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Estudio quimico, el crecimiento de las especies fungicas y la determinacion del efecto de
los compuestos sobre Ia enzima glutamino sintetasa y la proteina calmodulina se realizé en
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La actividad de los compuestos sobre la sintesis de ATP y la enzima PEPcarboxilasa se
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El aislamiento ¢ identificacion de los hongos se efectud en el Laboratorio de Fitopatologia
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RESUMEN

La presente disertacion describe la investigacion de los productos naturales derivados de
hongos del género Phoma como una fuente potencial de compuestos herbicidas. Para el
desarrollo de este proyecto de investigacion se propuso una estrategia metodoldgica que se
Inici6  con el aislamiento y seleccion de especies fitotoxicas y culmindé con la
caracterizacion quimica y la evaluacion del potencial fitotdxico de los compuestos
fingicos.

Se aislaron cuatro cepas de hongos del género Phoma a partir de semillas de maiz
cacahuacintle, de sorgo, asi como de muestras de suelo. Durante el proceso de seleccion se
detectd que los aislamientos de P. herbarum y P. sorghina contenian sustancias capaces de
modificar el crecimiento vegetal.

El estudio quimico biodirigido del extracto derivado del cultivo de P. herbarum (800 L)
condujo el aislamiento y purificacién de tres nonendlidas novedosas designadas con los

nombres triviales de herbaruminas I-111 (191-193).

herbarumina I (191) herbarumina II (192) herbarumina II1 (193)
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De manera general, la elucidacion estructural de los productos aislados se realizé mediante
la aplicacion de métodos quimicos, €SPECtroscopicos, espectrométricos, quirdpticos y
calculos de mecénica molécular. Los calculos de mecanica molecular permitieron
determinar que los anillos de 10 miembros de las herbaruminas I-III (191--193) adoptan
preferentemente una conformacion de silla—silla—silla.

La evaluacion del potencial fitotoxico de las herbaruminas I-111 (191-193) permitio
establecer que estos compuestos poseen propiedades inhibidoras del crecimiento vegetal de
tipo pre-emergente. Las herbaruminas I-III (191-193) inhiben la germinacion y
crecimiento radicular (Clso=5.43 x 10 ° 1.25 x 10~ y2.06 x 10 ° M, respectivamente) de
Amaranthus hypochondriacus. El efecto fue dependiente de la concentracién,

La determinacion del efecto de las herbaruminas 1-I1 (191-193) {1 x 10 * M] sobre la
produccién de biomasa de las especies vegetales Amaranthus hypochondriacus 'y
Lchinochloa crusgalli indico que los productos no inducen una disminucién del peso fresco
y de la longitud de las plantulas.

Con Ia finalidad de obtener informacién acerca de los posibles blancos de accion se evalud
el efecto de los compuestos sobre la sintesis de ATP en cloroplastos aislados de espinaca y
sobre la actividad de las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPcarboxilasa) de maiz y
la glutamino sintetasa (GS) de amaranto. De manera adicional se investigd la posible
interaccion de las herbaruminas I-I11 (191-193) con la proteina reguladora calmodulina
(CaM de cerebro de bovino y CaM de espinaca).

Con respecto a la evaluacion de las herbaruminas I-111 (191-193) sobre la sintesis de ATP
en cloroplastos aislados de espinaca, se observo que ninguno de estos metabolitos inhibe

¢ste proceso fotosintético. Las evaluaciones del efecto de las herbaruminas I-III (191-193)
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sobre la actividad de las enzimas glutamino sintetasa (GS) y fosfonenolpiruvato carboxilasa
(PEPcarboxilasa) permitieron establecer que ninguno de los metabolitos modifica la
actividad de las enzimas GS y la PEPcarboxilasa. Sin embargo, las herbaruminas I-111
(191-193) modifican la movilidad electroforética de las calmodulinas de cerebro de bovino
y espinaca. Este resultado indicé que las nonendlidas estudiadas interaccionan con las
calmodulinas de origen vegetal y animal.

El estudio quimico biodirigido del extracto derivado del cultivo de Phoma sorghina
empleando el bioensayo del crecimiento radicular permitid el aislamiento de la
macrosporina (194), los altersolanoles A (137) y D (195) y de los alterporrioles D (196) vyE
(197). La evaluacién del potencial fitotdxico de estos productos permitio establecer que los
altersolanoles A (137) y D (195) son los metabolitos fitotdxicos mas importantes de este
hongo. Ambos productos inhiben el crecimiento radicular de A. hypochondriacus (Clsy =
5.20 x 10™y 7.80 = 107, respectivamente).

Con respecto a la evaluacion de la macrosporina (194), los altersolanoles A (137) y D (195)
y los alterporrioles D (196) y E (197) sobre la sintesis de ATP en cloroplastos aislados de
espinaca, se encontré que ninguno estos metabolitos tienen un efecto significativo sobre
esta actividad fotosintética. La quinonas tampoco modifican actividad de las enzimas

glutamino sintetasa y fosfonenolpiruvato carboxilasa.
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ABSTRACT

As a part of a research program to discover potential herbicidal agents from
microorganisms it was found that the organic extracts prepared from the culture broth of
Phoma herbarum and P, sorghina induced significantinhibition of radicle growth of
seedlings of Amaranthus hypochondriacus.

Bioactivity—guided fractionation of the extract from P. Aerbarum led to the isolation of
three new nonenolides, which were given the trivial names of herbarumins I (191), 11 (192)
and I11 (193), respectively. The structures of these compounds were established on the basis
of the spectroscopic methods and high resolution NMR techniques (COSY, HMQC and
HMBC). The stereochemistry and the solution conformation of the ten-membered ring
lactone of herbarumins I-11I (191-193) was determined using the CD exciton coupling
method of Harada and Nakanishi, molecular mechanics modeling, NOESY data and the

comparison of the observed vs. the calculated vicinal proton coupling constants.

herbarumin { (191) herbarumin II (192) herbarumin 111 (193)

The phyototoxic potential of herbarumins I-11I (191-193) were investigated by evaluating

the pre and post emergent phyototoxic activity. The pre~emergent phyototoxic activity was
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investigated by evaluating the effect of herbarumins 1-I11 (191-193) on germination and
radicle growth of Amaranthus hypochondriacus. Herbarumins 111 (191-193} showed
significant inhibition of radicle growth in A. hypochondriacus. 1t is important to notice that
the effect of the herbarumins I-I1] (191-193) was comparable to that of 2.4-D.

The post emergent phytotoxic activity was established by evaluating the effect of foliar
application of herbarumins 1-11I (191-193) [1 = 10 * M] to 2-to-4 week old seedlings of
Amaranthus  hypochondriacus and  Echinochloa crusgalli. The experimental results
indicated that the herbarumins [-I11 (191-193) did not show appreciable effect on the shoot
elongation and fresh weight accumulation of A. hypochondriacus and £, crusgalli.
Bioactivity-guided fractionation of an organic extract prepared from the culture of /.
sorghina led to the isolation of macrosporin (194), altersolanol A (137), altersolanol D
(195), alterporriol D (196) and alterporriol E (197). The isolated compounds were
characterised by spectral means (IR, NMR and EM). Altersolanol A (137) and altersolanol
D (195) inhibited radicle elongation of 4. hvpochondriacus.

None of the isolates modified the activity of the enzymes GS or PEPC neither inhibited the
ATP synthesis on isolated chloroplasts. However it was found that herbarumins i-[1] (191~

193) interact with both bovine brain and spinach calmodulins.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Hongos fitopatégenos como una fuente potencial de agentes herbicidas.

Estudios recientes han permitido establecer la existencia de alrededor de 300,000 especies
de plantas superiores en el mundo, de las cuales, aproximadamente el 10% son nocivas.
Estas plantas dafiinas son las responsables del 42% de las pérdidas anuales en cultivos de
importancia econdémica en los paises industrializados. El costo monetario de estas pérdidas
se estima en ‘1010 délares por afio (Hoagland, 1990; Evans, 1998; Cramer, 2000). Asi
mismo, muchas especies nocivas bloquean los canales de riego; ocasionan dermatitis por
contacto, inducen fiebres y problemas respiratorios en los seres humanos; crean focos de
incendio y son hospederos de hongos y bacterias patégenos de plantas (Hoagland, 1990;
Cramer, 2000).

Con la finalidad de combatir las pérdidas que ocasionan los vegetales nocivos se emplean
numerosos agentes herbicidas, tanto de origen sintético como bioherbicidas y productos
naturales (derivados de microorganismos y plantas) (Hoagland, 1990; Evans, 1998;
Cramer, 2000).

Los agentes herbicidas de origen sintético son los agentes plaguicidas mas utilizados para la
proteccién de cultivos de importancia econémica. Sin embargo, estos productos presentan
serias desventajas destacandose los severos dafios que ocasionan tanto al medio ambiente
como a los animales y seres humanos. Entre los problemas maés frecuentes en humanos
relacionados con el uso de herbicidas sintéticos podemos destacar la induccién de diversos

tipos de cancer y la esterilidad. En el caso de los animales se han observado efectos




similares, tanto en los silvestres como en los domésticos (Warrior, 2000). Asi mismo, es
importante mencionar que estos herbicidas ocasionan enormes dafios en los ecosistemas,
contaminando al suelo, aire y agua (subterrinea, rios y lagos, lluvia y nieve) (Justum,
1997). Estos dafios se encuentran estrechamente relacionados con sus altos indices de
persistencia, a menudo por un tiempo mucho mayor al que se requiere para ejercer su
accién, y a la poca especificidad que presentan algunos de los agentes herbicidas
comerciales de mayor uso. Es importante destacar también que estos productos han
provocado la aparicién de un gran nimero de especies resistentes (Strobel, 1991). Asi el
Diclofop® y otros herbicidas que tienen como blanco de accién a la enzima acetil—coenzima
A carboxilasa han inducido el fenémeno de resistencia en especies de Lolium, Avena,
Phalaris y Setaria (Heap, 1997; Warrior, 2000). Por ultimo, recientemente se descubrié la
existencia de procesos de resistencia cruzada. Este tipo de resistencia la inducen
compuestos que pertenecen a diferentes clases quimicas, pero que tienen el mismo
mecanismo de accién o rutas similares de degradacién. Como ejemplos de este tipo de
compuestos se pueden citar a la sulfonilurea, la imidazolidona y la triazolopirimidina, todos
ellos inhibidores de la enzima acetolactato sintasa (ALS) (Heap, 1997, Warrior, 2000;
Cramer, 2000).

Para evitar las dificultades relativas a la toxicidad y a la persistencia en el medio ambiente
de los herbicidas sintéticos se han propuesto otras estrategias para proteger los cultivos de
importancia econémica, destaciandose las siguientes: el empleo de bicherbicidas, la rotacién
de cultivos, la eliminacién manual y mecénica de las plantas no deseadas, la manipulacién
genctica y la utilizacién de compuestos fitotéxicos alternos (Lax, 1988; Hoagland, 1990;
Charudattan, 1990; Strobel, 19_91; Trujillo, 1994; Duke y Abbas, 1995; Macias, 1995;

Cramer, 2000).



Con la finalidad de descubrir compuestos fitotéxicos alternos en los ultimos afios se ha
intensificado la investigacién de los productos naturales de origen vegetal y microbiano
como una fuente potencial de nuevos agentes herbicidas. En este contexto, estudios
recientes han permitido establecer que las fitotoxinas biosintetizadas por un gran nimero de
hongos fitopatégenos son las responsables de los sintomas que se observan en las plantas
parasitadas, y que las mismas constituyen agentes herbicidas potenciales de gran interés
(Strobel, 1991; TeBeest, 1993; Rhodes, 1993). Es importante hacer notar que las fitotoxinas
de origen natural pueden ser utilizadas como herbicidas per se o constituir nuevos
prototipos estructurales para el disefio y la sintesis de derivados més potentes y eficaces
(Lax, 1988; Hoagland, 1990; Charudattan, 1990; Strobel, 1991; Trujillo, 1994; Duke y
Abbas, 1995; Macias, 1995; Cramer, 2000). Las fitotoxinas son compuestos de bajo peso
molecular (>1000) que juegan un papel primordial en los procesos infectivos bloqueando
las respuestas de defensa de las plantas hospederas. Estos compuestos se caracterizan por
poseer una gran diversidad estructural (péptidos, terpenoides, fenoles, macrélidos,
glicésidos, glicopéptidos, etc.) y una gran variedad de grupos funcionales; son
biosintetizadas por un niimero restringido de organismos; su produccion se realiza en fases
especificas del ciclo de crecimiento del organismo y se encuentra altamente influenciada
por las condiciones ambientales y nutricionales del hospedero (Lax, 1988; Charudattan,
1990; Hoagland, 1990; Strobel, 1991; Trujillo, 1994; Duke y Abbas, 1995; Macias, 1995).

La utilizacién de las fitotoxinas fungicas como agentes herbicidas ofrece una serie de
ventajas ya que son selectivas, de facil aplicacion y su eficacia no depende de factores
ambientales, ademds, generalmente son compatibles con la formulacién desarrollada para
su aplicacion (Lax, 1988; Hoagland, 1990; Charudattan, 1990; Strobel, 1991; Trujillo,

1994; Duke y Abbas, 1995; Macias, 1995; Cramer, 2000).




Las toxinas de origen fiingico ofrecen también ventajas sobre las fitotoxinas de origen
vegetal. Las fitotoxinas vegetales generalmente presentan una menor selectividad y en
ocasiones son muy toxicas para la especie productora. Por otra parte, las fitotoxinas de
origen fiingico son generalmente eficaces a bajas concentraciones en tanto que las vegetales
no (Lax et al., 1988; Charudattan, 1990; Hoagland, 1990; Strobel et al., 1991; Trujillo,
1994; Duke y Abbas, 1995; Macias, 1995).

Para la obtencién de las fitotoxinas a partir de organismos fingicos se ha aplicado en
repetidas ocasiones y con bastante éxito la estrategia metodolégica que se resume a
continuacion:

En primer lugar se realiza la preseleccion de las especies de hongos de acuerdo a un criterio
ecoldgico, principalmente con base en las interacciones planta-hongo (Boyette y Abbas,
1995). Este criterio se basa en que los hongos fitopatégenos estén involucrados en un gran
numero de enfermedades que se presentan frecuentemente en las plantas, bien sea en los
cultivos de importancia econémica o en plantas consideradas como nocivas para los
cultivos. En muchos casos estas enfermedades estin mediadas por la produccion de
compuestos toxicos (fitotoxinas). Estos compuestos pueden ser selectivos y solo afectar a
su hospedero natural (fitotoxinas hospedero selectivas). A la fecha se conocen diferentes
especies de hongos que producen este tipo de toxinas, la gran mayoria de ellos pertenecen a
los géneros Alternaria, Helminthosporium, Curvularia y Phoma. Sin embargo, en
ocasiones los hongos sintetizan compuestos que presentan efectos téxicos no sélo sobre la
especie hospedera sino también sobre otras especies vegetales no relacionadas (fitotoxinas
no selectivas) (Graniti, 1991).

Una vez que las especies o aislamientos de hongos han sido preseleccionados se realizan

pruebas conducentes a determinar las condiciones éptimas para su cultivo, Estas especies o



los aislamientos son cultivados en pequefia escala, utilizando diferentes condiciones de
cultivo (medios de crecimiento, temperatura y agitacién). Posteriormente, se realiza la
extraccién de los caldos de cultivo y del micelio de cada una de las especies o aislamientos
cultivados; una vez que se han obtenido los extractos de los medios de crecimiento y del
micelio se realizan las pruebas biolégicas de seleccion. Estas pueden ser inespecificas o
especificas. Las pruebas inespecificas consisten en la determinacién del efecto fitotdxico de
los extractos derivados mediante la evaluacion de su efecto sobre la germinacion y el
crecimiento vegetal de las especies de prueba. En el caso de las pruebas especificas se
utilizan bioensayos conducentes a determinar la actividad de los extractos sobre un blanco
de accidn especifico en la fisiologia o en el metabolismo vegetal (Duke y Lydon, 1987,
Boyette y Abbas, 1995; Evidente et al., 2001). Los extractos que demuestran una actividad
significativa en los bioensayos utilizados se consideran candidatos idoneos para realizar
estudios quimicos biodirigidos con la finalidad de aislar los compuestos fitotoxicos (Duke y
Lydon, 1987; Duke et al., 1995; Strobel, 1991; Boyette y Abbas, 1995; Evidente ef al.,
2001).

Para la realizacion de los estudios quimicos conducentes al aislamiento y la caracterizacion
de los compuestos responsables del efecto fitotoxico es necesario realizar el cultivo de las
especies seleccionadas en gran escala, para asi posteriormente obtener los extractos
organicos a partir de los caldos de crecimiento y del micelio. Los extractos resuitantes se
someten a estudios quimicos biodirigidos para obtener los principios activos. Es importante
destacar que a lo largo de todo el proceso quimico es necesario realizar los mismos ensayos
biolégicos utilizados durante el proceso de seleccién (Duke y Lydon, 1987; Duke y Abbas,

1995; Evidente et al., 2001).




Por dltimo, los compuestos naturales bioactivos se identifican Y se someten a ensayos
biologicos adicionales y a pruebas de invernadero con la finalidad de determinar su efecto
sobre especies vegetales tanto nocivas como de interés agricola (Duke y Lydon, 1987;
Strobel, 1991; Duke y Abbas, 1995; Boyette y Abbas, 1995; Evidente et al., 2001).

Utilizando la secuencia metodolégica descrita anteriormente se han realizado numerosas
investigaciones, mismas que han conducido al aislamiento y caracterizacién quimica de un
gran nimero de fitotoxinas (~5000) a partir de hongos fitopatégenos. Muchas de estas
fitotoxinas constituyen agentes herbicidas potenciales. A continuacién se describen algunas
de las fitotoxinas fingicas més relevantes, bien sea por su potencia como agentes

fitotéxicos o por su novedoso mecanismo de accién:

a) La tentoxina (1), un tetrapéptido ciclico producido por la especie Alternaria alternata,
causa una clorosis extrema en una amplia variedad de plantas no relacionadas con su
hospedero natural (Boyette y Abbas, 1995); en consecuencia inhibe el crecimiento de una
amplia variedad de malezas para las cuales no existen herbicidas efectivos en cultivos
combinados. Asi la tentoxina controla el crecimiento del “zacatillo” en cultivos de maiz
(Zea mays L.) y de otras plantas nocivas que crecen en los cultivos de frijol de soya
(Glycine max (L.) Merr.). Varias industrias agroquimicas han considerado la posibilidad de
comercializar esta toxina como un agente herbicida eficaz. Sin embargo, la complejidad de
Su estructura ha impedido el desarrollo de un proceso de sintesis eficiente. Ademas los
rendimientos del producto en el medio de fermentacién son muy bajos (Ballio, 1991; Duke

y Lydon, 1992; Boyette y Abbas, 1995),
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tentoxina (1)

b) La cercosporina (2), una perilenquinona aislada por primera vez del patégeno del frijol
de soya Cercospora kikuchii, y posteriormente de otras especies del género Cercospora, es
una toxina no selectiva que afecta a especies de importancia econémica como la remolacha
azucarera, Los distintos estudios realizados con esta fitotoxina han permitido comprobar
que su efecto fitotéxico se debe a sus propiedades fotodinamicas. El compuesto en
presencia de luz induce la formacidn de radicales oxigeno los cuales provocan la
peroxidacion de los lipidos de las membranas, causando asi severos dafios en las células

vegetales (Ballio, 1991).

cercosporina (2)




c) El zinniol (3), compuesto aromético aislado de varios cultivos del género Alternaria y
recientemente de Phoma macdonaldii (Ballio, 1991), se une a sitios especificos en los
protoplastos ocasionando una estimulacién de la entrada de calcio en los mismos. El
incremento de la cantidad intracelular de calcio ocasiona a su vez la alteracion de varios
procesos importantes regulados por el calcio. Este mecanismo puede explicar en gran

medida los severos efectos fitotoxicos ocasionados por el zinniol (Ballio, 1991).

W/\/O CHAOH
H CHOH
Hy
zinniol (3)

d) Las toxinas AK (4-5) son toxinas hospedero selectivas (THS) producidas por la especie
Alternaria alternata, organismo capaz de inducir necrosis severas en las hojas y en el fruto
de la pera japonesa (Strobel et al., 1991). Estas toxinas producen dafios drasticos en la

membranas de las células vegetales (Strobel et al., 1991; Ueno, 1997).

R
AK-toxina I (4) CH,
AK-toxina II(5) H



e) Las toxinas de Acrospermum viticola, denominadas trivialmente como toxinas AV C (6),
D (7) y E (8), inducen necrosis en las flores y en los frutos de Morus alba L. (Strobel et al.,

1991).
O
0 0

AV-toxinaC (6)

OCHy
O
O 0
R R
AV-toxina D(7) H
AV-toxina E (8) OCH;

f) Las toxinas de la pudricién de la fruta FRTs A (9) y B (10) se aislaron del hongo
Botryosphaeria berengeriana (estado sexual de Macrophoma sp.). Este patégeno causa
severos problemas en los frutos del manzano y las toxinas inhiben el crecimiento vegetal de

numerosas plantas nocivas.

toxina de la pudricién de la fruta A (9) toxina de la pudricién de Ia fruta B (10)

g) Por ultimo, las fitotoxinas de Fusarium, matricina (11) e isomatricina (12), inducen la

descarboxilacién de los a—cetoacidos ¢ inhiben la enzima glutamino sintetasa, ocasionando



asi trastornos en el metabolismo de aminoécidos Y, €n consecuencia efectos fitotdxicos

notables (Cutler, 1991).

matricina (11) isomatricina (12)

Los hongos fitopatogenos también pueden ser utilizados per se para el control biolégico de
las plantas nocivas. En este caso los hongos se utilizan de acuerdo a dos estrategias, la
cldsica y la inundativa (TeBeest, 1993; Duke y Abbas, 1995; Charudattan, 1990; Cramer,
2000).

El control biolégico clasico involucra la introduccién en un determinado ecosistema de
enemigos naturales (micoherbicidas) de la especie nociva que se desea combatir (Lax,
1988; Hoagland, 1990; TeBeest, 1993; Duke y Abbas, 1995; Charudattan, 1990; Cramer,
2000). Esta estrategia tiene su origen en las investigaciones realizadas con Puccing
chondrillina Bubak. & Syd. en Australia para el control de la especie Chondrilla juncea L.
(TeBeest, 1993). Otro hongo utilizado exitosamente para el control de especies nocivas es
Cercosporella ageratinae, el cual fue introducido en 1975 desde Hawai a Jamaica para
controlar la “hamakua pamakani” Ageratina riparia K. & R. (= Eupatorium riparium
Rigel) (TeBeest, 1993). En ambos casos los resultados fueron ampliamente satisfactorios ya
que se obtuvo un porcentaje de erradicacion de la planta nociva del 80% durante el primer

afio de aplicacién. Esta estrategia requiere de un minimo de manipulacién y el nivel de la
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infeccidn depende de la cantidad del patégeno que se aspersa, del desarrollo de la infeccién
y de las poblaciones del hospedero y del patogeno (TeBeest, 1993; Rhodes, 1993).

La segunda estrategia conocida cominmente como “inundativa” implica la utilizacién de
hongos fitopatégenos (micoherbicidas), que infectan selectivamente a la especie deseada. A
diferencia de la estrategia cldsica, los micoherbicidas se aplican antes de la aparicién de los
daiios ocasionados por la especie nociva (Strobel, 1991; TeBeest, 1993; Rhodes, 1993).

Las investigaciones realizadas sobre diversas especies de hongos ha peymitido la
introduccién en el mercado de las especies Phytophthora citrophthora (R.E. Sm. y E.H.
Sm.) posteriormente clasificado como Phytophthora palmivora (Butl) (DeVine®),
Colletotricum ' gloesporoides (Penz.) Sacc. F. sp. aeschyonomene (CGA) (Collego®) y
Colletotricum gloesporoides F. sp malvae (BIOMAL®), los cuales han sido
comercializados por Abott, Ecogen y Philom Bios, respectivamente (Strobel, 1991;
TeBeest, 1993; Rhodes, 1993).

Phytophthora palmivora se utiliza como bioherbicida desde 1981 para controlar el
crecimiento de la especie Morrenia odorata Lindl. en los huertos de citricos en el Estado de
Florida, Estados Unidos. La formulacion comercial consiste en un liquido concentrado
conteniendo las esporas del hongo que se conserva en refrigeracion. Una de las mayores
desventajas de la aplicacién de esta formulacién es la capacidad que tiene este hongo
fitopatogeno de infectar plantas de interés econdmico como cebolla, melén, chicharo y
tomate (Strobel, 1991; TeBeest, 1993; Rhodes, 1993; Cramer, 2000; Warrior, 2000).

C. gloesporoides F. sp. aeschyonomene (CGA) se introdujo al mercado en 1982 para el
control de la especie Aeschyonomene virginica (L.) BSP, planta nociva que afecta los
cultivos de soya y arrc;z en algunas regiones de los Estados Unidos. El preparado comercial

de C. gloesporoides consta de dos partes: la primera es un polvo a base de las esporas
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desecadas del hongo y la segunda, una solucién concentrada de glucosa que permite
humectar las esporas antes de su aplicacién (Strobel, 1991; TeBeest, 1993; Rhodes, 1993).
En la ultima década se han registrado numerosas especies de hongos para su posible
utilizacion como bioherbicidas, pero atin no se ha logrado su comercializacién. Entre los
principales problemas que han evitado la comercializacién de estos micoherbicidas
podemos destacar aquellos relacionados con los procesos de descubrimiento, investigacién
y desarrollo de formulaciones adecuadas; las limitantes econémicas para su utilizacion; el
rango de hospederos; la patogenicidad del hongo; la incapacidad para producir proplagas
fungicas infectivas y fallas en el desarrollo de una formulacién adecuada para obtener un
control apropiado. De manera adicional, el mercado proyectado es en ocasiones muy
limitado para justificar los gastos de investigacién y desarrolio (Strobel, 1991; TeBeest,
1993; Rhodes, 1993).

En la actualidad las investigaciones de los hongos fitopatogenos con la finalidad de
determinar su potencial como bicherbicidas ha continuado Y se encuentran en evaluacién
especies de hongos de diversos géneros entre los que destacan Alternaria, Ascochyta,
Bipolaris, Cercospora, Colletorichum, Fusarium, Helminthosporium, Phoma, Phomopsis,

Phytophthora, Puccinia y Sclerotinia (Strobel, 1991; TeBeest, 1993; Rhodes, 1993).
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1.2. Generalidades del Género Phoma.

1.2.1 Taxonomia

El género Phoma pertenece a la divisién Eumycota; subdivision Deuteromycotina. Esta
ultima, agrupa cerca de 17,000 especies de hongos conocidos también como hongos
imperfectos, es decir, hongos cuyo estado sexual perfecto se desconoce y presentan un
micelio bien desarrollado, con conidiéforos caracteristicos, aunque algunas especies tienen
un talo unicelular, carecen de conidios y solo producen esclerocios.

El género Phoma pertenece a la clase Coelomycetes y al orden Sphaeropsidales. Los
hongos de este orden se caracterizan por producir sus conidios en picnidios, los cuales
pueden variar mucho segun las especies. Los picnidios pueden desarréllarse en la superficie
del sustrato o estar inmersos en este; ser globosos, alargados o cupuliformes, uniloculares o
mulitiloculares, y de color claro u oscuro. Segiin estas caracteristicas los Sphaeropsidales se
dividen en cuatro familias: Sphaeropsidaceae, con picnidios de color oscuro, globosos, de
consistencia carbonosa o de piel, estromaticos o no estromaticos, y generalmente provistos
de ostiolo; Zythiaceae, con picnidios como los de Sphaeropsidaceae, pero de color claro y
de consistencia suave o cerosa. Las otras dos familias son Leptostromataceae, con picnidios
en forma de escudo, alargados y aplanados, y Exipulaceae (=Discellaceae), con picnidios
en forma de plato o de copa (Domsch, 1990; Carlile et al., 1998). La familia
Sphaeropsidaceae incluye numerosas especies saprobias y pardsitas de plantas. Entre los
géneros mds importantes de esta familia se encuentran Phoma, Macrophoma, Phyllosticta,
Dendrophoma 'y Phomopsis.

El género Phoma comprende unas 2,000 especies, las cuales habitan en ramas y tallos de
plantas y forman picnidios con conidios pequefios y hialinos (Herrera y Ulloa, 1990; Carlile

et al., 1998). Un nimero importante de especies del género Phoma ocasionan dafios a
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numerosas especies vegetales de importancia agricola alrededor del mundo (Agrios, 1985;
Pedras et al., 1990). En la siguiente seccién se abordara con mis detalle este aspecto.
En el caso particular de México muchas especies de este género afectan granos de

importancia econémica y en particular al sorgo y al maiz (Garcia, comunicacién personal).

1.2.2 Estudios quimicos y biolégicos.

Los estudios quimicos realizados sobre varias especies del género Phoma han permitido el
aislamiento de una gran cantidad de metabolitos secundarios con una amplia diversidad de
estructuras y propiedades biolégicas. A continuacion se presentan los compuestos aislados
de las diferentes especies del género Phoma que han sido estudiadas a la fecha y sus
bropiedades biolégicas.

Quizas, la especie perteneciente a este género que ha recibido una mayor atencién desde el
punto de vista quimico es Phoma lingam (Tode ex Fr.) Desm., estado asexual de
Leptosphaeria maculans (Desm) Ces. Et de Not. Este hongo parasita a las especies
Brassica napus (canola) y B. campestris (canola), B. oleracea (col) ocasionando una
enfermedad conocida como la “pierna negra de las cruciferas”. Ademis, el hongo provoca
el manchado de las hojas y céncer del tallo en otras especies. Los estudios quimicos
biodirigidos de diferentes aislamientos de este hongo han permitido la obtencién y la
caracterizacién de una amplia variedad de compuestos entre los que destacan las
sidoresminas PL (13), H (14), J (15), K (16), L (17) y la desacetilsidoresmina (18), que
tienen la particularidad de presentar azufre en sus moléculas; la 3-(metiltio)-fomamida
(19), la fomalizarina (20), la fomalida (21), la fomamida (22), 1a fomaligina A (23), la
toxina hospedero selectiva fon_lalairdenona (24), los fomaligoles A y A; (25-26) y las

fomaligadionas A y B (27-28) (Pedras et al., 1990; Pedras y Abrams, 1989; Ferezou et al.,
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1980; Devis et al., 1984; Pedras et al., 1999; Pedras et al.,1998). Todos los compuestos
antes mencionados han demostrado una actividad fitotéxica muy potente. Otros metabolitos
aislados de esta especie son el 4cido fomenoico (PLM-T) (29) y la fomenolactona (PLM-II)
(30), derivados de 4cidos grasos que presentan actividad antifiingica y antimicrobiana in

vitro (Devis et al., 1986).

