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RESUMEN

La presente disertación describe la investigación de los productos naturales

derivados del liquen Parmotrema tinctorum Nyl, (Hale) (Parmeliaceae) y de la planta

Leucophyllum ambiguum Humb, & Bonpl (Scrophulariaceae), como fuentes potenciales

de compuestos herbicidas, Para el desarrollo de este proyecto de investigación se

propuso una estrategia metodológica que se inició con la preselección y selección de

las especies y culminó con la caracterización química y la evaluación del potencia!

fitotóxico de los compuestos obtenidos, La preselección de P, tinctorum y de í.

ambiguum estuvo fundamentada en consideraciones quimiotaxonómicas, mientras que

la selección se basó en la aplicación de ensayos biológicos apropiados

El estudio químico biodirigido del extracto activo derivado de P tinctorum

recolectado en el Estado de Veracruz, permitió la obtención de ocho metabolitos

secundarios caracterizados como ácido girofórico (22), liquexantona (27), hematomato

de metilo (46), orselinato de metilo (50), ^-orcinol carboxilato de metilo (54), ácido

difractaico (55), orcinol (120) y lecanorina (121),. A partir de una segunda recolecta del

liquen, realizada en el Estado de Morelos, se obtuvo el ácido (+)-úsnico (32), además

de los compuestos 22, 46, 50 y 54. La investigación fitoquímica biodirigida de L

ambiguum condujo al aislamiento de siete metabolitos secundarios, incluyendo dos

lignanos novedosos caracterizados como la 2'-metoxicobus¡na (124) y el 2'-metoxi-4"-

hidroxi-desmetoxicobusina (126), Los cinco productos restantes se identificaron como el

ácido frafjs-cinámico (122), la 2',2"-dimetoxisesamina (123), la cobusina (125), la

apigetrina (127) y la apigenina (128),, De manera general, la elucidación estructural de

los compuestos aislados se llevó a cabo mediante la aplicación de métodos

espectroscópicos, espectrométricos y quiroópticos. En el caso de los lignanos 123 y

124, las estructuras se confirmaron mediante un análisis de difracción de rayos X
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La determinación del efecto de los compuestos sobre la germinación y el

crecimiento radicular de semillas de las especies arvenses Amaranthus

hypochondriacus y Echinochloa crusgalli permitió establecer que los metabolitos 32, 46,

50, 54, 55, 120 y 121, obtenidos de P, tinctorum, presentan propiedades fitotóxicas

significativas Los productos 32 y 46 fueron las fitotoxinas más potentes Ambos
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Resumen

compuestos poseen propiedades inhibidoras del crecimiento vegetal de tipo

preemergente, Por otra parte, de los metaboütos obtenidos de L ambiguum,

únicamente los compuestos 122, 124 y 126 inhiben el crecimiento radicular de las

especies de prueba de una forma moderada y, con excepción del producto 122,

ninguno de los compuestos afecta la germinación de semillas, Sin embargo, un estudio

realizado en ios laboratorios de la compañía estadounidense BASF, reveló que los

productos 123, 124 y 126 inhiben significativamente el crecimiento vegetal a nivel

posemergente de una especie del género Arabidopsis y de un pasto común

("bentgrass"),

El efecto de los compuestos fitotóxicos derivados de P, tinctorum y L ambiguum

sobre las reacciones de transferencia de electrones de la fotosíntesis se determinó a

través de la realización de diversos bioensayos in vitro, utilizando cloroplastos aislados

de hojas de espinaca A partir de estas evaluaciones fue posible establecer que los

productos 22 y 121 interfieren significativamente con las actividades fotosintéticas

asociadas con la fase luminosa. Ambos productos se caracterizaron como inhibidores

de la reacción de Hill El modo de acción del compuesto 22 involucra ia inhibición de la

transferencia de electrones entre P680 y QA, sobre el lado reductor del fotosistema ií y el

del 121, la interferencia con la enzima que fotolisa el agua

La interacción de las fitotoxinas con la proteína calmodulina de cerebro de bovino

se determinó mediante una electroforesis (SDS-PAGE al 12 %) en presencia de calcio

En estas ensayos se determinó que, con excepción del producto 122, todos los

compuestos evaluados retardan la movilidad electroforética de la calmodulina Los

ácidos 22, 32 y 55 inducen un retardo mayor que el de la clorpromazina, una fenotiazina

que se une de forma no covalente a la calmodulina y que fue empleada como control

positivo En el caso del compuesto 46 fue posible evidenciar que la interacción con

calmodulina afecta la habilidad de la proteína de modular la actividad enzimática de la

fosfodiesterasa, una de sus proteínas blanco y la cual es responsable de la hidrólisis de

la adenosina~3',5'-monofosfato (AMP cíclico). La evaluación correspondiente se llevó a

cabo determinando la cantidad de fosfato liberado al medio de reacción cuando esta

enzima cataliza la reacción de hidrólisis de AMP cíclico en presencia de calmoduíina de

cerebro de bovino, Los resultados de estas determinaciones indicaron que el
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Resumen

compuesto 46 inhibe ia habilidad de la caímoduiina para activar la enzima

fosfodiesterasa en forma creciente y dependiente de la concentración, aunque también

indujo la inhibición de la actividad de la fosfodiesterasa en ausencia de caímoduiina

Las evaluaciones del efecto de los metabolitos aislados de P, tinctorum sobre la

síntesis de ADN en semillas de A hypochondriacus y de E. crusgalü, demostraron que

todos los compuestos ocasionan una disminución de este proceso metabólico Sin

embargo, en ningún caso este efecto es significativo, comparado con la inhibición

inducida por el herbicida comercial 2,4-D, empleado como un control positivo

XXV





ABSTRACT

As a part of our search for potential herbicide agents from natural sources, it was

found that the organic extracts prepared from Leucophyllum ambiguum Humb & Bonpl

(Scrophulariaceae) and two different coliections of Parmotrema tinctorum Nyl, (Hale)

(Parmeliaceae) showed phytotoxic activity when evaluated on radíele growth of

seedlings of Amaranthus hypochondriacus and Echinochloa crusgalli using the Petri

dish assay

Bioactivity-guided fractionation of the phytotoxic extracts from P. tinctorum led to

the isolation of the known compounds giroforic acid (22), lichexantona (27), (+)-usnic

acid (32), methyl haematomato (46), methyl orsellinate (50), methyl-^-orcinol

carboxylate (54), difráctale acid (55), orcinol (120) and lecanorin (121) On the other

hand, Chemical investigation of L ambiguum allowed the isolation of two novel lignans

namely 2'~methoxycobusin (124) and 2'-methoxy-4"-hidroxy-demethoxycobusin (126) In

addition, frans-cinnamic acid (122), 2\2"-dimethoxysesamin (123), cobusin (125),

apigetrin (127) and apigenin (128) were obtained. The structures of these compounds

were established on the basis of the spectral and Chemical methods The structures of

compounds 123 and 124 were unambiguously determined by X-ray analysis

CH3 O

oOH O \\

CH3O

C-CH3

OH O

OCH3

(27)

OCH3

CHO

(46)

XXVII



Abstract

HO' ^ OH

(55)

CH 3 O
1 ó II

c-

HO ^ OH

CH3

OH

(121)

OV

o

o

o
CH3O H - ) (•'•••H OCH3

(123)

O

o

H.M.)—( -H

O'

(125)

OCH,

CH3O

CH3O

CH3O

HO

HO' ^ OH

(120)

COOH

(122)

H-) 1 H OCH3

O

(124)

H •) 0 H OCH3

O

(126)

XXVIII



Abstratt

CH2OH

The isoíated metabolites were tested for their abiiity to inhibit seed germinaíion

and radíele growth of A, hypochondriacus and E crusgalli, Compounds 32, 46, 50, 54,

55, 120 and 121, from P, tinctorum, showed significan! phytotoxic epffect, with 32 and

46 being the most potent compounds at preemergent level,, The inhibitory effect of these

compounds was higher than to that of 2,4-D In the case of metabolites from L

ambiguum, compounds 122, 124 and 126 reduced radíele growth of both target species

and oniy product 122 inhibited the germination process Testing at BASF Company

revealed that metaboiites 123, 124 and 126 possesses significant postemergent

phytotoxic activity against Arabidopsis and bentgrass

Once the phytotoxic activity of the isolates was evaiuated, their effect on several

photosynthetic reactions in freshly lysed, illuminated spinach chloroplasts was

established The activities investigated included ATP-synthesis, H+-uptake, efectron

trasport rate, and partial reactions of the photosystems I (PSI) and II (PSII) Compounds

22 and 121 significantly inhibited the light-dependent synthesis of ATP, hT-uptake and

uncoupled electrón transfer on the reducing side of PSII, The targets of 22 and 121 were

located in one of the redox enzymes in the range of electrón transport from P6so to QA

and at the water-splitting enzyme level, respectively,

On the other hand, the effect of compounds from P tinctorum on bovine brain

calmodulin was established The assay conducted was a SDS-PAGE electrophoresis ín

this type of experiment the interaction of any compound with calmodulin is determined

by observing the change in the electrophoretic mobility of the protein in the presence of

Ca2+ and the compound In general, all the metabolites, except 122, affected the mobility

of calmodulin, in particular producís 22, 32 and 55,
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Abstract

Compound 46, the only phytotoxin from P. tinctorum wh¡ch significantly inhibited

the germination of A hypochondríacus and E, crusgalli interfere with calmoduíin process

in vitro, This compound was able to inhibit the activation of the enzyme

phosphodiesterase by calmoduíin in a concentraron dependent manner.

FinaÜy, phytotoxins from P. tinctorum were investigated for their ability to inhibit

DNA synthesis of A hypochondriacus and £. crusgalli In general, the tested

compounds showed an inhibitory activity, butthe effect was no significan*
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1. INTRODUCCIÓN

La extraordinaria biodiversidad que existe en México representa,

indudablemente, uno de los recursos naturales más importantes del mundo, el cual

es necesario conocer y estudiar para su conservación y aprovechamiento racional

Sin embargo, en la actualidad el porcentaje de especies estudiadas desde los

puntos de vista químico y biológico es relativamente bajo y, si bien es cierto que en

los últimos años la investigación científica de los recursos naturales en México se ha

caracterizado por un avance notable y sostenido en el estudio químico de muchas

especies, en especial de plantas que son usadas en las prácticas médicas

populares, tan sólo un reducido número de los compuestos aislados e identificados

ha sido evaluado para determinar sus propiedades biológicas (Bye eí al, 1995; Mata

etal, 1996)

De lo anterior se desprende que el potencial que ofrecen las plantas y otros

recursos naturales de México como una fuente de nuevos principios activos,

incluyendo aquellos con propiedades herbicidas, aún no se ha explorado

adecuadamente Afortunadamente, en la actualidad el interés científico por el

estudio de los recursos naturales ha cobrado fuerza en nuestro país y es cada vez

más importante la incorporación del esquema de trabajo multidisciplinario en los

programas de investigación que se desarrollan en distintos centros de estudio del

país

Dentro de este contexto, y considerando que en años recientes la búsqueda

de nuevos agentes herbicidas, principalmente de origen natural, se ha incrementado

substancialmente, en la Facultad de Química de la UNAM se ha establecido un

programa de investigación multidisciplinario dirigido a la exploración de la

potencialidad herbicida de especies selectas de la biodiversidad de México y de

productos derivados de las mismas, con ia finalidad de contribuir al desarrollo

nuevos agentes herbicidas biodegradables y de menor toxicidad (Mata eí al, 1996)

Es importante subrayar que la búsqueda de herbicidas naturales se encuentra

plenamente justificada y aunque ia mayoría de los pesticidas actuales son altamente

eficaces para combatir las diferentes plagas que afectan a los cultivos de

importancia económica, muchos de ellos producen daños irreversibles al
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ecosistema, debido al alto grado de contaminación que ocasionan en el suelo, aire y

agua (Justum etal, 1997), Por otro lado, además de producir daños neurotóxicos en

los organismos vivos, un gran numero de estos agentes ha inducido la aparición de

especies resistentes que ahora resultan difíciles de erradicar (Strobel et a/, 1991;

Heap, 1997; Cramer, 2000; Warrior, 2000)

Cabe mencionar que a pesar de que a ia fecha son escasos los herbicidas de

origen natural con aplicación comercial, la caracterización química y biológica de

compuestos biodinámicos novedosos representa una fuente inestimable de

estructuras prototipo para el desarrollo de derivados sintéticos y semisintéticos con

una actividad biológica selectiva y, en lo posible, con una toxicidad reducida

Algunos ejemplos de ello están representados por el cinmetiüno y por el bialafos, dos

herbicidas sintéticos utilizados comercialmente, El primero fue desarrollado a partir

del monoterpenoide cíneol y, el segundo, a partir de la fosfinotricina, una fitotoxina

aislada de los actinomicetos Streptomyces hygroscopicus y Sfreptomyces

viridochromogenes (Duke y Abbas, 1995),

Para el desarrollo del programa de investigación que se mencionó

anteriormente, se ha seguido la estrategia general que se describe a continuación

En primer lugar se lleva a cabo la preselección de las especies objeto de estudio,

misma que se realiza de acuerdo a los criterios clásicos, es decir, con base en

consideraciones ecológicas, etnobotánicas y quimiotaxónomicas, A continuación se

seleccionan las materias primas, mediante la evaluación preliminar de la actividad

fitotóxica de extractos orgánicos que se preparan a partir de las fuentes naturales

preseleccionadas, En estas evaluaciones se determina principalmente el efecto de

los extractos crudos sobre la germinación y sobre el crecimiento radicular de

diversas especies de semillas (Anaya et al, 1990; Pereda-Miranda et al, 1993)

Posteriormente, se procede a la obtención de los principios activos a partir de

aquellas especies que demuestran una actividad fitotóxica significativa, para lo cual

los extractos se someten a un fraccionamiento biodirigido, en el que se utiliza un

método bioautográfico sobre cromatografía en capa fina para monitorear la actividad

biológica (Inoue et ai, 1992), Una vez que se identifican los compuestos separados

de las fracciones activas, se evalúan para determinar su potencial fitotóxico y, por

último, se exploran algunos mecanismos de acción, Con relación al último punto, en

este programa se ha investigado principalmente el efecto de las fitotoxinas obtenidas

sobre el proceso de la fotofosforüación, aunque recientemente se ha abordado



/. Introducción

también el estudio sobre otros blancos (Mata et al,, 1996; Lotina-Hennsen et a/,

1998; Macías etal, 2000, 2001)

Entre los compuestos más importantes con una actividad fitotóxica in vitro

generados a través de los trabajos de investigación de este proyecto, destacan ios

que se encuentran incluidos en el Cuadro 1 Estos metabolitos pertenecen a

distintas clases estructurales (Figura 1) y fueron aislados a partir de especies

vegetales, füngicas y protistas, pertenecientes a diferentes familias

Cuadro 1. Actividad fitotóxica y mecanismo de acción explorado de metabolitos
secundarios selectos aislados de algunas especies vegetales, fúngicas y protistas,
de ía biodiversidad de México

Compuesto
(Fuente natural)

Crecimiento radicular
CIso(M)

A E
ffypochondriacm crusgalli

Mecanismo de acción
investigado

Referencia

Tricolorina (1)
(Ipomea tricolor1)

3 6 X 1 0 " 5 1 2 x 1 0 5 Inhibición de la reac-
ción de Hill (inhibidor
del transporte de
electrones entre QA y
QB) y desacoplamiento
de la fotofosforilación

Pereda-Miranda
et al, 1993;
Achnine eí al
1999.

!soa//oalantolactona (2) 4 2 x 10*
(Ratibida mexicana2)

1,2,3,4-tetrametox¡-5-(2- 1.8x10"
propenil) benceno (3)
(Malmea deppressa)

Herbarumina 1 (4)
Herbarumina II (5)
(Phoma herbarum4)

Encecalina (6)
Desmetilencecalina (7)
(Helianthella
quinquenervís2)

5
1

3
1

3x
2x

Ox
2 x

1O"3

1O4

10"5

1O"4

2.4 x 10"* Inhibición de la reac-
ción de Hill (inhibidor
del transporte de elec-
trones en el rango de
Peso a Q A )

3 , 4 x 1 0.-3

ND£

Inhibición de la reac-
ción de Mili (inhibidor
del transporte de elec-
trones en el rango de
PesoaQ/O

Interacción con la enzi-
ma reguladora calmo-
dulina

Calera et al
1995

Jiménez ef
1996,1998

a!

