxymethyl benzoate (11): Pale yellow

oil; R;0.44 (hexane-acetone 8:2); GC: R, 8.75 min; IR (CHCly): 3010 (Ar-H), 1727 (C=0), 1602 (sz_
C), 1114 (C-0-C) em™; LR-EIMS m/z (rel. fnt.): 308 [M]" (1), 240 [M"-CsHs] (61), 208 [240-CH;0-H"
(100), 193 [208-CH; I" (66); 'H NMR (300 MHz, CDCly): § 6.7t (1H, s, H-6), 547 (1H, ddd, /= 6.5,
6.5. 1.5 Hz, H-27), 4.54 (2H, 4, J = 6.5 Hz, H-1"), 4.46 (1H, br s, H-7), 3.89 (3H, s, H-2"), 3.76 (3H, s, H-
9), 3.56 (3H, s, H-1"), 2.14 (3H, s, H-10), 1.79 (3K, s, H-4%), 1.74 (3H, s, H-5"); “C NMR (75 MHz,
CDCly): & 168.4 (C-8), 159.1 (C-3), 157.0 (C-5), 137.8 (C-37), 135.6 (C-1), 119.7 (C-2"), 119.6 (C-4),
119.1 (C-2), 106.8 (C-6), 72.4 (C-7), 65.4 (C-1), 61.9 (C-9), 58.3 (C-17), 52.0 (C-27), 25.8 (C-4’), 183
(C-5"), 9.0 (C-10). '

2-Methoxyl-3-methyl—4-(3’,3’-dimethylallyloxy)-&-methoxymethylbenzoic acid (12); White solid; Ry
0.12 (hexane-acetone 8:2); GC: R, 9.68 min; IR (CHCL): 3400-2600 (COOH), 3008 (Ar-H), 1715 (C=0),
1603 (sp*-C), 1114 (C-O-C) em™; LR-EIMS m/z (rel. int.): 226 [M"-CsHs]" (13), 193 [212- H,01" (100),
179 (11), 165 (12), 69 [CsHo]" (23); 'H NMR (300 MHz, CDCly): & 7.07 (1H, s, H-6), 5.47 (1H, ddd, J =
6.6.6.6, 1.5 Hz, H-2"), 4.81 (1H, s, H-7), 4.62 (211, d, /= 6 Hz, H-1'), 3.86 (3H, s, H-9), 3.48 (3H, 5, H-17),
217 (3H, s, H-10), 1.80 (3H, br d, J = 1.2 Hz, H-4"), 1.77 3H, s, H-5"); "*C NMR (75 MHz, CDCL): 8
166.0 (C-8), 161.0 (C-3), 158.3 (C-5), 142.1 (C-1), 138.3(C-37), 119.3 (C-4 and C-27), 118.5 (C-2) 107.0
(C-6), 72.9 (C-T), 65.5 (C-17), 62.5 (C-9), 58.6 (C-17), 25.8 (C-4"), 18.3 (C-5"), 9.0 (C-10).

7-Zinniol methyl ether (13). A suspension of LiAlH, (26 mg, 0.68 mmot) in dry THF (5 mL), under a N»
atmosphere and in an ice bath was stirred while a solution of 11 (10 mg, 0.32 mmol) in THF was added
dropwise. After 5 min, the excess reagent was eliminated by successive additions of THFE-water [9:1] until
a white precipitate appeared. The reaction mixture was filtered and the filtrate was extracted with ethyl
acetate (3x, 2:1, 1.1, 1:1). The organic layer was washed with water and brine, dried and evaporated to
afford the crude reduction product, which was filtered through silica gel (hexane-acetone) to produce 13
(4.1 mg, 46 %) in pure form. Ry 0.3 (hexane-acetone 8:2); GC: R, 8.21 min; HPLC: R, 19.09 min {method
¢); IR (CHCl3): 3468 (OH), 3009 (Ar-H), 1606 (sp>C), 1116 (C-O-C) cm™'; LR-EIMS m/z (rel. int.): 212
[M*-CsHs]" (2), 194 [M"-CsHiy- H,0]" (5), 180 (100), 163 (30), 69 [CsHo]™ (100); 'H NMR (300 MHz,
CDCLy): & 6.64 (1H, s, H-6), 5.49 (1H, ddd, J= 6.6, 6.6, 1.2 Hz, H-2"), 4.67 (2H, s, H-8), 4.52 (2H,d, /=
6 Hz, H-17), 4.52 (2H, s, H-7), 3.81 GH, s, H-9), 3.43 (3H, s, H-17), 2.18 GH, 5, H-10), 1.79 (3H, brd, /=
0.9 Hz, H-4"), 1.74 (3H, s, B-5"); 13C NMR (75 MHz, CDCL3): 8 158.4 (C-3), 157.3 (C-5), 137.5 (C-3%),
135.3 (C-1), 126.1 (C-2), 120.5 (C-4), 120.0 (C-2°), 109.4 (C-6), 74.4 (C-7), 65.4 (C-17), 61.9 (C-9), 56.9
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(C-8),25.8(C-4"), 18.2 (C-57),9.2 (C-10).

8-Zinniol methy! ether (5). A solution of 9 (4 mg, 0.013 mmol) in anhydrous THF (3 mL) was treated
with LiAIH, (12.4 mg, 0.32 mmol) for2has described above, to give 5 ( 1.9 mg, 49%).

Phytotoxicity evaluation. Natural and synthetic metabolites were tested for phytotoxic activity using the

leaf-spot assay”’ on marigol leaves (0.1 mg/ application).
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Table 2. *C NMR data for metabolites 1, 1a 4-7 in CDCl, at 125 MHz.

No.C 1 1at 4 5 6 7
1 138.9 1377 1403 1403 139.5  139.5
2 1247 1207 1211 121.2 1185 1253
3 158.2 159.1 1583 1584  159.1 157.8
4 1200 1197 1193 119.4 1197 121.0
5 157.7 1584  158.0 158.1 1587 157.8
6 109.0 109.3  109.0 109.1 108.0 1094
7 64.7  64.1 64.4 64.5 63.1 64.6
8 56.8 58.4  64.8 66.5 58.7 56.8
9 619 617  61.7 61.8 61.7 618
10 9.2 9.3 9.2 9.2 9.3 9.3
1’ 65.3 653 653 65.3 654 654
2' 1199 1197 1200 1199 1198 11938
3 1376 1344 1375 137.5 1377 137.7
4’ 258 257 258 25.8 25.8 25.8
5 18.2 18.2 18.2 18.2 18.3 18.2
" 1709 714 580 1711 1709
2" 21.0 364 212 212
170.6  1386°
21.0  128.9°(2)
128.4° (2)
126.3°

375 MHz
® Ar- carbons
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