6/ ~
& :
H-N N-H
O
0
sidoresmina PL (13) R= Ac, n=2 3{(metiltio)}-fomamida (19)

sidoresmina H (14) R= Ac, n=1
sidoresmina J (15) R= Ac, n=4
sidoresmina K (16) R= H, n=4
sidoresmina L (17) R=H; n=6
deacetilsidoresmina PL (18) R=H, n=2

fomalizarina (20) fomalida (21)
. oo
0 NH—CH:CH,0H
0
H 0\\(:__ H
fomamida (22) ’ fomaligina A (23)
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fomalairdenona (24)

fomaligadiona B (28)

fomaligel A, R,=CH;, R,=OH (25) fomaligadiona A (27)
fomaligol Al, R1=CH3, R2=OCH3 (26)

CHOH N
N

dcido fomenoico (PLM-I) (29)
OH

= S

CHOH, X
N

fomenolactona (PLM-II) (30)

De Phoma betae Fries (sinonimia: Phyllosticta betae), hongo que parasita a la remolacha

azucarera, se¢ han aislado una serie de compuestos fitotdxicos derivados de la decalina, los

cuales se designaron con los nombres triviales de betaenonas A (31), B (32), C(33), D (34),

E (35) y F (36). Estos compuestos presentan una potente actividad inhibidora del

crecimiento radicular de la especie hospedera natural y del arroz. De manera adicional,

estos compuestos inhiben la sintesis de proteinas y del RNA in vivo en la gastrula de la

estrella de mar (Ichihara et a/., 1983ay 1983b).

16



Otro grupo de compuestos aislados y caracterizados de esta especie son la afidicolina (37) v
sus analogos 3-desoxiafidicolina (38), la afidicolina-3, 18-ortoacetato (39) y la 17-O-
acetilafidicolina (40). Estos cuatro metabolitos son potentes inhibidores de la sintesis de
DNA. Por ultimo. el tratamiento del micelio del hongo con inhibidores de la enzima
citocromo P—450 ha permitido el aislamiento de varios analogos de la afidicolina (41-43)

(Sakamura er a/., 1988; Oikawa et al., 1997).

hetacnona A (31) betaenona B (32) betaenona C (33)

betaenona D (34) betacnona E. R= CH; (35) afidicolina (37)
betaenona F. R= CH.CH-OAc (36)
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3—desoxiafidicolina (38) afidicolina-3,18—ortoacetato (39) 17-0O-acetilafidicolina (40)

{

afidicolan—16p,18—diol (41) afidicolan—16p-o0l (42) afidicolan—16p3,17,18—triol (43)

Los estudios quimicos sobre Phoma exigua var heteromorpha (Schulzer et Sacc.)
Noordebos e Bohema (=Ascochyta heteromorpha (Schulzer et Sacc) Cursi), agente causal
de un padecimiento foliar de Nerium oleander L., condujeron al aislamiento de las
citochalasinas A (44), B (fomina) (45), F (46), T (47), U (48), V (49), la 7,20-0,0-
diacétilcitochalasina (50), 7—O—aéetilcifochalasiha B (51), la deoxofomina (52) y la
ascochalasina (53) (Aldridge et al., 1972; Capasso et al., 1991; Robert y Tamm, 1975;
Aldridge et al., 1967; Capasso et al., 1988). Por otra parte, los estudios quimicos sobre las
especies P. exigua var inoxidabilis Boerema et Vegh y P. destructiva Powr conllevaron al
aislamiento de la fomenona (54) (Riche et al., 1974; Capasso, et al., 1986). Los compuestos
mencionados anteriormente presentaron una notable actividad ﬁtotéxi;:a y antifiingica y son
toxicos para el crusticeo Artemia salina. La citochalasina F (46) demostré una mayor

potencia como agente herbicida, en tanto que la citochalasina V (49) fue el compuesto mis
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toxico para Artemia salina (Riche et al., 1974; Capasso et al., 1986; Aldridge ef al., 1972;

Capasso et al., 1991; Robert y Tamm, 1975; Aldridge et al., 1967, Capasso et al., 1988).

citochalasina A (44) citochalasina B (fomina), R,=R,= H (45)
7,20-0,0—-diacetilcitochalasina B, R,=R,= Ac (50)
7-O-acetilcitochalasina B, R,;=Ac, R,=H (51)

citochalasina F (46}

citochalasina T (47} citochalasina V (49)

19




deoxofomina (52) ascochalasina (53) fomenona (54)

De Phoma cava Schulzer, especie que parasita una especie de castafia (Castanea sp.), se
han aislado una serie de compuestos arométicos que incluyen a la carvoxina (55), la
carvoxona (56), la carvoxinina (57) y la carvoxinona (58). Sin embargo, la potencialidad

fitotéxica de estos compuestos no ha sido atn evaluada (Evidente et al., 1985; Evidente,

1987).
OCH; O 0
/H H
c=
H/ C>C"—"C\ H
HO—H,C H CHCHLCH, HO— 07 o=
oon H CH;—CH;—CH,
carvoxina (55) carvoxona (56)
0
oCHy; O
, Mo _ ,
C=C._ ~ H
W o= HO—HL 0" Se=c]
HO_Hzc H W H CHzCHQCHg
carboxinina (57) carvoxinona (58)

De Phoma putaminum, hongo causal de necrosis en la especie Erigeron annuus (L.) Pers,
se aislaron las fitotoxinas denominadas putaminoxinas A (59), B (60) y C (61). Estos
compuestos demostraron actividad fitotéxica significativa sobre la especie huésped y sobre

una serie de especies no relacionadas (Evidente et al.,, 1995 y 1997).
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putaminoxina A, R= CH,CH,CH;(59) putaminoxina B, R= CH,CH,CH,CH,CH; (60)
putaminoxina C, R= CH,CH,CH,(61)

De la especie Phoma trachephila (Petri) Kanc et Gik, organismo causal de la enfermedad
de los citricos “mal seco”, se obtuvo la R—~(—)-meleina (62). Este metabolito se _ha obtenido
también de Aspergillus melleus, A. oniki, A. ochraceus, Lasiodiplodia theobromae, Septoria
nodorum y Botryosphaeria obtusa. Estudios biolégicos preliminares indican que el
producto ocasiona una reduccién en la asimilacién de CO; en semillas de trigo germinadas,
y ademads es toxico para ratones (Parisi et al., 1993). Por {ltimo, estudios recientes sobre
esta especie condujeron al aislamiento de una glicoproteina extracelular (Pt60) designada
con el nombre comin de malsequina. Esta proteina presenta una notable actividad

fitotdxica contra varias especies de citricos (Parisi et al., 1993).

meleina (62)

De la especie Phoma asparagi Sacc., hongo que ocasiona el marchitamiento del esparrago,
se aislaron los sesquiterpenoides altiltoxinas A (63) y B (64). Estos compuestos presentan

una baja actividad fitotoxica sobre semillas de esparrago y lechuga (Ichihara et ai., 1984).
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altiltoxina A (63) altiltoxina B (64)

Otras especies del género que se han estudiado son Phoma wasabiae Yokogi y Phoma
etheridgei, de las cuales se han aislado la wasabiedienona A (65) y la fomalona (66),
respectivamente. A la wasabiedienona A no se le ha descrito ninguna actividad biolégica
(Soga et al., 1987) en tanto que la fomalona (66) present6 un actividad antifingica contra
diversos orgahismos de prueba, especialmente contra Phenillus tremulae y Ophiostoma

crassivaginata (Ayer et al., 1994).

0 OH O
HCO OH HO OCH;
wasabiedienona A (65) fomalona (66)

Estudios sobre la especie Phoma terrestris Hansen han permitido el aislamiento de dos
dimeros de xantonas, los cuales también han sido aislados de Claviceps purpurea y de
Penicillium oxalicum. Estos compuestos recibieron los nombres triviales de 4cidos

secalonicos A (67) y E (68) (Howard et al., 1973a y 1973b).
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dcido secalénico A (67) Acido secalénico E (68)

De la especie Phoma etheridgei sp. nov., aislada del aspen (Populus tremuloides Michx.) se
han aislado una serie de metabolitos aromaticos como la fomalona (66), el 4-hidroxi—6—
metoxi-5—(1’-oxobutil)benzo[b]dihidrofurano (69), la 3—etil-2,4—dihidroxi—6—
metoxibutirofenona (70), la 8—etil-5,7-dihidroxi—2-metilcroman—4—ona (71) y la (E)-2,4—
acetoxi-3—(2-acetoxietil}-6-metoxi—2’—en—butirofenona (72). La fomalona (66) presenta
propiedades antifingicas sobre las especies Phenillus trerﬁulae y Ophiostoma

crassivaginata (Ayer y Jiménez, 1994).

H,

0" ™o

Cif;’\
4-hidroxi-6—metoxi-5-(1'—oxobutil)benzo[b] 3-etil-2,4-dihidroxi-6-metoxi-
dihidrofurane (69) butirofenona (70)
CHy
o
OH H OCH,

8—¢til-5,7-dihidroxi-2~ (Ey-2,4—acetoxi-3—(2-acetoxietil)}—6
metilcroman—4—ona (71) metoxi-2’'—en—bautirofenona (72)
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De la especie Phoma herbarum Westend se obtuvieron las antraquinonas helmintosporina
(73) y cinodontina (l—hjdroxihelmintosporina) (74), y tres cromanonas designadas con las
claves LL-D253a (75), LL-D253pB (76) y LL-D253y (77) (Domsch, 1982; McGahren et

al., 1972; Chandler, et al., 1992a; 1992b),

helmintosporina (73) cinodontina (74)
OCHy O OCH; ©
o 0
HO Chy CH CHs
H Chy
LI-D2530.(75) LL-D2538 (76) LL-D253y (7T)

De Phoma sorghina se obtuvo el 4cido (55,85)-3-acetil-5-sec—tetramico (78), mejor
conocido con el nombre trivial de dcido tenuazénico (TA). Este metabolito ha sido descrito
previamente en especies del género AIrernaria y en Pyr:'_cularia oryzae. Entre las
propiedades biolégicas que se describen para este dcido destacan su potente efecto
inhibidor de la sintesis de proteinas y sus propiedades antitumorales, antivirales y

antibidticas (Shephard et al., 1991).

Acido tenuazénico (78)
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Los estudios sobre varios aislamientos de! género que no han sido clasificados a nivel de
especie han permitido la obtencién de varios productos también con interesantes estructuras
y actividades bioldgicas. Asi la investigacién del aislamiento C2932 obtenido de un suelo
de la region portuguesa de Armacao de Pera condujo a la obtencién de una serie de potentes
inhibidores de la enzima escualeno sintetasa (SQS), las escualestatinas S1, S2 y H (79-81)
(Dawson er al., 1992; Sidebottom et al., 1992). Estudios posteriores sobre el mismo hongo
conllevaron al descubrimiento de los derivados fluorados de las escualestatinas S1, S2 y Hl
(82-88) y de las escualestatinas minoritarias H1 (89), T1 (90), U1 (91), U2(92), V1 (93),
W1 (94), W2 (95), X1 (96), Y1 (97), V2 (98), S3 (99), S4 (100), H5 (101), S5 (102), H6

(103), H7 (104), S8 (105) (Jones et al., 1992; Cannell et al., 1993; Blows et al., 1994).

escualestatina S1 ; R= COOCH; (79) R=R,;=R;=R,=H (82)
escualestatina S2; R=H (80) R;=R;= R=H, R;=F (83)
escualestatina H1; R= COOCH; (81) R;=R3=R4=H, R;=F (84)

R2=R3=R4=H, R|=F (85)
R=R=H, R,=R;=F (86)
R;=Ry=H, R;=R=F (87)
Ry=R,~F, R;=R,~=H (88)
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Del aislamiento de SANK 114861 (obtenido de la concha del cangrejo Chinoecetes opilio
colectada en la costa de Fukui, Japén) se obtuvieron una serie de potentes inhibidores del
factor de agregacién plaquetario (PAF) denominados fomactinas A, B, B1, B2, C, D, E, F y

G (111-119) (Sugano et al., 1991; 1994; 1995).

fomsactina B, R,=H, R,=0H (112) fomactina B; (114)
fomactina B,, R;=0H, R,=H (113)

fomactina C (115)

fomactina F (118) fomactina G (119)

De Phoma ATCC 74047 se logré el aislamiento y la caracterizacion de una serie de
compuestos macrociclicos de 14 miembros conteniendo un segundo ciclo de seis miembros
denominados con las claves Sch47918 (120), Sch49026 (121), Sch49027 (122) y Sch49028

(123) (Chu et al., 1993; Sagano et al., 1991; 1994; 1995).
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Sch47918 (120) Sch49026 (121) Sch49027 (122) Sch49028 (123)

De un aislamiento de Phoma que parasita al ruibarbo, se han aislado cuatro fitotoxinas
arométicas que fueron identificadas como el 4cido 6—metilsalicilico (124), el epoxidon
(125), el desoxiepoxidén (126) y la 4,5—dihidroxi—6—(6’—metilsaliciloxi)—2-—hidroximeti]—

2—ciclohexen—2—-ona (127) (Venkatasubbaian y Chilton, 1992).

0
0 CH—R
é-—OH o)
CHy
6—metilsalicilico (124) R= OH epoxidén (125) 4,5—dihldroxi—6—(6’-metilsnliciloxi)—

R=H desoxiepoxidén (126) 2-hidroximetil-2—ciclohexen—2-ona (127

De Phoma NRRL 3188 se obtuvo la terreina (128). Este metabolito también ha sido
encontrado en otras especies de hongos entre las que destacan Aspergillus terreus, A.
Jfischeri, A. stellatus y Penicillium raistrickii. A la fecha la potencialidad bioldgica de esta

pentenona no ha sido investigada (Dunn, 1975).

=
HO
OH
terreina (128)
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De Phoma $729 se han aislado varios compuestos arométicos simples derivados del
alcohol gentisilico (129) y que incluyen al gentisilacetal (130), la toluhidroquinona (131) y

al alcohol clorogentisilico (132) (Sequin-Frey y Tam; 1971).

5 & &

alcohol gentisilico (129) gentisilacetal (130) tolubidroquinona (131) alcohol clorogentisilico (132)

De otro aislamiento de Phoma (s/n) recolectado en Barceloneta, Puerto Rico se aislaron una
serie de difenil ésteres denominados acidos barcelonicos A (133) y B (134), la lactona
barcelonéica (135) y el compuesto 4-metil-2,6—dihidroxibenzoico. (136). Estos 4cidos

presentan un potente efecto inhibidor de 1a enzima farnesil transferasa (Jayasuriya et al.,

1995).
0
oy ,&L .
H
RO 0CHy Q/CEOH
HO

#cido barcelonico A (133) lactona barcelonéica (135) 4—metil-2,6—dihidroxi-
R,=CH,0H; R;=R;=R,=H benzoico (136)

Acido barcelonico B (134)
R,=COOH; R,;=R,=R,=H

De un aislamiento de Phoma asociado con el arbol Taxus wallachiana (yew de Nepal) se
aislaron dos antibidticos identificados como el altersolanol A (137) y el 4cido 6-
metilsalicilico (124). El altersolanol A (137) se ha aislado previamente de especies de
Alternaria y de Dactilaria lutea y es un antibiotico de amplio espectro destacindose su

actividad contra Pseudomonas aeruginosa y Bacillus sp. (Yang et al., 1994).
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altersolanol A {137)

Det aislamiento SNF1778 se obtuvieron el RKS—]778 (138) y la epoxicitochalasina H
(139). Estos compuestos inhiben la mitosis a dosis de 2| y 2.0 mM, respectivamente. Por
ultimo, del aislamiento MF 6070 (ATCC 74348) se caracterizo un potente inhibidor de la
enzima integrasa del HIV—| que recibid el nombre trivial de fomasetina (140) (Kakeya er

afl., 1997, Singh et af., 1998).

RKS-1778 (138) cpoxicitechalasina H (139) fomasetina (140)

l_.3 Antecedentes de Phoma herbarum Westem_:l y de Phoma sorghina (Sacc.) Boerema,
Dorenb(')sch & van Kesteren.

Phoma herbarum [sinonimias: Phoma urticae S, Schulz & Sacc., Phoma oleraceae Sacc.,
Phoma violaceae (Bertel) Eveleigh, Phoma pigmentivora Massee, Phoma hibernicola
Grimes, O’Connor & Cummins, y Phoma lignicola Rennerfelt] es un hongo con una
distribucion muy amplia; crece en sustratos tales como la madera de plantas, suelo y agua,
principalmente en suelos de las zonas templadas, aunque numerosos reportes describen su

presencia en las areas subtropicales de Irak, Egipto, Israel y la India. Este hongo también ha
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ha sido detectado en bosques, suelos cultivados y sin cultivar, pastizales, suelos con
vegetacion de tundra, dunas de los desiertos, composta de los jardines, aguas frescas y
contaminadas y en los sedimentos de los rios. La especie P. herbarum tiene como
caracteristica relevante la de resistir la sequia estacional de los suelos. Este hongo ha sido
aislado de cultivos de importancia econémica como son trigo, papa, pistaches, maiz y
madera de los pinos (Domsch, 1982; Darby 1993).

El crecimiento de P. herbarum es altamente variable y es afectado por una exposicion
constante a la luz. Sin embargo, la formacién del pigmento violeta que lo caracteriza se
estimula por la luz. Este hongo crece en un intervalo de pH que varia desde 3 hasta 8,
siendo el rango 6ptimo entre 4.5 y 7.5. La produccion de picnidios se encuentra favorecida
a temperaturas que varian entre los 18 y 21°C. El crecimiento vegetativo se ve favorecido a
temperaturas que oscilan entre 22 y 25°C. El punto de muerte térmica del hongo
determinado en suelo es de 75°C durante 30 minutos. P. herbarum presenta un crecimiento
muy pobre en atmoésferas carentes de O, en estas condiciones se requiere de tiamina y
biotina para un buen crecimiento. Este hongo ha sido reportado como patégeno de la
Acacia mearnsii y recientemente como patogeno para el diente de leén (Taraxacum
officinale} y de la Avena fatua por inoculacién artificial. De manera adicional, se ha
reportado que inhibe el crecimiento de Chlorella pyrenoidosa in vitro (Olembo, 1972;
Domsch, 1982; Brebaum y Borland, 1999). Como se indicé previamente en los
antecedentes quimicos del género Phoma, esta especie biosintetiza helmintosporina (73),
cinodontina (74), LL-D253a (75), LL-D253p (76) y LL-D253y (77) (Domsch, 1982;

McGahren et al., 1972; Chandler, et al., 1992a; 1992b).
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Phoma herbarum Westend
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Phoma sorghina (Sacc.) Boerema, Dorenbosch & van Kesteren [sinénimos: Phoma
indianensis (Desphande & Mantri) Boerema, Dorenbosch & van Kesteren, Phoma
glumarum Ell & Tracy y Phillosticta glumarum] es un hongo de amplia distribucion en el
mundo encontrandose en mas de 50 paises. Este hongo se ha aislado de diversos cultivos de
importancia econémica como el sorgo, arroz, maiz, ajonjoli, trigo, chicharo, soya, acacia,
mango y girasol, entre otros. Se ha encontrado también que esta especie es patégena para
Parthenium hysterophorus, Striga hermonthica, Sorghum halepense, Grevillea pteridifolia
y Eichhrnia crassipes (Kumar et al., 2000; Abbasher et ai., 1998; Ma]avolta.y Bedendo,
1999; Gupta et al., 1999; Bonilla, et al., 1999; Nyvall y Ajavi, 1999; Chaluat y Perris,
1994; Abbasher et al, 1995; Dadwal y Jmaluddin, 1991; Fisher y Petrini, 1992;
Venkatasubbaiah ef al., 1992; Khamees y Schlosser, 1990; Rao y Mallaiah, 1988; Mohanan
y Sharma, 1988; Tarp et al., 1987; Sugha y Singh, 1987; Om y Raoof, 1985; Gbodi et al.,
1986; Rahim y Tawfig, 1984; Wallbridge, 1981).

P. sorghina se caracteriza por poseer colonias extremadamente variables, usualmente con
un micelio apelmazado y denso, verde—grisdceo, verde olive u oscuro, pero con areas
caracteristicas de color blanco ¢ rosa salmén; el medio de crecimiento se colorea de rojo.
Sus conidios miden de 4-5 x 2-2.5 um y son elipsoides y egutulados. Posee clamidiosporas
unicelulares o parecidas a las de Alternaria (Sutton, 1980). Desde el punto de vista quimico
los estudios previos permitieron la caracterizacion del 4cido tenuazdnico (78) (Shephard et

al., 1991).
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1.4 Lactonas naturales con anillos de diez miembros.

Las fitotoxinas novedosas obtenidas en el presente estudio son lactonas macrociclicas
de 10 miembros, por tal motivo se considers pertinente incluir una breve revisién
bibliografica acerca de este grupo de compuestos. Las lactonas macrociclicas naturales
de 10-miembros (nonenélidas) son compuestos de origen policétido. Estos metabolitos
naturales se encuentran distribuidos en diversos organismos de los reinos vegetal,
animal, protista y fangico, siendo mas abundantes en estos dos ultimos. En 1975 el
grupo de Wada describe el aislamiento de las primeras nonenélidas a partir del medio de
cultivo del hongo fitopatégeno Diplodia pinea (IFO 6472) (Dréger et al., 1995). Estas
lactonas se designaron con los nombres triviales de diplodialidas A-D (Wada e Ishida,
1975). Desde el descubrimiento de Wada hasta la fecha, se han aislado 50 nonenélidas
adicionales, Ia mayoria a partir de hongos y actinomicetos (Dréiger et a.I., 1995).

Driger y colaboradores (1995) clasifican a estos metabolitos secundarios en tres grupos:
(i) nonenoélidas simples, (ii) nonendlidas con cadenas alquilicas y (iii) nonenélidas
complejas.

Las nonenélidas simples son aquellas que presentan grupos metilo, y funciones
olefinicas y oxigenadas de diversa naturaleza (hidroxilos, carbonilos, epéxidos, etc.) en
diversas posiciones del macrociclo. Las nonenélidas de este grupo son las més
abundantes y sus estructuras se resumen en el Cuadro 1. En este grupo llama la atencién
desde el punto de vista estructural la tiobiscefalosporélida A (169), tioéter de naturaleza
dimérica.

El segundo grupo (Cuadro 2) est4 integrado por aquellos macrociclos que contienen
cadenas alquilicas de tamafio variable, generalmente entre 3 y 11 4tomos de carbono,
ubicados invariablemente en la posicién C-9 del nicleo lacténico. Estos compuestos

pueden presentar ademds otros grupos funcionales de diversa naturaleza.
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Per ultimo, las nonendlidas complejas son aquellas que presentan anillos fusionados a la
porcion macrélida. Estas lactonas han sido aisladas principalmente de cepas de

actinomicetos y del aceite de jazmin,

Cuadro 1. Nonenélidas naturales simples aisladas a la fecha.

Compuesto R, R, R, R Rs R R;
poracantélida® (141) H H H H H H H
(R Ey-4—dec-10—olida® (142) H H H = H H
pirenélida A° (143) = = = B-epoxi
pirenélida B® (144) = = = H H
pirenélida C° (145) = = = —OH H
diplodialida A® (146) H = = H H H
diplodialida B® (147) H a-OH = H H H
diplodialida C° (148) H oOH H H H H H
diplodialida D® (149) H o-OH H =0 H H H
cefalosporélida C° (150) H o-OH H = H H
cefalosporélida G° (151) H o-OH o-OH H = H H
h O decarestricnina A," (152) H PpB-OH = p-epoxi H
. decarestricnina A," (153) H a-0OH = B-epoxi H
decarestricnina B° (154) H = H  a-OH B-epoxi H
o,  decarestricnina C\° (155) H o-OH = BOH H H
?  decarestricnina C;° (156) H B-CH = BOH H H
decarestricnina D H o-OH B-CH = p-OH H
(tuckolida)' (157)
decarestricnina E* (158) H = H H B-epoxi H
decarestricnina F* (159) H = = B-epoxi H
decarestricnina G* (160) H = H p-OH pBOH H H
decarestricnina H® (161) H = H = -OH H
decarestricnina J* (162) H = H H H pBOH H
decarestricnina K® (163) H = H -OH = H
decarestricnina N* (164) H p-OH a-OH = B-OH H
decarestricnina O* (165) H o-OH o-OH B-OH H
humicolactona® (166) a-8poxi = =0 o0OH H
*Configuracién relativa reportada
No se reporta la configuracitn relativa
“Configuracién absoluta reportada
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Cuadro 1. Nonenélidas naturales simples aisladas a la fecha (continuacién).

Re CHy
Rs
RR R, R Ry Ry Rg
R, ¢  foracantolida J° (167) H = H H
Ry 2 cefalosporélida B® (168) o-CH p-OH H =0 H
CHy O
0]
X H
Chy
o 0
My HO
tiobiscefalosporélida A° (169) decarestricnina I (170)
*Configuracién relativa reportada
*No se reporta la configuracién relativa
‘Configuracién abscluta reportada

Cuadro 2. Nonenélidas naturales con cadenas laterales alquilicas aisladas a la fecha.

configuracién en:
Compuesto R, R, C8 (€910 C10/11 C12/13 C14/15
OR
didemnilactona A® (171) = B a cis frans  ftrans
didemnilactona B* (172) = B o cis trans cis
neodidemnjlactona A*(173) H H B a cis trans frans
ascidiatriendlida A" (174) H H o o trans cis Cis
*Configuracién relativa reportada
0 3¢ reporta a configuracion relativa
“Configuracién absoluta reportada
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Cuadro 2. Nonendlidas naturales con cadenas laterales alquilicas aisladas a la fecha

(continuacion).
OT\/\/
configuracién en:

Compuesto R, R; R; R, C2-0H C9/10
letaloxina® (175) = f-OH a-OH o o
pinolidoxina® (176} = -OH  -OH — -
7-epi—pinolidoxina® (177) = -OH -OH - -
dihidropinolidoxina® (178) H H -OH -OH — -
epoxipinolidoxina® (179) —OH -OH — —

*Configuracién relativa reportada

®No se reporta la configuracién relativa

“Configuracién absoluta reportada

O
HO™ 7 OH
OH
achaetélida A (180)

Cuadro 3. Nonenolidas naturales complejas aisladas a la fecha.

!
A=
’(0

configuracién en:
Compuesto R, R; R, Ry Ry
nargericida A" H A B-OCH: OH H
CP-47,444 (181)
18—deoxinigericida A" H A p-OCH: H H
(182)
nigericina B," (183) OCHy A a-0OH OH OCH3
nigericina B," (184) OCHs A o-OH H OH
nigericina B," (185) H A a-OH OH OCH;
nigericina C," (186) OCHs A  p-OCHs OH OCH;
U-61732 (187) ’ H A g-OCH, H H
nodumiscina (188) H OH  B-OCH; OH H
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Cuadro 3. Nonenélidas naturales complejas aisladas a la fecha (continuacién).

o}

M-5032 (189) cetolactona (190)

Debido a la presencia de un alto nimero de grupos funcionales y de varios centros
estereogénicos en las moléculas, la elucidacién estructural de las lactonas de 10 miembros es
un proceso complejo que requiere de la aplicacién simultinea de métodos quimicos
(formacién. de derivados benzoilados, acetilados, aceténidos, etc.) quirdpticos,
. espectrométricos y espectroscépicos, principalmente de la Resonancia Magnética Nuclear
(RMN). Generalmente es necesario utilizar tanto las técnicas unidimensionales (RMN 'H y
RMN *C) como las bidimensionales homonucleares (RMN 'H-COSY, RMN lI-I—NOESY) y
bidimensionales heteronucleares (RMN ]H—”C—I{MQC ¥y RMN IH—”C—HMBC) (Wada ¢
Ishida, 1975; Bodo et al., 1993; Driger er al., 1995; Mayer y Thiericke, 1993).

En algunos casos, Ia aplicacién de la técnica de rayos X a los productos naturales o a sus
derivados ha permitido corroborar de manera inequivoca las estructuras moleculares
establecidas mediarite otros procedimientos (Dréger et al., 1995; Mayer y Thiericke, 1993). A
la fecha solo se han descrito cinco estudios de difraccién de rayos X. Los dos primeros se
realizaron sobre la decarestricnina D (157) y 1a tiobiscefalosporélida A (169). Posteriormente
se describi6 la estructura cristalina del derivado p-bromobenzoilado de la decarestricnina B
(154). Por ultimo, los estudios restantes se realizaron sobre la cefalosporélida B (168) yla
nodumiscina (188) (Drager et al., 1995).

Con relacién a la biogénesis de estos productos, los estudios realizados a la fecha han

corroborado el origen policétido de algunos de ellos. La primera investigacién se realizé sobre
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la achaetélida obtenida a partir del hongo Achaetomium cristalliferum. Los resultados de la
investigacion permitieron establecer que este producto se biosintetiza a partir de la malonil y
acetil CoA (Bodo et al., 1983). La administracién *CH;—"*COONa al medio de cultivo del
hongo y el posterior aislamiento de la achaet6lida isotépicamente marcada permitié demostrar
que el producto incorpora cinco unidades de acetato intactas. Pero quizas los estudios mas
detallados sobre la biosintesis de estos compuestos se describen para las decarestricninas B
(154) y D (157). Estos estudios se realizaron en Penicillium simplicissium, administrando
COmMO precursores BCH;-"COONa y CH»-"C'"®0,Na. Los resultados indican que ambas
moléculas se generan a partir de cinco unidades de acetilCoA y que dos de los oxigenos de la

molécula provienen de este precursor,

*
0
HsC
HOOG™*~COCH *OH 8
- l *
0 0
* *
0 0
0~ OH 0% H QH
@ OH

Figura 1. Incorporacién de *C-acetato y '*O-acetato en la biosintesis de las decarestricninas

B (154) y D (157).
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Para la sintesis de las lactonas de 10 miembros se utilizan tres estrategias (Driiger et al.,
1995). La primera involucra una reaccién de fragmentaci6n oxidativa a partir de decalinas. La
segunda reaccion consiste en la formacién del anillo de 10-miembros mediante la formacién
de enlaces C—C y la ultima involucra reacciones de macrolactonizacién. Mediante la
aplicacién de estas estrategias se ha logrado la sintesis total de las decarestricninas A, (152),
decarestricninas A; (153) y D (157) y la (R)-foracantélida J (167) (Driiger et al., 1995; Mayer
y Thiericke, 1993).