Rivero-Cruz et a!
2000

Castañeda eí a/
1996 1998

2 6 * 1 0 ' 5 inhibición de la reac-
3 6 x 1 0 " * c¡°n de Hill (inhibidor

del transporte de
electrones en el rango
de P ^ a Q A )

TConvolvulaceae; ^Ásteraceae; °Annonaceae; 4Sphaeropsidaceae; °Chaetomiaceae, bRutaceae;
7Mefiaceae; 8Actinomiceto
aNo determinada
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Cuadro 1, Actividad fitotóxica y mecanismo de acción explorado de metaboiitos
secundarios selectos aislados de algunas especies vegetales, fúngicas y protistas,
de ía biodiversidad de México (continuación),

Compuesto
(Fuente natural)

Euparina (8)
(Heliantheiia
quinquenervia2)

Naftopiranona III (9)
Naftopiranona IV (10)
Rubrofusarina B (11)
(Guanomyces polythríx5)

Imperatorina (12)
[Esenbeckia yaxhoob6)

Xantiletina(13)
(Stauranthus perforatus5)

3-(1'-1'-DimetilalÍI) xanti-
letina (14)
(Stauranthus perforatus6)

Chalepensina(15)
(Stauranthus perforatus6)

Odoratol(16)
(Cedrela odorata1)

Maduramicina (17)
[Actinomadura
MIV2B(31)8]

Crecimiento radicular
CIso(M

A»
hypochondríacus

5,1 x 10"4

2 3 x 10'5

1 3 x 10"5

1.3x10"8

7.5 x 10"3

9 6 x 10"5

7.9 x 10"3

6 3 x 10"3

NDa

1,8x10'5

)
E

crusgalli

x 10 3

8 7 x 105

4 0 x 10"5

8.7 xKT 5

5 3 x 1 0 ^

59X10" 4

2,3 x 1Q-1

1 1x 103

NDa

2,0 x 10"5

Mecanismo de acción
investigado

Inhibición de la transfe-
rencia de energía

Interacción con la enzi-
ma reguladora calmo-
dulina

Desacoplamiento de la
fotofosforilación

Inhibición de la reac-
ción de Hill (inhibidor
del transporte de
electrones entre Cit b/f
y PC)

Desacoplamiento de la
fotofosforilación e inhi-
bición de la reacción de
Hill

Inhibición de la transfe-
rencia de energía y
desacoplamiento de la
fotofosforilación

Inhibición de la reac-
ción de Hil! (inhibidor
de! complejo enzimá-
tico que fotolisa el
agua),
Desacoplamiento de la
fotofosforilación

Referencia

Castañeda eí al
1996 1998

Macías eí al
2000

Mataeía/ , 1998

Rudiño-Píñera eí
al, 1995:
Macías eí al
1999

Rudíño-Piñera eí
al, 1995;
Macías eí al
1999

Rudiño-Piñera eí
al, 1995;
Macías eí a!
1999

Achnine eí al,
1998

Gutiérrez-Lugo eí
al, 1999

Convolvulaceae; Asteraceae;
7Meliaceae; 8Actinomiceto
aNo determinada

Annonaceae; Sphaeropsidaceae; °Chaetomiaceae, Rutaceae;
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6; R = OCH3

7: R = OH

OCH3 OH O

12
13

A Figura 1, Metabolitos fitotóxícos aislados de especies selectas de la biodiversidad de
México
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H0

16

O H H I H
CH3

A Figura 1, Metabolitos fitotóxicos aislados de especies selectas de la biodiversidad de México
(continuación)

Los compuestos 1-17 inhiben la fotosíntesis a través de diferentes mecanismos o

interactúan con ía proteína reguladora calmodulina La mayoría de los que afectan la

fotosíntesis inhiben la reacción de Hill y su sitio de acción se localiza en diferentes

puntos de la cadena transportadora de electrones, Es importante mencionar que la

potencia de algunos de estos metabolitos, como inhibidores de alguna de las etapas del

proceso fotosintético, es comparable con la de varios pesticidas comerciales Por

ejempio, el fenilpropanoide 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil) benceno (3) y el

protoíimonoide odoratol (16), poseen una actividad equiparable a la del herbicida

sintético conocido como Paraquat® [metilviológeno] (Jiménez etal,, 1998; Achnine et al

1998), Por otro lado, aunque en la actualidad no se encuentra descrito en la literatura si

algunos de los herbicidas comerciales actúan sobre la calmodulina, en diversos

estudios electroforéticos se ha demostrado que algunas fitotoxinas naturales, como la

ofiobolina A, un sesterterpenoide aislado de los hongos fitopatógenos

Helminthosporium maydis y Helminthosporium oryaze, y las naftopironas 9-11 aisladas

del hongo coprófilo Guanomyces polythrix, interaccionan con esta proteína e inhiben su

habilidad para regular la actividad enzimática de otras proteínas (Macías et al, 2000;

Leungefa/,1984, 1985,1988),,

Los datos anteriores revelan claramente el gran potencial que posee la vasta

biodiversidad de México como una fuente de compuestos fitotóxicos, Estos metabolitos

representan importantes prototipos que podrían conducir al descubrimiento de nuevos

agentes herbicidas verdes
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En el marco del proyecto descrito anteriormente, surgió la presente

investigación, la cua! tiene como objetivo continuar con el descubrimiento de nuevas

fitotoxinas de origen natural, con un efecto sobre eí metabolismo energético vegetal

y/o sobre la proteína reguladora calmodulina, a partir de especies selectas de la

biodiversidad mexicana y así contribuir al desarrollo de nuevos agentes herbicidas

biodegradables y de menor toxicidad,, La selección de cada una de las especies que

fueron sometidas a esta investigación química se realizó a través de una propuesta

fundamentada en criterios quimiotaxonómicos, en conjunto con los resultados de las

evaluaciones preliminares de su potencial fitotóxico, La aplicación de este enfoque

garantiza la obtención de principios bioactivos a partir de las materias primas

seleccionadas

Los resultados reunidos en esta tesis se encuentran integrados en dos partes:

la primera incluye el estudio químico y biológico de dos recolectas diferentes del

liquen Parmotrema tinctorum Nyl, (Hale) (Parmeiiaceae) y la segunda, la

investigación de la especie Leucophyllum ambiguum Humb & Bonpl

(Scrophulariaceae),





2. ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes sobre el liquen Parmotrema tinctorum Nyl. (Hale)

Los liqúenes son asociaciones simbióticas estables constituidas por un

hongo, denominado micobionte, y un organismo fotosintético, denominado

ficobionte; este último puede ser una alga verde, una cianobacteria o ambos tipos de

organismos Los liqúenes se encuentran presentes en todos los hábitats terrestres y

representan uno de los grupos simbióticos más importantes, En la actualidad, se han

identificado aproximadamente 18 000 especies de liqúenes (el nombre que se les

asigna corresponde al componente fúngico), incluyendo 16,750 ascomicetos

liquenizados, 200 duteromicetos y 50 basidiomicetos, La mayoría de los organismos

ficobiontes pertenecen al orden de los Clorococales (83 %), siendo los géneros

principales Trebouxia, Myrmecia, Chlorella, Pleurococcus y Coccomyxa Otros

órdenes importantes están representados por los Ulotricales (9 %) y las

cianobacterias (8 %) de los géneros Nostoc, Gloeocapsa, Scytonema y Calothnx

(Culberson y Elix, 1989; Lawrey, 1995; Huneck, 1999),

Los liqúenes biosintetizan numerosos metabolitos secundarios pertenecientes

a diversas clases estructurales (Cuadro 2), Estos compuestos son producidos por

los organismos micobiontes y se acumulan sobre las paredes exteriores de las hifas

de los mismos, A la fecha, se han aislado más de 800 compuestos a partir de 6,000

especies de liqúenes y se considera que alrededor de 350 no pueden ser

biosintetizados fuera de la asociación simbiótica, por lo que son producidos

exclusivamente por estos organismos (Huneck, 1999), Entre estos metabolitos, los

policétidos son los más abundantes En este grupo destacan tos policétidos

aromáticos, siendo los más característicos los generados por la unión de dos o tres

unidades fenólicas de tipo orcinol o porcino!, las cuales pueden unirse a través de

enlaces éster, éter y carbono-carbono (Figura 2)
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Cuadro 2. Categorías principales de metabolitos secundarios biosintetizados por
liqúenes

Categoría Ruta biogenética

Ácidos alifáticos secundarios, esteres y
compuestos relacionados

Compuestos fenólicos mononucleares3

Para-dépsidos, tridépsidos, esteres bencílicos
y mefa-dépsidosa'b

Depsidonas, depsonas y éteres difenílicos
relacionados8 b

Dibenzofuranos, ácido úsnico y compuestos
relacionados3 b

Cromonasab

Naftoquinonasaib

Xantonas3 b

Antraquinonas y xantonas relacionadasab

Acetato-polimalonato

Di, sester y tri tsrpenoides
Esteroides

Ácido mevalónico y DOXPC

Terfenilquinonas
Derivados del ácido puivínico

Ácido siquímico

aCompuestos aromáticos derivados de policétidos
"Derivados di y triaril de unidades fenólicas simples
cMono y diterpenoides

10
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Derivados de la Ruta Acetato-Polimalonato

Tipo Orcinol Tipo /2-Orcinol

,OH .CH3 .OH

COOH

ácido burgéanico (18)
Ácido alifático

CHsO OOH HO-^rVcoo^rsCOOCH3

OH

ácido perlatófico (19)
Para-dépsido

OHC OH CHa

atranorina (20)
Para-dépsido

HOOC

CH3(CH2)i2'1 ti CH3

ácido (+)-p/otoliquesterínico (21)
Ácido graso

ácido girofórico (22)
Tridépsido

HOOC OH

V-COO-CH2-C V -CH,

OHC OH OH

ácido alectoriálico (23)
Ester bencílico

OH O

sordidona (24)
Cromo na

CH30

,CH3

C5H11

OCH3 HO

ácido meroctorofaeico (25)
Afeís-dépsidc

COOH

HOOC OH HO CHO

ácido tamnólico (26)
Meta dépsido

OH O CHa

CH3O OCH3

liquexantona (27)
Xantona

CH3 O OOCCH==CHCOO
I

CH2

CH3O

C7H15

ácido g rayan ico (28)
Depsidona ácido fumarprotocetrárico (29)

Depsidona

A Figura 2, Ejemplos de metabolitos secundarios biosintetizados por liqúenes

II
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Derivados de la Ruta Acetato-Polimalonato

O OH

ácido rodociadónico (30)
Naftoquinona

Tipo Orcinol

CH3

OH

estrepsilina (31)
Dibenzofurano

Tipo ^-Orcinol

CH3—C=O

OH

ácido úsnico (32)
Derivados del ácido úsnico

OH O

CH3O COOH

Ácido parietínico (33)
Antraquinona

Derivados del la Ruta del
Ácido siquímico

ácido pulvínico (34)
Derivados del ácido pulvínico

Derivados de la Ruta del
Acido Mevalónico

OH

leucotilina (35)
Triterpeno

A Figura 2, Ejemplos de metabolitos secundarios biosintetizados por liqúenes
(continuación)

Desde el punto de vista ecológico, los metabolitos producidos por los

liqúenes desempeñan funciones importantes que hacen posible el desarrollo de

estos organismos aún en condiciones hostiles y las más importantes se

mencionan a continuación:

1. Inhiben e¡ crecimiento de bacterias, lo cual garantiza que el crecimiento de los

liqúenes se complete con éxito (Ingolfsdottir et al, 1985)

2, incrementan la permeabilidad de las paredes celulares de los ficobiontes

(Follmann y Villagrán, 1965),

12
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3,. Absorben la luz ultravioleta en un grado importante, protegiendo de esta manera

a los organismos ficobiontes de radiaciones peligrosas (Lawrey, 1986),

4, Forman complejos con metales como el potasio, el cobre y el hierro, de tal forma

que ef suministro de estos minerales queda garantizado (Schatz, 1962; Syers e

Iskander, 1973; Jones, 1988)

5.. Resultan tóxicos para numerosos insectos, caracoles y nemátodos, por lo que los

protegen de estos depredadores naturales (Lawrey, 1986, 1989; Ahad eí a/,

1991)

6.. Algunos son excretados a la médula de los liqúenes, proporcionándoles

propiedades hidrófobicas De esta manera previenen el ahogamiento de sus

tejidos y permiten un intercambio continuo de gas con la atmósfera (Armaleo,.

1993)

Por otra parte, muchos de estos organismos gozan de prestigio en la

medicina tradicional de muchas regiones dei mundo (Huneck, 1999; Pieroni, 2000)

Así, los extractos preparados a partir de diversas especies de liqúenes se emplean

para el tratamiento de diferentes padecimientos, entre los que destacan las

afecciones renales (Gonzáles-Tejero et ai, 1995), la bronquitis y enfermedades

inflamatorias (Saklani y Upreti, 1992),

La amplia gama de actividades biológicas que se les han atribuido a los

liqúenes y a sus productos ha despertado el interés de muchos científicos, mismos

que se han avocado a la investigación de estos organismos, con el propósito de

obtener productos naturales biodinámicos de importancia médica y agrícola, Estas

investigaciones han confirmado que muchos de los metabolitos producidos por

liqúenes actúan como agentes antibióticos, antivirales, antitumorales, analgésicos,

antipiréticos, antiinflamatorios, antiherbívoros, alelopáticos y como inhibidores

enzimáticos (Dalvi eí ai, 1972; Huneck y Schreiber, 1972; Broadbent et ai, 1975;

Sankawa et al, 1982; Lawrey, 1983, 1986, 1989; Shibuya eí ai, 1983; Raju eí a¡,

1985; Nishitoba et ai, 1987; Steffens y Robeson, 1987; Wood et al, 1990; Ahad eí

a/, 1991; Bironaite etai, 1991; Conover ef a/,, 1992; Emmerich ef a/, 1993; Endo eí

a/, 1994; Giez et al, 1994; Gollapudi, 1994; Ingolfsdottir etai, 1995; Pengsuparp eí

a/., 1995; Yamamoto eí al, 1995; Cohén ef ai, 1996; Kónig y Wright, 1999; Huneck,

1999; ínter alia)

13



2,, Antecedentes

Én lo que se refiere a la actividad antiviral y antibiótica de estos compuestos,

los resultados de diversos estudios, incluyendo algunos a nivel clínico, indican que

muchos de elios son muy activos contra un amplio rango de microorganismos,

especialmente contra bacterias Gram positivas y contra diversas especies de

hongos (Cuadro 3),

Cuadro 3. Metabolitos de liqúenes con actividad antiviral y antibiótica

Compuesto
Acido (+)-protoliquesterInÍco (21)

Ácido (+)-úsnico (32) y compuestos
relacionados

Derivados del ácido pulvlnico (34)

Emodina (36)
7-Cloroemodina (37)
7-Cloro-i-O-metilemodina (38)
5,7-Dicíoroemodina (39)

Argopsina (41)
Panarina (42)
Fisción (43)

Ácido evérnico (44)

Hematomato de metilo (46)
Orselinato de etilo (49)
Orselinato de metilo (50)
^orcinol carboxilato de metilo (54)

Ácido difractaico (55)

Norliquexantona (56)

Ácido barbático (57)

Ácido 4-O-desmetil barbático (58)

Derivados del ácido leprapínico (79)

Alectosarmentina (80)

Zeorina (82)

Referencia

Ingolfsdottir etal, 1995

Conover eí al, 1992; Lawrey, 1989; Yamamoto et
al, 1995; Künig y Wright, 1999

Huneck, 1999

Wood etal, 1990; Cohén etal, 1996

Huneck, 1999

Lawrey, 1989; Yamamoto ef al., 1995

Huneck, 1999

Yamamoto etal, 1995

Broadbent ef ai, 1975,

Yamamoto ef ai, 1995

Rajuef ai, 1985

Gollapudi, 1994

Künig y Wright, 1999,

Otros metabolitos liquénicos poseen una actividad antitumoral significativa,

destacándose los ácidos girofórico (22), úsnico (32), difractaico (55) y liquesterínico

(83) [Yamamoto eí a/,, 1995; Kumar y Müller, 1999a; Correché eí a/, 1998] y

diversos polisacáridos, principalmente glucanos de los tipos pustulano (84) y

14
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íiquenano (85) [Lawrey, 1986], Un grupo más reducido actúa como inhibidores

enzimáticos (Cuadro 4),,

Cuadro 4. Metabolitos de liqúenes que actúan como inhibidores enzimáticos

Compuesto Enzima inhibida Referencia

Atranorina (20)

Ácido (+)-protoliquesterínico (21)

Crisofanol (40)

Ácido baeomicésico (59)

Tripsinasa
Fosforílasa

Transcriptasa reversa del VIH
5-Upoxigenasa

Glutatión reductasa

5-Lipoxigenasa

Huneck, 1999

Pengsuparp et al, 1995
Huneck, 1999

Bironaite eí al, 1991

Huneck, 1999

Ácido confluéntico (60) Monoaminoxidasa B

Ácido 2'-O-met¡lperlató!ico (61) Monoaminoxidasa B

Ácido 4-O-metilcriptoclorofaeico (62) Prostaglandinsintetasa

Ácido vulpínico (78) Fosforilasa

Endoeía/ , 1994

Endoeía/., 1994

Sankawa et al, 1982
Shibuyaefa/, 1983

Huneck, 1999

Entre los compuestos con propiedades analgésicas y antipiréticas se

encuentran los ácidos üsnico (32) y difractaico (55) [Okuyama ef a/, 1995], y entre

ios que actúan como agentes antiinflamatorios destacan la atranorina (20) y ios

ácidos (+)-protoliquesterínico (21) y difractaico (55) [Kumary Müller, 1999b]

Así mismo, numerosas observaciones de campo han permitido determinar

que, en términos generales, los liqúenes no son consumidos por herbívoros, por ¡o

que se ha sugerido que los productos derivados de los mismos actúan como un

mecanismo de defensa, En este sentido, la evaluación biológica de compuestos

tales como la atranorina (20) y el ácido vulpínico (78), han permitido confirmar esta

hipótesis (Cuadro 5)

Con relación a la actividad fitotóxica, numerosos metaboütos aislados a partir

de liqúenes son capaces de inhibir la germinación de semillas de plantas vasculares,

así como la germinación de esporas de musgos y de otras especies de liqúenes

(Cuadro 6) Todo ello sugiere que estos organismos constituyen una alternativa muy

importante para la obtención de metabolitos con actividad alelopática

15
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Cuadro 5., Metabolitos de liqúenes tóxicos para herbívoros,

Compuesto Referencia

Atranorina (20)