En los ultimos afios el potencial de las lactonas de 10 miembros como agentes medicinales y
pesticidas ha sido moderadamente estudiado. Estas investigaciones han permitido establecer
Que estos compuestos ofrecen grandes posibilidades para el desarrollo de agentes
antifiingicos, antimicrobianos y herbicidas (Wada e Ishida; 1975; Evidente et al.,, 1993; 1998;
Driger et al., 1995). La nodumiscina (188), las nigericinas (181-186) y el antibistico U-
61732 (187) han demostrado actividad antimicrobiana, especialamente contra bacterias
Gram-—positivas (Ej. Micrococcus luteus y Staphylococcus aureus) (Driger et al.,, 1995;
Mayer y Thiericke, 1993). Las pirendlidas A—C (143-145), han demostrado efecto
antifingico, inhibiendo el crecimiento del micelio del hongo fitopatégeno Cochlioholus
{unata (Dréger et al., 1995; ). La 7-epi-pinolidoxina (177) y la dihidropinolidoxina (178) han
demostrado un potente efecto fitotéxico ocasionando séveras lesiones necrdticas en el
chicharo y el frijol (Eviedente et al., 1993; 1998). La achaetélida A (180) incrementa la
transpiracién in vitro de las hojas de cebada (Bodo et al., 1983). La humicolactona (166)
presenta un notable efecto fitotoxico en contra de la linea celular U210 derivada de tumores
vegetales (Clsp= 2.5 ng/ml) (Driger et al., 1995; Mayer y Thiericke, 1993). Las
didemnilactonas A (171) y B (172) y la neodidemnilactona A (173) presentan actividad contra

las enzimas 5-lipooxigenasa y 1,5-lipooxigenasa de los leucocitos polimorfonucleares.
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La diploidialida A (146) presenta efecto inhibidor de la enzima 11-hidroxilasa de la
progesterona en cultivos celulares de Rhizopus stolonifer a 125 ppm (Driger et al., 1995;
Wada e Ishida, 1975). Por ultimo, las decarestricninas (152-165) inhiben la biosintesis de

colesterol en la linea celular de higado HeP—-G2 (Dréger et al., 1995; Wada e Ishida, 1975).
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2. HIPOTESIS.

La hipétesis del presente trabajo considera que los criterios de seleccién ecolégicos basados
en las interacciones planta-hongo, en conjunto con los ensayos biolégicos de seleccion,
constituyen los indicadores adecuados para la deteccion de especies fingicas que
proporcionen compuestos fitotoxicos ttiles para ¢l desarrollo de nuevos agentes herbicidas

de origen natural biodegradables y de menor toxicidad.

3. OBJETIVO GENERAL.

El objetivo principal del presente proyecto de investigacién doctoral consiste en determinar
el potencial fitotoxico de extractos y productos obtenidos de varios aislamientos del género
Phoma mediante la evaluacién de su efecto sobre la germinacién y el crecimiento radicular
de la especie Amaranthus hypochondriacus, con la finalidad de contribuir al desarrollo de

nuevos agentes herbicidas.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

1. Obtener varios aislamientos de hongos fitopatdgenos pertenecientes al género Phoma a

partir de suelos y de semillas de sorgo y de maiz contaminadas.
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2. HIPOTESIS.

La hipétesis del presente trabajo considera que los criterios de seleccién ecolégicos basados
en las interacciones planta—hongo, en conjunto con los ensayos biologicos de seleccion,
constituyen los indicadores adecuados para la deteccién de especies flingicas que
proporcionen compuestos fitotoxicos utiles para e! desarrollo de nuevos agentes herbicidas

de origen natural biodegradables y de menor toxicidad.

3. OBJETIVO GENERAL.

El objetivo principal del presente proyecto de investigacion doctoral consiste en determinar
el potencial fitotéxico de extractos y productos obtenidos de varios aislamientos del género
Phoma mediante la evaluacion de su efecto sobre la germinacién y el crecimiento radicular
de la especie Amaranthus hypochondriacus, con la finalidad de contribuir al desarrollo de

nuevos agentes herbicidas.

3.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

1. Obtener varios aislamientos de hongos fitopatégenos pertenecientes al género Phoma a

partir de suelos y de semillas de sorgo y de maiz contaminadas.
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Determinar las condiciones 6ptimas de temperatura, medios de cultivo, agitacién y

tiempo para realizar la fermentacidn de cada uno de los aislamientos.

Preparar los extractos organicos a partir del micelio y del medio de crecimiento de cada

uno de los aislamientos cultivados, en pequeia escala.

Realizar la seleccion de los microorganismos utilizando como bioensayos la
determinacion de la actividad de los extractos orgdnicos sobre el crecimiento radicular y

la germinacidén de las semillas de Amaranthus hypochondriacus.

Cultivar en gran escala dos de los aislamientos de las especies mds activas de acuerdo
con los resultados obtenidos en los ensayos bioldgicos de seleccion con la finalidad de
generar cantidades suficientes de biomasa para la posterior obtencion de los principios

activos.

Preparar los extractos orgénicos a partir del medio de crecimiento y del micelio en gran
escala con la finalidad de obtener la cantidad suficiente de extractos para la realizacién

de los estudios biodirigidos.

Realizar el estudio quimico biodirigido de los extractos organicos obtenidos a partir del
micelio y del medio de crecimiento de las especies activas mediante la aplicacién de

técnicas cromatograficas.

Aislar y purificar los constituyentes de las fracciones activas mediante el empleo de

técnicas cromatograficas.
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9. Establecer la estructura molecular de los metabolitos secundarios bioactivos, mediante
la aplicacién de técnicas espectroscopicas y espectrométricas contemporaneas, asi como

métodos quimicos y quirodpticos.

10. Evaluar el efecto de los compuestos aislados sobre la germinacion y el crecimiento
radicular de la especie Amaranthus hypochondriacus y sobre el crecimiento vegetal en

pruebas de invernadero.

11. Iniciar el estudio del posible blanco de accién de las fitotoxinas mediante la
determinacién de sus efectos sobre la sintesis de ATP en cloroplastos aislados de
espinacas, la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa, la enzima glutamino sintetasa y la

proteina reguladora calmodulina.
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4. EXPERIMENTAL.

4.1 Aislamiento y mantenimiento de los hongos fitopatégenos del género Phoma.

4.1.1 Aislamiento de los hongos del género Phoma.

El hongo Phoma herbarum Westend se aisl6 de muestras de semillas de maiz de la variedad
cacahuacintle recolectadas en ¢l Bajio mexicano y que fueron proporcionadas por la
Compaiifa Nacional de Subsistencias Populares (CONASUPO). Phoma sorghina Boerema
& van Kesteren se aislé a partir de granos de sorgo proporcionados por la empresa
Agricultura en Evolucién (Agrevo) de muestras recolectadas en Michoacin, México. Por
ultimo, las cepas Phoma sp. TOX 01-020-R4 y Phoma sp. TOX 01-018-R2 se aislaron a
partir de dos muestras de suelo recolectadas en la Facultad de Ciencias de la UNAM,
Meéxico, D. F.

Para determinar el numero y la clase de hongos presentes en los granos de sorgo y de maiz,
se desinfectaron los granos superficialmente con hipoclorito de sodio al 2% durante un
minuto; posteriormente 100 granos de cada una de las muestras se sembraron en placas de
Papa—Dextrosa—Agar (PDA) (Cuadro 4), repartiendo 25 granos de sorgo y 10 para el caso
del maiz en cada caja Petri (de cada una de las muestras se realizaron cuatro réplicas). Las
cajas se incubaron a temperatura ambiente durante seis dias. Al cabo de este tiempo se
aislaron los hongos presentes en las semillas de sorgo y de maiz. Para el caso de las cepas
aisladas a partir de suelo se emplearon los métodos microbiolégicos tradicionales. Para ello

una muestra de 1 g de suelo se suspendi6 en 10 mL de agua estéril desionizada y se agit6 en
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un agitador mecanico Burrell durante 30 minutos; posteriormente alicuotas de diferentes
volimenes de la suspensién se transfirieron a recipientes de vidrio con agua estéril para
obtener diluciones de suelo en agua de 1, 10, 100, 1000 y 10000. Un mL de la dilucién
deseada se verti6 y se expandié con ayuda de una varilla de vidrio estéril sobre |a superficie
de papa dextrosa agar (PDA) (Cuadro 4). El medio de cultivo inoculado se dejé reposar y se
incub6 a 28°C durante 14 dias. Al cabo de este periodo se analizaron las placas con la
finalidad de identificar las cepas de hongos presentes (Ulloa y Hanlin, 1985).

La purificacion de cada uno de los hongos se realizé mediante la transferencia de una
porcion del micelio a cajas de Petri conteniendo el medio de PDA, AEM o AA (Ulloa y
Hanlin, 1985). La identificacion de los hongos hasta el nivel de génerp se realizé siguiendo

los protocolos descritos por Boerema (Domsch ef al., 1980).

4.1.2 Conservacién de los hongos del género Phoma aislados de semillas de maiz y de
sorgo contaminadas,

Cada uno de los aislamientos puros de los hongos se mantuvieron viables en los medios
solidos __de papa dextrosa agar, agar avena y agar extracto de malta en tubos de ensayo de
16 x 150 mm con agar inclinado. Cada tubo se inoculé por medio de un piquete en la
superficie del agar y se incubé a 28°C durante 14 dias. Al finalizar el periodo de incubacién
cada tubo se selld y se guardé en un congelador. La resiembra de los hongos se realizé a
intervalos de un mes.

Las cepas de los hongos Phoma herbarum, Phoma sorghina, Phoma sp. TOX-01-020-R4
Y Phoma sp. TOX-01-018-R2 fueron depositadas en la coleccién de hongos perteneciente

al Laboratorio de Fitopatologia “Tedfilo Herrera” del Instituto de Biologia, UNAM.
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Cuadro 4. Composicién de los medios sélidos de cultivo utilizados para el aislamiento, la
propagacion y la conservacion de los hongos del género Phoma.

MEDIO DE CULTIVO COMPOSICION
Papa dextrosa agar (PDA) trozos de papa peladas .......... 200 g
dextrosa ............ovevviiinnnn 20g
-4 | R 15g
aguadestilada ................... iL
agar extracto de malta (AEM) extractode Malta ............... 20g
peptona ........cooiviiiiieininnnn. lg
dextrosa ...........oooevviiieinann, 20g
27| O O 20g
agua destilada ................... 1L
agar avena (AA) AVENA ..oeoivnii e 20g
dextrosa ........ocoeiiviiiviinnnn, 20g
-1 | 15g
agua destilada ................... 1L

4.2 Evaluaciones biolégicas.

4.2.1 Evaluacién del efecto de los extractos de los hongos sobre la germinacién y el
crecimiento radicular de las semillas de Amaranthus hypochondriacus.

Los ensayos de fitotoxicidad de los extractos fiingicos, fracciones y compuestos puros se
realizaron valorando el efecto de los mismos sobre la germinacion y el crecimiento
radicular de la especie Amaranthus hypochondriacus, empleando el método en caja de Petri
(Anaya et al., 1991; 1995). Las semillas de A. hypochondriacus utilizadas en esta
investigacion fueron adquiridas en el Mercado de Semillas de Xochimilco, D.F, México.

El bioensayo se realiz6 en cajas de Petri que contenian un disco de papel filtro de 10 cm de
didmetro (Whatman No. 1). Cada una de las muestras a evaluar se disolvié en
diclorometano o en metanol y se prepararon disoluciones con una concentracion de 1000,

100 y 10 pg/mL para el caso de los extractos. Para los compuestos puros las disoluciones se
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prépararon con una concentracién de 100, 10 y 1 ug/mL. Posteriormente, 1.0 mL de cada
una de las disoluciones se vertié en las cajas de Petri Y se permitié la evaporacion completa
del disolvente. A continuacién, se inicié la germinacion de 10 semillas de cada una de las
especies de prueba, humedeciendo previamente el papel filtro con 2.5 mL de agua destilada.
Las cajas de Petri conteniendo las semillas se incubaron a 30 °C durante 24 horas y la
actividad fitotoxica se registré midiendo la longitud de las radiculas y contando el nimero
de semillas germinadas después de 24 hrs. EI mismo procedimiento se siguié para los
controles negativos que contenian (inicamente agua o disolvente (CH,Cl, o CH;0H).
Como control positivo se empleé el acido 2,4—diclorofenoxiacético (2,4-D, Sigma) (Macias
et al., 2000). 'Para esta determinacién se realizaron tres réplicas por muestra. Los resultados
obtenidos bajo estas condiciones experimentales se analizaron mediante la prueba
estadistica de ANDEVA (o= 0.05). Para el calculo de los valores de Clsp se utilizé un
analisis Probit a partir de los porcentajes de inhibicién obtenidos para la germinacién y el

crecimiento radicular (Anaya, 1991).

4.2.2 Evaluacién del efecto de los extractos fingicos sobre la germinacién y el
crecimiento radicular de las semillas de Amaranthus hypochondriacus utilizando el
método bicautografico.

El método bioautogrifico se utilizé principalmente para monitorear la actividad
fitoinhibidora de Ios extractos organicos y de las fracciones cromatograficas.

La bioautografia se realizé en placas recubiertas de gel de silice de 2.5 x 10 cm (Silica gel
60 Fas4). La muestra a evaluar (2.0 mg) se disolvié en la cantidad minima del disolvente

apropiado y se aplicé sobre la superficie de la cromatoplaca empleando los métodos
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convencionales para la cromatografia en capa fina. Las placas sembradas con las muestras
de prueba fueron eluidas de la manera convencional empleando como sistemas de elucion
mezclas de CH,C1;:MeOH (9:1) y CH;Cl,:/PrOH (8:2). Al cabo del proceso de elucién, el
disolvente se evaporé mediante una corriente de aire y se vertié sobre la placa 5 mL de agar
bacteriolégico al 1% (DIFCO) a una temperatura de aproximadamente 30 °C. Al solidificar
el agar se colocaron las semillas de Amaranthus hypochondriacus de manera uniforme
hasta cubrir completamente la superficie de la placa (aproximadamente 130 semillas por
placa). Las placas con las semillas se incubaron en una atmésfera himeda y en total
oscuridad a 28 °C durante 24 hrs. El mismo protocolo se utilizé para el control negativo y el
control de disolvente. La placa para este ultimo se eluyé de manera convencional sin la
administracién de la muestra problema. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado. La determinacién de la actividad fitot6xica se registrd detectando las zonas de
inhibicion de la germinacién o del crecimiento radicular comparadas con el control después
de 24 horas de incubacién.

Para correlacionar las zonas de inhibicién observadas con el factor de retencién (Re) para
cada uno de los constituyentes de la fracciéon cromatografica objeto de evaluacion se utilizd

un cromatograma obtenido en las mismas condiciones de la placa cubierta con agar.

4.2.3 Evaluacion de la actividad de los compuestos puros sobre la sintesis de ATP.
4.2.3.1 Aislamiento de los cloroplastos y cuantificacion de la clorofila.

Los cloroplastos se obtuvieron de hojas frescas de espinacas (Spinqcea oleraceae L.)
lavadas y cortadas en trozos pequefios (eliminando la nervadura central y el 4pice). El

proceso de aislamiento de cloroplastos se realizé por homogeneizacién durante cinco
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segundos de las hojas fragmentadas (30 g) en 150 mL de medio de aislamiento de
cloroplastos (sacarosa 400 mM, MgCl> S mM, KCI 10 mM y tricina-Na* 30 mM, ajustado
a pH 8.0 con KOH, ademds se adicioné KCN 0. mM para inhibir la catalasa). El
homogeneizado se filtré a través de ocho capas de gasa y se centrifugo a 4000 rpm por
cinco minutos a 4 °C en una centrifuga Beckman J2-21. El sedimento se resuspendio en un
mL de medio de aislamiento. El proceso de aislamiento se realizo en frio y en la oscuridad
(Pefia~Valdivia et al., 1991; Lotina-Hennsen ef al., 1991).

La clorofila se cuantificé empleando el método desarrollado por Strain y colaboradores
(1971). Este consiste en tomar una alicuota de 50 pl. de la suspensién de cloroplastos, y
adicionar acetona al 80% hasta obtener 5 mL de la suspension, éue se mantiene en la
oscuridad durante 5 minutos. Posteriormente, se centrifuga a 2000 rpm, durante 5 minutos;
transcurrido este tiempo se cuantifica el contenido de clorofila espectrofotométricamente
midiendo la absorbancia a 663 y 645 nm. La concentracién de la clorofila se calcula
empleando la siguiente ecuacién: [clorofila] = [8.05(Asg3) +20.29 (Agss)] x 5. El resultado
obtenido es en pg de clorofila por mililitro. Donde A: lectura de la absorbancia de las

muestras y 8.05 y 20.29 los coeficientes de extincion molar de la clorofila. i

4.2.3.2 Cuantificacién de la velocidad de sintesis de ATP.

La sintesis de ATP se midié registrando los cambios de pH en el medio de reaccion entre
pH 80 y 8.1, utilizando un microelectrodo (Orion) combinado, conectado a un
potenciémetro (Corning modelo 12) de escala expandida. El cambio de voltaje generado
por los cambios de pH se transdujo a un registrador gréfico Gilson. El medio de reaccién

contiene: sacarosa 100 mM, MgClz 5 mM, KCI 10 mM, ADP 1 mM, KH,PO, 3 mM, KCN
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0.5 mM, tricina 1 mM, metilviolégeno (MV) 0.05 mM, el equivalente a 60 pg de clorofila
en 3 mL de medio y diferentes concentraciones de los compuestos puros a evaluar. El
cambio de pH se determind durante un periodo de iluminacién de un minuto, durante este
tiempo el medio de reaccion se mantuvo en agitacién constante. La velocidad de la sintesis

de ATP se calculé empleando la siguiente ecuacién:

y =
c

donde,

V = Velocidad de la sintesis de ATP (umoles de ATP x mg™' de clorofila x h™)

a = umoles de H" usados en la titulacién [mezcla de reaccién de 10 uL de KOH (0.01N), en presencia de
cloroplastos sin iluminar (Pefia—Valdivia et al., 1991)]

h = Altura de la curva obtenida durante el periodo de iluminacién (cm)

¢ = concentracién de la clorofila empleada (60 pg)

4.2.4 Efecto de las fitotoxinas sobre la actividad de la enzima fosfoenolpiruvato
carboxilasa (PEPcarboxilasa).

La actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa se determiné monitoreando la
reaccion catalizada por la enzima malico deshidrogenasa (MDH), dependiente de NADH.
El oxaloacetato generado en la reaccion de carboxilacion se midi6 siguiendo el descenso de
la actividad 6ptica a 340 nm debido a la conversién de NADH a NAD". El cambio en la
densidad optica por minuto se midié durante los primeros cinco minutos de reaccién y se
calculd la velocidad inicial. La reaccion se realizd a 30 °C, iniciando la reaccion con la
adicién de la enzima a un amortiguador pH 7.3 (TEA-HCI 100 mM, EDTA 1.0 mM,
NADH 0.2 mM, MDH 5.0 U/mL, PEP 5.0 mM, MgCl; 10 mM, NaHCO; 10 mM) y 0.05

mL de una solucién (1mg/200 pL) de los compuestos a evaluar en un volumen final de un
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mL. La actividad enzimatica, medida como actividad especifica se calculé con la siguiente

formula:

_ incrementoDO
t

v
mlL

A

1 1
X—x-—=
e V

donde,

A = actividad enzimdtica

Incremento DO = cambio de la densidad éptica

t = tiempo {min)

V =volumen de la preparacién enzimitica empleada (mL)

€ = coeficiente de extincién molar del NADH a 340 nm (6.22 em™ mM™)

4.2.5 Evaluacién del efecto de los extractos y los compuestos puros sobre la enzima
glutamino sintetasa (GS).

El bioensayo para la determinacién del efecto de los extractos organicos sobre la actividad
de la enzima glutamino sintetasa se realizé siguiendo los procedimientos descritos en la
literatura (Kamamori y Matsumoto, 1972). La enzima se aislé a partir de semillas
germinadas de Amaranthz;s hypoéhond;'iacus utilizaﬁdo una solucion amortigua_dora de
extraccion (TRIS-HCI1 50 mM pH=8.2, CaCl, ImM, mercaptoetanol 5SmM). Se prepar6 una
mezcla de reaccién utilizando TRIS-HCI 50 mM pH=7.5 (1.5 mL), ATP 90 mM pH=7.0
(0.2 mL), MgSO, 1M (0.1 mL), hidroxilamina 200 mM pH= 7.0 (0.3 mL), cisteina 90 mM
(0.1 mL), dcido glutdmico 1.14 M pH= 7.0 (0.5 mL), diferentes volimenes del extracto

enzimatico (0.1 a 0.5 mL) y por ultimo diferentes cantidades de los compuestos puros a

evaluar (0.1 a 0.5 mL), para obtener un volumen final de mezcla de 3.0 mL. Posteriormente,
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se adicion6 el acido glutimico y la mezcla se incub6é durante 30 minutos a 37 °C. La
reaccién se detuvo al afiadir un mL de una solucién de volimenes iguales de FeCl; al 10%
en HC1 0.2 M, 4cido tricloroacético al 24% (p/v) y HCI al 50%. Una vez que se detuvo Ia
reaccion, se centrifugé la mezcla de reaccion de cada uno de los tubos a 2000 rpm durante
15 min a 4 °C. Por Gltimo, se midié la absorcion en el UV de cada una de las muestras a
540 nm. Se realizaron los controles positivo y blanco. Como control positivo se emples un

inhibidor comercial de la glutamino sintetasa utilizado como herbicida (Lavrik, 1996).

4.2.6 Evaluacién del efecto de los extractos y los compuestos puros sobre Ia proteina
calmodulina. .

4.2.6.1 Determinacion de la interaccién de los compuestos puros con la proteina
calmodulina (espinaca y de cerebro de bovino).

Para determinar si existe interaccién entre las fitotoxinas y la proteina calmodulina de
espinaca y de cerebro de bovino, se realizdé una electroforesis en condiciones
desnaturalizantes.

La evaluacién se llevé a cabo adicionando 10ug del compuesto de prueba (10uL de una
disolucion de 1pg/ul en DMSO), 2pg de calmodulina de espinaca o de cerebro de bovino
(Sigma), 3uL de CaCl; o de EGTA I mM. La mezcla anterior se llevé a un volumen final
de 30uL con agua desionizada. Posteriormente, la mezcla de reaccién se incubd durante 90
minutos a 30 °C. Al término de la incubacién las muestras fueron sometidas a ebullicién
durante 5 minutos. A continuacién, las mezclas se enfriaron a temperatura ambiente y a
cada una se le adiciond 10 pl. de buffer de carga. Posteriormente, se Ilevé a cabo una

electroforesis desnaturalizante (SDS—PAGE al 12%) para determinar el retardo en la
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movilidad de la calmodulina, como resultado de la interaccién de esta Gltima con los
compuestos de prueba. Se utilizé la (+}—(2S,3S}—5—hidroxi—6,8,10—trimetoxi—2,3—
dihidronaftopirona como un control positivo y cada determinacion se realizé por triplicado

(Macias et al., 2000).

4.2.7 Evaluacién del efecto de los compuestos puros sobre la produccién de biomasa
de Amaranthus hypochondriacus L.y Echinochloa crusgalli (Beauv.) L.

Para realizar el bioensayo se utilizaron las especies arvenses Amaranthus hypochondriacus
y Echinochloa crusgalli.

Seis semillas de cada especie se colocaron en recipientes conteniendo tierra. Las plantas se
desarrollaron durante tres semanas en una cimara de crecimiento a 28 °Cyunciclode 12 h
de luz-oscuridad (236 mE m™ seg™'). Transcurrido este tiempo, se trasladaron a una
segunda cdmara, para completar asi, su crecimiento. Las condiciones de fotoperiodo fueron
17-20°C y 16 x 8 h (5:30 x 21:30), respectivamente.

El tratamiento de las especies vegetales consisti6 en la aplicacion foliar de una solucién (4
x 107 M) de los compuesto de pfueba y Tween 80 (0.1 mL/L). Las soluciones de los
compuestos se apliﬁaron de la punta a la base de la hoja empleand-o hisopos de algodén.
Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado durante 3 semanas de tratamiento y se
emplearon Tween 80 (0.1 mL/L) Y agua como controles negativos para cada caso. Como
control positivo se utilizé el metilviologeno (Paraquat®) a una concentracion de 10~ M.
Para determinar la produccién de biomasa, las pléantulas se removieron de la tierra y las
raices se lavaron con agua destilada hasta eliminar por completo todos los residuos de

tierra; una vez lavadas se procedié a determinar el peso fresco de cada una de las plantulas.
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Para determinar el peso seco, cada una de las plantulas se deseco a 30 °C durante 48 h. Los
resultados se expresaron como el porcentaje de inhibicion con respecto al control de

crecimiento. Todo los experimentos se basaron en un disefio aleatorio con estructura

factorial (Picman, 1986; Hoagland, 1996).

4.3 Cultivo en pequefia escala para determinar las condiciones de crecimiento y
realizar la prueba biolégica de seleccion.

4.3.1 Determinacion de las condiciones 6ptimas de crecimiento en medios liquidos
para cada cepa.

La determinacién de las condiciones de cultivo 6ptimas para el desarrollo y produccién de
las toxinas por los hongos seleccionados se realizo utilizando diferentes procesos de
fermentacién. Las condiciones que se variaron en cada fermentacién son las siguientes: los
medios de cultivo empleados [papa dextrosa (PD), extracto malta dextrosa (EMD), medio
MD-I modificado (Cuadro 5)], las condiciones de agitacion (estdticos o 120 rpm), la
temperatura y el tiempo de incubacién. Todas las fermentaciones se realizaron utilizando
matraces Fernbach de 1.8 L conteniendo 750 mL de cada uno de los diferentes medios
liquidos, las temperaturas empleadas fueron de 28 °C y de 35 °C, y los tiempos de
incubacién utilizados fueron 7, 14 y 21 dias, tanto para los cultivos en agitacion a 120 rpm

como para los estaticos.
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4.3.2 Preparacién de los extractos orginicos derivados de los cultivos en pequeiia
escala de las cuatro cepas de hongos.

Los extractos organicos derivados del cultivo en pequefia escala se prepararon con el objeto
de evaluar el crecimiento de cada cepa en las diferentes condiciones de cultivo probadas y
de manera adicional, cuantificar su actividad bioldgica mediante la realizacién de ensayos
de seleccion.

Cuadro 5. Composicion de los medios liquidos de crecimiento utilizados para los cultivos
en pequeiia y en gran escala de los hongos del género Phoma.

MEDIO DE CULTIVO COMPOSICION

papa dextrosa (PD) trozos de papa pelada ..................ococoei e, 200 g
dEXIT0Sa .ovviiiiii i e 20¢g
aguadestilada ... 1L

extracto de malta (EMD) extractodemalta ...........o.oovvuvvvireon 20 g
PEPIONA oo e lg
dextrosa ...t 20g
aguadestilada ... 1L

papa dextrosa modificado trozos de papapelada............................ . 200¢g
deXtrosa .o.ovviiinieiee e e, 20g
peptonade caseina ...............c.cvvvvnevnviinninnnnn 10g
aguadestilada .............o.oiiii i IL

- MD-I modificado - CalNOs)zeeevvveiiviviniiiaaaninnn, W rereeeaeaeas .- 0283 ¢

KNOj ., 0.079 g
KOl 0.064 g
MESO4 .o 0.7994 ¢
NaHPOg.....cooiiviiiiini s, 0.7994 g
SACATOSA 1.ovviiiriiseiireaiireiaeirreneneenanrerenanns 2998 ¢
tartrato de amonio ...........c.oveevevrinrenenrnnans 486¢
FeCl3 i e 1.07 mg
MnSOTHO ..o, 1.04 mg
ZNSO4 it 4.02 mg
HiBOs oo 135 mg
Kl o 0.74 mg
aguadestilada ..................cooiei 1L
ajustar pH a 5.5
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Los extractos organicos en pequefia y mediana escala se prepararon a partir del caldo de
cultivo y del micelio generado durante el cultivo de los hongos. La metodologia empleada
para la extraccidn se resume a continuacion.

Una vez finalizado el proceso de fermentacion de cada uno de los hongos preseleccionados,
el micelio y el caldo de cultivo se separaron mediante filtracién simple sobre ocho capas de
gésa estéril.

El extracto del caldo se preparo mediante particiones sucesivas con acetato de etilo. Por
otro lado, el micelio seco se extrajo mediante un proceso de maceracion con acetato de
etilo. Los extractos organicos resultantes del micelio y del caldo de cultivo se concentraron

por separado a presion reducida.

4.4 Cultivo en mediana escala de las especies seleccionadas y preparaciéon de los
extractos orgianicos derivados del micelio y del medio de crecimiento de las especies
cultivadas.

4.4.1 Cultivo en mediana escala

El cultive en mediana escala de P. herbarum se llevé a cabo en 60 matraces Fembach de
2.8 L conteniendo 1.4 L del medio MD-I medificado. El proceso de fermentacion se
efectué a 28 °C agitando a 120 rpm en un agitador rotatorio durante tres semanas. P.
sorghina se cultivé en mediana escala en matraces Fernbach de 2.8 L conteniendo cada uno
1 L del medio de cultivo liquido de papa dextrosa (PD). Los matraces se incubaron a 28 °C
en condiciones estiticas durante tres semanas. Al cabo del periodo de incubacion se reunié

el contenido de 40 matraces para obtener 40 litros del cultivo.
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4.4.2 Preparacion de los extractos organicos a partir de los cultivos en mediana escala.
Los extractos de los caldos de cultivo y del micelio de cada hongo cultivado se prepararon
utilizando el mismo procedimiento que se describe para la extraccién de los cultivos en
pequefia escala. En el Cuadro 6 se presentan los rendimientos de los extractos derivados de

los cultivos en mediana escala.