Ácido fumarprotocetrárico (29)
Ácido úsnico (32)
Parietina (33)
Ácido pulvínico (34)
Ácido evémico (44)
Hematomato de etilo (47)
5-Clorohematomato de etilo (48)
^-Orcinolcarboxilato de metilo (54)
Ácido (-)-caperático (63)
Calicina (64)
Ácido psorómico (65)
Ácido fisódico (66)
Ácido 3-hidroxifisódico (67)
Ácido estíctico (68)
Ácido norestíctico (69)
Ácido salazfnico (70)
Ácido rizocárpico (71)
Ácido vulpínico (78)

Lawrey, 1983, 1986,1989; Ahad et al, 1991; Giez
etai, 1994; Emmerich et ai, 1993

Cuadro 6. Metabolitos de
superiores,

liqúenes reguladores del crecimiento de plantas

Compuesto Actividad Referencia

Ácido fumarprotocetrárico (29)

Ácido rodocladónico (30)

Ácido (-)-úsnico (32)

Ácido (+)-úsnico (32)

Parietina (33)

Ácido evérnico (44)

Ácido lecanórico (45)

Fitotoxina

Inhibición de !a mitosis en raíces
de Allium cepa

Inhibición de la germinación y del
crecimiento de Lepidium sativum

Inhibición de la germinación y det
crecimiento de Phaseolus mungo
y de Triticum aestivum

Inhibición de la mitosis en rafees
de Allium cepa

Inhibición del crecimiento de
semillas de Lactuca sativa
Disminución del contenido de
clorofila en hojas de Spinacea
olerácea

Inhibición del crecimiento de
semillas de Lactuca sativa
Producción de anormalidades en
las raíces de Allium cepa

Lawrey, 1986

Huneck, 1999

Huneck, 1999

Dalvieía/, 1972

Huneck, 1999

Nishitoba eí al, 1987

Huneck, 1999

Nishitoba eí al, 1987

Huneck, 1999

16
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Cuadro 6. Metabolitos de liqúenes reguladores del crecimiento de plantas
superiores (continuación)

Compuesto Actividad Referencia

Ácido orselínico (51)

Ácido dicloroorseífnico (52)

(53)Acido ,5-orcinolcarboxílico
Ácido difractaico (55)
Ácido barbático (57)
Ácido 4-O-desmetiíbarbático (58)

Ácido psorómico (65)
Ácido estíctico (68)
Ácido rizocárpico (71)
Ácido (-)-isoúsnico (72)
Ácido rocético (73)
Ácido virénsico (74)
Ácido o:-colatólico (75)
Ácido tiofánico (76)

Ácido secalónico A (77)

Ácido vulpínico (78)
Ácido leprapínico (79)

Ácido leprárico (81)

Inhibición del crecimiento de
semillas de Lactuca sativa

Fitotoxina

Inhibición del crecimiento de
semillas de Lactuca sativa

Fitotoxina

Fitotoxina

Fitotoxina

Inhibición del crecimiento de
semillas de Avena fatua, Pisum
sativum y Phaseoius vulgaris

Nishitoba et al, 1987

Lawrey, 1986

Nishitoba eí al, 1987

Lawrey, 1986

Steffens y Robeson,
1987

Lawrey, 1986

Huneck y Schreiber,
1972

En la Figura 3 se muestran las estructuras de los compuestos bioactivos

mencionados en los Cuadros 3-6,

OH o OR-,

36: R, = R2 = R4 = H; R3 = OH

37: Ri = R2 = H; R3 = OH; R4 = Cl

38: R, = CH3; R2 = H; R3 = OH; R4 = Cl

39: R, =H;R 2 = R4 - Cl; R 3 =OH

40: R, = R2 = R3 = R4 = H

Ri

CH3 O

R2

41: R, =R2 = CI

42: Ri =CI;R2 =

A Figura 3,, Metabolitos secundarios bioactivos aislados de liqúenes
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OH O OH CH3

xoo.r
OH

44: R =

45: R =

V
CH

CH3

OH

.OHr
XOOH

H

46:

47:

48:

Ri

Ri

Ri

N^OH
CHO

= CH3;R2 = H

— U n 2 ^ n 3 i r%2

= CH2CH3Í R2

= H

= C

CH, CH,

R:

HO

-COOR!

^OH

COOR CH3 CH3

COO. J^ .OH

R2

49: R, = CH2CH3; R2 = H

50: R, = CH3; R2 = H

51:R1 = R2 = H

52: R, = H; R2 = Cl

CH3 O OH

HO' ' V ' ^OH

CH3

53: R = H

54: R = CH3

CH3 CH3

COO. X ..OH

CH3O

CH3

OCH

55

COOH

CH,

CH3 CH3

COO. X, ,.OH

CH3

57: R = CH3

58: R = H

COOH C H 3 ° ' " V ^ 0 H T COOH
CHO CH3

59

CH3O

C5H1

coo. OCH3 COOH

OH ^ T COOH

C5H11
CH3O

60:

CH3OOC CH2COOH

H-

CH3(CH2)i2

OH

COOH

63

Figura 3.. Metabolitos secundarios bioactívos aislados de liqúenes (continuación)
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67: R = OH

68: R1 = R2 = CH3

69: Ri = H; R2 = CH3

70: R1 = H; R2 = CH2OH

HO OH

O
CHf

OH O

72

H

C12H25"

,,COOH

"'COOH

CH,

H

73

COOH

CH3O

OH

COOH

CH2COC5HH

75

OH O OH

OH O OH

77

Cl

76

COOCH3

-O

OH

80

CH3 V
OH O

HOOCCH/
C=CHCOOH2C

A Figura 3, Metabofitos secundarios bioactivos aislados de liqúenes (continuación)
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HO
B

CH2OH
O

82

O - C H 2

OH
HO

HO

84

OH

OH

HOOC

C13H27 O

83

CH2OH

OHl

OH

O

^ H 2 O H

HO-A——v-A

I

CH2OH
85

A Figura 3,, Metabolitos secundarios bioactivos aislados de liqúenes (continuación)

El género Parmotrema (sinonimia: Parmelia), perteneciente a la familia

Parmeliaceae, comprende 800 especies aproximadamente La familia

Parmeliaceae se encuentra incluida en el orden de los Lecanorales y está

constituida por cuatro géneros principales: Parmotrema, Pseudevernia, Cetraria y

Candelaria Los liqúenes de esta familia se caracterizan por presentar talos

foliosos o subfruticulosos, comprimidos, más o menos lobulados y con apotecios

redondos, generalmente sésiles y en ocasiones algo pedicelados Tienen como

ficobiontes algas de los géneros Protococcus y Trebouxia (Herrera y Uiloa, 1990)

Parmotrema tinctorum (Figura 4) es un liquen folioso, lobulado; se

encuentra distribuido ampliamente en varias regiones del mundo, tanto en zonas

tropicales, como en templadas y en árticas, en las que se desarrolla sobre

cortezas de árboles y sobre piedras (Jayaprakasha et al,,, 1998; Herrera y Ulloa,

1990), Los estudios químicos que se han realizado sobre esta especie han

conducido ai aislamiento de diversos metabolitos secundarios, entre los que se

encuentran dépsidos, tridépsidos, dibenzofuranos y 2,4-dihidroxibenzoatos

(Cuadro 7, Figura 5),
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b

Figura 4,, a) Parmotrema tinctorum Nyl (Hale); b) Amplificación de los apotecios de P
tinctorum
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Cuadro 7,, Metabolitos aislados de la especie Parmotrema tinctorum Nyl (Hale)

Compuesto ___ Referencia

Atranorina (20)
Ácido lecanórico (45)
Orselinato de metilo (50)
Ácido orselínico (51)

Ácido girofórico (22)
Ácido (+)-usnico (32)
Ácido difractaico (55)

Orselinato de etilo (49)
,9-Orcinol carboxilato de metilo (54)
Ácido dimetilbaeomicésico (86)
Cloroatranorina (87)

3£Acetoxi-12J3, 22-dihidroxihopano (88)
3^-22-Dihidroxihopano (89)
6a-22-Dihidroxihopano (zeorina) (90)
Ácido isolecanórico (91)

Hematomato de metilo (46)
Ácido divaricático (92)

Jayaprakasha eí al., 1998;
Banskotaeía/., 1996;

Kumar y Müller, 1999a;
Banskotaef a/,, 1996,

Banskota et al, 1996

Sakurai, y Goto, 1987,

Dingeía/.., 1990

•COOCH3 HO

20: R = H

87: R = Cl

,CH :

COO

COOH

COOCH3

32

A Figura 5. Metabolitos secundarios aislados de la especie Parmotrema tinctorum
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CH3

R2\ V \ /COOR,

49: Ri = CH2CH3; R2 = H

50: R, = CH3; R2 = H

51: Ri = R2 = H

COOCH3

CH3O

55

COOH

CH3

CH3O

CHO

CH3" ^ T XOOH

CH3

86

COOH

91

88: F?! = ^-acetoxi; R2 = H; R3 =

89: Ri = p- hidroxi; R2 = R3 = H

90: Ri = H; R2 = «-hidroxi; H; R3 = H

C3H7

CH3O

'?' OH

OH

A Figura 5,, Metabolitos secundarios aislados de la especie Parmotrema tinctorum
(continuación)

Como se indicó en la sección anterior, varios de los metabolitos incluidos en el

Cuadro 7 han demostrado diversas propiedades biológicas, entre las que destacan la

antiproliferativa, la citotóxica (Kumar y Müller, 1999a) y la fitotóxica (Romagni et a/,

2000) Con relación a esta última actividad, cabe señalar que el ácido (+)-usnico (32) ha

sido objeto de diversas investigaciones, Así, en la literatura se encuentran descritos

estudios referentes a los posibles mecanismos por los cuales este dibenzofurano ejerce

su potente acción fitoinhibidora y que comprenden la investigación de su efecto sobre el
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fotosistema II, la transpiración, la liberación de oxígeno y sobre la enzima para-

hidroxifenilpiruvato dioxigenasa de plantas superiores (Inoue et ai, 1987; Lasceve y

Gaugain, 1990; Romagni etai, 2000),

2.2 Antecedentes sobre Leucophyllum ambiguum Humb. & Bonpl.

El género Leucophyllum pertenece a la familia Scrophulariaceae, la cual está

constituida por 220 géneros y unas 3,000 especies Los individuos de esta familia, en

general, son plantas herbáceas anuales o perennes, Entre los géneros principales se

encuentran Picrorhiza, Stemodia, Verbascum, Calceolaria, Linaria, Antirrhinum,

Scrophularia, Penstemon, Mimulus, Gradóla, Verónica, Digitalis, Isoplexis, Melampyrum,

Euphrasia, Barsia, Pediculahs, Rhinanthus, Odontitis, Chaenorrhinum, Bacopa, Gratiola

y Leucophyllum (Trease, 1998), Numerosas especies correspondientes a estos géneros

son utilizadas ampliamente en la medicina tradicional de diversas partes del mundo

para el tratamiento de diferentes padecimientos, entre los que destacan las

enfermedades relacionadas con el sistema inmune, la inflamación, la influenza, la

laringofaringitis, la fiebre, las infecciones de herpes, el cáncer, las afecciones cardiacas,

la osteítis necrótica, la artritis reumatoide, la hepatitis, la hiperlipemia, la

hipercoiesterolemia y la diuresis (Sweeney etai, 2001; Li et al, 1999, 2000; Kim y Kim,

2000; Su ef al, 1999; Huang et al, 1999; Mahato ef al, 2000; He eí al., 2000; Smit eí

ai, 2000; Bao-Ning eí ai, 1997; Ínter alia) y, aunque son escasas las investigaciones

referentes a la actividad biológica de las especies consideradas como medicinales,

algunos estudios han comprobado la actividad antiinflamatoria e inmunomodulatoria de

los extractos orgánicos de especies como Picrorhiza scrophularíiflora y Stemodta

grossa (Smit eí al, 2000; Sweeney ef ai, 2001),

Las clases estructurales principales a las que pertenecen ios productos naturales

obtenidos a partir de las especies de la familia Scrophulariaceae, incluyen los

heterósidos cardiacos del tipo de los cardenólidos presentes en las especies Digitalis e

Isoplexis (93, 94, 95), los heterósidos cianogenéticos (96) de Linaria, los glicósidos de

fenilpropanoides (97) y de feniletanoides (98) de Scrophularia y Brandisia, y los
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lignarios de Leucophyllum (99, 100, 101) [Trease, 1998; Tomás-Barberán et al., 1988;

Grayer et al., 1999], Entre estos metabolitos destacan los cardenólidos íanatósido C

(93) y digoxina (94) obtenidos de D lanata, por su amplio uso en el tratamiento de

enfermedades cardiacas (Castro et al., 1997). Otros productos importantes son el

ningpósido A (97) y el brandiósido (98), los cuales poseen notables propiedades

farmacológicas, entre las que se encuentran la actividad antioxidante, la antiviral y la

inhibición de la agregación plaquetaria y de la síntesis de LTB4 (He et al., 2000; Li et al

2000) [Figura 6],

o

CH2OH

Lanatósido C (93)

Heterósido cardiaco

O

CH2OH
H—C-C=N

HO
HO

O
O

OH

Dhurrina (96)

Heterósido cianogenético

Digoxina (94): R = OH

Digitoxina (95): R = H

Heterósidos cardiacos

A Figura 6, Ejemplos de las categorías principales de metaboütos secundarios biosintetizados
por especies de la familia Scrophulariaceae,
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HO

CH3COO

Ningpósido A (97)

Glicósido de fenilpropanoide

OCH3

OCH,

Diayangambina (99)

Lignano

-OH

Brandiósido (98)

Glicósido de feniletanoide

pCH3

OCH,

Epiyangambina (100)

Lignano

OCH3

OCH3

OCH3

OCH3

Diasesartemina (101)

Lignano

A Figura 6., Ejemplos de las categorías principales de metaboütos secundarios biosintetizados
por especies de la familia Scrophulariaceae (continuación)
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Con relación ai género Leucophyííum, éste está constituido por las especies L

ambiguum, L texanum, L minus, L prínglei, L laevigatum y L frutescens, las cuales se

distribuyen principalmente en las zonas áridas del Norte de México (Domínguez y

Raigosa, 1969; Rzedowski, 1978),,

La especie Leucophyííum ambiguum Humb, & Bonpl es un arbusto perennifolio,

con hojas cubiertas de pubescencia lanosa blanca., Generalmente se encuentra

formando parte de matorrales xerófilos que se localizan a lo largo de ía Sierra Madre

Orienta!, desde Nuevo León hasta Hidalgo, extendiéndose un poco hacia la Planicie

Costera Nororiental y hacia el Altiplano (Rzedowski, 1978),, Se conoce popularmente

con los nombres de Cenizo de Monterrey, chamizo y raguno (Rzedowski, 1978; Díaz

1976; Argueta, 1994) y es utilizada en la medicina tradicional de Michoacán y de San

Luis Potosí para el tratamiento de enfermedades hepáticas y vesiculares (Paredes

1984)

Desde los puntos de vista químico y biológico, esta especie no ha sido objeto de

estudio alguno Sin embargo, a partir de otra especie del género, L frutescens Berl, se

han aislado a los lignanos diayangambina (99), epiyangambina (100) y diasesartemina

(101) [Figura 6], los cuales han demostrado una actividad fitotóxica significativa

(Rimando etal., 1999), constituyendo esta información un antecedente importante para

considerar a la especie L ambiguum como una posible fuente de principios fitotóxicos

23 Agentes herbicidas como una parte integral de la agricultura moderna

Los herbicidas son elementos clave en la agricultura moderna, pues su uso

garantiza altos rendimientos de manera continua en los cultivos de importancia

económica Tan sólo en 1995 el mercado global de esta clase de plaguicidas se

encontró en el rango de los 25 billones de dólares y representaron el 61 % del total de

los pesticidas utilizados, cifra que se incrementa de manera importante cada año

(Richardson, 1998; Barnard et a/,, 1997), Estos agentes, cuando son utilizados

correctamente, pueden evitar pérdidas en las cosechas hasta de un 40 %; sin embargo,

cuando se aplican incorrectamente o de forma excesiva, las consecuencias sobre el

medio ambiente y la salud pública pueden ser fatales,. La Organización de las Naciones
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Unidas (ONU) ha publicado una lista de sustancias químicas cuyo uso se encuentra

prohibido o restringido debido al grave riesgo que representan y muchas de ellas

corresponden a agentes herbicidas, de los cuales, la gran mayoría son productos

sintéticos (Richardson, 1998). Entre los herbicidas sintéticos de mayor uso que

ocasionan daños agudos y crónicos severos tanto en animales como en el hombre, se

encuentran el ácido 2,4-diclorofenoxi acético (2,4-D), el dicamba, el linuron, la atrazina y

la prometona, Algunas de estas sustancias han demostrado incluso propiedades

carcinogénicas importantes (Barnard et a/,,, 1997),, A esta problemática se suma el

hecho de que varios herbicidas actualmente son considerados obsoletos por diversas

razones, entre las que pueden mencionarse las prácticas inadecuadas en su manejo y

almacenamiento, el pobre control en su disponibilidad, el hecho de que su utilización

nunca fue necesaria debido a que las malezas previstas no se presentaron o a que ya

no resultan efectivos para combatirlas, Además, estos herbicidas frecuentemente

contienen isómeros o impurezas cuya toxicidad y persistencia son casi invariablemente

más altas que la de los propios principios activos,. La Organización de Agricultura y

Alimentación ha identificado aproximadamente 11 000 toneladas de herbicidas

obsoletos en cerca de 65 ciudades del mundo (Richardson, 1998)