Cuadro 6. Rendimiento de los extractos del caldo y del micelio derivados de los cultivos
en mediana escala, '

Hongo Volumen de cultivo  Extracto del caldo  Extracto del micelio
P. herbarum . 8L 320¢g 0.801 g
10 L 0.70 g 0.372 ¢
P. sorghina 40L 3.60¢g 2400 g

4.5 Obtencién de las fitotoxinas de las especies Phoma herbarum y Phoma sorghina,
4.5.1 Métodos generales de anailisis.

4.5.1.1 Métodos cromatogrificos.

La cromatografia de adsorcién en columna abierta se realizé sobre gel de silice Kieselgel 60
Merck (tamafio de particula, 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM) o gel de silice Baker
para columnas rdpidas (tamafio de particula 40pm). Los andlisis cromatograficos en capa
fina (ccf) se efectuaron siguiendo las técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio
recubiertas con gel de silice (silica gel 60-254, Merck), varios eluyentes y los agentes

reveladores que se indican en el Cuadro 7.
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Cuadro 7. Agentes cromégenos utilizados para los analisis cromatogificos en capa fina de
los extractos y de las fracciones obtenidas durante el proceso de fraccionamiento de los
extractos de las especies seleccionadas.

Agente revelador Composicién Referencia
sulfato cérico* sulfato cérico amoniacal. ...........ocoviiininii 120¢g Stahl, 1969
acido sulflirico. ....oooiiiiiiii i 22.5mL
BHELO. v iee ettt 350 g
dcido fosfomolibdico*  4cido fosfomolibdico. ........ooveeiiiiiiiiiiiiiienn 50g Pedras, 1989
acido sulflirico. ......ooovviviiiin 1.0 mL
BIANOL .iviiiii e 98.0 mL
sulfato Cerce, v 2 gotas
vatnillina sulfurica* solucion 1: Wagner, 1984
vainilling, ..o e 1.0g
GHANOL .oiviini i 99.0 mL
solucidn 2:
dcido sulfilrico. ..ooovvveiiii i 5mL
BIANOL Luiviiiiiiiiiiaiii e 95 mL

*Para el desarrollo de color es necesario calentar durante dos minutos a 110°C.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) se realizé en un cromatégrafo
marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford, MA, USA)
equipado con un detector de UV dual (2487 Dual Absorbance Detector), un detector UV
con arreglo de diodos (996) o un detector de indice de refraccién (410 Differential
Refractometer). El control del equipo, la adquisiciéon de datos, el procesamiento y
manipulacién de la informacion se realizaron utilizando el programa Millenium 32
(Waters). La purificacion de los compuestos se efectuo emplez;ndo una columna de gel de
silice (Waters, pporasil 125 A; tamafio de particula 10 uM) de 19 mm de diametro interno y
300 mm de longitud o una columna de gel de silice C3 (fase reversa) (uBondapack C,s;
tamafio de particula 10 pM) de 19 mm de didmetro intemo y 300 mm de longitud. La
deteccién se ajustd entre 200 y 400 nm en el detector de arreglo de diodos en el caso de los

compuestos derivados del hongo Phoma sorghina. En el caso de los compuestos derivados
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de la especie Phoma herbarum la deteccién se ajusté entre 200 y 300 nm para el detector de

arreglo de diodos y 209 nm para el caso del detector dual.

4.5.1.2 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas
Equipos utilizados:

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Fisher—Johns, y no estin corregidos.

La rotacién dptica se registré en un polarimetro JASCO DIP-360.

Los espectros en el UV se obtuvieron en un espectrémetro Shimadzu 160 en MeOH.

Los espectros de dicroismo circular (DC) se determinaron en un espectropolarimetro
JASCO 720 a 25 °C en MeOH. |

Los espectros en el IR (film) se midieron en un espectrometro Perkin Elmer 599.

Los espectros de RMN se obtuvieron en un aparato Varian UNITY PLUS 500 utilizando
CDCl; como disolvente y TMS como referencia interna. RMN 'H (500 MHz) y RMN "*C
(125 MHZ). Los espectros de RMN de las herbaruminas I, I y OI se obtuvieron en un
aparato Bruker DMX500. RMN'H (500 MHz) y RMN “C (125 MHz), utilizando como
disolvente CDCl; y como referencia interna TMS.

Los espectros de masas modalidaé FAB" se registraron en un espectrometro de masas
modelo JEOL DX300 utilizando una matriz de glicerol.

Los espectros de masas de alta resolucién modalidad FAB® se¢ obtuvieron en un

espectrometro de masas JEOL JX102 utilizando una matriz de alcohol nitrobencilico

(NBA).
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4.5.2 Estudio quimico del extracto derivado de la especie Phoma herbarum.

4.5.2.1 Fraccionamiento biodirigido del extracto orginico derivado del cultivo de P.
herbarum.

El fraccionamiento del extracto derivado de la especie P. herbarum (4.01 g) se realizd
mediante una cromatografia en columna abierta empacada con gel de silice (100 g). Los
eluyentes empleados consistieron en mezclas de CH,Cl,—PrOH (1:0—0:1). Se obtuvieron
un total de 229 fracciones (250 mL) reuniéndose aquellas que mostraron similitud
cromatogréfica, para asi obtener ocho conjuntos de fracciones primarias (FI-FVIII). En esta
ocasion la actividad bioldgica de las fracciones y del extracto se monitoreo utilizando el
método bioautografico. En el Cuadro 8 se sintetiza el fraccionamiento primario del extracto
activo de Phoma herbarum y se incluyen los eluyentes empleados, ei namero de eluatos y

las fracciones combinadas.

4.5.2.2 Fraccionamiento secundario de la fraccién activa FIV,

La fraccién activa FIV se sometié a un fraccionamiento secundario por cromatografia sobre
gel de silice (32 g) en columna répida. Los eluyentes empleados consistieron en mezclas de
CHgClz;z'PrOH (9:1—1:1). Se recolectaron un total de 104 eluatos, reuniéndose aquellos
que resultaron cromatograficamente similares para obtener asi ocho conjuntos fracciones
secundarias (FIV-1 — FIV-8). En el Esquema 1 se resumen los procesos de extraccion,
fraccionamiento primario y fraccionamiento secundario. En el Cuadro 9 se resume el
fraccionamiento secundario de la fraccién activa FIV—4 y se incluyen los eluyentes

empleados, el numero de eluatos y las fracciones combinadas.
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Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento primario mediante cromatografia en columna
abierta del extracto obtenido del micelio y del medio de crecimiento del hongo Phoma
herbarum.

Eluyente Proporcién % Numero de Fracciones Clave de Ia
fracciones combinadas fracciéon
CHCl; 100 1-12 1-29 FI
CH-Cl>- iPrOH 95-5 13-19
CH,Cl,- ;PrOH 90-10 2043 30-66 FII
CH,Cly- iPrOH 85-15 44-49 67-75 FIII
' CH,Cly- iPrOH 80-20 50-93 76-123 FIV
CH,Cl;—- iPrOH 70-30 94-104
CH,Cly- iPrOH 6040 105-113
CH,Cl,- iPrOH 50-50 114-118
CH,Cl;- iPrOH 30-70 119-128 124-143 FV
iPrOH 100 129-140
iPrOH -MeOH 95-5 141-147 144-166 FVI
iPrOH -MeOH 90-10 148-154
iPrOH —-MeOH 80-20 155-161
iPrOH -MeOH 50-50 162-190 167-220 FVII
MeQOH 100 191-229 221-229 FVII

Cuadro 9. Resumen del fraccionamiento secundario mediante cromatografia en columna
rapida de la fraccion activa FIV obtenida a partir del extracto total del micelio y del medio
de crecimiento del hongo Phoma herbarum.

Eluyente Proporcién %  Numero de Fracciones  Clave de la fraccién
fracciones combinadas

CH,Cl,- i/PrOH 90:10 1-7 1-16 FIV-1
CH;Cl;~ iPrOH - 85:15 8-15 : :

CH,Cl- iPrOH 80:20 16-23 17-24 FIV-2
CH,Cl- iPrOH 75:25 2431 25-32 FIV-3
CH;Cl,- iPrOH 70:30 3240 3345 FIV+4
CH;Cl- /PrOH 65:35 41-53 4660 FIV-5
CH:Cl;~ iPrOH 60:40 54-63 61-70 FIV-6
CH;Cl,- iPrOH 55:45 6480 71-90 FIV-7
CH,Cl,- iPrOH 50:50 81-104 91-104 FIV-8
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cultivo de Phoma herbarum 80L.
]

medio de crecimiento 78L. micelio del hongo
pH=7.5 peso humedo = 110g
1. secado
extraccion por particién 2. extraccidn via meceracion
con AcOE! ( 3 x 80L.) con AcOEt 3 x 48 h)
3. filtrar y concentrar al vacio
Extracto del medio de crecimiento Extracto del micelio
3.20 g (Cl,,=35.8 ug/mL) 3.20 g (CI;,= 35.8 pg/mL)

Cromatografia en capa fina

extracto total 4.0g

cc abierta (100g de gel de silice)
CH,C1,—iPrOH (1:0 — 0:1).

ot

FI FII FII FIV FV  FVI FVII FVIII
ce répida (32 g de gel de silice)
CH,CL—iPrOH (9:1 — 5:5).

b

FIV-1 FIV-2 FIV-3 FIv-4 FIV-5 FIV-6 FIV-7 FIvV-§

Esquema 1. Extraccién y fraccionamiento del extracto obtenido del micelio y del medio de

crecimiento del hongo Phoma herbarum.

4.5.2.3 Separacion y purificacién mediante Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (CLAR) de las herbaruminas I (191) y II (192) a partir de las fracciones
activas secundarias FIV-3 y FIV4,

La separacion de los compuestos de la fraccion activa FIV-3 (186.4 mg) mediante CLAR se
realizo en una columna de gel de silice (fase normal) utilizando un flujo de 8.2 mL/min y la
mezcla ternaria de disolventes hexano-iPrOH-metanol en las proporciones: 82:9:9. La

purificacion de la fraccidén activa FIV—4 (97.1 mg) se realizé por CLAR en la misma
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columna de fase normal y utilizando las mismas condiciones de separacién que en el caso
de la fraccion FIV-3.

La herbarumina I se obtuvo de las fracciones activas FIV-3 y FIV-4, como un sélido de
apariencia cerosa de color blanco (16.0 mg); con un tiempo de retencion de 10.2 mun, y la
herbarumina II como un sélido en forma de agujas de color amarillo claro (97.1 mg) con un

tiempo de retencion de 20.8 min.

4.5.3 Estudio quimico del extracto de la segunda fermentacién de la especie P.
herbarum.

4.5.3.1 Fraccionamiento biodirigido del extracto orgénico derivado de la especie P.
herbarum.

El proceso de extraccion del medio de crecimiento (10 L) y del micelio del hongo Phoma
herbarum se realizo6 siguiendo la misma metodologia que se utilizé en el estudio quimico
de la primera fermentacion de la especie P. herbarum. El extracto resultante (1.072 g) se
sometié a un fraccionamiento primario utilizando una columna abierta empacada con
Sephadex LH-20 (2.5 x 60 cm). Los eluyentes empleados. consistieron en mezclas de
CH,Cl;:MeOH (1:0—50:1). Se obtuvieron un total de 67 fracciones (250 mL) reuniéndose
aquellas que mostraron similitud cromatografica, para asi obtener seis conjuntos de
fracciones primarias (FI-FVI). En el Cuadro 10 se sintetiza el fraccionamiento primario del
extracto activo de Phoma herbarum y se incluyen los eluyentes empleados, el nimero de
eluatos y las fracciones combinadas. La fraccién activa FIII (Clso= 39.4 pg/mL) se sometid
a un fraccionamiento secundario utilizando de nueva cuenta una columna de Sephadex LH-

20 (2.5 x 32 cm). Los eluyentes empleados consistieron en mezclas de CH,Cl,-MeOH
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(1:0-0:1). Se recolectaron un total de 54 fracciones reuniéndose aquellas que resultaron

cromatogrificamente similares, para obtener asi, cuatro conjuntos de fracciones secundarias

(FII-1-FII-4). En el Esquema 2 se resume el proceso de extraccion, el fraccionamiento

primario y el fraccionamiento secundario del extracto de P. herbarum. El efecto fitotéxico

de las fracciones primarias FI-FVIII se determiné mediante el ensayo bioautografico. El

efecto inhibitorio se concentré en la fraccion primaria FIII. En el Cuadro 11 se resume el

fraccionamiento secundario de la fraccién activa FIII y se incluyen los eluyentes empleados,

el numero de eluatos y las fracciones combinadas.

Cuadro 10. Resumen del fraccionamiento primario mediante cromatografia en columna
abierta del extracto obtenido a partir del micelio y del medio de crecimiento del hongo

Phoma herbarum.

Eluyente Proporcién % Numero de Fracciones Clave de las
fracciones combinadas fracciones
CH,Cl; 100 1-7 1-16 FI
CH;Cl,-MeOH 95-5 8-16 17-20 FII
CH;C1,-MeOH 90-10 17-23 21-33 FIII
CH,Cl;-MeOH 85-15 24-35
CH,Cl,-MeOH 80-20 3640 3441 FIV
CH,Cl,-MeOH 70-30 4447 42-53 FV
CH,ClL,-MeOH 60-40 47-51
CH,Cl;-MeOH 50-50 52-57 54-57 FVI
CH,;Cl;-MeOH 30-70 58-62 58-64 FVI
MeOH 100 63-67 65-67 FVII
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Cuadro 11. Resumen del fraccionamiento secundario mediante cromatografia en columna
rapida de la fraccidn activa FIII obtenida a partir del extracto total del micelio y del medio
de crecimiento del hongo Phoma herbarum.

Eluyente Proporcién % Nimero de Fracciones Clave de las
fracciones combinadas fracciones

CH,Cl, 100 1-5 1-5 FII-1
CH;Cl,-MeOH 95:5 6-19 6-23 FIII-2
CH,Cl,-MeOH 90:10 20-26 2440 FIII-3
CH,Cl,-MeOH 85:15 27-33
CH,Cl,-MeOH 80:20 3442 41-54 FIlI-4
CH,Cl,-MeOH 50:50 43-51

MeOH 100 52-54

4.5.3.2 Aislamiento de las herbaruminas I-III (191-193) mediante cromatografia en
capa fina (ccf) a partir de la fraccién activa FIII-2.

El aislamiento y la purificaciéon de la herbarumina III (193) de la fraccion activa FIII-2
(18.4 mg) se realizd mediante la técnica de cromatografia en capa fina (ccf) utilizando
placas preparativas recubiertas de gel de silice (Merck, GF;s4) con un grosor de 0.2 mm y
como sistema de elucién una mezcla binaria de disolventes: CH,Cl,~Metanol en proporcién
de 90:10: La herbarumina I (193) se aisl6 como un aceite de olor amarillo claro con un R

0.65.

66



cultivo de Phoma herbarum 10L.

pH=75

| medio de crecimiento 9.5L. micelio del hongo

peso himedo = 23.2¢

extraccion por particién
con AcQEt (3 x IOL)

1. secado

2. extraccion via meceracion
con AcOEt( 3 x 48 h)

3. filtrar y concentrar al vacio

Extracto del medio de crecimiento Extracto del micelio

0.862 ¢

0.210g

Cromatografia en capa fina

extracto total 1.072g

cc abierta (sephadex LH-20, 2 x 60 cm)
CH,Cl,-»MeOH (1:0 — 0:1).

I

FI FII FHOI FIV FV FVI
cc abierta (sephadex LH-20, 2 x 60 ¢m)

CH,Cl,—MeOH (1:0 - 0:1).

T

FI-1 FII-2 FOI-3 FIII-4

Esquema 2. Proceso de extraccion y fraccionamiento del extracto orginico de Phoma

herbarum.

4.5.4 Estudio quimico del extracto organico derivado de la especie P. sorghina.

4.5.4.1 Fraccionamiento biodirigido del extracto orgianico derivado de la especie P.

sorghina.

La resolucion del extracto total resultante del cultivo de P. sorghina (6.0 g) se efectud

mediante cromatografia en columna abierta empacada con gel de silice (200 g). Los
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eluyentes empleados consistieron en mezclas de CH,CL-AcOEt (1:0-0:1) y AcOEt-
MeOH (1:0—0:1). Se obtuvieron un total de 257 eluatos (250 mL) reuniéndose aquellos
que presentaron similitud cromatografica, para asi obtener 12 conjuntos de fracciones
primarias (FI-FXII). Las fracciones se evaluaron de manera independiente mediante el
bioensayo del crecimiento radicular. El efecto inhibitorio se concentrd en la fraccién FIV.,
En el Cuadro 12 se sintetiza el fraccionamiento primario del extracto activo de Phoma
sorghina y se incluyen los eluyentes empleados, el nimero de eluatos y fracciones

combinadas.

4.5.4.2 Fraccionamiento secundario de la fraccién activa FIV,

La fraccidn activa FIV se someti6 a un fraccionamiento secundario por cromatografia sobre
gel de silice (45 g) en columna rdpida. Los eluyentes empleados consistieron en mezclas de
CH>Cl,-MeOH (8:2-50:1). Como resultado de este proceso se obtuvieron ocho conjuntos
de fracciones secundarias. En el Esquema 3 se resumen los procesos de extraccion,
fraccionamiento primario y fraccionamiento secundario. En el Cuadro 13 se resume el

fraccionamiento secundario de la fraccién activa FIV y se incluyen los eluyentes empleados, -

el nimero de eluatos y fracciones combinadas.
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cultivo de Phoma sorghina 40L.
I

micelio del hongo
peso himedo = 65.2g

l medio de crecimiento 40L.

| pH=17.3
. . 1. secado
EXtraccion por particion 2. extraccidn via meceracién
con AcOEt( 3 x40L.) con AcOEt{ 3 x 48 h)
3. filtrar y concentrar al vacio

Extracto del micelio

Extracto del medio de crecimiento
2.4 g (Cl;;=49.4 ug/mL).

3.6 g (CL,,= 43.8 pg/mL).

Cromatografia en capa fina

extracto total 6.0g

cc abierta (200 g de gel de silice}
CH,Cly~»MeOH (1:0 — 0:1).

R IR
FI FII FIII FIV FV  FVI FVII FVII FIX FX FXI FXII

ccrapida (45 g de gel de silice)
CH,C1,—+MeOH (8.2 — 0:1),

o

FIvV-1 FIV-2 FIV-3 FIvV-4 FIV-5 FIV-6 FIV-7 FIV-8

Esquema 3. Extraccién y fraccionamiento del extracto obtenido del micelio y del medio de
crecimiento del hongo Phoma sorghina.

69




Cuadro 12. Resumen del fraccionamiento primario mediante cromatografia en columna
abierta del extracto obtenido del micelio y del medio de crecimiento del hongo Phoma
sorghina.

Eluyente Proporcién % Nimero de Fracciones Clave
fracciones combinadas Fraccién

CH,Cl, 100. 1-12 1-8 FI

CH,Cl;-AcOEt 90-10 13-25 9-21 FII

CH,Cl-AcOE! 80-20 2640

CH,Cl;-AcOEt 70-30 41-63 22-63 FIII

CH;Cl-AcOQEt 6040 64-90

CH,Cl-AcOEt 50-50 91-100 64-113 FIV

CH,Cl-AcOEt 30-70 101-123

CH,Cl-AcOEt 16-90 124-150 114-163 FV

AcOEt 100 151-168

AcOEt-MeOH 90-10 169-190 164-200 FVi

AcOEt-MeOH 80-20 191-213 201-219 FVIl

AcOEt-MeOH 70-30 214-226 220-231 FVHI

AcOEt-MeOH 50-50 227-231 ‘

AcOEt-MeOH 40-60 232-240 232-238 FIX

Ac¢OEt-MeOH 30-70 241-245 241-245 FX

AcOEt-MeOH 20-80 246-250 246-250 FXI1

AcOEt-MeQH 100 251-254 251-254 FXI1

Cuadro 13. Resumen del fraccionamiento secundario mediante cromatografia en columna
ripida de la fraccién activa FIV obtenida a partir del extracto total del micelio y del medio
de crecimiento del hongo Phoma sorghina.

Eluyente Proporcién  Numerode Fracciones Clave fraccién
%o fracciones combinadas

CH,Cl,-AcOEt 90-10 - 1-26 1-15 - - FIv-1
CH,Cl-AcOEt 85-15 4460 43-62 FIV-2
CH,Cl-AcOEt 70-30 61-77 63-80 FIV-3
CH,Cl-AcOEt 50-50 78-100 81-110 FIV—+4
CH,Cl>-AcOEt 30-70 101-123 111-132 FIV-5
CH;Cl,-AcOEt 50-50 124-146 133-152 FIV-6

AcOEt 100 147-165 153-178 FIV-7
AcOEt-MeOH 9010 166-178 179-196 FIV-8
AcOEt-MeOH 80-20 179-189 197-203 FIV-9
AcOEt-MeOH 70-30 190-217 204-221 FIV-10
AcOEt-MeOH 50-50 218-248 222-248 FIV-11
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4.5.4.3 Aislamiento y purificacion mediante CLAR de las antraquinonas presentes en
la fraccién activa FTY-4 derivada del extracto organico del hongo Phoma sorghina.

La separacién de los compuestos mediante CLAR a partir de la fraccién activa FIV—4 (380
mg, Clsp= 41.7 pg/mL) se realizé en una columna de fase reversa empacada con gel de
silice Cis, se utiliz6 un programa de gradiente lineal utilizando una mezcla binaria de
disolventes que consistio en acetonitrilo:agua (88:12) por un tiempo de 0 a 5 min que se
cambié linealmente a acetonitrio:agua (90:10) en un tiempo de 5 a 25 min y finalmente
acetonitrilo:agua (90:10) por un tiempo de 25 a 30 min. Se utilizé un periodo de re—
equilibracion de 10 minutos entre cada una de las corridas. El flujo que se utilizd para las
corridas analiticas fue de 0.4 mL/ min y para el caso de las corridas preparativas de 8.4
mL/min.

De la fraccién activa FIV se aislé6 la antraquinona macrosporina (194), las
tetrahidroantraquinonas altersolanol A (137) y altersolanol D (195) y los dimeros de
tetrahidroantraquinonas alterporriol D (196) y alterporriol E (197). La macrosporina (194)
se obtuvo como un sélido cristalino de color amarillo (21 mg), con un punto de fusién (pf)
de 303-305 °C y con un tiempo de retencién (tg) de 14.72 min; el altersolanol A (137) se
obtuvo cémo un solido cristalino en forma de agujas de color rojo (31 mg), con un punto de
fusion de 218-220 °C y con un tiempo de retencién de 11.88 min; el altersolanol D (195) se
obtuvo bajo la forma de un sélido cristalino en forma de agujas de color rojo (13 mg), con
un punto de fusion de 248 °C y con un tiempo de retencién de 12.92 min; el alterporriol D
(196) se aislé como un sélido de color naranja (9 mg), con un punto de fusién de 285°C y

con un tiempo de retencién de 9.78 min; por Gltimo, el alterporriol E (197) se obtuvo como
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un sélido de color naranja (7 mg), con un punto de fusién de 285 °C y con un tiempo de

retencion de 10.62 min.

4.5.4.4 Preparacidn del derivado acetilado de la herbarumina II (192¢).

A una solucién de 10 mg de la herbarumina I (192} en 0.1 mL de piridina anhidra se le
aéregé 0.1 mL de anhidrido acético. La mezcla se dejé reaccionar durante 48 horas.
Transcurrido este tiempo la mezcla de reaccion se diluyé con CH,Cl, y se procedi6 a lavar
con HC! IN (3 x 20 mL), posteriormente se lavé con una solucién saturada de NaHCQ,
(3 x 20 mL) y por ultimo, con agua desionizada (3 x 20 mL). Finalmente, el producto de
reaccion se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se elimind el disolvente, obteniéndose el

derivado triacetilado de la herbrumina II (192¢) [12.3 mg].

4.5.4.5 Preparacion del aceténido de la herbarumina II (1924d).

A una solucion de 10 mg de la herbarumina II (192) en 7.0 mL de acetona se agregaron 70.0
mg de sulfato de cobre anhidro. La solucién resultante se calenté a reflujo durante 12 horas.
- El curso de la reaccion se monitoreo mediante ccf, Al cabo de 1a reaccién la mezcla se filtrd
y se elimind el disolvente, obteniéndose la 7,8~-0,0-isopropilidenherbarumina II (192d)
[9.1 mg]. El aceténido se purificé mediante CLAR en una columna de fase normal
empacada con gel de silice utilizando un flujo de 8.2 mL/min y como fase moévil una
mezcla ternaria constituida por hexano—/PrOH-metanol, en las proporciones 80:10:10.
Como resultado del proceso se obtuvieron 8.0 mg de la 7,8-0,0-isopropilidenherbarumina

1 (192d).
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4.5.4.6 Preparacion de los derivados p—bromobenzoilados de las herbaruminas I
(191a), II (192¢) y ITI (193a).

A una solucion de la herbarumina I (191) [5.0 mg en 2.5 mL de piridina], de la herbarumina
I (192) [5.0 mg en 2.5 mL de piridina anhidra] o de la herbarumina III (193) [2.0 mg en 2.5
mL de piridina anhidra] se les agregé por separado cloruro de p—bromobenzoilo (10.0 mg) y
4—(dimetilamino)piridina (~0.5 mg). Las mezclas de reaccién se agitaron a temperatura
ambiente durante 48 horas, al cabo de este tiempo, el crudo de cada reaccion se. diluy6 con
CH,Cl; (10 mL), se lavaron sucesivamente con HCl IN (3 x 10 mL), con una solucién
saturada de NaHCO;3 (3 x 10 mL) y con agua desionizada (3 x 10 mL). Posteriormente,
cada una de las mezclas de reaccion se secaron utilizando Na,;SQ; anhidro, y se evaporaron
a sequedad. En cada caso, la purificacién de los derivados p~bromobenzoilados se realizo
mediante cromatografia en capa fina (fase normal) utilizando como eluyente CHCl,
(100%). Como resultado de este proceso se obtuvieron 3.8 mg del derivado p-
bromobenzoilado de la herbarumina I (191a), 4.0 mg del derivado p-bromobenzoilado de la
herbarumina II (192¢) y 1.8 mg del derivado p-bromobenzoilado de la herbarumina III

(193a).

4.5.4.7 Ruptura reductiva del alterporriol D (196) y el alterporriol E (197).

Una muestra de 2 mg del compuesto alterporriol D (196) se disovieron en SmL de una
solucion de NaOH 0.1 M y se adicioné gota a gota una solucién de Na;S;04 en H,O (SmL).
La mezcla de reaccién se calenté a 80°C durante dos horas. Posteriormente, la mezcia
resultante se neutralizé cuidadc_»samente en bafio de hielo utilizando una solucién de HCI

0.1 N y se extrajo con acetato de etilo. Por tltimo, la fase orgénica se secd sobre Na,SO4 y
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se evapord el disolvente. En el caso del alterporriol E (197), 2 mg del compuesto se
sometieron al proceso de ruptura reductiva siguiendo el protocolo que se utilizé en el caso
del alterporriol D (196).

El residuo obtenido de cada una de las reacciones de ruptura reductiva, se analizé por
separado utilizando la técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR). Se
utilizé una columna de fase reversa Cg (uBondapack 19 x 300, 10 pm; Waters) y una fase
moévil binaria consistente de metanol-agua en una proporcién de 60:40. La identificacién de
los compuestos resultantes de la ruptura reductiva del alterporriol D (196) y el alterporriol E
(197) se realizé mediante RMN 'H.

4.5.5 Cilculos de modelado molecular.

Las estructuras de minima energia se generaron utilizando el método del campo fuerza de
MMX, que es una versién derivada del programa MM2 desarrollado por Allinger e
implementado en el programa de PCModel V 6.00 (Software de Modelado Molecular,
Serena Software, Box 3076, Bloomington, IN 47402-3076). Esta version utiliza la ecuacién
de Altona para obtener los valores de las constantes de acoplamiento vicinales de cada uno
de los conformeros, ademas de calcular los valores de AHs (entalpia de formacion) y Engux
(Energia). La busqueda conformacional para el anillo de 10 miembros de las herbaruminas I
(191), II (192) y DI (193) se realiz6 tomando en cuenta las restricciones pertinentes de
acuerdo con las constantes de acoplamiento vecinales encontradas en el fragmento C(6)-
C(T-C(8)-C(9)~C(10). Para la porcion restante del anille de 10 miembros, las
conformaciones se obtuvieron rotando el angulo de torsién 30° y fueron minimizadas y
evaluadas tomando en cuenta el criterio de convergencia de Emmx. La cadena propilica

lateral se minimiz6 considerando todas las conformaciones alternadas posibles.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Para la conduccién de la presente investigacion se utilizé la estrategia metodolégica convencional
para el descubrimiento de fitotoxinas fungicas (Lax ef al., 1988; Charudattan, 1990; Hoagland,
1990; Strobel et al., 1991; Duke et al., 1995; Cramer, 2000; Evidente, 2001). En primer lugar se
procedié al aislamiento de organismos fingicos del género Phoma, utilizando los métodos
microbioldgicos convencionales (Domsch et al., 1982; Carlile, 1980; Sutton; 1980).
Posteriormente, los aislamientos se cultivaron en pequeiia escala bajo diferentes condiciones de
fermentacién. Una vez cultivados los n:icroorganism;)s se prepararon los extractos orgéanicos tanto
del micelio como del medio de cultivo con la finalidad de determinar el potencial fitotéxico de los
organismos cultivados en diferentes condiciones. Este tltimo proceso permiti6 la seleccion de los
organismos fingicos idéneos para la obtencién de fitotoxinas. A continuacién, los organismos
seleccionados se cultivaron en mediana escala para generar la biomasa necesaria para conducir el
estudio quimico biodirigido que permiti6 la obtencién de las fitotoxinas en cantidades necesarias
para su identificacion quimica y realizar los ensayos biolégicos apropiados. Por tltimo, los
productos fitotéxicos caracterizados fueron objeto de una serie de estudios preliminares
conducentes a la determinacién de sus posibles blancos de accién a nivel molecular. En el
Esquema 4 se resume la estrategia metodolégica utilizada a lo largo del presente estudio y para la

discusidn de resultados se seguira la misma secuencia.
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MUESTRAS DE SUELO Y DE SEMILLAS

Aislamiento de los hongos pertenecientes al género
Phoma

HONGOS DEL GENERO PHOMA AISLADOS

Evaluaciones primarias de seleccién
CULTIVOS EN PEQUENA ESCALA

HONGOS FITOTOXICOS SELECCIONADOS

Cultivo en mediana escala
Preparacién de los extractos orgdnicos

EXTRACTOS DE LOS HONGOS CULTIVADOS EN
MEDIANA ESCALA

| Fraccionamicnto biodirigido

FRACCIONES ACTIVAS

l Aislamiento y purificacién de los
constituyentes activos de los extractos

COMPUESTOS PUROS

Evaluacién bictdgica de los compuestos y
Caracterizacion quimica-estructural

METABOLITOS FITOTOXICOS

Esquema 4, Estrategia metodolégica empleada en el presente estudio.