La situación anterior ha conducido a los investigadores de todo el mundo a

buscar nuevas alternativas que permitan proteger a los cultivos de importancia

económica y que proporcionen mayores beneficios en todos ios sentidos A este

respecto, el empleo de bioherbicidas, la rotación de cultivos, ía eliminación manual y

mecánica de las plantas no deseadas, la manipulación genética y la utilización de

compuestos fitotóxicos alternos, constituyen una parte integral de la revolución

tecnológica en la agricultura, pues han generado los mayores cambios en las técnicas

de producción, variaciones en la aplicación de los pesticidas y un incremento en el

rendimiento y en la productividad de los cultivos (Lax y Shepherd, 1988; Hoagland,

1990; Charudattan, 1990; Strobel et a/,, 1991; Tapo , 1994; Duke y Abbas, 1995;

Macías, 1995; Uri, 1998; Cramer, 2000),

Con la finalidad de descubrir compuestos fitotóxicos alternos, en los últimos años

se ha intensificado la investigación de los productos naturales, tanto de origen vegetal

como microbiano, como una fuente potencial de agentes herbicidas La literatura
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científica describe numerosos compuestos que han generado un gran interés debido a

sus propiedades fitotóxicas, a la variedad estructural que presentan y a los mecanismos

de acción novedosos a través de los cuales muchos de ellos ejercen su actividad Entre

estos compuestos destacan la tricolorina A (1) [Anaya et al., 1990; Pereda-Miranda et

al, 1993], el 1,8-cineol (102) [Grayson et al.., 1987; Worsham, 1989], el ácido p-

hidroxibenzoico (104) [Putnam, 1988; Gerig y Blum, 1991], la jugtona (107) [Duke y

Lydon, 1987] y la sorgoleona (108) [Netzly et al., 1988; Einhellig y Souza, 1992; Streibig

et al., 1999], todos ellos de origen vegetal,, Así mismo, entre los productos de naturaleza

microbiana más relevantes se encuentran la fosfinotricina (109) y la hidantocidina (112),

aisladas de varias especies de actinomicetos [Bayer et al,, 1972; Nakajima et al, 1991;

Siehl et al, 1996; Walters et al, 1997], así como la tentoxina (113) y la matricina (114)

obtenidas a partir de diferentes hongos fitopatógenos [Duke y Lydon, 1993; Boyette y

Abbas, 1995; Cutler, 1988], En la Figura 7 se indican las estructuras de estos

compuestos,

102 103

COOH

C H3C hyC H3)C HCOO^/—7"--- /
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• Figura 7,. Fitotoxinas de origen natura! y algunos análogos sintéticos,
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A Figura 7. Fitotoxinas de origen natural y algunos análogos sintéticos (continuación)

Además de la actividad fitotóxica intrínseca que presentan los productos

mencionados, resulta especialmente importante el hecho de que muchos de ellos han

sido utilizados como modelos para el desarrollo de nuevos herbicidas, generados a

través de modificaciones químicas sencillas. Tal es el caso del ácido p-hidroxibenzoico

(104), el cual es el prototipo de dos de los herbicidas y biorreguladores de mayor éxito

utilizados en la agricultura: las auxinas dicamba (105) y picloram (106) [Grossmann,

2000] Así mismo, un derivado semisintético del 1,8-cineol (102), conocido como
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cinmetilino (103), ha sido considerado también para su síntesis y distribución comercial

(Duke, 1991; Duke y Abbas, 1995), Por otro lado, el primer producto de origen

microbiano empleado como herbicida comercial fue el bialafos (110) (HERBIACE®)

sintetizado tomando como modelo a la fosfinotricina (109), una fitotoxina producida por

Streptomyces virídochromogenes y Streptomyces hygroscopicus y que es

estructuraímente similar al glifosato (111), uno de los herbicidas sintéticos de mayor

demanda comercial, El bialafos es un herbicida de amplio espectro limitado al mercado

japonés, en donde es utilizado en el tratamiento postemergente de las plantas nocivas

que afectan los cultivos de arroz, trigo y frijol (Lea et a/.., 1984; Tachibana y Kaneko

1986) Actualmente, la fosfinotricina se obtiene también a través de síntesis orgánica

Esta versión sintética es conocida como glufosinato y se comercializa con el nombre de

BASTA® (Bayer et a/,,, 1972), La hidantocidina (112) también se sintetiza

químicamente, aunque su rendimiento es relativamente bajo (40 %) [Früh et al., 1996]

La tentoxina (113), un tetrapéptido cíclico producido por la especie Alternaría alternata y

que se utiliza para controlar el crecimiento de varias plantas nocivas que crecen en los

cultivos de maíz y de fríjol de soya, ha sido considerada por varias industrias

agroquímicas como un agente comercial,, Sin embargo, este proceso se ha visto

dificultado debido a que los rendimientos de la fitotoxina en el medio de fermentación

son muy bajos y a que la complejidad de su estructura ha impedido el desarrollo de un

método de síntesis eficiente (Duke y Lydon, 1993; Boyette y Abbas, 1995)

Sin embargo, aún cuando el mercado actual de productos biológicos se

encuentra en pleno crecimiento y grandes compañías están comenzando a participar, la

demanda es todavía muy pequeña, por lo que es poco probable que los productos

naturales reemplacen a los pesticidas químicos convencionales en un futuro cercano

Para lograr un mayor avance en este sentido, es necesario que se incrementen los

trabajos y las investigaciones al respecto, de manera que se descubran nuevos agentes

pesticidas que actúen de manera selectiva y que presenten una toxicidad y una

persistencia en el medio ambiente reducidas, de forma que éstos constituyan una

verdadera alternativa para lograr el control de las plantas dañinas
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2.4 Mecanismos de acción de fitotoxinas naturales

Los productos naturales que poseen propiedades fitotóxicas pueden ejercer su

acción a través de distintos mecanismos o mediante una combinación de ellos Estos

mecanismos incluyen la inhibición de la síntesis de aminoácidos, de proteínas, de

lípidos, de clorofila o de carotenoides; la interferencia con la división celular, con el

metabolismo energético o Ea alteración de la estructura de las membranas biológicas

(Figura 8) [Hoagland, 1990; Gauvrit, 1992; Duke y Abbas, 1995; Einhelüg, 1995;

Copping y Hewitt, 1998],.

Proceso fisiológico o bioquímico
afectado

Biosíntesis de lípidos

Integridad de la membrana

Transporte de electrones mitocondrial

Fosforilación oxidativa

Transporte de electrones fotosintético

Metabolismo de carbono

Biosíntesis de carotenoides

Biosíntesis de clorofila

División celular

Síntesis de ácidos nucleicos

Metabolismo de nitrógeno

Biosíntesis de celulosa

Función alterada

Organización
estructural

Abasto de energía

A

Destrucción de
pigmentos

Reproducción y
crecimiento

MUÉRTF
CELULAR

A Figura 8.. Mecanismos de acción de las fitotoxinas naturales,
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De acuerdo a la información descrita en la literatura, más del 50 % de los

herbicidas utilizados comercialmente, incluyendo a las atriazinas 115 y 116, la

piradiazina 117, la feniíúrea 118 y el uracilo 119 (Figura 9), actúan principalmente

inhibiendo alguna o varias de las etapas involucradas en la fotosíntesis, aunque estos

compuestos pueden afectar también la integridad de la membrana celular (triazinas,

piradiazinas y uracilos), el metabolismo de ácidos nucleicos, proteínas o lípidos

(piradiazinas y feniiúreas) y la formación de porfirinas (triazinas y uracilos)

Cl OCH3 NHCH3

~HN ^ N "NH

Atrazina (115)

NH' " N ^ NH—(

Prometona(116)

CF3

Norfiurazona (117)

O

N—OCH3

Linuron(118)
Bromacil(119)

A Figura 9, Herbicidas sintéticos de uso comercial que inhiben el proceso fotosintético

Considerando que varios de los compuestos aislados en el presente estudio

mostraron una actividad importante sobre diversas actividades fotosintéticas, así como

sobre la movilidad electroforética de la proteína reguladora calmodulina, a continuación

se describen brevemente las etapas involucradas en la fotosíntesis en plantas

superiores y la participación de la calmodulina en los eventos de germinación y de

crecimiento vegetal
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2,4.1 El proceso de la fotosíntesis

La fotosíntesis es un proceso fisicoquímico mediante el cual la energía de la

luz solar es transformada en energía química que puede ser utilizada por los

sistemas biológicos (Alberts et al., 1989; Darnell et ai, 1990; Stryer, 1995; Barber,

1998; inter alia) Como resultado de este proceso, las plantas, las algas y ciertos

tipos de bacterias, liberan oxígeno molecular a la atmósfera y sintetizan

carbohidratos a partir del dióxido de carbono que toman de la misma,

Las numerosas reacciones que ocurren durante la fotosíntesis pueden ser

agrupadas en dos amplias categorías (i) En las reacciones de transferencia de

electrones, llamadas "reacciones luminosas", la energía de la luz solar excita un

electrón en la clorofila, promoviendo su transferencia a través de una cadena de

reacciones de oxidación en la membrana tilacoidal (Figura 10), Este proceso de

transporte de electrones impulsa un flujo de protones a través de la membrana

tilacoidal, generando un gradiente electroquímico que hace posible la síntesis de

ATP en el estroma (Figuras 10 y 13), Al mismo tiempo, las reacciones de

transferencia de electrones generan electrones de alta energía que convierten el

NADP+ en NADPH; en este proceso, el agua es oxidada para proporcionar los

electrones donados al NADP+, liberándose O2 (Figura 10), Estas reacciones se

llevan a cabo en los cloroplastos, grandes organelos que se localizan principalmente

en células especializadas de las hojas (Figura 11), (ü) En las reacciones de fijación

de carbono, denominadas "reacciones oscuras", el ATP y el NADPH, producidos por

las reacciones de transferencia de electrones, sirven como fuentes de energía y de

poder reductor, respectivamente, para llevar a cabo la conversión del CO2 a

carbohidratos Estas reacciones, las cuales comienzan en el estroma del cloroplasto

y continúan en el citosol, producen glucosa, almidón y sacarosa en las hojas de la

planta, desde donde son transportadas a otros tejidos para ser utilizadas como una

fuente de moléculas orgánicas y de energía para el crecimiento,
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LUMEN ESTROMA

Luz

Complejo titocromo b/f

2 H-O . -~ . ' ! - ^ í . s ' í?^ ' : ' I . - - . CCL
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de electmnea)

! ^ \ , Ferredoxina

NADP reductasa

,- NADP1 + H+

ATP

Complejo CFi

A Figura 10., Orientación de los principales componentes de la membrana tilacoidal
involucrados en la fotosíntesis y la vía que siguen los electrones desde el H2O hasta el NADP
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Cutícula

Epidermis^
superior r

MesofHo-

Epidermis

Epidermis
inferior

Estroma: enzimas que
catalizan la fijación'de 002
y la síntesis de almidón

Ctoropastos

Membrana interior:
parmeasas para fosfafo,
precursores de sacarosa

Membrana tílácoidnl
absorción de la luz peí la
clorofila, síntesis de ATP,
NADPH y transporte de
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intermerabranaf
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A Figura 11, Las diferentes reacciones de la fotosíntesis se llevan a cabo en distintas regiones
del cloroplasto Los cloroplastos están unidos por una doble membrana: la membrana exterior
contiene poros que la hacen permeable a moléculas pequeñas (PM < 10 000); la membrana
interior constituye la barrera permeable de este organelo, La fotosíntesis se lleva a cabo en las
membranas tilacoidales,
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En las plantas verdes, la fotosíntesis involucra la interacción de dos sistemas

diferentes de reacciones originadas por la energía luminosa, Uno de los sistemas,

llamado fotosistema I, puede ser activado por luz de longitud de onda de 700 nm o

menos; el otro sistema, llamado fotosistema II, requiere de luz de longitud de onda

menor a 680 nm

El fotosistema II está localizado principalmente en los grana, mientras que eí

fotosistema I se encuentra en las membranas tilacoidaíes no apiladas, Una tercera

partícula muttiproteica, el complejo citocromo b/f, es utilizada para transferir los

electrones entre ambos fotosistemas. Este último complejo se encuentra en todas las

regiones del cloroplasto

La absorción de un fotón de luz de longitud de onda menor a 680 nm por el

fotosistema II produce la excitación de una molécula de clorofila de este centro de

reacción (Figura 10), A partir de esta clorofila excitada, Peso*, se produce la separación

de un electrón, originándose la forma oxidada Peso*; el exceso de carga positiva se

deslocaliza en todos los átomos hemo así como en el ion Mg2+ central de la clorofila

Los electrones requeridos para reducir el centro de reacción P68o+ se obtienen a partir

de dos moléculas de agua unidas fuertemente a una proteína que contiene un grupo de

cuatro átomos de manganeso en su centro catalítico y que se encuentra en la superficie

lumenal del complejo P680 Tan pronto como se extraen los electrones, la enzima libera

O2 Los electrones se transfieren desde el agua hasta el centro de reacción P6so\

regenerándose la forma reducida de la clorofila,, Los cuatro protones liberados del agua

permanecen en el lumen tilacoidal..

El electrón separado de la molécula de clorofila excitada Peso* se transporta en

aproximadamente 3 ns a la feofitina, una porfirina idéntica a la clorofila a, pero sin

magnesio, Este electrón va entonces desde la feofitina reducida a la plastoquinona QA

la cual se encuentra unida permanentemente a una proteína, El electrón de alta energía

unido a QA es transferido subsecuentemente a una segunda quinona, QB, generando

así un radical aniónico semiquinona Q". Esta especie reducida parcialmente permanece

unida a QB hasta que recibe un segundo electrón de QA Los electrones se transportan

entonces a la superficie exterior de la membrana tilacoidal y se combinan con dos

protones del espacio estromal y con una molécula de plastoquinona (PQ), para generar
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hidroquinona reducida, PQH2, la cual se difunde al interior de la superficie de la

membrana tilacoidal y transfiere sus electrones al complejo citocromo bif; los protones

son liberados al lumen tilacoidal cuando PQH2 se reoxida a PQ, Estos protones, en

conjunto con los liberados a partir del agua, generan el gradiente electroquímico que es

utilizado para la síntesis de ATP por una ATP sintetasa (Figuras 10 y 13),

Los electrones pasan del citocromo blf a la plastocianina (PC), un acarreador de

electrones soluble Los electrones son transferidos desde PC a un segundo

fotosistema, el fotosistema I.. La absorción de fotones adicionales por el complejo

captador de íuz asociado con la clorofila P700, origina que los electrones pasen

nuevamente a través de la membrana, en donde son transferidos, vía la ferredoxina y la

flavina adenina dinucléotido (FAD), al fosfato de dinucleótido de nicotinamida adenina

reducido (NADP*), formando fosfato de dinucleótido de nicotinamida adenina reducido

(NADPH), cuando se capta un protón del medio, Este último proceso es llamado

fotofosforilación no cíclica,

La síntesis de ATP por la ATP sintetasa (Figura 12), localizada principalmente en

las regiones no apiladas de los cloroplastos y también llamada complejo CFo-CFh es la

función principal conocida del cloroplasto que requiere de un gradiente de protones;

cuatro protones atraviesan la membrana por cada molécula de ATP formada La unidad

CFo, que consta de cuatro tipos de subunidades, conduce los protones a través de la

membrana tilacoidal La unidad CF1 cataliza la formación de ATP a partir de ADP y Pi

(Figura 13) El CF1 se encuentra en la superficie del estroma de la membrana tilacoidal,

por lo cual el ATP sintetizado se libera en el espacio del estroma, al igual que el

NADPH formado por el fotosistema I (Figura 13), De esta manera, los productos de las

reacciones luminosas de la fotosíntesis se ubican adecuadamente para las reacciones

subsecuentes que tienen lugar en la oscuridad, en las que el CO2 se transforma en

carbohidratos
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< Figura 12. Diagrama esquemático
de la ATP sinteíasa de los cloroplastos
Este conjunto consta de una unidad
CF0 transmembranal y de una CFT
catalítica en el lado del estroma de la
membrana tilacoidal,
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A Figura 13. Distribución vectorial de los fotosistemas I y II, del complejo del citocromo b/f y de
la ATP sintetasa en la membrana tilacoidal El bombeo de protones inducido por la luz hace que
el espacio interno sea ácido. El flujo de protones a través del CF0 al lado del estroma origina la
síntesis de ATP por el CFT Ei NADPH también se forma en el lado de! estroma
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Un número considerable de los herbicidas utilizados comercialmente actúan

interfiriendo con el proceso de la fotosíntesis,, La mayoría de ellos ejercen su efecto a

través de la inhibición del transporte de electrones en el lado reductor del fotosistema II,

esto es, eliminan o inactivan a alguno de los intermediarios del transporte de electrones

en la región donadora de este sistema (Bowes et a/.., 1981; Linscott, 1981; Mathis y

Rutherford, 1984; Corbett, 1984; van Rennsen, 1989; Percival y Baker, 1991; Streibig et

ai, 1999; Haynes, 2000; Ínter alia) Otros mecanismos por los que estos agentes

pueden actuar incluyen: (i) la inhibición de la transferencia de energía, en cuyo caso

inhiben directamente la síntesis de ATP al interaccionar con las subunidades CF0 y/o

CFi de la enzima H+-ATPasa (Moreland, 1980); (#) el desacoplarniento del transporte

de electrones y de ía síntesis de ATP, que consiste en la disipación del estado

energizado de la membrana tilacoidal antes de que la energía pueda ser utilizada para