3.1 Aislamiento y seleccién de los organismos fungicos del género Phoma.

Como se indic6 en la seccién experimental Phoma herbarum y Phoma sorghina se aislaron a
partit de muestras de semillas de maiz y sorgo, respectivamente. En estudios paralelos se
comprobé que ambas especies fiingicas son fitopatégenas (Garcia y Martinez, comunicacién
personal) y por lo tanto podrian constituir fuentes potenciales valiosas de fitotoxinas (Lax et al.,
1988; Charudattan, 1990; Hoagland, 1990; Strobel et al., 1991; Duke et al., 1995; Cramer, 2000;
Evidente, 2001). Los otros dos organismos fiingicos (Phoma sp. TOX-01-020-R4 y Phoma.sp.
TOX-01-018-R2) analizados de manera preliminar en este estudio se aislaron a partir de muestras

de suelo recolectadas al azar en el Campus Universitario.
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El aislamiento de los hongos se realizé empleando el medio sélido de papa dextrosa agar (PDA),
el cual permite ¢l 6ptimo desarrollo de los hongos y su identificacién (Domsch et al., 1982,
Carlile; 1980; Sutton, 1980). Las cuatro especies de hongos aislados se mantuvieron viables
resembrandose a intervalos de un mes en cajas de Petri conteniendo diferentes medios solidos
como ¢l PDA, el AA y el AEM. La identificacién de cada uno de los microorganismos se basé en
los andlisis morfolégicos de las estructuras reproductivas y de las colonias de cada uno de ellos
(Domsch et al., 1982; Sutton; 1980; Carlile, 1980).

Las cuatro cepas de hongos fitopatégenos aislados se cultivaron en pequefia escala (750 mL)
utilizando diferentes condiciones de cultivo (medios de crecimiento, condiciones de agitacién y
tiempo). Como se desprende de los resultados que se presentan en los Cuadros 14-17, el mejor
crecimiento de P. herbarum fue en el medio de cultivo MD-I modiﬁéado, a una temperatura de
28°C y con una agitaciéon de 120 rpm por un periodo de tres semanas. P. sorghina y Phoma
TOX~-01-020-R4 generaron una mayor cantidad de biomasa con el medio de papa dextrosa (PD)
incubado a 28 °C en condiciones estdticas. Por iltimo, las condiciones éptimas de crecimiento de
Phoma TOX-01-018-R2 incluyeron la utilizacién del medio MD-I incubando durante 3 semanas
a una temperatura de 28 °C y con una agitacion de 120 rpm. Al cabo de las fermentaciones se
separd el medio de crecimiento del micelio y se prepararon los extractos orgdnicos
correspondientes con la finalidad de determinar el potencial fitotéxico de cada uno de los

aislamientos.
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Cuadro 14. Produccién de biomasa y rendimiento de los extractos del medio de cultivo y micelio
derivados de la fermentacién en diferentes condiciones de P. herbarum,
Agitacién a 120 rpm y 28°C

Medio de cultive  Tiempo (semanas) Biomasa (g/L) Extracto del Extracto del medio de
micelio (g/L) cultivo (g/1)
Papa dextrosa 1 0.075 0.012 0.019
2 0.160 0.065 0.046
3 0.186 0.091 0.065
Avena 1 0.023 0.009 0.012
2 0.035 0.017 0.013
3 0.072 0.028 0.026
Medio MD-1 1 0.076 0.054 0.038
' 2 0.153 0.071 0.056
3 0.269 0.165 0.167
Estdtico y 28°C
Medio de cultivo  Tiempo (semanas) Biomasa (g) Extracto del Extracto del medio de
micelio ® cultivo (g)
Papa dextrosa 1 0.065 0.043 0.035
2 0.122 0.058 0.042
3 0.189 0.096 0.088
Avena { 0.045 0.071 0.015
2 0.063 0.089 0.026
3 0.136 0.127 0.076
Medio MD-1 1 0.051 0.016 0.029
2 0.072 0.027 0.038
3 0.091 0.014 0.043

Cuadro 15. Produccién de biomasa y rendimiento de los extractos del medio de cultivo y micelio
derivados de la fermentacién en diferentes condiciones de P. sorghina,
Agitacién a 120 rpm y 28°C

Medio de cultive  Tiempo (semanas) Biomasa (g/L) Extracto del Extracto del medio de
micelio (g cultivo (g)
Papa dextrosa 1 0.023 0.009 0.007
2 0.026 0.012 0.013
3 0.035 0.017 0.017
Avena 1 0.016 0.008 0.011
2 0.036 0.016 0.017
3 0.045 0.026 0.023
Medio MD-1 1 0.000 0.000 0.000
2 0.012 0.000 0.000
3 0.023 0.012 0.010
Estético y 28°C
Medio de cultivo  Tiempo (semanas) Biomasa (g) Extracto del Extracto del medio de
micelio (g) cultivo (g)
Papa dextrosa 1 0.032 0.123 0.184
2 0.056 0.174 0.021
3 0.065 0.017 0.037
Avena 1 0.053 0.021 0.016
2 0.075 0.030 0.021
3 0.098 0.046 0.035
Medio MD-1 1 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000
3 0.000 0.000 0.000
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Cuadro 16. Produccién de biomasa y rendimiento de los extractos del medio de cultivo y micelio
derivados de la fermentacién en diferentes condiciones de Phoma sp. TOX—01-020-R4.
Agitacién a 120 rpm y 28°C

Medio de cultivo  Tiempo (semanas) Biomasa (g/L) Extracto del Extracto del medio de
micelio (g) cultivo (g)

Papa dextrosa 1 0.023 0.009 0.007
2 0.026 0.012 0.013

3 0.035 0.017 0.01

Avena 1 0.016 0.008 0.011
2 0.036 0.016 0.017
3 0.045 0.026 0.023
Medio MD-1 1 0.000 0.000 0.000
2 0.012 0.000 0.000
3 0.023 0.012 0.010

Eststico y 28°C
Medio de cultivo  Tiempo (semanas) Biomasa (g/L) Extracto del Extracto del medio de
micelio (g) cultivo (g)

Papa dextrosa 1 0.032 0.123 0.184
2 0.056 0.174 0.021
3 0.065 0.017 0.037
Avena 1 0.053 0.021 0.016

2 0.075 0.030 0.021
3 0.098 0.046 0.035
Medio MD-1 1 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000
3 0.000 0.000 0.000

Cuadro 17. Produccién de biomasa y rendimiento de los extractos del medio de cultivo y
micelio derivados de la fermentacion en diferentes condiciones de Phoma sp. TOX-01-018-R2.

Agitacién a 120 rpm y 28°C

Medio de cultive  Tiempo (semanas) Biomasa (g) Extracto del Extracto del medio de
micelio (g) cultive (g)
Papa dextrosa 1 0.010 0.000 0.012
2 0.022 0.000 0.019
3 0.056 0.015 0.023
Avena 1 0.017 0.008 0.005
2 0.023 0.013 0.012
3 0.048 0.027 0.021
Medio MD-1 1 0.007 0.000 0.000
2 0.013 0.006 0.008
3 0.021 0.014 0.010
Estdtico y 28°C
Medio de cultive  Tiempo (semanas) Biomasa (g/L) Extracto del Extracto del medio de
micelio (g) cultive (g)
Papa dextrosa 1 0.012 0.006 0.000
2 0.019 0.012 0.007
3 0.028 0.0015 0.0tk
Avena 1 0.021 0.011 0.008
2 0.025 0.017 0.012
3 0.028 0.010 0.019
Medio MD-1 1 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000
3 0.000 0.000 0.000
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Para determinar la actividad fitotéxica potencial de los extractos fangicos se analizé el efecto de
estos sobre la germinacién y el crecimiento radicular de 4. hypachondriacus. Los resultados de
las evaluaciones bioldgicas de cada extracto se resumen en los Cuadros 18-21. La inhibicién de |a

germinacion y del crecimiento radicular se encuentran expresadas en valores de la concentracién

inhibitoria media (Clso).

Cuadro 18. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio generados en las distintas
fermentaciones de P. herbarum sobre el crecimiento radicular y la germinacién de Ia especie
Amaranthus hypochondriacus.

Medio de cultivo Tiempo (semanas) Germinacién Clg, Crecimiento radicular Cly
medio de Micelio medio de micelio
crecimiento crecimiento
Papa dextrosa con 1 345.3 289.7 131.4 181.1
agitacién 2 2349 268.9 145.7 163.2
3 2129 198.4 196.8 2184
Papa dextrosa 1 >1000 >1000 >1000 >1000
sin agitacién 2 >1000 >1000 >1000 >1000
3 >1000 >1000 >1000 >1000
Avena con 1 2299 212.8 186.9 214.9
agitacién 2 213.8 184.1 144.5 124.3
3 269.5 324.2 165.2 176.1
Avena sin 1 895.2 >1000 >1000 >1000
agitacién 2 6542 764.9 761.9 >1000
3 536.7 467.8 366.4 341.9
Medio MD-1 con 1 1239 91.7 - 786 101.8
‘agitacion 2 546 50.8 ) 239 - 417
3 36.4 29.6 21,9 34.8
Medioc MD—1 sin 1 789.4 >1000 654.2 864.2
agitacién 2 243.6 336.0 539.7 583.1
3 167.9 218.9 265.8 276.2
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Cuadro 19. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio generados en las distintas
fermentaciones de P. sorghina sobre el crecimiento radicular y la germinacion de la especie
Amaranthus hypochondriacus.

Medio de cultivo Tiempo (semanas) Germinacién Cly, Crecimiento radicular CIs,
medio de micelio medio de micelio
crecimiento crecimiento
Papa dextrosa con 1 >1000 >1000 5589 764.8
agitacién 2 >1000 >1000 308.5 469.6
3 >1000 >1000 267.2 284.8
Papa dextrosa sin 1 231.7 194.8 558.9 740.1
agitacién 2 132.0 119.4 308.5 418.9
3 98.0 104.3 98.0 112.4
Avena con i >1000 >1000 308.5 3426
agitacion 2 >1000 >1000 213.9 294.8
3 >1000 >1000 198.2 214.3
Avena sin 1 >1000 >1000 308.5 364.2
agitacion 2 >1000 >1000 2139 218.7
3 869.5 >1000 256.2 289.6
Medio MD-1 con 1 >1000 >1000 >1000 >1000
agitacién 2 >1000 >1000 >1000 >1000
3 >1000 >1000 >1000 >1000
Medio MD-1 sin 1 ND ND ND ND
agitacion 2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND

Cuadro 20. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio generados en las distintas
fermentaciones de Phoma TOX-01-020-R4 sobre el crecimiento radicular y la germinacion de la
especie Amaranthus hypochondriacus.

Medio de cultivo Tiempo (semanas) Germinacién Cly Crecimiento radicular Cl,,
medio de micelio medio de micelio
crecimiento crecimiento
Papa dextrosa con 1 >1000 >1000 ND ND
agitacion 2 >1000 >1000 >1000 >1000
3 >1000 >1000 >1000 >1000
Papa dextrosa 1 >1000 >1000 >1000 >1000
sin agitacién 2 >1000 >1000 >1000 >1000
3 >1000 >1000 >1000 >1000
Avena con 1 >1000 >1000 >1000 >1000
agitacién 2 >1000 >1000 >1000 >1000
3 >1000 >1000 876.0 >1000
Avena sin 1 >1000 >1000 >1000 >1000
agitacion 2 >1000 >1000 >1000 >1000
3 >1000 >1000 >1000 >1000
Medio MD-1 con 1 >1000 >1000 786.1 >1000
agitacion 2 >1000 >1000 723.9 >1000
3 ND ND 642.1 864.3
Medio MD-1 sin 1 ND ND ND ND
agitacion 2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND
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Cuadro 21. Efecto de los extractos del medio de cultivo y micelio generados en las distintag
fermentaciones de Phoma TOX-01-018-R2 sobre el crecimiento radicular y la germinacién de |3
especie Amaranthus hypochondriacus.

Medio de cultivo Tiempo (semanas) Germinacién CIy, Crecimiento radicular CI
medio de micelio medio de micelio
crecimiento crecimiento
Papa dextrosa con 1 452.3 542.1 2459 2129
agitacién 2 438.9 592.6 218.9 187.4
3 396.4 423.1 196.3 2243
Papa dextrosa 1 >1000 >1000 987.3 >1000
sin agitacién 2 >1000 >1000 874.5 >1000
3 >1000 >1000 789.5 >1000
Avena con 1 ND ND ND ND
agitacién 2 >1000 >1000 >1000 >1000
3 >1000 >1000 >1000 >1000
Avena sin i >1000 >1000 >1000 >1000
agitacion 2 >1000 >1000 >1000 >1000
3 >1000 >1000 >1000 >1000
Medio MD—1 con 1 ND ND ND ND
agitacién 2 >1000 >1000 >1000 >1000
3 >1000 >1000 >1000 >1000
Medio MD-1 sin 1 ND ND ND ND
agitacién 2 ND ND ND ND
3 ND ND ND ND

De acuerdo con los resultados resumidos en los Cuadros 18-21 los extractos preparados a partir
dei micelio y del medio de crecimiento de P. herbarum y P. sorghina fueron los que presentaron
¢l mayor efecto inhibitorio. En consecuencia los hongos P. herbarum y P. sorghina se eligieron
para realizar los estudios quimicos biodirigidos conducentes al aislamiento de fitotoxinas fungicas

de posible utilidad para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas.

5.2 Fermentacién en mediana escala de P, herbarum y P. sorghina.

Con la finalidad de aislar los metabolitos responsables de la actividad fitotéxica se realizaron los
cultivos en mediana escala de cada uno de los hongos seleccionados (P. herbarum y P. sorghina).
El cultivo en mediana escala de 2. sorghina (40 L) se efectud en 40 matraces Fernbach de 2.8 L
(1L de medio de crecimiento PD, 28 °C, en condiciones estdticas). En el caso de P. herbarum se

realizaron dos cultivos independientes utilizando el mismo medio de crecimiento MD-T) y
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condiciones de agitacién (120 rpm) y temperatura (28°C). La primera fermentacién (80 L) tuvo
una duracién de tres semanas, en tanto que la segunda fermentacién (10 L) de 15 dias.

Los extractos de los medios de crecimiento de las tres fermentaciones se prepararon mediante
sucesivas particiones con acetato de etilo. El micelio se extrajo via maceracién utilizando el
mismo disolvente de las particiones.

Para verificar la reproducibilidad del cultivo en pequeiia escala con respecto al correspondiente en
mediana escala se compard tanto la actividad fitotéxica como el perfil cromatografico por cef y
CLAR de cada par de extractos.

Los resultados obtenidos para la actividad fitotéxica (Cuadro 22) y el perfil cromatografico de los
extractos orgdnicos dertvados del micelio y del medio de crecimiento en mediana escala
permitieron determinar que no existen diferencias significativas entre los cultivos en pequeiia y
mediana escala de P. herbarum y P. sorghina. Por otro lado, las semejanzas observadas en la
actividad biolégica y en los perfiles cromatograficos de los extractos obtenidos a partir del medio
de crecimiento y del micelio de cada una de las especies cultivadas permitié combinar ambos

extractos.

Cuadro 22. Efecto fitotéxico de los extractos organicos derivados de los cultivos en pequeiia y
mediana escala de P. herbarum y P. sorghina.

Extracto pequeiia escala (Clsp) mediana escala (Cls;)
caldo de cultivo micelio caldo de cultivo micelio
P. herbarum 219 348 26.8 40.3
(3 semanas)
P. herbarum 219 34.8 19.7 36.2
(2 semanas)
P. sorghina 98.0 112.4 101.3 114.9
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5.3 Estudios quimicos biodirigidos de las especies P. herbarum y P. sorghina.

3.3.1 Obtenci6n de las herbaruminas I (191) y IT (192) de la primera fermentacién de Phoma
herbarum Westend.

El extracto combinado (3.2 g) derivado de la primera fermentacién de P. herbarum se sometio a
una cromatografia en columna abierta utilizando como eluyente mezclas de disolventes
(CH;Cl/i-PrOH/MeQH) con incrementos de polaridad. Este proceso condujo a la obtencién de
ocho conjuntos de fracciones primarias (FI-FVII). La actividad biolégica se monitoreo utilizando
un meétodo bioautografico (Anaya et al., 1991) y como semilla de prueba A. ﬁypochondriacus,
encontrandose que la actividad fitotoxica se concentraba en la fraccién FIV. La fraccién activa
FIV se recromatografié en una columna rapida utilizando como eluyentes mezclas de disoIvenfes
con polaridad creciente [CH,Cly/i~PrOH (9:1) CHCL/i-PrOH (5:5)]. Este tltimo proceso
permitié la obtencién de ocho fracciones secundarias (FIV-1-FIV-8). Los resultados de la
determinacién de la actividad biolégica utilizando el método bioautogréfico indicaron que la
actividad se concentraba en la fraccién secundaria FIV-3, por lo que se procedié a Ia separacion
de los constituyentes de esta fraccién.

La purificacién por CLAR de la fraccién activa FIV—=3 (186.4 mg) permitié el aislamiento de dos
productos naturales novedosos, los cuales se designaron con los nombres triviales de
herbaruminas I (191) (tg = 10.2) y II (192) (tr = 20.8), con un rendimiento de 16.0 mg (0.0002

/L)y 97.1 mg (0.0012 g/L), respectivamente.
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3.3.2 Obtencién de las herbaruminas I-III (191-193) de Ia segunda fermentacién de P.
herbarum.

El extracto combinado (1.072 g) derivado de la segunda fermentacion de P. herbarum se sometio
a una cromatografia en columna abierta utilizando Sephadex LH-20 como adsorbente y como
eluyentes mezclas de CH,Cl, y MeOH [CH,Cl; - MeOH (1:0 — 0:1)]. Este proceso condujo a
la obtencion de seis fracciones primarias (FI~FVI). La actividad biolégica se monitoreo de nueva
cuenta por el método bioautogrifico y los resultados indicaron que la actividad fitotoxica se
concentraba en la fraccion FIII. La fraccién activa FIII se recromatografi6 en una columna rapida
utilizando como eluyentes CH,Cl, y MeOH [CH,Cl, — MeOH (1:0— 0:1)]. Esta tltima
separacién cromatografica generd cuatro fracciones secundarias (FII-1-FIII-4). Los resultados
de la determinacion de la actividad bioldgica indicaron que la actividad se conceqtraba en la
fraccion FIII-2; la purificacién de los compuestos presentes en la fraccién activa FIII-2 se realizé
por cromatografia en capa fina preparativa. Este procedimiento permitié el aislamiento de una
nonenélida adicional, la herbarumina I (193) (Figura 2), con un rendimiento total de 4.0 mg
(0.0004 g/L). De manera adicional, se obtuvieron las herbaruminas I (6 mg) y II (17 mg) aisladas

de la primera fermentacion de P. herbarum.

herbarumina I (191) herbarumina I (192) herbarumina HI (193)

Figura 2. Nonenolidas aisladas del hongo P. herbarum.
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5.3.3 Obtencién de la macrosporina (194), altersolanoles A (137) y D (195) y alterporrioles D
(196) y E (197) de P. sorghina.

El fraccionamiento preliminar del extracto activo de P. sorghina (6.0 g) via una cromatografia en
columna abierta condujo a la obtencién de once fracciones primarias (FI-FXI). La actividad
biologica se monitored utilizando el método bioautrografico, encontrandose que la actividad se
concentraba en la fraccién FIV. La aplicacién de diversos procedimientos cromatograficos (CC y
CLAR) a la fraccion activa FIV permitié la obtencién de cinco compuestos conocidos de
naturaleza antraquinoide: la macrosporina (194), el altersolanol A (137), el altersolanol D (195),
el alterporriol D (196) y el alterporriol E (197) (Figura 3). Los rendimientos de los compuestos
194, 137, 195, 196 y 197 fueron de 0.21 g (0.0052 g/L), 0.031 g (0.0007 g/L), 0.013 g (0.0003

g/L), 0.009 g (0.0002g/L) y 0.007 g (0.0001 g/L), respectivamente.

macrosporina (194) altersolanol A (137)

Figura 3, Antraquinonas aisladas del hongo P. sorghina.
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altersolanol D (195)

alterporriol D (196) alterporriol E (197)

Figura 3. Antraquinonas aisladas del hongo P. sorghina (continuacién).
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5.3.4 Caracterizacién de la macrosporina (194), los altersolanoles A (137) y D (195) y los
alterporrioles D (196) y E (197).

Los productos 194 (Stoessl y Stothers; 1979; Stoess ef a., 1983; Suemitsu et al., 1988; Suemitsy
et al., 1990), 137 (Stoessl, 1968a; 1968b; Wheeler ¢ al., 1975; Stoess! y Stothers, 1979; Stoessl y
Stothers; 1982; Stoessl et al., 1983; Okamura et al., 1983; Assante y Nissini, 1986; Suemitsu ¢t
al., 1987; 1988; Krohn et al., 1988; Suemitsu ef al., 1990; Ohnishi et al., 1992; Haraguchi ef a/,,
1992; Okamura et al., 1993a; 1996; Yagi et al., 1993; Yang et al., 1994; Hiraguchi et al., 1996),
195 (Stoessl y Stothers, 1988; Okamura et al., 1993 a; 1993b; Haraguchi et al., 1996; Yagi et al.,
1993) 196 (Lazarovits ef al., 1988; Suemitsu et al., 1989; Suemitsu et al., 1990; Ohnishj es al.,
1991) y 197 (Lazarovits et al., 1988; Suemitsu et al., 1989; Suemitsu ef al., 1990; Ohnishi e al.,
1991} se caracterizaron por comparacién de las constantes fisicas y espectroscépicas con las
descritas previamente en la literatura, En el Apéndice I se proporcionan las constantes fisicas y

espectroscopicas de estos productos.
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5.4 Elucidacién estructural de las herbaruminas I-ITI (191-193) aisladas del hongo

fitopatégeno P. herbarum.

Las nonendlidas novedosas aisladas de P. herbarum pertenecen al grupo Il de la
clasificacién propuesta por Driger (Driger et al., 1995). Los tres compuestos poseen una
cadena n—propilica en la posicion C-9, una doble ligadura trans disustituida entre C—5 y C-
6 y uno, dos o tres grupos hidroxilos en diferentes posiciones del macrocic;lo. Asi, la
herbarumina III (193) presenta un hidroxilo en la posicién C-7; en tanto que, la
herbarumina I-(191) posee dos grupos hidroxilos localizados en las posiciones C—7 y C-8;
por dltimo, la herbarumina II (192) tiene tres funciones carbinélicas secundarias ubicadas
en C-2,C-7yC-8.

De manera general la elucidacion estructural de las tres nonendlidas se realizé mediante la
aplicacion de métodos espectroscopicos, espectrométricos, quimicos y quirdpticos y
célculos de mecanica molecular. De tal forma que, los espectros en el IR (Cuadros 23-25)
permitieron detectar los principales grupos funcionales presentes en las moléculas y en
todos los casos, se observaron bandas asociadas a la presencia de grupos hidroxilos (~3390
cm™), funciones olefinicas (~1670 cm™) y carbonilo de lactona (~1720 cm™) (Silverstein
et al, 1991). La formula molecular de cada compuesto se establecid mediante
espectrometria de masas de alta resolucién (Cuadros 23-25). Este andlisis permiti6

determinar que todas las lactonas contienen 12 dtomos de carbono.
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Cuadro 23. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de la herbarumina [ (191).

12

herbarumina I (191)
p.f 42-44°C
[alp +28.0°(c 1.0 mg/mL, EtOH)

UV Amax nm (log €) (EtOH) 204 (3.58)

DC Ae (nm) (EtOH) 2.70 = 10 (205), ~1.85 = 107 (228)
IR Ve cm™ (KBr) 3390, 2957, 2926, 1721, 1191, 1046
EM-IEAR m/z 228.1364, calculada para C,H2004 (228.1361)
- RMN 'Hy BC - Cuadros 25 y 26, Espectros 1 y-4
EM-IE m/z (int. rel.) 228 [M]" (3), 210 (12), 200 (10), 157 (10), 143 (30), 125

(85), 95 (100), 79 (90), 57 (37), 41 (26).

Nota: los espectros correspondientes se encuentran en la seccidn de espectros.
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Cuadro 24. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de la herbarumina I (192).

herbarumina II (192)
p.f. 100-101°C
falp +30.8°(c 1.0 mg/mL, MeOH)
UV Amex nm (log €) (MeOH) 209 (3.14)
DC Ae (nm) (MeOH) 5.31 x 10° (207), -2.37 x 107 (222)
IR Vmax (KBr) 3560, 2962, 2931, 2873, 1720, 1053 cm™
EM-IEAR m/z 244.1316 calculada para C,;H;¢0s (teérico 244.1310)
RMN 'Hy °C Cuadros 25 y 26, Espectros 2y 5

EM-IE m/z (int. rel.)

244 [M]" (3), 226 (5), 208 (3), 143 (75), 97 (43), 67 (100),

57 (39), 41 (29).

Nota: los espectros correspondientes se encuentran en la seccién de espectros.
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Cuadro 25. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de la herbarumina 1] (193).

herbarumina I (193)

p.f —
[alp +22.0°(c 1.0 mg/mL, EtOH)

UV Amex (log €) nm (MeOH) 209 (3.14)

DC Ae (nm) (MeOH) 231 x 10°(207), -1.37 x 10° (222)
EM-IEAR m/z 212.1416 calculada para C,3H;,0; (212.1412)
RMN ‘Hy °C Cuadros 25 y 26, Espectros 3 y 6

EM-IE m/z (int. rel.)

212 [M]" (5), 194 (35), 169 (20), 151 (73), 143 (30), 125
(100), 113 (47), 97 (70), 63 856), 70 (53), 55 (78), 41

(48).

Nota: los espectros correspondientes se encuentran en Ia seccidn de espectros.

Los espectros de RMN unidimensionales (Espectros 1-6, Cuadros 26 y 27) y

bidimensionales [(COSY, Figura 4 y Espectros 7-8) y (HMBC, Espectros 9-11)]

permitieron establecer que los productos naturales eran nonenélidas similares a las

pinolidoxinas, policétidos aislados por Evidente y colaboradores a partir del hongo
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fitopatogeno Ascochyta pinodes (Evidente et al ., 1993; 1998: 2001). Las caracteristicas mas
tmportantes de los espectros de RMN se resumen a continuacion:

a. Las sefales diagnosticas para la cadena n—propilica aparecen en los espectros de RMN
'H {(Cuadro 25) en &y ~1.80 (1H, H—10a), ~1.50 (1H, 10b), ~1.40 (1H, 1la). ~1.30 (1H.
I1b) y ~0.89 (3H. t, /= 7.5 Hz, H-12); en tanto que en los espectros de RMN "*C las
senales correspondientes se observaron en 8¢ 33.7 (C-10), 17.9 (C-11) y 13.8 (C-12)
(Cuadro 26).

b Las absorciones atribuibles a la funcion olefinica wrans disustituida aparecen en 8y ~5.60
(1H, H-6) y & ~5.50 (1H, H-6), las cuales correlacionan en el espectro HMQC con las
seflales en 8¢ ~125.0 (C-5) y ~130.7 (C-6), respectivamente. La magnitud de la constante
de acoplamiento mayor (~15.5 Hz) en cada conjunto de sefiales confirmé la estereoquimica
trans de la doble ligadura.

¢. En 64 ~4.90 (1H, H-9) se observa la sefial para el proton geminal a la funcion etérea de
la lactona y presenta una correlacion en el espectro HMQC (Espectros 12-14) con la sefial
en d¢ ~70.0.

d. Las senales restantes observadas en los espectros de RMN corresponden a los metilenos
de la macrolactona y a los hidrogenos geminales de los grupos hidroxilos secundarios. En
la herbarumina 111 (193), la sefial correspondiente al hidrogeno geminal de la tinica funcién
carbindlica se observo en &y 442 como un hepteto (/= 25 Hz) y el carbono
correspondiente aparece en 8¢ 68.0. El analisis detallado de los cuadros de conectividad
observados en el espectro de COSY (Espectro 8) permitio comprobar que esta funcion

carbindlica se encuentra adyacente a la doble ligadura.
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Cuadro 26. Desplazamientos

quimicos de RMN'H de las herbaruminas I-III (191-

193) y de la triacetilherbarumina I (192¢).

Posicion  herbarumina I herbarumina I1(CDCL) ™ (MeOD) triacetilhe:-bl:arumina herbarumina ITT®
| | R
(191) (192a) (192b) (192) (192¢) (193)
2a  2.32ddd, 14.0, 6.0, 3.994dd,8.2,3.0 427t,3.5 3.85dd,10.0,32  4.75 dd, 10.0, 3.5 2.30dd4,11.8,5.7
2.0
2b  2.01ddd, 14.0, 12.5, 201l m
2.0
3a 1.89 m 2.05m 203 m 1.92m 2.00 m 1.98 m
3b 1.73m 2.10m 1.86 m 1.80 m © 2.00m 1.76 m
4a 2.404dt,12.0, 3.0 234 m 2.27m 232m 237m 237Tm
4b 1.97 m 2.15m 2.10 m 211 m 2.18dtd, 15.0,10.0,50 198m
5 5.52 dddd, 15.5, 10.0, 5.59 dddd, 16.3, 5.51 dddd, 16.3, 5.50 dddd, 16.3, 5.44 dddd, 15.5, 10.0, 547 m
4.0,2.5 8.0,55,2.5 10.5, 4.0, 1.0 10.0, 5.5, 2.5 4.5,2.0
6 5.62dd, 15.5,2.5 5.63dd, 16.3,2.5 4.31dd, 6.5,3.0 5.60dd, 16.3,2.5 5.60 dd, 15.0, 2.5 5.61ddd, 15.2, 2.0,
1.2
7 443 quinteto,2.0 448 brs 3.71d4,45,30  4.35 quint, 2.5 5.68 quint, 2.5 4.42 hept, 2.5
8a 3.52dd,9.8,2.5 3.56dd,9.38,2.5 4.27t,3.5 3.53dd,9.8,2.5 4.95dd, 10.0, 2.5 1.86 ddd, 14.6, 5.4,
2.0
8b 1.79 ddd, 14.6, 11.2,
2.2
9 4.961d,9.8,2.5 5.061d,9.8,2.5 5.00dt,9.0,4.5 537td,9.8,2.5 5.37ddd, 10.0,8.5,3.0 5.29 dddd, 11.0, 8.5,
43,22
10a 1.87 m 1.77m - 1.86 m 1.56 m 1.54m
10b 1.55m 1.57m —_ 1.55m 146 m 142 m
11a 1.38 m 1.47m —_— 1.37m 1.31m 143 m
11b 1.30 m 1.31m —_ 1.37m 1.31m 1.31m
12 0.891,7.5 091t,7.5 0931,7.5 0.92¢, 7.5 . 0.89¢,7.5 0.90¢,7.3

*CDCl;, 'H (500 MHz)

*Constantes de acoplamiento en Hz.
d2—CH3C0: 2.17; 7-CH,CO0: 2.09; 8-CH;CO: 2.04 ppm.

2-CH;CO: 20.6, 169.9; 7-CH,CO: 20.7, 169.9; 8-CH;,CO: 20.8, 169.5 ppm.
Nota: Los espectros correspondientes se encuentran en la seccidn de espectros.
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Cuadro 27. Desplazamientos quimicos de RMN °C de las herbaruminas I-II (191-193) y la 2,7,8—triacetilherbarumina II (192¢)."

Posicién herbarumina I° (191) herbarumina 1I” (192) 2,78 triacetil-herbarumina II° herbarumina III° (193)
' (192¢)
1 176.4 177.0 171.2 176.8
2 344 72.6 73.5 . 346
3 24.6 33.8 30.6 25.9
4 333 2522 279 | 336
5 124.8 _122.4 1239 124.8
6 130.7 131.9 127.7 134.5
7 73.3 68.3 70.7 63.0
8 73.6 71.8 71.8 40.5
9 70.2 70.7 70.0 67.8 -
10 33.7 33.8 334 38.0
11 17.9 17.8 17.2 17.9
12 13.8 13.8 13.9 13.8
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®Las asignaciones se confirmaron mediante HMQC y HMBC.
Nola: Los espectros correspondientes se encuentran en la seccion de espectros.



En la herbarumina I (191) las dos absorciones de los hidrogenos geminales a los grupos
hidroxilos secundarios aparecen en §,/8. 3.52 (dd, 9.8, 2.5 Hz, H-8)/73.6 (C-8) vy 8y/d¢ 4.43
(quinteto. ./= 2.0 Hz, H-7)/73 3 (C-7) (Cuadros 26 y 27). Por dltimo, en la herbarumina ] (192)
las senales correspondientes se observan en On/d¢ 3.99 (dd, /= 82 3.0 Hz, H-2)/72.6 (C-2),
du/d¢ 3.56 (dd, /= 9.8. 2.5 Hz. H-8)/71.8 (C-8) y 4.48 (5a2)/68.3 (C-7) (Cuadros 26 y 27). EJ
analisis de los cuadros de conectividad observados en el espectro de COSY de las herbaruminas |
(191) y 1 (192) permitié comprobar la presencia de un diol vecinal en los dos compuestos; uno
de los extremos del diol se encuentra adyacente a la doble ligadura, en tanto que el otro se
encuentra vecinal al grupo metino geminal a la funcion etérea de la lactona. En la Figura 4, a
manera de ejemplo se ilustran las correlaciones observadas en el espectro COSY de Ia
herbarumina 1 (191). Los espectros restantes se incluyen en la seccion de espectros al final de la
seccion de discusion.

La obtencion de un derivado triacetilado (192¢) al tratar la herbarumina 11 (192) con anhidrido
acético y piridina, confirmo quimicamente la presencia de los tres grupos hidroxilo en el
compuesto. Como era de esperarse las sefiales de los grupos carbindlicos se desplazan
paramagnéticamente en el espectro de RMN 'H del derivado triacetilado (Cuadro 26).

LLa presencia del diol vecinal en la herbarumina I1 (192), se cor;lprobo también quimicamente
mediante la formacion del acetonido por tratamiento del producto natural 192 con acetona/CuSQ0,
y reflujo. El estudio minucioso del espectro de RMN 'H en CDCl; (Espectro 16) del acetonido
(192d) permitié determinar que los hidroxilos se encuentran cis. Los desplazamientos quimicos
de los metilos (8y 1.46 y 8 1.36) y los oximetinos del anillo dioxolano (B 4.78 y 3.89) son
consistentes con esta propuesta (Evidente et al., 1993; 1998). Cabe mencionar que cuando un diol

vecinal  presenta |la estercoquimica  frans, las sefiales de los metilos y los
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oximetinos del anillo dioxolano se observan en &y 1.41/1.37 y en &y 4.03/3.34, respectivamente

(Evidente ef al., 1993; 1998).

E -
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Figura 4. Espectro de RMN bidimensional COSY de la herbarumina I (191) (500 MHz, CDC],).
Principales correlaciones 'H-'"H (J): 1, H4b-H5; 2, H4a-HS5; 3, H8-H9; 4, H8-H7; 5, H9-H10b.
La ubicacién de la cadena lateral n—propilica, las funciones carbinélicas y la doble ligadura en Ia
lactona de 10 miembros se confirmé con base en las correlaciones observadas en los espectros de
HMBC (Figura 5). En el caso de la herbarumina III (193) las correlaciones C5/H-7 y H-4b;

C7/H-6; C-8/H-6 y H-7; C-9/H-7 y H-8 fueron consistentes con la ubicacién de la doble
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ligadura y el grupo carbinol en C5/C6 y C7, respectivamente. De manera adicional, las
correlaciones de C9/H-10a y H-10b y C1/H-9 indicaron que la cadena n-propilica y el cierre de
la lactona se encontraban localizados en C-9. Asi mismo las correlaciones C5/H-7 y H-4b;
C7/H-6; C-8/H-6 y H-7; C—9/H-7 y H-8 encontradas en los espectros de HMBC de las
herbaruminas I (191) y II (192) fueron congruentes con la ubicacién de la doble ligadura y el diol
vecinal en C5/C6 y C7/C8, respectivamente. Por ultimo, las correlaciones C2/H-3a, H-3b, H-4a
y H-4b permitieron ubicar al tercer grupo carbinélico de la herbarumina II (192) en C-2 (Figura

5).

herbarumina I (191) herbarumina IT (192) herbarumina III (193)

Figura 5. Correlaciones importantes observadas en el espectro HMBC de las herbaruminas I-IIT
(191-193).
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Las evidencias presentadas anteriormente permiticron establecer las estructuras de las
herbaruminas -1 (191-193) como la 7,8—dihidroxi-9—propil-5-nonen-9-olida (191), 2,7,8-
trihidroxi—9-propil-5-nonen-9—olida (192) y la 7-hidroxi-9—propil~5-nonen-9-olida (193),
respectivamente.

El siguiente paso en la elucidacién estructural de las herbaruminas I-III (191-193), fue la
determinacion de la estereoquimica y la conformacién del anillo lacténico. Para ello se realizaron
calculos de mecdnica molecular, se analizaron los espectros NOESY y se compararon las
constantes de acoplamiento vecinales experimentales con las calculadas teériéamente. Los
calculos de mecanica molecular permitieron determinar las conformaciones de minima energia y
las constantes de acoplamiento tedricas (Haasnoot et al., 1980). Las estructuras de minima
energia se generaron utilizando el calculo del campo de fuerza MMX, que es una versién
derivada del programa MM2, desarrollado por Allinger e implementado en el programa PCModel
v. 6.0 (Serena Software, Bloomington, IN. USA). Esta version utiliza la ecuacién de Altona para
obtener los valores de las constantes de acoplamiento vecinales de cada uno de los conférmeros.
De manera adicional se calcularon las entalpias de formacion (AHy) y la energia relativa (Enpux).
En los casos de las herbaruminas I (191) y II (193), la bisqueda conformacional sistematica
revel6 la existencia de una conformacién de minima energia para el anillo de diez miembros
(Figuras 6 y 7). Como se aprecia en las Figuras 6 y 7, el anillo de diez miembros adopta una
conformacion de tipo silla-silla-silla o [55] muy similar a la descrita para el ciclodecano
(Hilderbrandt ef al., 1973; Dale, 1973a; 1973b; 1973c¢).

En las Cuadros 28 y 29 se indican los dngulos diedros y las constantes de acoplamiento vecinales
calculadas a partir de estos dngulos para la conformacién de minima energia de los compuestos

193 y 191, respectivamente.
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Cuadro 28. Angulos diedros selectos (duaix en grados), constantes de acoplamiento calculadas

(Jalc €n Hz) y constantes de acoplamiento observadas (/obs €n Hz) de la herbarumina 111 (193} v Ia
7—(p-bromobenzoil)herbarumina 1T (193a).

= Bl T T —— —

H{x)-C-C-H(») 193 193a

N Doy Jeale Sobs" drenrx e
22.3a " 7 — 67 1.7
2a.3b +48 5.3 57 +48 52
2b.5a +175 13.6 11.8 +175 [3.6
2b.3b -6Y 1.7 — —68 17
4a.5 -57 25 — -58 3.7
4b.5 —174 1.5 — -175 11.35

6.7 -54 4.0 2.0 -32 4.1
7.8a -39 4.0 54 -58 4.2
7.8b +37 23 2.2 +58 2.2
HARY -64 1.7 2.0 -6 1.7
8h.Y +180 11.5 8.3 +180 1.5
9.10a +d 2.0 — +64 1.8
9. 10b =179 1.5 11.0 +180 11.5

“500 MHz cn CDCl

Figura 6. Conformacion de mayor estabilidad de la herbarumina 1lI (193) (Eyxa= 13.85
keal/mol) y correlaciones mas relevantes observadas en el espectro NOESY del producto natural.
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Cuadro 29. Angulos diedros selectos (dmmx en grados), constantes de acoplamiento calculadas
(Jeac €n Hz) y constantes de acoplamiento observadas (Joos en Hz) de la herbarumina I (191) y la
7,8-bis(p-bromobenzoil)herbarumina I (191a).

H(x)}-C-C-H(y) 191 191a
Xy drimx Jeate  Jobs v Jeale Jobs
2a3a —68 1.7 2.0 -68 1.7 -
2a,3b +48 5.3 6.0 +48 5.3 -
2b,3a +175 13.6 12.5 +175 13.6 -
2b,3b -69 1.7 2.0 -69 1.7 -
4a,5 -57 38 4.0 -57 3.8 4.0
4b,5 -175 11.5 10.0 -173 11.5 10.0
6,7 -53 4.0 25 -52 4.1 2.0
7,8 +57 2.6 25 +55 29 2.0
8,9 +179 9.3 9.8 =177 9.4 93
9,10a +62 20 2.5 +63 1.8 2.7
9,10b +179 11.6 9.8 +180 11.5 12.0
500 MHz en CDCl,

Figura 7. Conformacién de mayor estabilidad y efectos NOESY més relevantes para la
herbarumina I (191) (Expvux = 9.51 kcal/mol).
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Como se desprende de los datos resumidos en los Cuadros 28 v 29, los valores de las constantes
de acoplamiento calculadas son muy similares a las obtenidas experimentalmente en congruencia
con la existencia de una sola conformacion de minima energia para el anillo de 10 miembros. En
la herbarumina 1 (191) la constante de acoplamiento (/75 = 2.5 Hz) es consistente con la
dispostcidn  cis—axial-ecuatorial de los hidroxilos. Por otro lado, la constante de acoplamiento (./
89 = 9.5 Hz) confirma la relacion rrans—diaxial de estos hidrogenos y la disposicion ecuatorial de
la cadena lateral de las herbaruminas [ (191) y [11 (193).

También los resultados indicados en los Cuadros 28 y 29 apoyan la propuesta de que en solucion
el angulo de torsion del enlace C(8)~C(9)-C(10)-C(11) es ca. a 180° como se aprecia en el
conformero de menor energia.

El anélisis de los espectros de NOESY (Espectros 17 y 19) de las herbaruminas 1 (191) y I
(193) permitidé evidenciar las correlaciones que se resumen en las Figuras 6 y 7. Estas
correlaciones proporcionan una evidencia adicional de la existencia en solucién de la
conformacion de minima cnergia generada a través de los caleulos de mecanica molecular.

En el caso de la herbarumina II (192) los resultados de la basqueda conformacional revelaron que
este compuesto existe en dos conformaciones principales: 192a (Eypp= 8.37 kcal/mol) y 192b
(Exnix= 8.74 kcal/mol) que se ilustran en la Figura 8. En el Cuadro 30 se resumen los angulos
diedros y las constantes de acoplamiento vecinales (calculadas y observadas) para las
conformaciones 192a y 192b. En la conformacién de minima energia el anillo de 10 miembros
adopta una conformacién de sillasilla~silia idéntica a la encontrada para las herbaruminas 1 y HI
(191 y 193). En esta conformacién los hidroxilos en C—8 y C-2 y la cadena lateral adoptan una
disposicion ecuatorial. E! hidroxilo en C—7 es axial como en la herbarumina 1 (191). En el
conformero 192b, en cambio, el macrociclo adopta la conformacion de silla-torcida~botesilla o

[2323] del ciclodecano (Hilderbrandt er al, 1973; Dale, 1973a: 1973b; 1973¢). En esta
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conformacién el hidroxilo en C-2 adopta una disposicién seudoaxial y se encuentra formando un
puente de hidrégeno intramolecular con el carbonilo de la funcién lactona. Asi mismo los
hidroxilos en C-7 y C-8 se encuentran en una disposicién seudoaxial y seudoecuatorial,

respectivamente.

192a 192b
Enmnoc= 8.37 kealimol EMsz 8.74 kcal/motl

Figura 8. Conférmeros de minima energia para la herbarumina I1 (192a y 192b).

Los resultados obtenidos a través de los calculos de mecanica molecular permitieron explicar la
deteccién de un segundo componente minoritario claramente visible en el espectro de RMN 'H
de la herbarumina II (192). De acuerdo a la integracion de las sefiales de cada componente la

proporcién relativa es aproximadamente de 86:14. Inicialmente se considero la posibilidad de que
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el componente minoritario fuese un contaminante. Sin embargo, al purificar repetidamente el
producto natural por CLAR vy registrar posteriormente el espectro de RMN 'H en CDChL
conducia siempre a los mismos resultados. Cuando el espectro de RMN 'H de ia herbarumina I
(192) (Cuadro 30, Figura 9) se registrd en MeOH~d, fue posible detectar exclusivamente al
conformero de menor energia 192a. Este resultado permitio inferir que el puente de hidrogeno
intramolecular entre 2-OH y el carbonilo de lactona confiere cierta estabilidad al conformero de
mayor energia 192b en CDCl;. En MeOH este puente de hidrogeno se pierde como un resultado
del intercambio de hidrogenos con el disolvente y en consecuencia el coﬁpuesto adopta
unicamente la conformacion de minima energia 192a.

Las principales diferencias entre las seiales de los hidrégenos de los conformeros 192a y 192b se
detectan para H-2, H-3b, H-6, H-7 y H-8. Asi, el desplazamiento quimico (8, 4.27) y el patron
de acoplamiento (t, /= 3.5 Hz) observado para H-2 en el conférmero 192b son congruentes con
su disposicion seudo-ecuatorial. En 192a este hidrogeno aparece a campos mas altos (61 3.99) y
el patron de acoplamiento (dd, /= 8.2. 3.0 Hz} se encuentra en armonia con su orientacion axial.
En el conformero 192a, H-7 aparece como un singulete ancho en &y 4.48, en tanto que en 192b
este hidrogeno aparece a campos mas altos (0n 3.71) como un doble de dobles (/=4.5,30Hz)en
cohgruencia con su disposicic'm. seudo—ecuatorial. i’or 7l]ltim0, en el casor de .-H-—S, el
desplazamiento quimico (5y 3.56), la multiplicidad y los valores de la constante de acoplamiento
observados para la seifial correspondiente (dd, /= 9.8, 2.5 Hz) en el conférmero 192a eran
congruentes con una disposicion axial. En 192b esta sefial se observa como un triplete (J= 3.5

Hz) a campos mas altos (5, 4.27) en concordancia con su disposicion seudo-axial.
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Figura 9. Espectros de RMN 'H de la herbarumina IT (192) A: MeOH-d, y B: CDCl;
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Cuadro 30. Angulos diedros selectos (dmmx en grados), constantes de acoplamiento calculadas (Jeale €en Hz) y constantes de
acoplamiento observadas (Jo»s en Hz) de la herbarumina II (192a + 192b), 2,7,8-triacetilherbarumina II (192¢), 1a 7,8-0,0-
isopropilidenherbarumina II (192d) y la 2,7,8~tris(p-bromobenzoil)herbarumin IT (192¢)

H(x)}-C-C-H(y) 192a 192b 192¢ 192d 192¢
Xy b Jate  Jobw Sope” O Jeae  Jobe Omvx Jale  Jobs Ovvx  Jeake  Jobs vox  Jete  Jows
2a,3a - - - - - - - - - - - — - - - -
2a3b - - - - - - - - - - - — - - - -
2b,3a +177 11.6 102 82 -68 28 3.5 +176 11.6 10.0 -1 24 35 +176 116 96
2b,3b -68 3.1 32 30 +46 3.6 3.5 -68 29 35 +43 42 35 -68 29 39
425 62 35 55 55 +169 113 105 60 34 45 H72 114 92 61 35 40
4b,5 -179 11.6 100 8.0 +51 42 4.0 -178 116 10.0 +54 40 54 -179 116 10.0
6,7 53 40 25 25 +114 41 6.5 -54 40 25 '+124 54 75 —49 43 20
7,8 +57 27 25 25 +51 32 3.0 +58 26 25 +38 50 60 +58 26 20
8,9 -177 93 98 98 +178 93 9.0 -179 94 100 ~179 94 103 -179 9.4 100
9,10a +62 20 25 25 +60 22 45° +68 14 3p0° +62 20 25° +70 1.3 s54¢
9,10b +179 116 98 98 +177 116 9.0° -175 112 85° +180 115 93¢ -173 111 63¢
2500 MHz en CDCl,
®300 MHz en CD;0D
°300 MHz en CDCl,

Promedio por contribucién de especies rotdmericas adicionales en la cadena lateral.
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En el espectro de NOESY (Espectro 19) de la herbarumina II (192) se observan las interacciones
que se ilustran en la Figura 8, las cuales son congruentes con la presencia de ambos conférmeros.
En especial, la interaccion entre los protones H~2 y H—6 es consistente con la presencia de un
hidroxilo en una disposicién seudoecuatorial (B) en la posicién C-2 en 192b.

El andlisis de la herbarumina II mediante resonancia magnética nuclear dindmica (RMND) a
temperaturas bajas aport6 una evidencia adicional que apoya la presencia de un equilibrio
conformacional en solucién. Como se observa en la Figura 10, al disminuir la temperatura, se
incrementa la proporcion del conférmero 192b. Esta observacién apoya la estabilizacion
propuesta para 192b mediante un puente de hidrégeno intramolecular entre los dtomos O(2)H—
O(1). Los valores de AG**°= 1.09 kcal/mol y AG*"C= 0.40 kcal/mol para el equilibrio 192a
= 192b se calcularon utilizando la ecuacién de AG= -RT In X'y los valores de las integrales
mads relevantes en el espectro de RMN 'H (Espectro 2). La interconversion de 192a hacia 192b
puede ocurrir via dos movimientos conformacionales no sincronizados, que involucran la
rotacién no sincronizada de los enlaces de las porciones C(1)}-C(2)}-C(3)-C(4)}-C(5) y C(4)-
C(5)=C(6)-C(7). Estos movimientos pueden generar dos conformaciones intermedias
adicionales. La presencia de estas conformaciones (Expx= 8.90 kcal/mol y Evone= 9.90 keal/mol,
respectivamente) puede ser visualizada por la reducciéon de la magnitud de las constantes de
acoplamiento trans—diaxiales Jap 3 ¥ Jav,s €n 192a, como se observa al comparar el espectro en
CDCl; con el espectro registrado en MeOH-d, (Figura 9), donde no tiene lugar el proceso de

interconversion.
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Figura 10. Especto de RMN 'H de la herbarumina Il (192) registrado a diferentes temperaturas.

Los calculos de mecénica molecular indican también que en el aceténido de la herbarumina I
(192d) el anillo lacténico adopta una conformacién similar al conférmero de mayor energia 192b
(Figura 11), en tanto que en el derivado triacetilado la conformacién del macrociclo es similar a

la de menor energia 192a (Figura 12).
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Figura 11. Conformero de minima energia para la 7,8—0,0-isopropilidenherbarumina H (192d)
(Enpvix= 24.3 kcal/mol). '

Figura 12. Conférmero de minima energia para la 2,7,8-triacetilherbarumina Il (192¢) (Esvpvx =
5.97 kcal/mol).
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El dltimo paso en la elucidacién estructural de las herbaruminas -1 (191-193) fue Ia
determinacidn de la configuracién absoluta de los centros quirales. Para la determinacién de 1a
configuracion absoluta de los centros estereogénicos correspondientes a las funciones
carbindlicas se emple el método de la “quiralidad excitada” de Harada y Nakanishi (Cruetz y
Taube; 1969; Nakanishi et al., 1981; 1987; Lightner y Gurst, 2000). Mediante la aplicacién de
este método es factible determinar la configuracién absoluta de dioles y alcoholes alilicos
ciclicos. El método se basa en las interacciones dipolo-dipolo entre dos o més croméforos de
igual o distinta naturaleza. Como resultado de estas interacciones se produce una interaccién
deslocalizada conocida en el idioma inglés con el nombre de “exciton”.

En el caso de moléculas quirales con una orientacién apropiada dé los dipolos inducidos
(orientacion oblicua), esta excitacién deslocalizada se puede evidenciar mediante el dicroismo
circular (DC) en el cual se observan dos bandas de aproximadamente igual intensidad pero de
signos contrarios (Figura 13). Estas dos bandas representan la sumatoria de dos curvas de DC de

signos opuestos y cada una de ellas corresponde a las transiciones excitadas.

OBLICUO ,

iGN
% ﬁ BICROMOFORO UV-VIS BLE A

— '\ / Ac

inl 1/
LI T

MONO 8ICROMOFORO BICROMOFORO DC
ENSANCHAMIENTO O DESDOBLAMIENTO DE LA BANDA

Figura 13. Orientacién éptima de los croméforos interactuantes y observacién del efecto
“exciton” en el UV y DC.
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El orden de los signos de cada una de las bandas observadas en el espectro de DC se puede

correlacionar con la orientacién absoluta de los croméforos que interaccionan. Cuando los

dipolos eléctricos inducidos estin orientados de tal forma que generan un angulo de torsidn

positivo (quiralidad positiva) el efecto Cotton de mayor longitud de onda es positivo y por el

contrario cuando los dipolos eléctricos inducidos forman un angulo de torsién negativo el efecto

Cotton de mayor longitud de onda es negativo (quiralidad negativa) (F igura 14).

quiralidad positiva
(b\) (+)

4z
+ » 2do Cotton positivo

- 1er Cotlon negativo

quiralidad negativa

- (,Cb

+ - {er Cotton positivo

™ 2do Cotlon negativo

Figura 14. Relacién de los dngulos de torsion de los dipolos interactuantes con el orden de los

signos de los efectos Cotton en el DC.
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Para aplicar el método de Harada y Nakanishi en el caso de la herbarumina I que presenta un diol
vecinal en C-7 y C-8 en primer lugar se procedié a la preparacion del derivado
bis-p-bromobenzoilado con la finalidad de introducir los grupos cromoforos adecuados. Estos
grupos presentan transiciones electrénicas locales muy intensas y por lo tanto apropiadas para
observar el fendmeno de la “excitacién deslocalizada” (Cruetz y Taube; 1969; Nakanishi et al.,
1981; 1987; Lightner y Gurst, 2000). Posteriormente, se registrd el DC de la 7,8-bis(p~
bromobenzoiljherbarumina I (191a) encontrandose en que el efecto Cotton de mayor longitud de
onda es positivo (Figura 15). En consecuencia se determiné que la quiralidad es positiva (+).
Estos resultados son congruentes con una configuracién § tanto en C-7 como en C-8. La
configuracién en C-9 se determiné como R considerando la relacién trans diaxial entre H—8 y H-
9. Con base en las evidencias descritas la herbarumina I (191) se caracterizé como la (75,85,9R)~

7,8—dihidroxi-9-propil-5-nonen-9—olida (191).

13¢

200 o %0
Figura 15. Espectro de DC de la 7,8-bis(p-bromobenzoil)herbarumina I (191a).
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La configuracion absoluta de los centros estereogénicos C-7 y C—8 de la herbarumina II se
determiné utilizando de nueva cuenta por el método de Harada y Nakanishi y para ello se prepar6
el derivado 2,7,8-tris(p-bromobenzoil)herbarumina [ (192e). Al registrar el espectro de DC
(Figura 16) se observé que el efecto Cotton de mayor longitud de onda es positivo. En
consecuencia la configuracion absoluta en C-7 y C-8 se determiné como S. La configuracién de
la cadena lateral en C-9 se determiné como R siguiendo el mismo razonamiento que en la
herbarumina I (191). Por tltimo, la configuracién absoluta de C-2 se establecié como R
considerando la interaccién entre H-2 y H-8 observada en el espectro NOESY de la 2,7,8—

triacetilherbarumina II (192¢)(Figura 17).

10

L i " L

200 fongitud de onda (nm) 400

Figura 16. Espectro de DC de la 2,7,8—tris(p—bromobenzoil}herbarumina I (192e).
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Figura 17. Espectro de RMN'H bidimensional homonuclear NOESY del compuesto 192e.
Efecto nOe: 1, H—Hg

Con base en las evidencias descritas la estructura de la herbarumina II (192) se asigné como la
(2R,75,85,9R)-2,7,8-trihidroxi—9-propil-5-nonen-9—olida (192).

En el caso de la herbarumina III (193) la configuracién absoluta del hidroxilo alilico en C-7 se
determiné también mediante ¢l método de Harada y Nakanishi. Para ello se prepar6 el derivado
p-bromobenzoilado de la herbarumina IH (193). En este caso los cromoéforos interactuantes
fueron la doble ligadura entre C-5 y C—6 y el p—bromobenzoilo introducido en C-7. Al registrar

el espectro de DC se observd que el efecto Cotton es negativo (Figura 18), en consecuencia la
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configuracién absoluta del centro C~7 se determiné como R, ya que se sabe que los benzoatos
derivados de alcoholes alilicos secundarios de configuracién R dan efectos Cotton negativos
(Nakanishi e al., 1994). La configuracién absoluta del centro de quiralidad en C-9 se determiné
como R con base en consideraciones biogenéticas.

Para corroborar esta tltima propuesta se compararon las constantes de acoplamiento teéricas de
los estercoisomeros R y S en C-9 de la herbarumina I (193) con las obtenidas
experimentalmente para la herbarumina II (193). Para ello se gener6 la conformacién de minima
energia de la (7R, 9R)-7-hidroxi—9-propil-5—nonen-9-olida mediante cdlculos de mecanica
molecular. Po'seriormente se calcularon las constantes de acoplamiento teéricas de H-7, H-8, H~
9 y H-10 (Cuadro 31). Los resultados que se resumen en el Cuadro 31 indican que las constantes
de acoplamiento tedricas del producto con una configuraciéon R en C-9 mostraban mucha mejor

correlacion con las encontradas experimentalmente para la herbarumina III (193).

Cuadro 31. Comparacién de los 4ngulos diedros (dvmx en grados), las constantes de
acoplamiento calculadas (J.ac en Hz) para las configuraciones C-9 (R) y C-9 (S) con las
constantes de acoplamiento registradas (J,bs en Hz) para la herbarumina Il (193).

H(x}-C-C-H(y) 193 C-9(R) C-9(5)
Xy Jobs P Jeale dnovix Jeale
7,83 5.4 59 4.0 55 45
7.8b 22 +57 2.3 +57 22
8a,9 2.0 —64 1.7 +73 1.0
8b,9 11.0 +180 11.5 —41 6.8
9,10a 1.5 +64 2.0 -174 11.7
9,10b 11.0 _179 11.5 —61 2.1
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Con base en las eviencias descritas en los pérrafos anteriores la estructura de a herbarumina I
(193) se asigné como la (7R,9R)-T-hidroxi-9—propil-5-nonen—9—olida.

Cabe mencionar que aunque el descriptor estereoquimico de C—7 sufra una variacién a
consecuencia de los cambios en la prioridad de grupos, la configuracién absoluta de lag
herbaruminas I-I1T (191-193) es la misma. Este argumento se refuerza al comparar las gréficas
de dicroismo circular de estas tres substancias que resultaron ser muy similares (Cuadros 23-25),
Es importante mencionar que los derivados p—bromobenzoilados de las herbaruminas I-1IT (191-
193) fueron objeto también de una biisqueda conformacional sistemdtica mediante cilculos de
mecdnica molecular. En las Figuras 19, 20 y 21 se ilustran las conformaciones de minima energia
para los tres derivados y los valores de las constantes de acoplamiento. Como se desprende de los
resultados la conformacién del anillo lacténico de los derivados es similar al de los productos
naturales correspondientes. Por lo tanto la interpretacién de los resultados de la configuracién

absoluta por el método de Harada y Nakanishi pueden asumir validez como no empiricos.

3 : . =
200 longitud de onda {nm) 50

Figura 18. Espectro de DC de la 7-p-bromobenzoilherbarumina III (193).
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Figura 19. Conformacién de mayor estabilidad de 1a 7,8-bis(p—bromobenzoil)herbarumina I

(191a).

Figura 20. Conférmero de minima energia para la 2,7,8—tris(p—bromobenzoil)herbarumina [
(192¢).
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Figura 21. Conférmero de minima energia para la 7-p-bromobenzoilherbarumina IIl (193a).
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5.5 Evaluacién del potencial fitotéxico y exploracion de los posibles blancos de accién
de los compuestos derivados de los estudios quimicos biodirigidos de las especies P,

herbarum y P. sorghina.