¡levar a cabo la fosforilación altamente endergónica del ADP (Moreland, 1980) y (///) la

desviación del transporte de electrones de la cadena fotosintética de su trayecto original

por efecto de sustancias que actúan como aceptores de electrones, Estos compuestos

poseen potenciales redox similares a los transportadores naturales por lo que compiten

con ellos por los electrones (Moreland, 1980; Corbett, 1984)

2.4.2 Generalidades sobre la proteína calmodulina

La calmodulina (CaM) es una proteína ubicua multifuncional, de carácter ácido,

bajo peso molecular (aproximadamente 16 680 daltons) y constituida por alrededor de

148 aminoácidos (Figura 14),

Esta proteína se encuentra ampliamente distribuida en los organismos

eucariotas, en los que su estructura primaria se encuentra altamente conservada La

composición de la CaM animal y la vegetal es muy similar (Cuadro 8), presentándose

un porcentaje de identidad de las proteínas de plantas con relación a la de los

vertebrados del 91 % (Dieter, 1984; Roberts y Harmon, 1992; Zielinski, 1998; Hook y

Means, 2001) Todas las especies carecen de triptofano, presentan dos residuos de

prolina, uno de trimetil lisina y un alto contenido de aminoácidos cargados
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negativamente (asparagina y glutamina),, Las principales diferencias entre la CaM

vegetal y animal se encuentran en las posiciones 27, 145 y 146 de la cadena de

aminoácidos En las proteínas vegetales, en contraste con las animales, se encuentra

presente un residuo de cisteína en la posición 27, mientras que el dipéptido metionina-

metionina ubicado en las posiciones 145 y 146 de la CaM de las plantas se encuentra

desplazado por un solo residuo en la de los vertebrados

148

A Alanina
D Aspartato
G Glutamato
F Fenilalanina
G Glicina
I Isoleuctna
K Usina
M Metionina
N Asparagina
Q Glutamina
R Arginina
S Serina
T Treonina
V Valina

A Figura 14. a) Diagrama esquemático de la estructura de la calmodulina Esta proteína está
constituida por dos lóbulos globulares similares unidos por una hélice a larga, Cada lóbulo
contiene dos centros de unión al Ca2+ (esferas azules), Los centros de uno de los lóbulos tienen
una alta afinidad por ei catión y los del otro son de baja afinidad La unión de Ca2+ a estos dos
últimos centros activa la calmodulina y permite estimular a un gran número de enzimas b) Cada
uno de los cuatro sitios de unión al Ca2+ es un loop que contiene aspartato, glutamato y
aspargina, los cuales forman enlaces iónicos con e! catión Los átomos de O de las cadenas
laterales de los residuos de treonina y de serina también participan en la unión con el Ca2+

41



2, Antecedentes

Cuadro 8.. Número de residuos de aminoácidos presentes en la calmodulina de
cerebro de bovino y en la de algunas especies vegetales

Aminoácido

Usina

Trimetil Usina

Histidina

Arginina

Asparagina

Treonina

Serina

Glutamina

Prolina

Glicina

Alanina

Cistelna

Valina

Metionina

Isoleucina

Leucina

Ti ros i na

Fenilaianina

Triptofano

Cerebro de bovino

7

1

1

6

23

12

4

27

2

11

11

0

7

9

8

9

2

8

0

Espinaca

9

1

1

5

26

7

7

27

2

10

10

ND

8

8

7

11

1

9

0

Cacahuate

8

1

1-2

4

27

9

5

28

2

11

11

1

6

7

6

11

1

8

0

Cebada

9

1

1

4

25

9

6

25

2

12

12

ND

8

7

7

12

1

9

ND

Maíz

9

1

1

5

24

8

6

22

2

12

11

ND

8

7

7

11

1

9

ND

*ND: No determinada

En los vegetales existen varias isoformas de CaM con diferentes grados de

divergencia en la secuencia de aminoácidos,, Así por ejemplo, a partir de Arabidopsis

thaliana se han aislado cuatro isoformas de la proteína (CaM-i-CalvU), las cuales

difieren entre sí en por lo menos seis residuos en la región más conservada y todas

son diferentes desde el punto de vista bioquímico, A partir de soya se han aislado

también varias isoformas de CaM (SCaM), las cuales presentan un mayor grado de

divergencia, difiriendo hasta en 32 aminoácidos en relación a la región más

conservada Estas proteínas presentan diferentes movilidades electroforéticas

dependientes de Ca2+, así como distintas habilidades para activar a las enzimas

dependientes de CaM (Lee et al, 1995; 1997; 1999; 2000), Así mismo, se han

encontrado múltiples isoformas de CaM en plantas de trigo, papa y chícharos (Lee et

al, 2000)
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Distintos estudios de difracción de rayos X y de resonancia magnética nuclear

han conducido ai estabíecimiento de la estructura tridimensional de la CaM (Figura

14a) Estas investigaciones revelan que la estructura de la molécula consiste en dos

partes lobulares similares, unidas entre sí por una hélice a flexible larga Cada

estructura globular contiene dos dominios funcionales, en los que se lleva a cabo la

unión al Ca2+ Estos dominios se designan con los números I-IV y se numeran

comenzando por el extremo amino de !a proteína Cada dominio catalítico está

constituido por doce aminoácidos (Figura 14b) [Roberts y Harmon, 1992; Zielinski,

1998; Snedden y Fromm, 1998]

En el dominio IV existe la mayor variabilidad en la secuencia de aminoácidos

En esta zona también se encuentran las mayores diferencias en las distintas

isoformas expresadas por una misma especie, La zona más conservada es la III y

funciona en armonía con la IV para activar los sitios de alta afinidad por el Ca2+ y así

propiciar la interacción entre la CaM y sus proteínas blanco Se ha propuesto que la

variabilidad encontrada en el dominio IV es determinante para la interacción entre la

CaM y las diferentes enzimas dependientes de esta proteína (Zielinski, 1998)

La estructura de la CaM libre de Ca2+ tiene un menor simetría y una

conformación más rígida (menos helicoidal), debido a las interacciones

electrostáticas entre los tres pares de grupos carboxilo libres ubicados entre los

residuos 75 y 90 y otros grupos funcionales presentes en la proteína Cuando el Ca2+

se une a los sitios funcionales, se produce un cambio en la conformación debido a la

neutralización de las cargas negativas Los cambios conformacionales provocan un

incremento en la estructura de hélice «y la exposición de una porción hidrofóbica en

la parte superior de la molécula, misma que es reconocida por ías proteínas blanco

de la CaM y sus antagonistas,

La CaM carece de actividad enzimática por sí misma, sin embargo, su

participación es fundamental en la transducción de señales mediadas por el Ca2+ a

nivel intracelular, Así, las señales bióticas y abiótícas recibidas por los receptores a

nivel membranal inducen un incremento de Ca2+ en el interior de las células, el cuaí

se une a ía CaM y a otras proteínas El complejo Ca2+-CaM formado interacciona

con una gran variedad de proteínas tanto nucleares como del citoesqueleto,

modulando su actividad enzimática Estas enzimas regulan a su vez diversos

procesos metabólicos importantes (Roberts y Harmon, 1992; Zielinski, 1998;

Snedden y Fromm, 1998; Au y Leung, 1998; lee et al, 1999; Hooky Means, 2001)

43



2 Antedecentes

Estudios recientes de difracción de rayos X y de resonancia magnética nuclear,

han permitido proponer un modelo que explica la interacción entre la CaM y las

proteínas blanco (Figura 15) La unión del Ca2+ a la CaM induce un cambio

conformacíonai tai que en la superficie de ia molécula quedan expuestas dos regiones

hidrofóbicas rodeadas por cargas negativas, una en cada dominio globular; en esta

conformación la CaM se une a sus proteínas blanco, por interacciones electrostáticas

principalmente, contribuyendo así a la estabilidad del complejo CaM-proteína blanco

En disolución, los dos dominios globulares rodean a la proteína blanco formando una

estructura casi globular, La activación de las enzimas blanco por parte de la CaM tiene

lugar en dos fases, En la primera, la interacción Ca2+-CaM conlleva a la unión de ¡a

CaM con el dominio de unión de la enzima En la segunda fase, se produce otra

interacción adiciona! que tiene como consecuencia la activación de la enzima blanco

(Coobefa/, 1999).

.O

Calmodulina
< Figura 15,, La caimodulina sufre
un cambio conformacional
principa! cuando se une ai Ca2+,
lo cual le permite unirse a otras
proteínas, modificando sus
actividades enzimáticas

o
•--;.•: «Vctivá. -• O

, y l ' v - - " • '

Uno de los aspectos notables de la CaM es que se une y activa numerosas

proteínas blanco cuya secuencia de aminoácidos en los sitios de unión es muy distinta

Los sitios de unión en las proteínas blanco están constituidos por un conjunto de 12 a

30 aminoácidos consecutivos cargados positivamente y propensos a formar una hélice

a al unirse a la CaM
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En los animales se han identificado alrededor de 25 proteínas dependientes

de CaM, incluyendo algunas cinasas, receptores y algunas proteínas G Sin

embargo, en las plantas son comparativamente pocas las proteínas reguladas por

CaM que se han aislado, a pesar de que la CaM ha sido implicada en una gran

variedad de respuestas celulares, tales como la defensa a organismos patógenos, el

gravitropismo y el crecimiento vegetal, entre otros Entre las proteínas más

importantes reguladas por la CaM se encuentran la NADcinasa, la glutamato

desearboxilasa, la aspirasa, la fosfodiesterasa, la Ca2+-Mg2+-ATPasa, la cinasa

dependiente de calmoduíina I, II y III, la superóxido dismutasa y el factor de

elongación 1a(Leeeía/., 1997, 1999; Zielinski, 1998),

En este último contexto, se ha demostrado que la CaM tiene una clara

participación en los procesos de regulación y de transducción de señales que tienen

fugar durante los eventos de germinación y de crecimiento vegetal (Dieter, 1984;

Coccuci y Negrini, 1991; Roberts y Harmon, 1992; Overvoorde y Grimes, 1994;

Thomas, 1995; Baum era/ , 1996; Poovaiah era/,, 1996; Harding etal, 1997; Lee et

al, 1999; Ínter alia). Así por ejemplo, durante fa primera fase de la germinación de

las semillas de Raphanus sativus y de zanahoria se ha detectado un incremento

notable en los niveles de CaM y en la concentración de proteínas dependientes de

esta enzima, así como una disminución en los niveles de sustancias de naturaleza

proteica que inhiben la actividad de la CaM (Coccuci y Negrini, 1988; Oh et al,

1992)

Por otra parte, la germinación de las semillas de Phacelia tanacetifolia se

inhibe en presencia del calmidozolinio, un antagonista de la CaM (Coccuci y Negrini,

1991) y se ha comprobado también, que ia alteración de los niveles de CaM en

plantas transgénicas de papa, alteran el desarrollo y el crecimiento de las plantas

(Poovaiah et al, 1996)

En la literatura contemporánea de los productos naturales existen

antecedentes de varios metabofitos secundarios de origen vegetal y fúngico que

interaccionan con la CaM Entre ellos destacan la fitotoxina fúngica ofiobolina A

(Leung et a/, 1984, 1985, 1988; Kong y Chow, 1998) y, más recientemente, se ha

detectado esta propiedad en las fitotoxinas aisladas del hongo coprófilo

Guanomyces polytrix (Maclas et al, 2000, 2001)
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipótesis

Los criterios convencionales de preselección, fundamentados en

consideraciones quimiotaxonómicas, y de selección, basados en la aplicación de

ensayos biológicos apropiados, representan las herramientas más útiles para la

detección de organismos naturales ricos en compuestos bioactivos que puedan

constituir una alternativa para el desarrollo de nuevos agentes pesticidas de origen

natural

3.2 Objetivo principal

El objetivo principal de la presente disertación consiste en contribuir al

desarrollo de nuevos agentes herbicidas naturales, a través de la determinación del

potencial fitotóxico de los metabolitos secundarios derivados del liquen Parmotrema

tinctorum Nyl, (Hale) (Parmeliaceae) y de la especie vegetal Leucophyllum

ambiguum Humb & Bonpi, (Scrophulariaceae)

.33 Objetivos específicos

Para el cumplimiento del objetivo principal propuesto, se plantearon los

siguientes objetivos específicos:

3.3.1 Efectuar las actividades pertinentes de investigación bibliográfica referentes a

las especies propuestas para este estudio, de tal forma que la preselección de las

mismas posea bases bien fundamentadas,

3.3.2 Seleccionar las especies objeto de estudio, a través de la cuantificación del

efecto fitotóxico de los extractos orgánicos derivados de las mismas especies, sobre

la germinación y el crecimiento radicular de semillas de especies arvenses
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3. Hipótesis y Objetivos

333 Obtener los principios fitotóxicos de los extractos activos preparados a partir de

las especies seleccionadas, mediante un estudio biodirigido, empleando un

bioensayo cualitativo de tipo bioautográfico para verificar la actividad fitotóxica a io

largo de todo el proceso

3.3.4 Cuantificar la actividad fitotóxica de los productos puros aislados a partir de las

fracciones fitotóxicas.

3.3.5 Determinar la estructura molecular de ios compuestos activos mediante la

aplicación de métodos espectroscópicos, espectrométricos y de difracción de rayos

X

3..3.6 Explorar el modo de acción de los principios fitotóxicos mediante la evaluación

del efecto de los mismos sobre diversas reacciones de la fase luminosa de la

fotosíntesis (síntesis de ATP, captación de protones, transporte de electrones),

sobre la síntesis de ADN durante la germinación de semillas y de su posible

interacción con Ea proteína reguladora calmodulina

33.7 Divulgar los resultados obtenidos mediante la presentación de los mismos en

congresos nacionales e internacionales y a través de su publicación en revistas

internacionales apropiadas
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4. SECCIÓN EXPERIMENTAL

4.1 Ensayos biológicos

4,1.1 Evaluación cuantitativa de la actividad fitotóxica

La determinación cuantitativa de la actividad fitotóxica a nivel preemergente

de ios extractos y de los compuestos puros se realizó mediante la evaluación del

efecto de los mismos sobre la germinación y el crecimiento radicular de semillas de

las especies Amaranthus hypochondriacus L y Echinochloa crusgalli (Beauv) L

(Castañeda et ai, 1992), Para realizar el ensayo, las muestras se disolvieron en un

disolvente apropiado y se prepararon disoluciones con concentraciones de 1000,

100 y 10 /¿g/ml_ Posteriormente, 3 ml_ de las disoluciones se vertieron en cajas de

Petri que contenían un disco de papel filtro de 10 cm de diámetro y se permitió la

evaporación completa del disolvente, A continuación, se inició la germinación de 20

semillas de cada una de las especies de prueba, humedeciendo previamente ei

papel filtro con 3 ml_ de agua destilada,

Las cajas de Petri se incubaron a 28 °C y la actividad fitotóxica se determinó

calculando el porcentaje del crecimiento radicular y el de la germinación después de

24 hrs (A hypochondriacus) y 48 hrs (£ crusgalli) de exposición a ios tratamientos

En todos los casos se efectuaron cuatro réplicas y se emplearon agua y los

disolventes utilizados para la preparación de las disoluciones, como controles

negativos y 2,4-D como control positivo Los resultados obtenidos se analizaron con

el programa ANOVA (p<0,05) y los valores de CI50 se calcularon mediante un

análisis PROBIT a partir de los porcentajes de inhibición obtenidos

4.1.2 Evaluación cualitativa de la actividad fitotóxica

Para monitorear la actividad fitoinhibidora de las fracciones primarias y

secundarias se utilizó un método bioautográfico (Inoue et al, 1992), empleando

semillas de A hypochondriacus y de E, crusgalli como especies de prueba Los



4 Sección Experimental

ensayos correspondientes se efectuaron aplicando 10 mg de las muestras a evaluar

en placas de vidrio recubiertas con gel de sílice 60 F2M (5 x 20 cm, 0 25 mm de

espesor, Merck) y desarrollándolas con un sistema de disolventes adecuado

Concluido el proceso de elución, se permitió la evaporación completa del disolvente

y las placas se cubrieron con 20 mL de una suspensión de agar al 1 % Una vez

solidificada la suspensión, se colocaron las semillas de prueba, cubriendo completa

y homogéneamente la superficie, Las placas se incubaron en una atmósfera húmeda

a 28 °C durante 24 hrs (A, hypochondriacus) o 48 hrs (E crusgallí) Transcurrido el

periodo de incubación se observó !a zona de inhibición y se determinó el factor de

retención (Rf) correspondiente a la misma, Este último procedimiento se realizó por

comparación con una placa conteniendo la muestra de prueba, eluida en las mismas

condiciones y revelada con el agente cromógeno apropiado, Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado y como control positivo se empleó 2,4-D

4,1.3 Evaluación del efecto de los metabolitos mayoritarios de Parmotrema
tinctorum sobre la síntesis deADN

La determinación cuantitativa del efecto de los metabolitos mayoritarios de P

tinctorum sobre la síntesis de ADN se realizó utilizando como especies de prueba

semillas de A hypochondriacus y E crusgallí (García 1995), para lo cual el

compuesto se disolvió en CH2CI2 y se prepararon disoluciones con concentraciones

de 1000, 100 y 10 //g/mL Posteriormente, 300 ¿A. de las disoluciones se vertieron en

cajas de Petri que contenían un papel filtro de 2 cm2 (Whatman No 1) y se permitió

la evaporación completa del disolvente. A continuación, se inició la germinación de