De acuerdo a la estrategia disefiada para la presente investigacion se realizaron los ensayos
biolégicos conducentes a determinar el potencial fitotoxico de los compuestos aislados y
algunos derivados. La evaluacién del potencial fitotéxico consistid en determinar la
actividad fitotéxica de tipo pre y post-emergente. La actividad fitotéxica de tipo pre—
emergente se evalué mediante la determinacién del efecto de los compuestos sobre la
germinacién y el crecimiento radicular de 4. hypochondriacus. La actividad biolégica de
tipo post-emergente se evalué mediante la determinacién del efecto de los compuestos
puros sobre la produccién de biomasa de las especies vegetales A. hypochondriacus y E.
crusgalli.

Posteriormente se exploré de forma preliminar los posibles blancos de accién de los
compuestos fitotéxicos. Los estudios relacionados para tal fin incluyeron la evaluacién de
los compuestos fitotéxicos sobre la sintesis de ATP en cloroplastos aislados de espinaca y
sobre la actividad de las enzimas fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPcarboxilasa) de maiz y
la glutamino sintetasa (GS) de amaranto. De manera adicional se investigé la posible
interaccion de las herbaruminas I-III (191-193) con la proteina reguladora calmodulina
(CaM bovina y CaM de espinaca).

Los blancos de accién se escogieron considerando el mecanismo de accién de las

principales fitotoxinas fiingicas.

119



5.5.1 Determinacién del efecto de las herbaruminas I-III (191-193), 1a 7,8-0,0-
isopropilidenherbarumina 1 (192d), Ia 2,7,8—triacetilherbarumina II (192¢), Ia
macrosporina (194), los altersolanoles A (137) Y D (195) y los alterporrioles D (196) y

E (197) sobre la germinacién y el crecimiento radicular de 4. hypochondriacus.

La determinacién del efecto fitotéxico pre—emergente las herbaruminas [-ITT (191-193), ia
7,8-0,0-isopropilidenherbarumina II (192d), la 2,7,8-triacetilherbarumina o (192¢), Ia
macrosporina (194), los altersolanoles A (137) y D (195) y los alterporrioles D (196) y E
(177) se realizé de acuerdo con la metodologia descrita en la seccion experimental,
utilizando como semilla de prueba A. hypochondriacus. Como control positivo se utilizé el
hérbicida comercial 2,4-D (4cido 2,4diclorofenoxiacético).

Los resultados obtenidos de este estudio indicaron que las herbaruminas I-1 (191-193)
inhiben de manera significativa la germinacién y el crecimiento radicular de A.
hypochondriacus. Los valores de la concentracidn inhibitoria media (Clso) del crecimiento
radicular se muestran en el Cuadro 32 y como se desprende de los mismos, el compuesto
que presento la mejor actividad fue la herbarumina I (191). Por otro lado, la comparacién
del efecto fitotéxico del producto 192 con los obtenidos para los derivados 2,7,8-
triacetilherbarumina I (192¢) y 7,8-0, O-isopropilidenherbarumina IT (192d) indican que
la presencia del diol libre le confiere una mayor actividad fitotéxica a la herbarumina II
(192). Asi mismo es importante resaltar que el efecto fitotéxico pre~emergente presentado
por los productos 191193 es comparable al obtenido para el herbicida comercial 2,4-D.

La evaluacién del potencial fitotéxico de los compuestos 137 y 194-197 sobre la
germinacién y el crecimiento radicular de A. hypochondriacus indicaron que la

macrosporina (194), el altersolanol D (195) y los alterporrioles D (196) y E (197) no tienen
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un efecto significativo sobre la germinacién de A. hypochondriacus (Cuadro 32). Sin
embargo el altersolanol A (137) afecté de manera importante el crecimiento radicular.

Los productos 137 y 195 han sido previamente identificados como fitotoxinas, las cuales
ejercen su efecto mediante la estimulacion de la oxidacion del NADH en mitocondrias
aisladas de cultivos de células de N. rustica. De manera adicional, se ha demostrado que los
altersolanoles actian como aceptores de electrones de la cadena mitocondrial, siendo el
compuesto mas activo el altersolanol A (Haraguchi et al., 1992),

El altersolanol A (137) también presenta una notable actividad antibacteriana contra la
bacteria patégena Pseudomonas aeruginosa IFQ 3080. Los estudios sobre el mecanismo
antimicrobiano del altersolanol A indican que este compuesto inhibe de manera
inespecifica 1a sintesis de DNA, RNA y de proteinas e incrementa la respiracién celular y la
oxidacién del NADH en células bacterianas intactas (Haraguchi et al., 1992; Okamura et
al., 1993, Yagi et al., 1993). Por otra parte el altersolanol A (137) ha demostrado actividad
citotdxica sobre células HeLa (Haraguchi et al., 1992). Por ultimo, estudios recientes han
demostrado que !a macrosporina (194) posee efectos mutagénicos en ratones de laboratorio

(Hosoe, et al., 1990).
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Cuadro 32. Efecto de los extractos y compuestos puros aislados de P. herbarum y P.

sorghina sobre la germinacién y el crecimiento radicular de A. hypochondriacus.

Compuesto Inhibicién del crecimiento Inhibicién de la
radicular Clg, (M) germinacién Cl, (M)

extracto (P. herbarum)® 35.80 109.3
extracto (P. sorhgina)® 112.7 153.8
herbarumina I (191) 5.43 % 107 9.70 x 1073
herbarumina II (192) 125x 1074 325x 1073
herbarumina I (193) 2.06 x 107 5.76 x 107
2,7,8triacetilherbarumina II (192¢) 1.47 x 107 4.63 x 1072
7,8-0,0-ispropilidenherbarumina (192d)  2.75 x 107 2.75 x 1072
macrosporina (194) >1x107 >1x1072
altesolanol A (137) 52x107 4.79x 107
altesolanol D (195) 7.8 x 107 9.81x 1072
alterporriol D (196) >1x 107 >1x102
alterporriol E (197) >1x107 >1x1072
2,4-D° 1.92 x 107 278 x 1072
*Expresada en pg/ml.

® 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (control positivo)
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5.5.2 Determinacion del efecto de las herbaruminas I-IIT (191-193), la 7,8-0,0-
isopropilidenherbarumina II (192¢), la 2,7,8-triacetilherbarumina II (192d), la
macrosporina (194), los altersolanoles A (137) y D (195) y los alterporrioles D (196) y

E (197) sobre la produccién de biomasa de A. hypochondriacus y E.crusgalli.

La evaluacion de la actividad fitotoxica post-emergente in vivo se realizé mediante la
determinacion del efecto de la aplicacién foliar de una solucién de concentracién de
1 x 10 M de las herbaruminas I-III (191-193), la 7,8-0, O—isopropilidenherbarumina 1l
(192¢), la 2,7,8-triacetilherbarumina II (192¢), la macrosporina (194), los altersolanoles A
(137) y D (195) y los alterporrioles D (196) y E (197) sobre las especies A.
hyf;achondriacus y E. crusgalli. El tratamiento se realizd durante tres semanas y los
controles positivo y negativo fueron metilviologeno (Paraquat®) y Tween 80 (0.01%),
respectivamente. Una vez finalizado el tratamiento se verificd la produccién de biomasa
mediante la determinacién del preso fresco y la longitud de las plantulas, para ello se
calculé el porcentaje de reduccion de estos parametros comparados con el control de
crecimiento y el control de Tween 80.

Los resultados de estas evaluaciones permitieron determinar que los productos 137, 191-
193 y 194-196 no modifican el peso fresco ni la longitud de las plantulas. En la Figura 22

se resumen los resultados obtenidos.
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Figura 22. Efecto de la aplicacién foliar de los productos 137 y 194-197 (1 x 107 M)
sobre el peso fresco de la plantula (A) y sobre la longitud de las especies vegetales (B).
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5.5.3 Efecto de las herbaruminas I-IIT (191-193), los altersolanoles A (137) y D (195)
sobre las sintesis de ATP.

Tomando en cuenta la actividad fitoinhibidora de las herbaruminas I-IIT (191-193) y los
altersolanoles A (137) y D (195) sobre la especie 4. hypochondriacus y con la finalidad de
explorar con mayor profundidad su potencial herbicida, se decidi6 evaluar el efecto de este
producto sobre la sintesis de ATP.

Este posible blanco de accién se seleccioné tomando como referencia el blanco de accién
de los herbicidas comerciales y al considerar que algunas fitotoxinas fingicas como la
tentoxina inhiben el proceso de la fotosintesis (Einhelling, 1993; 1995b; Duke y Abbas,
1995). |

La sintesis de ATP se determiné de acuerdo con la metodologia descrita por Dilley (1972).
Este procedimiento se basa en medir el cambio de pH en el medio de reaccidén inducido por
la sintesis de ATP en presencia de ADP y Pi (Castafieda et al., 1998). Durante la sintesis de
ATP a pH 8.0, la enzima Mg2+—ATPasa consume irreversiblemente un protdn por cada
molécula de ATP sintetizada de acuerdo con la siguiente reaccion:
ADP* + HP042" +H" —= ATP* + H;O. En consecuencia, la variacién de pH debido al
consumo de protones es proporcional a la cantidad de ATP generado.

En la Figura 23 se muestra el efecto de los compuestos evaluados sobre la sintesis de ATP
cuando los electrones se transportan del H>O al metilvioldgeno (MV) (aceptor artificial de
electrones). Los resultados derivados de esta evaluacion indicaron que los compuestos no

inhiben de manera significativa el proceso de la fotofosforilacion.
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Figura 23. Efecto de las herbaruminas I-IIT (191-193), los altersolanoles A (137), la 7,8
O,O-isopropilidenherbarumina I (192d), la 2,7,8-triacetilherbarumina I (192¢) y los
alterporrioles D (196) y E (137) en las velocidades de sintesis de ATP (H,O — MV).
5.5.4 Efecte de las herbaruminas I-II] (191-193) sobre la enzima glutamino sintetasa
(GS).

La enzima glutamino sintetasa es una enzima que cataliza la sintesis de glutamina a partir
~del glutamato. Esta enzima junto con la glutamato deshidrogenasa (GDH) son las
responsables de la asimilacién de nitrégeno a partir del amonio incorporandolo a
compuestos orgdnicos nitrogenados en los seres vivos (Cai y Wong, 1989; Muhitch, 1989;
Sakamoto, 1990; Stryer, 1995; Vincent et al., 1997; Zhana et al., 1997).

La actividad de la enzima glutamino sintetasa se determiné de acuerdo a la metodologia
descrita por Kamamori y Matsumoto (1992). Este procedimiento se basa en medir la

actividad de la enzima GS siguiendo la produccién de y—glutamilhidroxamato a 540 nm.

Las determinaciones se realizaron por sextuplicado siendo la desviacién estandar menor
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a+10 % en todos los casos, Como control positivo se utilizé el herbicida comercial bialafos
(Lavrik et al., 1996; Duke y Lydon; 1987).
Los resultados derivados de la presente investigacién indican los productos 137 y 191-193

no tienen un efecto significativo sobre la actividad de la enzima glutamino sintetasa.

3.5.5 Efecto de las herbaruminas I-III (191-193) sobre la enzima PEPcarboxilasa
(PEPcarboxilasa).

La enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPcarboxilasa) es una enzima citosélica ubicua
en las plantas superiores y ampliamente distribuida en las bacterias, cianobacterias y algas
verdes. En las plantas con metabolismo C4 y con metabolismo del 4cido crasuldceo (CAM),
la enzima PEPcarboxilasa participa en la asimilacién de CO, atmosférico. Por esta razén su
actividad en hojas de plantas Cs y CAM ha recibido una considerable atencién y sé han
publicado numerosos estudios de sus caracteristicas moleculares y cinéticas (Collet et al.,
1996; Mujica-Jiménez ef al., 1998). Sin embargo, a pesar de la gran cantidad de trabajos
publicados sobre esta enzima son escasos los estudios acerca del efecto de productos
naturales sobre la actividad de esta importante enzima.

La actividad de la enzima PEPcarboxilasa se determiné espectrofotométricamente
utilizando la metodologia que se describe en la seccién experimental. El procedimiento se
basa en medir la actividad de la enzima mediante un ensayo acoplado, utilizando a la
enzima madlico deshidrogenasa y siguiendo la oxidacién del NADH a 340 nm en un
espectrofotémetro equipado con un programa cinético. Las determinaciones se realizaron
por triplicado siendo la desviacién estandar menor al £10% en todos los casos.

Las reacciones involucradas en la determinacién se indican a continuacién:
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PEPC

PEP + HCO 3= —-—=OAA + HPO 43

OAA + NADH + H + —2H o | alato + NAD +

Los resultados derivados de esta evaluacién indican que los productos 191-193 no tienen

un efecto significativo sobre la actividad de la enzima PEPcarboxilasa (Figura 24).

—®—— control negativo
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Figura 24. Efecto de las herbaruminas I-IIT (191-193) sobre la enzima PEPcarboxilasa.

5.5.6 Efecto de las herbaruminas I-III (191-193) sobre la proteina reguladora
calmodulina.

La calmodulina es una proteina multifuncional ubicua que juega un papel central en la
transduccién de los efectos inducidos por el calcio a nivel intracelular. En los organismos

eucariotas esta proteina ejerce sus efectos regulatorios a través de su interaccion con una
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serie de enzimas y proteinas nucleares (Dieter, 1984; Roberts ef al., 1986; Roberts y
Harmon, 1992; Alberts et al., 1994; Lehninger et al., 1993; Bush, 1995; inter alia). Entre
las enzimas y proteinas que regula la calmodulina se encuentran la glutamato
descarboxilasa, la NADcinasa, la apirasa, la superéxido dismutasa, la Ca2+—ATPasa, la
proteincinasa II dependiente de calmodulina, el factor de elongacion la, la kinesina, la
proteincinasa activada por Ca>*/CaM, la fosfoproteinfosfatasa 2B, el factor de transcripcion
TGA3 y la proteina de unién FKS506 (Zielinski, 1998; Leung et al., 1984; 1985).
Numerosas investigaciones han demostrado claramente la participacién de la calmodulina
en los procesos de regulacién y transduccién de sefiales que tienen lugar durante los
eventos de germinacion y crecimiento vegetal (Dieter, 1984; Roberts et al., 1986; Roberts y
Harmon, 1992; Bush, 1995). Asi durante la primera fase en la germinécién de las semillas
de rdbano hay un incremento en los niveles de calmodulina y una disminucién en la
concentracién de sustancias de naturaleza proteica que inhiben la actividad de la
calmodulina (Coccuci y Negrini, 1988). La germinacién de Phacelia tanacetifolia se inhibe
en presencia del calmidazolonio, una antagonista de la calmodulina (Coccuci y Negrini,
1991). Estudios in vitro utilizando cultivos embriogénicos de zanahoria doméstica
permitieron establecer que durante la germinacién los niveles de calmodulina se duplican.
De manera adicional, se observé un incremento en la concentracién de una proteina
dependiente de la calmodulina (Oh et al., 1992). En estudios mas recientes se comprob6
que la alteracion de los niveles de calmodulina o de sus modificaciones post—
transduccionales en plantas transgénicas de papa alteran el desarrollo y crecimiento de las
plantas (Poovaiah et al., 1996). En la literatura contempordnea de los productos naturales

existen antecedentes de varios metabolitos secundarios de origen vegetal y fiingico que
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interaccionan con la calmodulina. Entre ellos destaca la fitotoxina fungica ofobiolina A
(Leung er al., 1984; 1985) y més recientemente las fitotéxinas aisladas del hongo copréfilo
Guanomyces polytrix (Macias et al., 2000).

Con la finalidad de demostrar si los productos fitotéxicos 191-193 interaccionan con la
calmodulina se realizé una electroforesis desnaturalizante (SDS~PAGE al 12%). En la
Figura 25 se observa que la calmodulina bovina tratada con Ca2* (ImM) y las herbaruminas
I (191) y OI (193)(0.033ug/mL) presentan una menor movilidad electroforética que la
calmodulina tratada solo con Ca®" (Control). En el caso de la calmodulina de espinaca
tratada en las mismas condiciones se observa un aumento en la movilidad de la calmodulina
tratada con las herbaruminas I-III (191--193) (Figura 26). |

En sintesis las fitotoxinas aisladas del hongo P. herbarum interaccionan con las
calmodulinas de bovino y espinaca; en un caso retardan la movilidad de Ia proteina y en

otro la aumentan.

Figura 28. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) de la calmodulina bovina después
del tratamiento con las herbaruminas I-III (191-193). Electroforesis de 2ug de calmodulina
en presencia de Ca’* ImM. Pretratamientos de las muestras de calmodulina, 1.5 h a 30°C
en presencia de Ca’” ImM:A," calmodulina; B,(+)~2S,35)—5-hidroxi—6,8,10—trimetoxi—
2,3~dimetil-2,3—dihidronaftopirona (control positivo); C, 191; D, 192 yE, 193.
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Figura 25. Electroforesis desnaturalizante (SDS~-PAGE) de la calmodulina de espinaca

después del tratamiento con las herbaruminas I-1I (191-193). Electroforesis de 2ug de
calmodulina en presencia de Ca®* 1mM. Pretratamientos de las muestras de calmodulina,
1.5 h a 30°C en presencia de Ca** ImM:A, calmodulina; B,(+)+285,35)-5-hidroxi-6,8,10-
trimetoxi—2,3—dimetil-2,3—dihidronaftopirona (control positivo); C, 191; D, 192 yE, 193.
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Espectro 13. Espectro bidimensional HMQC de la herbarumina II (192).
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(49

JA

i

T

7 8
6,9 2
5
T 1 ! T T r T I ¥ T T T I 1 I T T l T ) L

8 7 6 5

|
4

T l‘ T | T T L] T L I T | T
3 2

Espectro 21. Espectro de RMN 'H del compuesto 192e.

T




S.CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacién indican que la seleccién de organismos
fungicos de acuerdo a un criterio ecoldgico en conjunto con los ensayos de
determinacién del potencial fitotéxico pueden conducir al descubrimiento de
productos fitotdxicos novedosos como sucedié en el caso de Phoma herbarum. Sin
embargo la aplicacion de esta estrategia no siempre garantiza la deteccion de
hongos que biosinteticen productos biodindmicos novedosos ya que el estudio de
Phoma sorghina conllevd a la obtencién de algunos productos fitotdxicos
conocidos.

El organismo Phoma herbarum biosintetiza policétidos del tipo de las nonendlidas.
Estas nonendlidas (herbaruminas I-III), son andlogos novedosos de las
pinolidoxinas y, demostraron una notable actividad fitotoxica de tipo pre—
emergente. En el caso de la herbarumina II (192) el efecto fue comparable al
producido por el herbicida de uso comercial 2,4-D. Este hallazgo permite inferir que
la presencia del diol entre C—7 y C—8 es un requisito estructural importante para la
actividad fitotéxica y que el aumento o disminucién del grado de hidroxilacién en la
macrolactona provoca una disminucion significativa de la actividad biolégica.

La proteina reguladora calmodulina podria constituir un posible blanco de accién de
las fitotoxinas de P. herbarum ya que estos productos modifican la movilidad
electroforética de esta importante proteina. Sin embargo, las herbaruminas I-1II
(191-193) no modifican la actividad de las enzimas glutamino sintetasa y
fosfoenolpiruvato carboxilasa, ni afectan la sintesis de ATP en cloroplastos aislados

de espinaca. Estos resultados evidentemente contribuyen a la recopilaciéon de
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informacién acerca de los posibles blancos de accién en el metabolismo vegetal de
las herbaruminas -1 (191-193).

La ausencia de la herbarumina IIT (193) en el medio de cultivo de |a fermentacién
de P. herbarum durante tres semanas y su presencia en el cultivo correspondiente a
la fermentacién de dos semanas permite especular que este producto es el precursor
biogenético de las herbaruminas I (191) y I (192). De tal forma, que la herbarumina
I (193) podria ser hidroxilada en la posicién C—8 del nicleo por la accién de una
monooxigenasa dependiente de la citocromo P-450 oxidasa paré generar la
herbarumina I (191). La oxidacién de esta Giltima en C-2 por la accién de una
oxidasa similar conllevaria a la formacién de la herbarumina II (192). Considerando
los antecedentes de las decarestricninas A-D es también altamente factible que estos
productos se biosinteticen a partir de la acetil y malonil coenzima A por catalisis de
una policétido sintetasa de tipo I.

El estudic quimico biodirigido del extracto organico derivado del caldo de
crecimiento y del micelio de la especie Phoma sorghina permitié el aislamiento de
cinco antraquinonas identificadas como la macrosporina (194), altersolanoles A
(137) y D (195) y alterporrioles D (196) y E (197). De estos productos solo el
altersolanol A (137) demostré propiedades fitotéxicas de tipo pre—emergente sobre
A. hypochondriacus (Clsy de 5.20 x 10~ M).

La presencia de la macrosporina (194) y los altersolanoles A (137) y D (195)
[compuestos citotéxicos y mutagénicos] de P. sorghina, hongo contaminante del
grano de sorgo, es un factor de riesgo para los animales consumidores del sorgo. En

consecuencia, seria conveniente alertar a los productores y consumidores acerca de

154



los posibles riesgos por el uso de semillas contaminadas. Indudablemente los
resultados generados en esta investigacién podrian servir como base para el
desarrollo de técnicas analiticas apropiadas para la deteccién de estos compuestos
como parte de un contro! de calidad de los granos de sorgo comerciales.

Los resultados de la investigacién constituyen una aportacion adicional al
conocimiento quimico de las especies de hongos del género Phoma y evidencian
una vez mads, el potencial de este género como una fuente potencial de nuevos

compuestos con actividad fitotoxica.
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6. PERSPECTIVAS

Explorar el efecto de las herbaruminas I-IIT (191-193) sobre otros blancos de accién en el

metabolismo vegetal.

Determinar el efecto fitotéxico pre y post-emergente de las herbaruminas I-III (191-193)

sobre distintas especies de plantas nocivas y plantas de interés agricola.

Debido a los escasos estudios sobre la biosintesis de nonenélidas simples con cadenas
laterales alquilicas se propone iniciar los estudios conducentes a determinar la biosintesis
de las herbaruminas I-IT (191-193) utilizando precursores marcados (*CH;~COOH,

CH;-">COOH y *CH;-"*COOH).

Considerando que las herbaruminas I-III (191-193) interaccionan con las calmodulinas de
bovino y de espinaca, se considera pertinente determinar si las interacciones de las
herbaruminas I-IIT (191-193) con la proteina reguladora calmodulina son de caricter

reversible o irreversible.

Evaluar el efecto de otros derivados de las herbaruminas I-II (191-193) sobre la
germinacién y el crecimiento radicular de diversas semillas de prueba con la finalidad de

establecer una posible relacién estructura quimica—actividad.
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ANEXO1




Cuadro 33. Constantes fisicas. espectroscopicas y espectrométricas de la macrosporina (194),

macrosporina (194)

pf= 303-305°C
PM = 284 uma EM-IE m z 284 [M]”
FM < CisH120: Calculada por EM de alta resolucion, modalidad

EM-IE 284.0691 m. z (tedrico 284 0684) para M",
IR = 3298, 1656, 1637, 1573, 1446, 1393, 1320y 973.

8 12.8 (s, 8-OH), 11.1 (s, 2-OH), 7.91(d, J= 0.6, H—4),
7.54 (sa, H=1), 7.10 (d, J= 3.0, H-5). 6.81 (d. J= 3.0, H—
7),3.91 (s, 6~-OCH3), 2.23 (s, 3-CHa)

RMN 'H [DMSO-d6,
500 MHz. (J en Hz)]

5 187.9 (C-9), 1822 (C-10), 165.7 (C-6), 164 5 (C-8).
RMN C (125 MHz), 1613 (C-2), 135.2 (C-10a), 131 9 (C-4a), 130.9 (C-la).
5 en ppm. 130.1 (C—4), 125.2 (C-3), 111.3 (C-1), 110.4 (C—9a),
106.9 (C-5), 105.4 (C-7), 55.53 (6-OCH), 16.0 (3—CHj)

mz (int. rel): 284 [M]™ (100), 255 (i5), 254 (14). 226
EM-IE (10), 213 (8), 128 (10).
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Espectro 22. Espectro de RMN 'H de la macrosporina (500 MHz, DMSO-dy) (194).
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Espectro 23. Espectro de RMN 'Hde Ia macrosporina (125 MHz, CDCl;-DMSO—ds) (194).
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Espectro 25. Espectro de RMN 'H bidimensional homonuclear NOESY de la macrosporina

(194).
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Cuadro 34. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de la altersolanol A (137).

altersolanol A (137)

p.f 218-220°C {descomposicion)

P.M. 336 uma EM-IE m.z 336 [M]’

F M. , Calculada por EM de alta resolucion, modalidad EM—IE m =
336.0852 (tedrico 336.0845) para M.

RMN 'H y C. Cuadro 36

Cuadro 35. Constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de la altersolanol D (195).

O H OH
“."'1,3

altersolanol D (195)

p.t 246°C

P.M. 336 uma EM-IE m.z 336 [M]’

F-M. Calculada por EM de ailta resolucion, modalidad EM-IE m:
336.0850 (teorico 336.0845) para M".

RMN 'Hy BC. Cuadro 36
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Cuadro 36. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y *C del altersolanol A (137) y del
altersolanol D (195).

Altersolanol A (137) Altersolanol D (195)
o d¢ Sm ¢
1 4.56 m 68.5 442 m 68.3
*4.54(d, ~=17.0)
la 144.6 143.3
2 3.64 m 73.8 3.56(d, J=6.5) 73.7
*3.64 (d, S~ 7.0)
3 72.9 72.84
4 4.38 (d, /=4.0) 68.5 4.07 (d, ~6.5) 68.3
*4.38s
4a 142.1 142.8
5 7.02(d, J~=2.0) 107.7 6.92s ' 1224
6 163.2 163.9
7 6.80 (d, /=2.0) 106.0 6.92s 103.7
8 165.5 164.6
9 183.7 183.7
9a 109.2 109.4
10 188.5 188.6
10a 1333 128.8
6(8)-OCH; 3.89s 56.3 3.69s 56.8
8-OH 12.1s
4-0OH 5.62(d,/~5.8) 5.63(d, ~=17.0)
3-OH 4.50s 483s
2-OH 4.90(d, /=6.5) 4.46 (d, = 6.5)
1-OH  5.00(d, =5.8) 505, ~=7.0)
3-CH; 1245 22.3 1.31s 222

DMSO-d6, 'H[500 MHz. (J en Hz)], "°C (125 MHz), & en ppm.
*Intercambio con D,O
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Espectro 26. Espectro de RMN 'H del altersolanol A (500 MHz, DMSO-dj) (137).
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Espectro 27. Espectro de RMN "°C del altersolanol A (125 MHz, DMSO-dy) (137).
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Espectro 28. Espectro bidimensional de HMBC del altersolanol A (137).
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Espectro 29. Espectro de bidimensional de HMQC del altersclanol A (137).
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Espectro 30. Espectro de RMN 'H bidimensional homonuclear NOESY del altersolanol A (137).
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Espectro 31. Espectro de RMN 'H del altersolanol D (500 MHz, DMSO—d;) (195).
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Espectro 32. Espectro de RMN '°C del altersolanol D (125 MHz, DMSO—dj) (195).
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Cuadro 37. Constantes fi

y E (197),

P M.

F.M.

RMN 'H vy

sicas, espectroscopicas y espectrométricas de los alterporrioles D (196)

alterporriol E (197)

Alterporriol D (196)

285°C (descomposicion)

670 uma EM-FAB™ m/z 671
[M+H]

CH3004 calculada por EM de alta
resolucion, modalidad FAB™ m.:
671.1621 (teorico 671.1612) para
M+,

Cuadro 38

194

Alterporriol E (197)

285°C (descomposicion)

670 uma EM-FAB' m/z 67]
[M+H]

C2H30016 calculada por EM de alta
resolucion, modalidad FAB® m-
671.1623 (teorico 671.1612) para
M+

Cuadro 38



Cuadro 38. Desplazamientos quimicos de RMN 'H y 1>C del alterporriol D (196) y alterporriol E

(197).
alterporriol D (196) alterporriol E (197)
o 8¢ & 8¢
LI 4.36 (d, J=6.5) 68.2 441 (d, J=6.5) 68.4
la,1a’ 1433 143.1
2,2’ 3.52(d, J=6.5) 73.7 3.54 (d, J=6.5) 73.7
3,3 72.8 72.8
4,4 4.02s 68.0 4.06 s 68.4
4a, 4a’ 142.8 142.8
55 122.4 122.4
6,6’ 163.6 163.6
7,7 104.1 104.1
8,8 164.1 164.1
9’ 188.7 188.7
9a, 9a’ 109.1 109.2
10, 10° 183.8 183.7
10a, 102’ 129.0 128.8
6,6'-OCH; 3.67s 56.7 3.69s 56.5
8,8-0OH 13.0s 13.0s
3,3-CH; 1.24 22.2 1.26 22.3

DMSO-d6, 'H[500 MHz. (J en Hz)], °C (125 MHz), 5 en ppm.
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Espectro 33. Espectro de RMN 'H del alterporriol D (500 MHz, DMSO—ds) (196).
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Espectro 34. Espectro de RMN °C del alterporriol D (125 MHz, DMSO—dj) (196).
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Abstract—Biouctivity-directed fractionation of extracts from the fungus Phoma herbanon Jed to the isolation of two new phytotoxic
noncnolides: (75.8859R)-7.8-dihydroxy-9-propyl-5-nonen-9-olide {1} und {2ZR.TSR5.9R)-2.7.8-1rihy droxy-9-propyl-5-nonen-9-olide  (2),
which were mumed herbarumins 1 and 1 respectively. The stereostructures were, clucidated by spectroscopic methods and a combination
of molecular modeling, NOESY and 'H-'H coupling constant duta, which revesled that in CDCl solution. 1 exists in ane preferred
conformation. while 2 ¢xhibits a conformational equilibrium. Compounds 1 and 2 caused signiticant inhibition of radicle growth of seedlings

of Amaranthus hypochondriacus, © 2000 Elsevier Science Lid. All rights reserved.

Introduction

The genus Phoma comprises about 2000 species, many of
which are phytopathogenic causing severe diseascs on
several ecconomically important crops characterized by
necrolic lesions on leaves, stems and fruits.' Some of the
phytopathogenic species have yielded important phyto-
toxins such as phomatirazine.? the betaenones’ the aitil-
toxins,” cpoxydon.5 and the putaminoxins™’ among others.