50 mg de semillas de cada una de las especies de prueba, humedeciendo

previamente el papel filtro con 300 //L de una disolución acuosa de timidina tritiada

con una concentración de 10 //c/mL

Las cajas de Petri se incubaron a 30 °C durante 6, 12 y 24 hrs {A

hypochondriacus) o 15, 25 y 35 hrs (£. crusgalli) Concluido el periodo de

incubación, las semillas se fragmentaron en un politrón PCU-2, utilizando 10 mL de

un medio de homogeneízación que contenía KH2PO4 40 mM, KCI 15 mM, 2-

mercaptoetanoi 1 mM, sacarosa 250 mM, TPCK 75 /¿M, benzamidina 10 mM,

inhibidor de tripsina 50 /¿g/mL y Tris-HC! 40 mM, a pH 7,6, dos veces por 30 s a la
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velocidad máxima, A continuación, se adicionaron ai homogeneizado 5 mL de una

disolución acuosa de ácido tricloroacético al 10 %, para inducir la precipitación de

proteínas, La mezcla se mantuvo a 4 °C durante 30 min, El precipitado obtenido se

filtró a través de una fibra de vidrio y se lavó sucesivamente con ácido tricloroacético

al 10 % y con etanol a! 96 % Por último, el precipitado se secó en una estufa

durante 1 5 hrs a 65 °C y posteriormente se transfirió a un frasco vial que contenía

un líquido de centelleo, constituido por una disolución de 2-2'-para-fenilen-bis[5-

feniloxazol] y 2,5-difeniloxazol, en tolueno, y se determinó la cantidad de

radiactividad contenida en la muestra en un contador de centelleo Beckman

LS6000IC La cantidad de radiactividad detectada de esta manera es directamente

proporciona! al ADN biosintetizado en las semillas, pues la timidina tritiada con la

que son incubadas se incorpora a la cadena del ácido durante su síntesis

Los resultados obtenidos se compararon con los del blanco y con los

controles positivos, que consistieron en CH2CI2 y agua en el primer caso y en una

disolución de 2,4-D (8 8 x lO^M) en el segundo, Todos los experimentos se llevaron

a cabo por triplicado

4.1.4 Determinación del efecto de los metabolitos mayor itarios de
Parmotrema tinctorum sobre diferentes actividades de la fase
luminosa de la fotosíntesis

4.1.4,1 Aislamiento de los cloroplastos

Los cloroplastos se obtuvieron a partir de 30 g de hojas de espinacas frescas

(Spinacea olerácea L), verdes y turgentes, Todo el proceso de aislamiento se llevó

a cabo en frío y en la oscuridad Las hojas se lavaron con agua destilada y se les

removió la nervadura central y el ápice, Posteriormente, se homogeneizaron con 150

mL de un medio que contenía sacarosa 400 mM, MgCl2 5 mM, KCI 20 mM y tricina

30 mM, a pH 8,0, en una licuadora Osterizer L-21, durante 5 s intermitentes a la

velocidad máxima, El homogeneizado se filtró a través de una gasa y el filtrado se

centrifugó en un centrífuga Beckman J2-21 con rotor de ángulo fijo JA-20, a 4 000

rpm durante 5 min, a 4 °C, Por úitimo, el sobrenadante se desechó y el sedimento se
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resuspendió en 1 ml_ del medio de aislamiento (Lotina-Hennsen et al, 1991; Peña-

Valdivia et al, 1991),

4,1.4,2 Cuantificación de clorofila

La cuantificación de la clorofila se efectuó transfiriendo 50 ¡A. de la

suspensión de cloroplastos a un matraz volumétrico de 5 ml_ y aforando con una

disolución acuosa de acetona al 80 %, La mezcla se mantuvo en la oscuridad

durante 5 min, para extraer y disolver la clorofila y para evitar su degradación por la

luz Transcurrido este tiempo, la disolución se centrifugó en una centrífuga clínica CL

durante 5 min a 2 000 rpm, para sedimentar tas proteínas y otros residuos

precipitados de los cloroplastos, Posteriormente, se cuantificó el contenido de

clorofila mediante la determinación de la absorbancia a 663 y 645 nm, utilizando un

espectrofotómetro Beckman Du 650 (Strain et al, 1971), La concentración de

clorofila se calculó de acuerdo a la siguiente ecuación:

[clorofila] (JUQ clorofila mL"1) = (8.05 /¿g mL'1 x A ^ + 20,29 ¿¿g mL"1 * Ae45) (5 mL),

donde: A = absorbancia de la disolución de clorofila

8.05, 20,29 = coeficientes de extinción de la clorofila

5; factor de dilución

4.1.4.3 Determinación del efecto sobre la síntesis de ATP

La síntesis de ATP se determinó registrando los cambios de pH en el medio

de reacción entre 8,0 y 8.1, para lo cua! se empleó un microelectrodo combinado

Orion 8103 Ross conectado a un potenciómetro Corning 12 con escala expandida

(Gutiérrez-Lugo et al,, 1999), El voltaje generado por los cambios de pH se registró

en un equipo Gilson, Las determinaciones se efectuaron adicionando a 3 mL del

medio de reacción que contenía sorbitol 100 mM, MgCI2 5 mM, KCI 10 mM,

metilviológeno (MV) 0 05 mM y tricina 1 mM, a pH 8,0, ADP 1 mM, KH2PO4 3 mM, el
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compuesto de prueba en un intervalo de concentraciones de 50 a 300 /yM y la

cantidad de cloropíastos correspondiente a 20 /¿g/mL de clorofila El cambio de pH

en el medio de reacción se determinó después de un periodo de iluminación de 1

min Como fuente de iluminación se empleó una lámpara de proyector de 250 watts,

utilizando un lente de Izawa, constituido por una disolución de CuSO4 5H2O al 2 %

como filtro de luz y de calor El cambio de pH registrado es ei resultado del consumo

o de la producción de un equivalente de protón por cada molécula de ATP

biosintetizada según la siguiente reacción:

[Mg ADP]' + PO4
2+ + H+ -> [Mg ATP H]2'

En todos los casos se utilizó 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea (DCMU) 1 40 ><

10'7 M como control positivo (Streibig et a/,, 1999) y se realizaron blancos al inicio y

al final de cada experimento, los cuales consistieron en la mezcla de reacción sin

adicionar el compuesto a ensayar, El gradiente de protones producido se cuantificó

por titulación, adicionando 10 pL de una disolución de KOH 0 07 N al medio de

reacción, en presencia de cloropíastos sin iluminar (Peña-Valdivia et al, 1991; Dilley,

1972) y la rapidez de síntesis de ATP (r) se calculó de acuerdo a la siguiente

ecuación:

r (/¿moles ATP hr'1 mg clorofila"1) =

= 0.07 ¿¿moles KOH v XB x 60 min x 1
Xt 1 min hr 0,06 mg clorofila

donde: X} = altura de la pendiente de la curva obtenida al consumirse 0 07
/¿moles de protones, después de 1 min de reacción en la oscuridad
(cm)
Xp= altura de la pendiente de la curva obtenida con ios compuestos de
prueba después de un minuto de iluminación (cm)

4,1.4.4 Determinación del efecto sobre la captación de protones

El bombeo de protones se midió de manera similar aí procedimiento

empleado para cuantificar la síntesis de ATP, pero sin añadir ADP ni KH2PO4 al
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medio de reacción (Diüey, 1972), La rapidez de captación de protones (r) se calculó

mediante a la siguiente ecuación:

r (/¿moles H+ hr"1 mg clorofila"1) =

= 0.07 ¿¿moles KOH v XD x 60 min
Xt 1 min hr 0 06 mg clorofila

donde: Xt = altura de la pendiente de ia curva obtenida al consumirse 0 07
/¿moles de protones, después de 1 min de reacción en la oscuridad
(cm)
Xp= altura de la pendiente de ia curva obtenida con los compuestos de
prueba después de un minuto de iluminación (cm)

4,1.4.5 Determinación del efecto sobe el transporte de electrones no cíclico

La rapidez de ios transportes de electrones basal, fosforilante y desacoplado

se determinó indirectamente ai monitorear la producción del oxígeno liberado al

medio de reacción debido a la fotolisis del agua, utilizando un oxímetro Yelíow

Springs Instrument 5300 conectado a un registrador gráfico Beckman y a un

electrodo tipo Clark, en el cual el oxígeno es reducido a H2O Al mantener este

electrodo de platino a -0.7 volts respecto al de referencia (Ag/AgCI), circuía una

corriente eléctrica que es directamente proporcional a la concentración de oxígeno

que se libera o que se consume en el medio Por lo tanto, la captación de oxígeno es

considerada como un parámetro para determinar el transporte de electrones total en

la cadena redox, cuando se emplea MV como aceptor final de electrones (Lotina-

Hennsenefa/, 1991),

La determinación del transporte de electrones basal se efectuó adicionando a

3 mL de medio de transporte que contenía sorbitol 100 mM, MgCI2 5 mM, KCI 10

mM, KCN 0,5 mM, MV 0 05 mM y tricina 15 mM, a pH 8,0, el compuesto de prueba

en un intervalo de concentraciones de 50 a 300 /¿Myía cantidad de cloroplastos

correspondiente a 20 //g/mL de clorofila La mezcla resultante se agitó y se iluminó

durante 2 min con luz actínica de una lámpara de proyector Gaf 2669 de 250 watts,

filtrada a través de una lente de Izawa (Trebst, 1972; Lotina-Hennsen et al, 1991)
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Los transportes de electrones fosforilante y desacoplado fueron determinados de

manera similar al basa!, con la diferencia de que en el primer caso se adicionaron

ADP 1 mM y KH2PO4 3 mM al medio de reacción y NH4CI 6 mM como agente

desacoplante, en el segundo (Trebst, 1972),

En todos los casos se utilizó DCMU 1,40 x 10'7 M (Streibig et ai, 1999) como

control positivo y se realizaron blancos al inicio y al final de cada experimento, los

cuales consistieron en la mezcla de reacción sin adicionar el compuesto a evaluar

La rapidez del transporte de electrones se cuantificó al añadir al medio de reacción,

sin MV, 10 ¿A. de una disolución de l<3[Fe(CN)6] 40 mM como aceptor de electrones

e iluminando la mezcla que contenía los cloroplastos por un minuto (Lotina-Hennsen

et ai,, 1991; Peña-Valdivia et ai,, 1992) y se calculó de acuerdo a la siguiente

ecuación, comparándose con la obtenida para el blanco (Izawa, 1977; Trebst, 1972;

Dilley, 1972):

r (/¿equivalentes de electrones hr'1 mg clorofila"1) =

= 0.4 ¿¿equivalentes KgfFefCN)g1 x Xp x 60 min x 1
Xt 1 min hr 0 06 mg clorofila

donde: Xt= altura de la curva obtenida al consumirse 0.4 /¿equivalentes de
K3[Fe(CN)6], después de 1 min de iluminación (cm)

Xp= altura de la pendiente obtenida con los compuestos de prueba (cm)

4,1.4,6 Determinación del efecto sobre las reacciones parciales de los
fotosistemas I y II

La determinación del flujo de electrones en los fotosistemas I (FSI) y íl (FSII)

se efectuó adicionando al medio de reacción que contenía sorbitol 100 mM, MgCI2 5

mM, KCI 10 mM, KCN 0,5 mM y tricina 15 mM, a pH 8,0, agentes desacoplantes,

donadores y aceptares de electrones artificiales e inhibidores de la cadena redox, de

acuerdo a los procedimientos que se describen en los incisos a), b), c) y d) Todas

las determinaciones, con excepción de la reacción parcial de 1,5-difenilcarbazida

(DPC) a 2,6-diclorofenil indofenol (DCPIP), se realizaron en un oxímetro, de acuerdo

a la metodología indicada en el inciso anterior y ia rapidez del transporte de
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electrones, calculada mediante la ecuación incluida en el mismo inciso, se comparó

con la obtenida para el blanco

a) Transporte de electrones desacoplado en el fotosistema I de
DCPIP/ascorbato a MV

A 3 m L del medio de reacción se adicionaron DCMU 10 jM como inhibidor del

fotosistema II, DCPIP 100 /M reducido con ascorbato 300 /M como donador de

electrones de! fotosistema I, MV 0,05 mM como aceptor final de electrones, NH4CI 6

mM como agente desacoplante, el compuesto de prueba en un intervalo de

concentraciones de 50 a 300 ¿M y la cantidad de cloroplastos correspondiente a 20

/ig/ml_ de clorofila (Lotina-Hennsen et al., 1991; Peña-Valdivia et al, 1992) Como

control positivo se utilizó xantiletina 50 /M (Macías et al, 1999)

b) Transporte de electrones desacoplado en el fotosistema II de H2O a
DCPIP/K3[Fe(CN)6J

A 3 ml_ del medio de reacción se adicionaron dibromometilisopropil-para-

benzoquinona (DBMfB) 1 /¿M para inhibir el transporte de electrones hacia el FSI, e!

sistema DCPIP 100 /*M-K3[Fe(CN)6 300 /¿M como aceptor final de electrones, NH4CI

6 mM como agente desacoplante, el compuesto de prueba en un intervalo de

concentraciones de 50 a 300 ¡M y la cantidad de cloroplastos correspondiente a 20

/¿g/mL de clorofila (Lotina-Hennsen et al, 1991), Como control positivo se utilizó

DCMU 0.14/¿M (Streibig era/ , 1999),

c) Transporte de electrones desacoplado en el fotosistema II de H2O a SiMo

A 3 mL del medio de reacción se adicionaron DCMU 200 ¡M para inhibir el

transporte de electrones hacia el FSI, siíicomolibdato de sodio (SiMo) 10 /M como

aceptor final de electrones, NH4CI 6 mM como agente desacoplante, el compuesto

de prueba en un intervalo de concentraciones de 50 a 300 /M y la cantidad de
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cloroplastos correspondiente a 20 /¿g/mL de clorofila (Giaquinta y Dilley, 1975)

Como control positivo se utilizó 1,2,3,4-tetrametoxi-5-(2-propenil)benceno 2 86

(Jiménez et a/, 1997)

d) Transporte de electrones desacoplado en el fotosistema II de DPC a
DCPIP

Los cloroplastos obtenidos como se indicó anteriormente (inciso 4,1,4,1), se

incubaron en la oscuridad con una disolución de Tris 0,8 M, a pH 8 0, en una

proporción de 1 mL de medio por cada 300 //g de clorofila, durante 30 min, a 0 °C,

con agitación continua Transcurrido este tiempo, se adicionaron 40 mL del medio de

aislamiento de cloroplastos y la mezcla resultante se centrifugó a 5 000 rpm durante

2 min, Posteriormente, se determinó el contenido de clorofila de acuerdo a la

metodología descrita en el inciso 4.1.4.2,, La reacción se llevó a cabo adicionando a 3

mL del medio de reacción DBMIB 1 ¡M para inhibir el transporte de electrones hacia

el fotosistema I, DPC 200 /¿M como donador de electrones, DCPIP 100 ¡M como

aceptor final de electrones, NH4CI 6 mM como agente desacoplante, el compuesto

de prueba en un intervalo de concentraciones de 50 a 300 /M y la cantidad de

cloroplastos correspondiente a 20 //g/mL de clorofila,, La mezcla resultante se agitó y

se determinó su absorbancia a 600 nm antes y después de iluminarla durante 1 5

min con un haz luminoso filtrado a través de un lente de Izawa (Vernon y Shaw,

1969) Como control positivo se utilizó odoratol 4,60 /¿M (Achnine et ai, 1998)

4.1.5 Determinación de la interacción de los metabolitos mayoritarios de
Parmotrema tinctorum con la proteína calmodulina y con la enzima
fosfodiesterasa dependiente de calmodulina

4,15.1 Determinación del efecto de los metabolitos mayoritarios de
Parmotrema tinctorum sobre la movilidad electro/orática de la
calmodulina

La interacción entre los compuestos aislados del liquen P tinctorum y la

proteína calmodufina se determinó a través de un método eiectroforético en
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condiciones desnaturalizantes (Macías et al,, 2000, 2001) Para realizar las

evaluaciones, ios compuestos de prueba se disolvieron en DMSO y se prepararon

disoluciones con una concentración de 1 /¿g//¿L Posteriormente, se mezclaron 10 /A.

de cada disolución con 2 /¿g de calmodulina de bovino (Sigma) y 3 //L de CaCI2 1

mM y se llevó a un volumen final de 30 /A. con agua desionizada A continuación, la

mezcla de reacción se incubó durante 90 min, a 30 °C Transcurrido este tiempo, las

muestras fueron sometidas a ebullición durante 5 min para detener la reacción; una

vez que se enfriaron a temperatura ambiente, se les adicionaron 10 ¡A. de un buffer

de carga Por último, se llevó a cabo la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE

al 12 %), en forma vertical descendente, La composición de los geles y de ías

disoiuciones utilizadas se indican el Cuadro 9, Como control positivo se utilizó

ciorpromazina (Jamieson y Vanaman, 1979; Jarrett, 1986) y cada determinación se

realizó por triplicado

Cuadro 9, Composición de ios geles de acrilamida y de las disoluciones utilizadas
para llevar a cabo la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE al 12 %)

Celes y disoluciones

Gei sellador

Gel separador

Gel apilador

Composición

Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08

TEMED 100%

APS 10%

Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08

TRIS 3 M, pH 8,8

Agua

TEMED 100%

APS 10%

Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08

TRIS-HCM M, pH6.8

SDS10%

Agua

TEMED 100%

APS 10%

Cantidad

1 mL

2/iL

10 fA.

3 70 mL

1.17 mL

92 fA.

4.26 mL

10 ¡Á-

625 fA.

625//L

50 fA.

3.67/¿L

35//L
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Cuadro 9,. Composición de ios geles de acrilamida y de las disoluciones utilizadas
para llevar a cabo la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE al 12 %)
[continuación]

Geles y disoluciones Composición Cantidad

Disolución de corrida Trizma

Buffer de carga

Glicina

SDS

Agua

pH8,3

TRIS-HCí 1 M, pH 6 8

Glicerol 50 %

SDS 10%

2-mercaptoetanol

Azul de bromofenol 1 %

Agua

Disolución de tinción Metanol 20 %

Ácido acético 0 5 %

Azu! de Coomassie R250

6 00 g
28,50 g

2.00 g

2.00 L

0 6 mL

5mL

2mL

0.5 mL

10 mL

0 9 mL

100 mL

25 mL

02g

4,1,5,2 Determinación de la actividad de la enzima fosfodiesterasa en
presencia de calmodulina

La actividad de la fosfodiesterasa en presencia de calmoduiina se determinó a

través de la cuantificación de la cantidad del fosfato producido como resultado de la

reacción de hidrólisis del AMP cíclico catalizada por la enzima (Sharma y Wang,

1979; Leung et a/., 1984), Los ensayos correspondientes se llevaron a cabo

adicionando a una disolución que contenía 0.015 unidades de fosfodiesterasa de

cerebro de bovino (Sigma), diferentes concentraciones de calmodulina de cerebro de

bovino (Sigma) [2 5 x 10'3 a 0,5 /¿g], 15//L de una disolución de 5'-nucleotidasa de

veneno de Crotalus atrox (Sigma) [0 3 unidades] preparada en un buffer constituido

por Tris-HCt 10 mM y acetato de magnesio 0 5 mM, a pH 7, y 800 jul de un buffer de

reacción constituido por Tris-HCI 45 mM, acetato de magnesio 5 6 mM, imidazol 45
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mM y CaC¡2 2 5 mM, a pH 7 La mezcla anterior se incubó durante 30 min a 30 °C

Transcurrido este tiempo, a cada una de las muestras se les adicionó 100 ¡A. de

AMP cíclico 10.8 mM y se mantuvieron nuevamente a 30 °C durante 30 min Al

término de este segundo período de incubación, a cada muestra se le adicionaron

100 ¿A. de ácido tricloroacético al 55 % (m/v) para detener la reacción

A continuación se cuantificó la cantidad de fosfato producido durante la

reacción de hidrólisis del AMP cíclico, utilizando un método espectrofotocolorimétrico

(Sumner, 1944), de acuerdo al procedimiento que se describe a continuación A una

alícuota de 500 /A. de la mezcla de reacción anterior se le adicionaron 800 ¡A. de

heptamoítbdato de amonio al 6.6 %, en H2SO4 3.75 N y 200 /¿L de FeSO4 al 10 %

Las muestras se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente y posteriormente

se determinó la densidad óptica de cada una de ellas a 660 nm Los valores de

absorbancia obtenidos fueron interpolados en una curva estándar de fosfato

monobásico de potasio para determinar la concentración de fosfato obtenido en

cada tratamiento La curva estándar se construyó a partir de una disolución 50 mM

de fosfato monobásico de potasio (Sigma), tomando las alícuotas necesarias para

obtener catorce concentraciones diferentes en un intervalo de 50 a 700 nM A cada

alícuota se adicionaron 800 /¿L de heptamolibdato de amonio ai 6.6 % en H2SO4 3 75

N, 200 ¡Á. de FeSO4 al 10 % y agua desionizada hasta obtener un volumen final de

1500 /¿L La densidad óptica de las muestras se determinó a 660 nm, utilizando un

especírofotómeíro Beckman Du 650,

41.53 Determinación del efecto del hematomato de metilo (46) sobre la
actividad de la enzima fosfodiesterasa dependiente de calmodulina

Para evaluar el efecto del producto (46) sobre la actividad enzimática de ¡a

fosfodiesterasa en presencia de calmodulina, se prepararon disoluciones de

diferente concentración del compuesto de prueba (0 a 100 ¡M) y se incubaron con

una concentración saturante de calmodulina de cerebro de bovino (0 2 //g), de

acuerdo con el procedimiento descrito en el inciso 4.1.5.2, con excepción de que e!

compuesto a evaluar se adicionó después de haber incubado durante 3 min la

mezcla de reacción que contenía 0,015 unidades de fosfodiesterasa de cerebro de

bovino, 0 2 ¿KJ de calmodulina de cerebro de bovino, 0 3 unidades de 5'-nucleotidasa
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de veneno de Crotalus atrox y 800 ¿A. del buffer de reacción Cada ensayo se reaíizó

por triplicado y se utilizó clorpromazina como control positivo

4,1,5.4 Determinación del efecto del he mato mato de metilo (46) sobre la
actividad de la enzima fosfodiester asa en ausencia de calmodulina

La evaluación del efecto del hematomato de metilo (46) sobre la actividad

enzimática de la fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina se llevó a cabo de

acuerdo a la metodología indicada en los incisos 4.1.5.2 y 4.1.53, con excepción de

que no se adicionó calmodulina a la mezcla de reacción

4.2 Métodos cromatográficos

Los análisis cromatográficos en capa fina a nivel analítico y a nivel preparativo

se realizaron siguiendo las técnicas convencionales, utilizando placas de vidrio

recubiertas con gel de sílice 60 GF254 (Merck) de 0.25 mm de espesor, varios

sistemas de elución y como agentes cromógenos sulfato cérico o anisaldehído

(Lowery et al., 1993) Antes de efectuar el proceso de revelado, las placas se

visualizaron con íuz UV (254 y 365 nm), Para desarrollar el color fue necesario

calentar a 110 °C, por dos minutos aproximadamente, En el caso de las

cromatografías en columna abierta se empleó como adsorbente gel de sílice 60

GF254 (Merck), de granulos de 0,2-0,5 mm y de malla 70-230,

43 Estudio químico de la primera recolecta del liquen Parmotrema tinctotum
Nyi (Hale)

4,3.1 Material Hquénico

El materia! üquénico fue recolectado en la región de los Tuxtlas, Veracruz,

México e identificado por el Biólogo Gustavo Carmona del Instituto de Ecología de la

Universidad de Jalapa Una muestra de referencia (Voucher GG-1996) se depositó
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en la colección etnobotánica del Herbario del Instituto de Ecología (XAL), en Jalapa,

Veracruz

4,3.2 Métodos de extracción y de fraccionamiento preliminar

El material seco y molido (2,6 kg) se extrajo tres veces mediante un proceso

de maceración, con 5 L de una mezcla de CH2CI2-Me0H 1:1, El extracto resultante

se filtró y se concentró a presión reducida, obteniéndose 227 g de un residuo de

color café oscuro,

El extracto orgánico de P, tinctorum se sometió a un fraccionamiento primario

medíante una cromatografía en una columna de vidrio empacada con 2 6 kg de geí

de sílice, empleando como fase móvil un gradiente de hexano, CH2CI2 y MeOH Se

recolectaron un total de 374 fracciones de 500 ml_ Su semejanza cromatográfica en

capa fina permitió reunirías en ocho grupos de fracciones primarias y su actividad

fitotóxica se monitoreó mediante un método bioautográfico En el Cuadro 10 se

resumen los eluyentes empleados, el número de fracciones eluidas con cada uno de

ellos y las fracciones combinadas

Cuadro 10.. Resumen del fraccionamiento primario del extracto CH2Cl2-MeOH
obtenido de la primera recolecta del liquen Parmotrema tinctorum.

Eluyente Proporción Fracciones eluidas Fracciones combinadas (clave)

1-82
1-139 (PT^

83-104
140-226 (PT2)*

105-121
227-258 (PT3)

122-303
259-283 (PT4)*

304-318
284-309 (PT5)

319-334
310-330 (PT6)

335-360
331-365 (PT7)*

361-373
366-374 (PT8)*

374 _ _ _ ^ _
* Fracción es fitotóxicas
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Hexano-CH2Ci2

Hexano-CH2Cí2

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-Me0H

CH2CI2-MeOH

50:50

60:40

60:40

60:40

40:60

20:80

90:10

90:10

50:50
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433 Aislamiento y purificación de los compuestos presentes en las
fracciones primarias

433.1 Obtención del hematomato de metilo (46) de la fracción activa P72

A partir de la fracción primaria activa PT2 cristalizaron 46 mg de! compuesto

46, en forma de un sólido cristalino de color blanco, soluble en CH2CI2, p f-140-142°

C; IR (KBr) vmax cnr1 2962, 2765, 1647, 1576, 1435, 1263; RMN-1H (CDCi3, 300

MHz) 8 12 87 (1H, s, OH-2), 12,41 (1H, s, OH-4), 10,34 (1H, s, CHO) 6 29 (1H, s, H-

5), 3 96 (3H, s, CH3O-7), 2 53 (3H, S, CH3-8); RMN-13C (CDCI3, 75 MHz) 6 193 9 (C-

9), 172 0 (C-7), 168,3 (C-2), 166 7 (C-4), 152 3 (C-6), 112,1 (C-5), 108,5 (C-3), 103 9

(C-1), 52 2 (CH3O-7), 25,1 (CH3-8); EMFAB+ m/z (int reí) 211 [M + H]+ (48), 210

[M+ (25)3, 179 (58), 154 (100), 136 (63), 107 (18), 89 (15), 77 (13), 65 (5) [Ci0Hi0O5]

433.2 Obtención de la liquexantona (27) de la fracción PT3

La fracción primaria PT3 (3,5 g) mostró por cromatografía en capa fina un

compuesto visible con luz UV, el cual generaba un cromóforo de color amarillo al ser

revelado con sulfato cérico amoniacal, Este compuesto se purificó mediante

cromatografía en capa fina preparativa, utilizando ocho placas para cromatografía de

gel de sílice de 20 x 20 cm, Como fase móvil se empleó una mezcla de hexano-

CH2CI2 2:8 y el proceso de elución se realizó en tres ocasiones, Como resultado del

procedimiento anterior se obtuvieron 80 mg del compuesto 27, en forma de un sólido

cristalino de color amarillo, soluble en CH2CI2, p. f. 188-190 °C; UV (EtOH) Xmáx 374,

320, 257, 206; IR (KBr) vmax crrf1 3440, 1655, 1457, 824; RMN-1H (CDCI3, 500 MHz)

613.37 (1Hr s, OH-1), 6,68 (1HT o1, J = 2 5, H-5), 6,65 (1H, d, J = 2 5, H-7), 6 32 (1H,

d,J = 25, H-4), 6 30(1H, d, J = 2 5, H-2), 3 89 (3H, s, CH3O-3), 3 87 (3H, s, CH3O-

6), 2 84 (3H, s, CH3-8); RMN-13C (CDCI3, 125 MHz) 8 163 8 (C-1), 96 8 (C-2), 157 0

(C-3), 92,1 (C-4), 159,4 (C-4a), 98,5 (C-5), 159,4 (C-5a), 1658 (C-6), 1154 (C-7)

143.5 (C-8), 113 0 (C-8a), 182 4 (C-9), 104.1 (C-9a), 55 7 (CH3O-3,6), 23 4 (CH3-8);

EMIE m/z (int reí.) 286 [M+ (100)], 285 (8), 257 (27), 243 (8), 228 (3), 214 (3), 200

(3) [C16H14O5]
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4.3.3,3 Obtención del fi-orcinot carboxilato de metilo (54) de la fracción
activa PT4

De la fracción bioactiva PT4 (150 mg) precipitó un sólido amorfo de color

amarillo El análisis mediante cromatografía en capa fina de este sólido permitió

detectar la presencia de dos constituyentes,, La separación de ios productos se

realizó mediante una cromatografía preparativa en capa delgada, para lo cual se

utilizaron cuatro cromatoplacas de gel de sílice de 20 x 20 cm y una mezcla de

CH2Cl2-MeOH 99:1 como sistema de elución,. Este procedimiento permitió obtener

50 mg adicionales del compuesto 27 y 55 mg del producto 54, este último bajo la

forma de un sólido cristalino de color amarillo paja, soluble en MeOH, p.. f, 142-145

°C; RMN-1H (CDCI3, 500 MHz) 5 12,02 (1H, s, OH-2), 6,21 (1H, s, H-5), 5.06 (1H, s,

OH-4), 3 92 (3H, s, CH3O-7), 2,46 (3H, s, CH3-8), 2 10 (3H, s, CH3-9); RMN-13C

(CDCI3, 125 MHz) 5 172 6 (C-7), 163,2 (C-2), 158,0 (C-4), 140.2 (C-6), 110 5 (C-5),

108,4 (C-3), 105.3 (C-1), 51.7 (CH3O-7), 24,0 (CH3-8) 7 6 (CH3-9); EMIE m/z (int

reí) 196 [M+ (58)], 164 (100), 136 (87), 107 (10), 77 (5) [C10Hi2O4],

4.3.3.4 Obtención del orselinaío de metilo (50) de la fracción PT5

El compuesto 50 (9,3 g) cristalizó de manera espontánea de la fracción

primaria PT5, como un sólido de color rojo, soluble en MeOH, p. f. 136-138 °C; RMN-
1H (CDCI3 + CD3OD, 300 MHz) 5 11,82 (1H, s, OH-2), 6,25 (1H, d, J = 2 6, H-5), 6 23

(1H, d, J = 2 6, H-3), 3,91 (3H, s, CH3O-7), 2,57 (1H, s, OH-4), 2 47 (3H, s, CH3-8);

RMN-13C (CDCI3 + CD3OD, 75 MHz) 5 171,8 (C-7), 164,4 (C-2), 161.5 (C-4), 143 3

(C-6), 111.4 (C-5), 1042 (C-3), 1004 (C-1), 51.3 (CH3O-7), 23,8 (CH3-8); EMIE m/z

(int reí) 182 [M+ (53)], 151 (33), 150 (100), 122 (40), 121 (6), 94 (7) [C9H10O4]

4..J.3..5 Obtención del ácido difractaico (55) de la fracción activa PT7

La fracción primaria PT7 (34 g) se fraccionó mediante una cromatografía en

coíumna, empleando 680 g de gel de sílice como adsorbente y diferentes

combinaciones de hexano, CH2CI2 y MeOH, como eíuyentes Se recolectaron 62
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fracciones de 250 mL cada una, mismas que se reunieron en cuatro grupos después

de determinar su homogeneidad cromatográfica (Cuadro 11)

Cuadro 11, Resumen de la cromatografía en columna de la fracción primaria activa
PT7

Eluyente Proporción Fracciones eluidas Fracciones combinadas (clave)

Hexano-CH2Cl2 50:50 1 -33

1-33(PT7-A)
Hexano-CH2CI2 20:80 4-22

34-42 (PT7-B)*

CH2CI2 100 23-35 43-58 (PT7-C)

59-62 (PT7-D)
CH2C!2-MeOH 90:10 36-58

CH2CI2-MeOH 50:50 59-62

'Fracción fitotóxica

La fracción secundaria PT7-B (3,3 g), se cromatografió en una columna

empacada con 80 g de gel de sílice como adsorbente, Como eluyentes se utilizaron

diferentes proporciones de hexano, CH2CI2 y MeOH, Se obtuvieron 206 fracciones

de 50 mL cada una y el análisis cromatografía) en capa fina de ias mismas permitió

combinarlas en seis grupos,. En el Cuadro 12 se resume este proceso

La fracción terciaria PT7-BV (117 mg) se sometió a un proceso de separación

mediante una cromatografía en capa fina preparativa, para lo cual se utilizaron

cuatro placas para cromatografía de gel de sílice de 20 x 20 cm, Como fase móvil se

utilizó una mezcla CH2CI2-Me0H en una proporción de 92:8 Las placas se eluyeron

en una ocasión y después de procesarlas de la forma convencional, se obtuvieron 8

mg del compuesto 55 como un sólido cristalino de color rojo, soluble en CH2CI2, p f.