As a parl of our search for potential herbicidal agents from
Mexican plants and microorganisms, we describe in this
investigation the isolation and structural elucidation of the
major phytotoxic principles from the culture broth and
mycelium of un isolaie of Phoma herbarum Wesiend
(Sphacropsidaceue) [syn. Phoma pigmentivora Massee] .
P herbariem has a worldwide distribution and is known
from a varicty of substrates including herbaceous and
woody plants, soil and water. This fungus inhibits the
growth of the alga Chiorella pyvrenoidosa in vitro and is
pathogenic to Avena famua’® and dandelion® (Taravacum
officinaley seedlings after artificial infection. Furthermore,
P. herburion was recovered and characterized from small
necrotic lesions on dandelion foliage.® Chemical work on

Taken in part from the Ph.D. thesis ot Joxé F. Rivero-Cruz.

Kevwords: nonenolides; lactones; fungal metabolites; fungi: Phoma
herbaram; contiguration: conformation; phytotoxic activity.

* Comesponding authors. Tel: +52-5622.5289: fax: ~352-5622-532Y;
c-mail: ruchel@ servidorunam.mx or ceerda@mail.cinvestav.mx

this species led to the isolation of the anthraguinones
helminthosporin and  1-hydroxyhelminthosporin - {cyno-
dontin) and the isomeric chromanones LL-D253q. LL-
D253B and LL-D253. 2"

Results and Discussion

The fungus P herbarum was grown in liquid-substrate
termentation on modified M-D-1 mediuvm." The culure
broth and mycelium Wwere extracted with EtQAc, The extract
showed phytotoxic activity (Table 1) when evalusted on
seedlings of Amaranthus hypochondriarus L. using a Petri
dish hioassay. ' Bioactivity-guided (ractionation of this
extract led to the isolation of the new nonenolides 1 and
2. which were given the trivial names of herbaruming |
and 11, respectively.

Table 1. Eftect of the exuact and isolated compounds from Phoma
herharum on radicle elongation of A. Avpachondrincus

Compound 1Cq (M)
Eatract” 3580

1 54310 °
hi 1.25%10"*
4 | 47xin
g 275%10
2400 1.92x10 *

“kapressed in pg/ml..
" 2 4-dichlorophennxyucetic acud as the positive contiml.

O0-4020/008 - see front maner © 2000 Elsevier Science Ltk All rights reserved.

P SO040-4020(00)00469-5
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Table 2. 1D and selected 2D NMR chemucal shift assignment of herhar-
umin [ (1) (measured at [25 MHz for '*C NMR and 500 M/ for 'H in
CDC)

Posinen 'C 4 'H 5" HMBC

| 1764 - 23, 2h. 3.9
R A4 2.32ddd. 140, 6,0, 2.0 Ja, 3b. da. db
b 200 ddid, 140, 12.5. 2.0

3a 214h 1.59 m 2a, 2h. da. b
b 123 m

Jda 333 240 bt 120,30 Ja. 3b. S

b 1.97m

5 1248 SS2A 155, 100,30, 25 33 4h, 7

[ 130.7 562 brd, 15.5.2.5 Ja. 4bh 5.7

7 733 442 quint 20 f

8 36 332, vs 28 h 7.9

9 702 J4061d, 0.8 25 7.8, 104, t0b
10a 337 1.87 m LT

10k 1.55

11a 1714 1.3%m Y. 104, 10k, 12
I'1b 130 m

12 138 0.891, 7.5 104, 10b, a. 1th

" Assignments contirmed by HMQC and HMBC.
b Coupling constants are i Hz,

Herbarumin | (1) was shown 1o have the molecular formula
of Cy:Hy 0y (three unsaturations) from HREIMS. hased ona
molecular ion peak at mdz 228.1364. IR spectroscopy
indicated the presence of hydroxyl (3390 cm ™) and olefin
functionalities (1670 cm "), in addition to the lactone group
(1721 cm '} The NMR data coupled with the IR and MS
indicated that herbarumin | (1) has a structure similar 1o
those of pinolidoxin and related nonenolides.®™'* Iy par-
ticular the NMR spectra (Table 2} showed the existence of
& len-membered macrolide core, 4 vicimad diol, a irang
disubstituted douhle bond, and an n-propyl unit. COSY und
HMBC experiments indicated the position of the hydroxyl.
n-propyland olefin functionalitics on the macrolactane core.
Thus, the HMBC correlations C-5/H-7 and H-4b, C-7/H-6,
C-8/H-6 and H-7. and C-9/H-7 and H-8 were consistent with
the placement of the double hond and the diol grouping al
C-5/C-6 and C7/C-&, respectively. In addition, the corre-

~ lations C-9/H- 104 and H-10h, and C-1/H-9 revealed that the

#-propyl moicty and the lactone closure were located at C-9.

Evay = .30 kealtmo!

Eama — 8 37 xealmiat

The stereochemistry and the solution conformation ol the
ten-membered ring lactone of herbarumin 1 (1) was deter-
mined by motecular mechanics modeling.” NOESY daw
and the comparison of the observed vs, the calenlated
vicinal proton coupling constants. Thus. a systematic
conformational search for this substance using the MMX
force field as implemented in the pesoneg program
revealed the presence of the minimum encrgy conformation
depicted in Fig. | (Fyyx=9.51 keal/moll. which was iy
agreement with the NOESY correlations also indicated in
Fig. 1. The dihedral angles measured in this molecular
model were converted (o caleulated coupling constants by
means of a generalized Karplos-type relationship’™ '™ and
compared with the experimental coupling constants (Table
4). The close correlation between the catculated und experi-
mental J ovalues denoted that the ten-membered ring of
herburumin 1 (1) exists in a single conformation. which is
related 1o the chair~chair-chair conformation found in
cyclodecane.™ In this conformution, the value of the
coupling constant  (J=2.5 Hz) between H-7 and H-8
indicated their cis-cquatorial—axial relationship. On the
other hand, the value of the coupling constant (/=49.5 llz)
between H-8 and 11-9 revealed their trans-diaxial relation-
ship. as in the case of pinolidoxin.® Concerning the n-propyl
side-chain, the observed vs. the caleulated coupling constant
values (Table 4) supported the proposition that in solution.
the C(8)-CN-C1M-C(1 1) tarsion angle is ca. 180°, as in
the caleulated minimum energy conformation. The absolute
configuration at C-7 and C-8 was determined using the CID
exciton coupling method of Harada and Nakanishi, '™
Treatment of 1 with p-bromobenzoyl chioride gave the
di-p-bromobenzoate derivative 3, whose minimum enerpy
conformation (Eyyx=49.67 keal/mol) was simila o that of
L. The obscrved coupling  constants Jix—2.0  and
Jx9=Y.3 Hz (Table 4) were also in agreement with the
calculated conformation. The CD spectrum of 3 indicated
a bisignate [-6.42X%10* (237). 9.26%10° (2551 Cotton
cffect. corresponding 1o a positive chirality. Thus, the
stereogenic centers at C-7 and C-8 were each determined
e have the S-configuration, The absolute conliguration at
C-9 was therefore assigned as R. On the basis of the above
evidence. herbarumin | (1) was identified as (TS.8S9R)-7.8-
dihydroxy-9-propyl-5-nonen-9-olide.

Evay ~ 8.74 kealimol

Figure 1. Minimum energy structures of herbarumin [ (1) and herbarumin 11 (2u and 2h), showing relevant NOESY correlations.
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Ry=R;=H {1}
R.= Ry = BBz (3)

tHerbarumin 11 (2) had the composition C>H.,O5 (three
unsalurations) as determined by HREIMS, differing from
I by 16 mass units. This observation as well as the NMR
data (Table 3) suggested that 2 was the C-2 hydroxyl
derivative of 1. Treatment of 2 with pyridine/(CH,C0),0
yiclded the triacetyl derivative 4 confirming the presence of
three hydroxyl groups in the molecule. In addition. the
presence of a vicinal diot in 2 was corrohorated by obtaining
the aceionide 5 upon treatment of 2 with anhydrous Me,CO
and CuSOy (reflux). The NMR spectra of 2 were almost
enticul with those of 1 except for the presence of signals
for an additional secondury carbinol group (§,/8¢ 3.99, dd,
J=8.2. 3.0 H2/72.6) in place of the methylene signals attri-
buted to C-2. As in the case of 1 the disposition of the
substituents along the macrolactone core was established
by the analysis of the COSY and HMBC spectra.

Ri=Ry= Ry= H (2)
Ri=R;= Ry= Ac (4)

Ri+ Ry = (CH;);C, Ry = H (8)
Ry= Ry = Ry = BrBz {8)

During the NMR spectral analysis of herbarumin 1f (2) in
CDCly. the presence of a small group of signals indicated
the existence of a second component in (~86:14). Further
puriftcation of 2 always led to the same signal pattern and
proportion. However. when the spectrum of 2 was ¢+ orded
using MeOLl-d,, only one component was detecicd, On
repeating the determination in CDCl, the originan tixture
was obtained. These observations were consistent with a
conformational equilibrium between two species. It appears
that 10 CDCl; solution their interconversion at room
temperature was stower than the NMR time-scale, allowing
its independent observation. Molecular mechanics calcula-
tions™ were used again to assist the rationalization of the
experimental data (NOESY and coupling constants) in an
effort 10 describe in detail the conformational properties of
compound 2. The results indicated the presence of two mini-
mum energy conformations, which arc represented in Fig. 1.
The ten-membered ring in 2a (Eyyx=8.37 kcal/mol) exists
in a chair—chair—chair conformation very similar to that
found in 1. while this ring in 2b (£yx=8.74 kcal/mol)
resembled the twist chair—hoat—chair conformation of
cyclodecane.' The NOESY spectrum of 2 exhibited the

mteractions shown in Fig. 1. which were in agreement
with the presence of both conformations. In particular. the
interaction between 11-2 and 11-6 in 2a was also consistent
with a pseudoequatorial () disposition of the hydroxyl
group at C-2. 1t is clear that in CDCly solution, the formation
of the O2)H-O( 1) hydrogen bond accounts for the stabili-
sation of conformer 2b. while in MeQF-d,. this intramolec-
ulur bhydrogen bonding is released by interaction and
exchange of the labile hydrogen O(2)H with the solvent
atoms. as revealed by the presence of a single conformer
(2a) in the 'H NMR spectrum. in MeOl-ds. the signal tor
the proton geminal to the C-2 oxygen of 2a was ohserved us
a sharp dd with J;3,=10.2 Hiz and J,3,=3.2 l12. The 't
NMR spectium of triacetate 4 showed the same coupling
pattern {or H-2 (Table 3). suggesting that the ten-membered
ring of 4 was also in a single conformation similar 1o 2a. A
molecular mechanics conformational search for trigcetate 4
in combination with the calculated vs. observed coupling
constants (Table 1) supported this assumption. The mini-
mum energy siructure of 4 had Eyyy=5.97 keal/mol and
closely resembled that of 2a. Interestingly. the ten-
membered ring of acetonide 3 was found in a conlormation
similar to the minor component 2h., as revealed by the mini-
mum encrgy conformer (Eyyy=24.30 keal/mol) and by the
calculated vs. observed coupling constants listed in Tablc 4.
Additional evidences o support the conformational equi-
librium in CDCL, between 2a and 2h were obtained through
a series of low temperature DNMR experiments, As can be
seen in Fig. 2, when temperature decreases. the amount of
conformer 2b substantially increases. This is consistent with
the proposed stahilization of 2b by the O(2H-0(1) intru-
molecular hydrogen bonding. Estimation of AG values
using the AG=—RTIn K equation and relevant integration
values from the 'H NMR spectra of Fig. 2 afforded
AG™ =109 keal/mol and AG =040 kcal/mol for the
2a = 2b cquilibrium. Inicrconversion of 2a in 2b might
proceed via two non-synchronized conformational move-
ments, involving bond rotations of the C(1)-C(2)-C(3)~
CA-C(5) and C(4)-C(5H=C(6)-C(7) moictics. which
would lead 1o two intermediate conformations. The
presence of these conformations  (Eyu=8.90 kcul/mol
and Eypx=9.90 keal/mol, respectively) can be envisaged
hy the reduction of the trans-diaxial coupling constants
Jansa and Sy s in 2a (Table 4). on going from McOll-d,.
where the interconversion process does not rake place. to
CDClL,.

The absoluie configuration of 2 at the stereogenic centers at
C-2. C.7, C-8 and C-9 was determined following the same
procedure as for compound 1. The tri-p-bromohenzoate 6,
whose ten-membered ring conformation  (Eyyy=67.34
keal/mol) resembled those of 1. 2a, 3 and 4 (Table 4.
showed a typical split CD and this established the chirality
of the 7-OBrBz/8-OBrBz us being positive.™ Therefore,
herbarumin 11 (2) was characterized as (2R.7S.85.9R)-
2.7.8-trihydroxy-9-propyl-3-nonen-9-olide (2). Comparison
of the H-2 coupling constants of 4 (10.0 and 3.5 Hz) with
those of pinolidoxin (5.6 and 1.7 Hz)® suggested that the
stereochemistry at C-2 in hoth compounds might he oppo-
site, although a conformational study of pinelidoxin would
be desirable to confirm this observation,

Natural products 1 and 2 as well as derivatives 4 and 5 were




Table 3.

MR i for herbarunnn 11 (2) and trigcetytherbarumin H (4) {measered ac 125 MUz for

D

Cand 500 MEz for H)

2(CDCLy) 200Mm Oy

2a 2h
Position ol HMBC "o 1 a*" ‘0 (SRR s
1 177.0 2349 - - - 171.2 -
2 72.6 Ja, 3b, Ju, 4b 399 dd, 8.2, 3.0 42718 THS dd, EO0, 32 EER 473000100, 35
3 EER 2oda, db 205 m 2.Mm 192 m LA 20 m
b 24 m 1.86 m 1 8 m 200 m
du 25.2 b 5 23 m 227 m 282 m 2719 237 m
<b 21053 m 2.10m 211m 28 dud, 150, 1k 5.0
5 1224 h. 7 5.59 ddedd. 16.3. 8.0, 5.5, 2.5 550 dudid. 16,3, 1S 40,00 550 dddd. 1631000, 55, 2.5 123y 5 dddd, B33, B0 43, 0.0
6 1319 da, dh, 37 367dd, 163,25 339 165,635, L0 30000, 163, 2.5 1277 S60dd, 150,25
7 683 6 dAd brs ! 431 dul 6.5, 30 +.35 quint, 2.5 07 S.6% guane, 2.3
] 71.8 07 30 d, 9825 37 dd 45,30 153dd. 98,25 718 U3 R 100,25
9 .7 7.8 1, 10b 506d. 98,25 500 di. 9. 45 5370, 94,253 Ly ST, O NS, L
[k RER 811 LT m | - .86 m 334 1.56m
10b 1.57 in -~ 1 85 m 146 m
liu 174 9, 1y, 10b, 12 147 m - 137 m 17.2 1.3 m
b L3t m - 137 n 1 31 m
12 138 Ty, 10h, L1a, 11b 09l 7.5 ) 0,931,735 0ex, 75 11y DAY, 75

* Assignments contiened by HMOQC and HMBC,

" Coupling conskants are in e,
C2CHWCO: 2017 T-CHLCO: 2.09; 8-CHLCO: 204 ppm. .
42.CH.CO: 206, 169.9; T-CHLCO: 20.7, 169.9; 3-CHCO: 208, 16Y.5 pPpm
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Table 4. Sclected dihedral ingles (dagax in degreesy, caleulated coupling constunts (4., in Hz) wml ubservel coupling constants (J . 0 117) for herbyrumin |

herbarumin 1 (3), 2.7 8-triscetylherbarumin 11 (4), 7.8-0.0-isopropylidencherbarumin [F (5) and 2.7.8tri-p-bromobenzoyherbarumin 11 {6)

(1), berbarumin 1 (24 and 2h). 7.8-i-p-bromwobenzoyl-

’-bM.\!.\

‘f’MMX

‘ﬁMM\

1

vak

e

(ﬁM.\IN

LIS

Hx)-C-C~Fy) 1 2a

vy Gy S St Sy S St
Juda —68 1.7 20 - - -
2u,3b +18 3.3 6.} - - -
26,34 +175 136 125  +177 1.6 1.2
2b.3h -6Y 1.7 2.0 ~ 6N 3 12
EHI] -57 ER 4.0 —62 1.3 5.3
+b.5 -173 11.5 10.0 -1719 1.6 100
6,7 -3} 1.0 25 -53 40 2
7.8 +57 2.6 23 +57 27 2
89 +179 9.3 9% =177 93 Y
9,10 +62 24 25 +62 2 2
9,10k +179 11.6 Q.8 +174 1o L]
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+5t
+114
+51
+17%
+6)
+177

—-6%
+4Y
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—37
=173
—32
+33
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+63
+180

1.6
24y
34

L6
4.1
26
9.l
1.4
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101}
15
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Figure 2. The 5 5.9-2.2 region of the '"H NMR (CDCY) spectrum of 2 (2a - 2h) recorded at low temperature,

evaluated for their abitity to inhibit seed germination and
scedting  growth  of A hvpochondriacus. Table |
summarizes the phytotoxic effect of the tested compounds
on seedling growth. The results we cxpressed as 1Cs (507
inliibilury concentration). Compound 1 was morc potent
than the positive control (2.4-D). while compound 2
exhthited a similar potency with respect 1o 2.4-D. Blocking
of the diol functionality in compound 2 significantly
decreased the pre-cmergent phytotoxic activity. Previously,
Evidente et al. demonstrated that the post-emergent phyto-
toxic clfect of pinolidoxin, the toxic agent of the fungus
Ascochyia pinodes, tequired not only the integrity of the
nonenolide ring and the propy!l side chain but also the
presence of hydroxy! groups at C-8 and C-9.%7 It iy impor-
tant 1o point out that the level of activity displayced by 1
clearly revealed its potential as herbicide agent. Finally,
this work is intended to be a contribution to the under-
stunding of conformations of hydroxylated ten-membered
heterocyclic rings in protic vs, aprotic solvents.

Experimental
General experimental procedures

Melting point determinations were performed on a Fisher-
Johns apparatus and are uncorrected. IR spectra were
obtained using KBr disks on a Perkin-Elmer 5998 spectro-
photometer. UV spectra were obtained on a Shimadzu 160
LTV spectrometer in MeOH and EtQOH solutions. Optical
rotations were taken on a JASCO DIP-360 digital polari-
meter. CD speetea were performed on a JASCO 720 spectru-
polarimeter at 25°C in MeOH and EIOH solutions. NMR
spectra including COSY. NOESY, HMBC and HMQC

experiments were recorded on a Varian Unity Plus 500
spectrometer or on a Bruker DMX300 in CDChL at
500 MH. ('H) or 125 MHz ("'C). 300 MHz 'H NMR was
registered on a Varian VXR300S instrument. FABMS were
recorded on a JEGL DX300 mass spectiometer w the
positive mode using NBA as the matrix. EIMS data were
obtained on a JEOL JMS-AXSOSHA mass spectrometer.
HPLC was carried out with a Waters HPLC instrument
cquipped with a Waters UV photodiode array  detector
(900) sct ar 209 nm. using a silica gel column (19 mm
1.d.x300 mm). Control of the equipment. data acguisition,
processing, and management of chromatographic infor-
mation were performed by the MitLENNTCM 32 software
program (Waters). Open column chiomatography: silica
gel 60 (70-230 mesh, Merck). Flash column chrona-
tography: silica gel (40 um, Baker). TLC: silica sel 60
Fg__u (Nll.:l'(.‘k).

Fungal material

The tungus Phomu herbarim was isolated from a special
variety ol Zea mavs (“mafz cacabuacintle™) grown in
Michoacin, Mexico. in 1998, Cultures of the isolute are
maintained in the mycological collection of Luboratorio
de Micopatologiu. Institute de Biologia, UNAM (Voucher:
TOX-01020). Stock cultures of the fungus were stored on
agar slants of potato dextrose agar (PDA), with subculturing
at monthly intervals. Forty .8 L Fernbach flusks, cach
containing | L of modified M-D-1 medium that had heen
sterilized al 120°C for 15 min and then cooled to room
temperature, were individually inoculated with 1 em? agar
plugs taken from stock cultures of P. herbarum mainained
at 4°C on PDA. Flask culwres were incubated at 28°C and
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aerated by agitation on an orbital shaker at 120 rpm for 15
days.

Extraction and isolation of 1 and 2

After incubation. the content of cach flask were combined
and filtered. The culture filtrates (40 L) were extracted
exhaustively with EtOA¢ (340 L). The combined organic
cxtracts were filtered over anhydrous Na.SO, and concen-
vated under reduced pressure Lo give a hrown oil (3.2 £
The mycelium was extracted with EIOAc (3%1.5 L), The
mycelial extract was evaporated 10 yield 0.801 ¢ of a dark
brown solid. The combined myccelial and broth extracts
(4.014 g} were subjected to open column chromatography
on silica gel (300 g) and eluted with a gradient of increasing
polarity  CHyCly=i-TOH  (0=1004%).  Altogether 229
(250 ml) fructions were collected and then combined
according to their TLC patterns to yicld eight primary frac-
tions (FI-FVIIY. Bioactivity in the bioautographic hioassay
showed one active pool (FI1V). Fraction FIV. eluted with
CHLCly—i-PrOH (90:10). was suhjected o Aash column
chromatography on silica gel (32 g) and cluted with a gra-
dient of increasing polarity of CHLCla—i-PrOH (90:10 1o
30:500. 104 fractions were collected and then combined to
vield cight fractions (FIV-I-F1V-8). According o the
bioauiographic bioassay the activity was concentrated in
fraction FIV-3, cluted with CH,Cly,—i-PrOH (85:15).
HPLC purification of the active fraction FIV-3 (186.4 mg)
on a silica gel column [8.2 mL min '. hexane—i-PrOH-
MeQOt, (82:9:9)] yielded 1 (]2.8 mg) and 2 (30.1 mg).
The R, values were 10,2 and 2008 min. respectively. The
Ry vatues on silica gel plates, developed with CH,Cls-i-
PrOME (88:12). were (.55 and 0).38, respectively. HPLC
purification of fraction FIV-4 using the sume conditions
afforded additional amounts of compounds [ (3.2 mg) and
2{67.0 mg).

Herbarumin 1(1). White wax: mp 42-44°C; [ | p=+28.0°
{¢ 1.0 mg/mL. EtOH): UV (EIOH) A, (log €) 204 (3.58)
nm: CO (EWOH) Ae (nm) 2.70x 10" (205). —1.85% 107 (228):
IR v, (KBr) 3360, 2957, 2926, 1721, 1191, 1046 cm ™ ': 'H
and "C NMR (Table 2); EIMS m/z 228 {M]" (3). 210 (12).
200{10). E57 (10). 143 (30). 125 (85). 95 (100). 79 (90), 57
(37). 41 (26). HREIMS mi/z 228.1364 (caled for C,sty0,.
228.1361).

Herbarumin 11 (2). Pale yellow needles; mp 100-101°C;
leelp=+30.8" (¢ 1.0 mg/mL, McOH); UV (MeOH) A,
(log €} 209 (3.14) nm: CD (MeOH) Ae (nm) 5.3IxI0¢
(207). =2.37x10° (222): IR v,,,, (KBr) 3560, 2962, 2931,
2873, 1720, 1053 cm™": 'H and PC NMR (Tuable 3): EIMS
mfz 244 (M) (3), 226 (5), 208 (3). 143 (75). 97 (43). 67
(100, 57 (39). 41 (29). HREIMS m/z 2441316 (caled for
Ci2Hay05. 244.1310),

Acetylation of herbarumin E (2), A solution of 2 {10 mg)
in pyridine (.1 mL) and AcyQ (0.1 mL) was kept at room
temperature for 48 h. diluted with CH,Cl, {20 mL), washed
with HCl I N (3X20 mL). saturated NallCO; solution
{3x20 mL) and water (3X20 mL). dried over anhydrous
Na,80, and evaporated to dryness, affording the triacctate
4 (12.3 mg) as pale yellow needles: mp 63-65°C: IR v,
(KBr) 1749. 1720. 1646, 1618, 1220: '"H and C NMR

{Table 3): EIMS m/z 370 [M]" (3). 228 (13). 327 (3). 310
(10). 284 (100, 267 (200, 225 (700, 183 (90). 95 (1001 67
(54). 43 {33 FABMS (positive) m/z 371 [M+H| ™ (80). 311
(95). 269 (200, 181 (23 137 (1)L 136 (75). 107 (22). 43
(42},

Benzoylation of herbarumins 1 (1) and 11 (2). To u stirred
solution of 1 or 2 (5.0 mg) and 4-bromobensovl chloride
(Sigma) (10.0mg). in pyridine (2.5mbL) was  added
A-(dimethylaminoipyridine (0.5 mg). The reaction mixiure
was stirred at room temperature for 48 . diluted with
CHyCl; (10 mL), washed with HCl IN (3%10mL).
saturated NaHCO; solution (3%[0 mL) and waler (3%
10 mL). dried over anhydious NuxSOy, and evaporated th
dryness. In each case. the resulting mixture was purified by
TLC on silica gel (CHyCly) to yield 3.8 my 3 and 4.0 mg of
6. Compound 3: white ncedles: UV (EWOH) A, (log €) 245
(3.96). 204 (4.01): CD (EtOH) Ae (nm) —4.75x10° (211).
—6.42x10° (237). 9.26x10° (255); IR Faae (KB 35360,
2062, 2931, 2873, 17200 1053cem " ' NMR (CDCI,.
300 MHz) & 8.00 (2H, d. /=8.0 Hz. H-2'. H-6' Byz), 7.90
(2H, d. J=8.0: {12 H-2', H-6' Bz). 7.68 (211, d. J=3.0 |1z,
H-3 H-5' Bz), 7.60 (2H. d. /=8.0 Uz, 11-3°, 11-5 Bz), 5.95
CHHL /=20 Hlz, H-73 575 (THL dd, J=15.9, 2.0 Hz. L11-6).
5.50 (1H, dddd, J=16.8. 10.0. 4.0, 2.0 Hz. H-3). 5.37 (IH.
ddd. J=12.0.9.3, 2.7 Hz. F-9), 5.03 (1H, dd. J=9.3. 2.0 Lz,
1-8). 0.92 (31 1. J=7.5 Hz. H-13): FABMS (positive) m/;
595 IM+H]"™ (8). 549 (8). 522 (6}, 413 (6). 391 (20). 307
(12). 257 (5). 183 (£00), 154 (90). 136 (70). 55 (42). 43 (25).
23 (8). Compound 6: white ncedles; UV (MeOID Aay
{log €) 245 {4.42), 204 (4.08); CD (McOH) Ae (nm)
—189X10° (221). 3.71xI0° (255): 'H NMR (CDCl..
300 MHz) & 8.05 (2H, d. J=8.0 Hz. H-2'. H-6' B/), 7.93
(2H, d. J=8.0 Hz, H-2'. H-&' Bx), 7.75 (211, d. J=8.0 11y,
H-2'. H-6" Bz). 7.63 (2H. d, /=8.0 Hz. H-3', H-5' B#). 7.58
(2N, d. J=8.0 Hz, H-3'. H-5' Bz). 7.56 (2H. Jd. J=8.0 ..
H-3' H-5" B2), 6.08 (1H, L /=20 Hz. H-7Y. 5.81 (. Jdd.
J=16.8. 2.0, L1-6). 5.70 {1H. ddd, J=10.0. 54. 6.3, 11-9).
5.60 (1H. dddd. J=16.8. 10.0. 4.0, 2.0 Hz. H-5). 5.33 (I
dd. J=10.0. 2.0 tlz, H-8), 5.09 (1H. dd. /=9.6. 3.9 Hz. 11-2).
.86 (3. 1. J=7.5. H-13); FABMS {positive) m/; 794
[M+H]™ (6). 705 (8). 593 (18). 413 {10). 391 (20). 389
{8). 307 (i8). 28% (12). 257 (8). 183 (100). 154 (Y6). 136
(78), 55 (433,43 (20), 23 (15).

Preparation of 7,8-0.0'-isopropylidencherbarumin 11
{5). Herbarumin 11 (2} (10,0 mg) in dry Mc,CO (7.0 mL)
was stitred with dry CuSQ, (70.0 mg) under reflux for [2 h.
The mixture was filtered and evaporated under reduced
pressure 1o give an oily residue. The residue was purificd
by HPLC on a silica gel column [8.2 mL min ', hexane—i-
PrOH-MeOH. (80:10:10)] 1o yield 5 (8.0 mg): yellow ol
'"H NMR (CDCIl,. 300 MHz) § 5.60 (IH. ddd, J=16.5. 9.2,
5.4 Mz 1-5), 838 (1H. dd, J=16.5. 7.5 Hz, 11-6), 5.11 (111
ddd. /=10.3.9.3. 2.5 Hz. H-9), 4. 78 ( IH. dd, J=7.5,6.0 | Iz
7). 427 (THL L =35 Hz, H-2)0 3.89 (iH. dd. J=10.3,
6.0 Hz, H-8). 1.46 (3H. s, CHa). 1.36 (3H. 5. CHL). 091 (3EL
L /=75 Hz). HREIMS /2 284,1629 (caled tor C5Ha,Os,
284.1623).

Molecular modcling calculations

Minimum energy structures were generated using the MMX
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force ficld as implemented in the PCMODEL program V 6.00
{Molccular Modelig  Software  available from Serena
Software, Box 3076, Bloomington. IN 47302-3076), The
conformational scarch {or the ten-membered ring of 1 was
carried out ¢onsidering the pertinent restrictions according
1o the vicimal coupling constants found in the C(6)-C(7)=
CB=CN-C10) fragment. For the remaining portion of
the ten-membered ring. those conformations obtained hy
torston angle rotations of ca. 30 were minimized and
evaluated taking into account the Fyyy convergence
criterion. The propyl side-chain was minimized considering
all possible afternate conformations.

Phytogrowth-inhibitory bioassays

The phytogrowth-inhibitory activity of the extract and pure
compounds wis evaluated on seeds of A, ypochondriacus
using a Petri dish hioassay." In addition. a direct bioauto-
graphic bioassay system was employed to guide secondary
fractionation and specd up the isolation of uctive
compounds. The direct bioautographic assay was carried
out as previously described. The results were analyzed by
ANOVA (p<0.03), and IC,, (50 inhibitory concentration)
values expressed in molar concentration were calenlated
hy Probit analysis based on percent of radicle growth
inhibition. The extract was evaluated at [, 10, 100 and
1000 pg mL "' The pure compounds were tested at (.1, |,
10 and 100 pgmL ' 2.4-D {2.4-dichlorophenoxyacetic
acid) was used as the positive control, The hicussays were
performed at 28°C.
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