189-190 °C¡ IR (CHC!3) vmax cm*1 3422, 2927, 2851, 1731, 1651, 1606, 1454, 1404,

1252, 1136; RMN-1H (CDCI3, 300 MHz) 5 11,74 (1H, s, OH-21), 6 62 (1H, s, H-51),

6 54 (1H, s, H-5), 3 87 (3H, s, CH3O-4), 3 85 (3H, s, CH3O-2), 2,61 (3H, s, CH3-8'),

247 (3H, s, CH3-8), 2 18 (3H, s, CH3-9'), 2 16 (3H, s, CH3-9); RMN-13C (CDCI3, 125

MHz) 8 174 8 (C-71), 166 2 (C-7), 163 8 (C-21), 160,1 (C-4), 157 2 (C-2), 154 1 (C-41)
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140 9 (C-61), 135.5 (C-6), 119 6 (C-1), 117.6 (C-11), 117 4 (C-3), 116 7 (C-51), 108 4

(C-31), 108.1 (C-5), 62 1 (CH3O-2), 55 7 (CH3O-4), 24.1 (CH3-8'), 20 2 (CH3-8), 9 1

(CH3-9), 8 9 (CH3-9'); EMIE m/z (int reí.) 374 [M+ (5)]f 193 (100), 181 (2) EC2oH22073

Cuadro 12,. Resumen de la cromatografía en columna de la fracción secundaria
activa PT7-B

Eluyente

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

CH2CI2

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

CH2Cf2-MeOH

CH2CI2-MeOH

Proporción

50:50

40:60

30:70

10:90

100

99:1

95:5

80:20

60:40

Fracciones eluidas

1-34

35-50

51-72

73-101

102-139

140-151

152-203

204-205

206

Fracciones combinadas (clave)

1-5(PT7-BI)

6-70 (PT7-BII)

71-118 (PT7-BIII)

11-147 (PT7-BIV)

148-201 (PT7-BV)*

202-206 (PT7-BVI)

'Fracción fitotóxica

433.6 Obtención del ácido pirofórico (22), delorcinol (120) y de la lecanorina
(121) de la fracción activa PTg

La fracción fitotóxica PT8 (55 g) se sometió a un fraccionamiento secundario

mediante cromatografía en columna abierta, utilizando 750 g de gel de sílice y como

eluyentes hexano, CH2CI2 y MeOH, en diferentes proporciones Como resultado de

este proceso se obtuvieron 64 fracciones de 500 mL cada una En el Cuadro 13 se

muestran los disolventes empleados, su proporción y ¡as fracciones reunidas de

acuerdo a su similitud cromatográfica
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Cuadro 13,, Resumen de la cromatografía en columna de la fracción primaria
fitotóxica Pie

Eluyente Proporción Fracciones eluidas Fracciones combinadas (clave)

Z-A (PT8-A)

5-7 (PT8-B)

Hexano-CH2CI2 50:50 1-54 8-10 (PT8-C)

11-19 (PT8-D)
CH2CI2 100 55-62

20-34 (PT8-E)

CH2CI2-Me0H 70:30 63-64 35-39 {PT8-F)*

40-62 (PT8-G)

63-64 {PT8-H)*

*Fracciones fitotóxicas

Cada una de las fracciones secundarias resultantes se evaluó mediante ef

ensayo de bioautografía, encontrándose que la actividad fitotóxica se concentraba

en las identificadas como PT8-F y PT8-H Ei análisis cromatografía) de la fracción

PT8-F permitió detectar la presencia de una mezcla conformada por dos

compuestos, los cuales se separaron mediante cromatografía en capa fina

preparativa empleando como sistema de elución CH2CI2-Me0H en una proporción

de 93:7 De esta manera se obtuvieron 45 mg del producto 120, en forma de un

sólido amorfo de color café rojizo, RMN-1H (CDCI3 + CD3OD, 300 MHz) 5 6 50 (1H,

s, OH-3), 6 20(1H, d, J = 24, H-2), 6,17 (2H, d, J = 18, H-4,6), 5 33(1H, s, OH-1),

2 18 (3H, s, CH3-7); RMN-13C (CDCI3 + CD3OD, 125 MHz) 5 157,7 (C-1,3), 139 7 (C-

5), 107 5 (C-4,6), 99 8 (C-2), 21 1 (CH3-7); EMIE miz (int re!) 370 [M+ (124)

[C7H8O2]; y 20 mg del compuesto 121, como un sólido cristalino de color blanco

solubie en MeOH, p f. 152-153 °C; RMN-1H (C5D5N, 500 MHz) 5 7 07 (1H, ddd, J =

2 2, 2.0, 0 5, H-2'), 6.94 (1H, ddq, J = 2 1, 1.5, 10, H-61), 6 82 (1H, dd, J = 2 5, 0 5

H-3), 6.74 (1Hf ddq, J = 2.2, 1 5, 10, H-4'), 6,70 (1H, dd, J = 2 5, 0 5, H-5), 4 00{1H

s, OH-1'), 380 (1H, s, OH-4), 2.66 (3H, s, CH3-8), 2 25 (3H, s, CH3-7'); RMN-13C

(C5D5N, 125 MHz) 5 170 1 (C-7), 165.3 (C-4), 1642 (C-2), 159,7 (C-1'), 151 7 (C-31)

143 3 (C-6), 1404 (C-51), 114 5 (C-61), 113,5 (C-41), 112,4 (C-5), 107 3 (C-2'), 105 6
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(C-1), 101 7 (C-3), 23 6 (CH3-8), 21.0 (C-7'); EMIE m/z (int, reí) 274 [M+ (15)], 151

(100)[C15H14O5]

Por último, de la fracción secundaria fitotóxica PT8-H precipitaron

espontáneamente 18,6 g del compuesto 22 como un sólido amorfo amarillo, soluble

en DMSO; IR (KBr) i w crn"1 3319, 3095, 2981, 1670, 1610, 1503, 1462, 1240,

1068, 996, 794; RMN-1H (DMSO, 500 MHz) 5 1046 (1H, s, OH-21), 10 29 (1H, s,

OH-2), 10.00 (1H, s, OH-2"), 6 67 (1H, d, J = 2,0, H-31), 6,66 (1H, d,J = 20, H-51),

6,64 (1H, d, J = 2.0, H-3'1), 6,61 (1H, d, J = 2,0, H-5"), 6,23 (1H, d, J = 2.0. H-3), 6 22

(1H, d, J = 2Q, H-5), 3,30 (1H, s, OH-4), 2,37 (3H, s, CH3-81), 2 36 (3H, s, CH3-8),

2,35 (3H, s, CH3 -8"); RMN-13 (DMSO, 125 MHz) 5 170,4 (C-7"), 167,1 (C-7), 165 6

(C-71), 161.1 (C-4), 160,0 (C-2), 158,5 (C-211), 156.3 (C-21), 152 1 (C-41, 4"), 140 9 (C-

6), 139 5 (C-6"), 138,0 (C-61), 118,0 (C-V), 117,1 (C-111), 114 5 (C-5"), 114 2 (C-5'),

109 8 (C-5), 108 4 (C-1), 107.2 (C-4), 107.2 (C-3"), 100,5 (C-3), 21.3 (CH3-8), 20 9

(CH3-811), 19 4 (CH3-8
f); EMFAB+ m/z (int. re!) 469 [M + H]+ (4), 468 [M+ (2)], 424

(1), 301 (11), 257 (3), 151 (100), 136 (56), 107 (15) [C15H14O53,

4.4 Estudio químico de la segunda recolecta del liquen Parmotrema
tinctorum Nyl (Hale)

4.4.1 Material liquénico

El material liquénico fue recolectado por el Dr Fernando Calzada en la región

de Ayotzingo, Estado de México, México e identificado por el Dr Gastón Guzmán

del Instituto de Ecología de la Universidad de Jalapa,, Una muestra de referencia

(Voucher FC-1999-L) se depositó en la colección etnobotánica del Herbario Nacional

(MEXU), del Instituto de Biología de la UNAM

4.4,2 Métodos de extracción y de fraccionamiento preliminar

El material seco y molido (200 g) se sometió en dos ocasiones a un proceso

de maceración, con 2 L de una mezcla de CH2CI2-MeOH 1:1 El extracto resultante
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se filtró y se concentró a presión reducida, obteniéndose de esta manera 10 g de un

residuo de color café oscuro,

El extracto orgánico de P tinctorum se fraccionó mediante una cromatografía

en columna, utilizando 200 g de gel de sílice como adsorbente y como fase móvil un

gradiente de hexano, CH2CI2 y MeOH Se recolectaron 127 fracciones de 75 mL

cada una, las cuales se reunieron en cuatro grupos de acuerdo a su homogeneidad

cromatográfica en capa fina La actividad fitotóxica de las fracciones resultantes se

evaluó mediante un método bioautográfico En el Cuadro 14 se resumen los

eluyentes empleados, el número de fracciones eluidas con cada uno de ellos y las

fracciones combinadas

Cuadro 14, Resumen del fraccionamiento primario del extracto CH2Cl2-Me0H
obtenido de la segunda recolecta del liquen Parmotrema tinctorum

Eluyente

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

CH2CI2

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

Proporción

40:60

20:80

100

90:10

60:40

Fracciones eluidas

1-19

20-96

97-109

110-126

127

Fracciones combinadas (clave)

1-24 (PT,)

25-53 (PT,,)*

54-115 (PT,,,)

116-127 (PT,v)*

Tracciones fitotóxicas

4,4,3 Aislamiento y purificación de los compuestos presentes en las
fracciones primarias

4.4.3.1 Obtención del hematomato de metilo (46) y del p-orcinol carboxilato
de metilo (54) de la fracción activa PT/

De la fracción primaria activa PT| precipitó un sólido amorfo de color amarillo

La cromatografía de este sólido reveló la presencia de los compuestos 46 y 54 La

separación de estos productos se realizó mediante una cromatografía preparativa en

capa delgada, para lo cual se utilizaron dos cromatopiacas de 20 x 20 cm Como

fase móvil se empleó una mezcla de hexano-CH2C!2 3:7 y el proceso de elución se
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llevó a cabo repetidamente (2x), Como resultado de este procedimiento se

obtuvieron 15 mg adicionales del compuesto 46 y 5 mg del 54

4,4.3,2 Obtención del ácido (+)-úsnico (32) de la fracción activa Plu

A partir de la fracción primaria fitotóxica PTn precipitaron 104 mg de un sólido

amorfo de color amarillo El análisis cromatográfico de este sólido permitió detectar

la presencia de un producto mayoritario el cual se purificó mediante cromatografía

en capa fina preparativa, utilizando cinco cromatoplacas de gel de sílice de 20 x 20

cm y como sistema de elución una mezcla de CH2Cl2-Me0H 99:1, El procedimiento

anterior permitió la obtención de 85 mg del producto 32 como un sólido cristalino de

color amarillo, soluble en CH2CI2, p, f. 198-200 °C¡ [a]25
D +488° (c 1 mg/mL CHCi3);

IR (KBr) vmax CÍTT1 3350, 3077, 3008, 2965, 2875, 1685, 1605; RMN-1H (CDCI3, 300

MHz) 5 1880 (1H, s, OH-3), 13,30 (1H, s, OH-8), 11 00 (1H, s, OH-10), 6 00 (1H, s,

H-4), 2,70 (3H, s, CH3-18), 2 60 (3H, s, CH3-15), 2 10 (3H, s, CH3-16), 1.80 (3H, s,

CH3-13); RMN-13C (CDCI3, 75 MHz) S 200,3 (C-17), 201,8 (C-14), 198 0 (C-1), 191 7

(C-3), 179 4 (C-5), 163,8 (C-8), 157.5 (C-10), 155,2 (C-6), 109,3 (C-9), 105 2 (C-2),

103 9 (C-11), 101,5 (C-7), 98,3 (C-4), 59.0 (C-12), 32,1 (CH3-13), 31,3 (CH3-I8),

27 9 (CH3-15), 7,5 (CH3-16); EMiE m/z (int reí) 344 [M+ (68)], 262 (75), 233 (100),

217 (23), 215 (9), 149 (5), 115 (3) [C18H16O7],

4,433 Obtención del ácido girofórico (22) y del orselinato de metilo (50) de
la fracción activa PT¡v

De la fracción bioactiva PTlv (654 mg) cristalizaron 7 0 mg del compuesto 50

El resto de la fracción (647 mg) se cromatografió en una columna abierta sobre gel

de sílice (15 g), Se obtuvieron 72 fracciones de 30 ml_ cada una, utilizando como

eluyentes hexano, CH2CI2 y MeOH, en diferentes proporciones En el Cuadro 15 se

resumen los datos referentes a este fraccionamiento secundario
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Cuadro 15. Resumen de la cromatografía en columna de la fracción primaria
fitotóxica PTiv

Eluyente Proporción Fracciones eluidas Fracciones combinadas (clave)

1-23(PT,V-A)

Hexano-CH2CI2 50:50 1-66 24-27 (PTW-B)

28-34 (PT,v-C)

CH2CI2-MeOH 95:5 67-72 35-66 (PTVD)

67-72 (PT,v-E)*

*Fracciones fitotóxicas

Cada una de las fracciones secundarias resultantes se evaluó mediante el

ensayo de bioautografía, encontrándose que la actividad fitotóxica se concentraba

en la fracción PTiv-E, A partir de esta fracción precipitaron espontáneamente 78 5

mg del compuesto 22

4.5 Estudio fito químico de la especie Leucophyllum ambiguum Humb. & Bonpl.

4.5.1 Material vegetal

El material vegetal fue adquirido en el mercado La República, en el centro de

la ciudad de San Luis Potosí e identificado por el Dr Robert Bye del Instituto de

Biología de la UNAM, Una muestra de referencia (Voucher R Bye 20021) se

depositó en la colección etnobotánica del Herbario Nacional (MEXU) del instituto de

Biología, UNAM

4,, 5,2 Métodos de extracción y de fraccionamiento preliminar

El material vegetal seco y molido (2.8 kg), se extrajo en cuatro ocasiones

medíante un proceso de maceración, utilizando una mezcla de CH2CI2-MeOH 1:1 El
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extracto resultante se filtró y se concentró al vacío, obteniéndose 752 g de extracto

seco

El extracto total se fraccionó mediante una cromatografía en columna abierta,

utilizando 700 g de gel de sílice como adsorbente. El proceso de elución se realizó

con hexano, mezclas de hexano-CH2CÍ2, CH2CI2, mezclas de ChbCb-MeOH y

MeOH, Se recolectaron un total de 80 fracciones de 1 L cada una, las cuales se

analizaron mediante cromatografía en capa fina, reuniéndose todas aquellas que

cromatográficamente resultaron similares, De esta forma se obtuvieron nueve

grupos de fracciones primarias y su actividad fitotóxica se determinó mediante un

método bioautográfico, En el Cuadro 16 se resume este proceso de fraccionamiento

Cuadro 16. Resumen del fraccionamiento preliminar mediante cromatografía abierta
del extracto CH2CI2-Me0H obtenido de Leucophyllum ambiguum

Eluyente

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

CH2CI2

CH2CÍ2-MeOH

CH2CI2-MeOH

MeOH

Proporción

80:20

50:50

100

80:20

70:30

100

Fracciones eluidas

1-9

10-21

22-25

26^5

46-53

54-72

Fracciones combinadas (clave)

1-2 (LAi)

3-9 (LA2)

10-21 (LA3)*

22-23 {LA4)*

24-25 (LA5)*

26-36 (LA;)

37-45 (LA7)

46-53 (LAa)

54-72 (LA9)

*Fracciones fitotóxicas

4. .5'..3 Aislamiento y purificación de los compuestos presentes en las
fracciones primarias

4.53.1 Obtención del ácido trans-cinámico (122) de la fracción activa LAi

La fracción fitotóxica LA3 (20 g) se sometió a un fraccionamiento secundario

mediante una cromatografía en columna abierta Como adsorbente se utilizó gel de
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sílice (400 g) y como eluyentes combinaciones de hexano, CH2C12 y MeOH, en

diferentes proporciones, De esta manera se obtuvieron 115 fracciones de 400 ml_

cada una, las cuales fueron reunidas de acuerdo a su similitud cromatográfíca

(Cuadro 17) La bioautografía de los grupos de fracciones resultantes permitió

evidenciar una actividad fitotóxica importante en las fracciones LA3-C y LA3-D

Cuadro 17.. Resumen de la cromatografía en columna de la fracción primaria
fitotóxica LA3,

El uy en te

Hexano

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2C!2

CH2CI2

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

CH2Ci2-MeOH

Proporción

100

80-20

60-40

30-70

100

90-10

80-20

70-30

80-40

Fracciones eluidas

1-9

10-22

23-40

41-58

59-68

69-80

81-90

91-100

101-115

Fracciones combinadas
(clave)

1-15(LA3-A)

16-28 (LA3-B)

29-45 (LA3-C)*

46-54 (LA3-D)*

55-66 (LA3-E)

67-80 (LAa-F)

81-95 (LA3-G)

96-105 (LA3-H)

106-115 (LAg-l)

'Fracciones fitotóxicas

La fracción secundaria bioactiva LA3-D (3.9 g) se cromatografió en una

columna abierta sobre 80 g de gel de sílice Como eluyentes se utilizaron CH2CI2 con

cantidades crecientes de MeOH, En el Cuadro 18 se encuentra resumido este

proceso y se indican las fracciones que presentaron actividad fitotóxica de acuerdo a

su análisis bioautográfico

De la fracción primaria LA3-DIII precipitaron 80 mg de un sólido de color

verde El producto se lavó con mezclas de hexano-CH2CI2 y posteriormente se

cristalizó de MeOH-acetona, obteniéndose 45 mg de! compuesto 122, como un

producto cristalino de color amarillo, soluble en MeOH, p. f. 133-134 °C; UV (EtOH)

Xmáx nm 273; IR (KBr) vmáx crrf1 3024, 1681, 1631, 1493; RMN-1H (CD3OD, 300 MHz)

8 7.70(1H, d,J= 15 9, H-3), 7 60 (1H, m, H-21), 7,60 (1H, m, H-61), 7 40 (3H, m, H-
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3',4\ 51), 6.50 (1H, d,J= 16 2, H-2); RMN-13C (CD3OD, 75 MHz)5 170.3 (C-3), 146 3

(C-3), 135.8 (C-11), 131.4 (C-41), 130.0 (C-2',61), 1292 (C-3',5'), 119,3 (C-2); EMIE

m/z (int reí) 148 [M+ (87)], 147 (100), 103 (48), 77 (31), 51 (17) [C9H8O2]

Cuadro 18.. Resumen del fraccionamiento terciario de la fracción secundaria
fitotóxica LA3-D

Eluyente

CH2CI2

CH2C!2-MeOH

CH2CI2-MeOH

Proporción

100

90:10

80:20

Fracciones eluidas

1-28

2-45

46-70

Fracciones combinadas (clave)

1-25(LA3-DI)

26-42 (LA3-DH)

43-55 (LA3-DIH)*

56-62 (LAs-DIV)

63-70 (LAa-DV)

*Fracciones fitotóxicas

4.5.3.2 Obtención de la 2',2"-dimetoxisesamina (123) de la fracción activa
LA4

La fracción primaria fitotóxica LA4 (60 g) se sometió a un fraccionamiento

secundario mediante cromatografía en columna abierta, utilizando 900 g de gel de

sílice como adsorbente,, El proceso de elución se llevó a cabo empleando hexano

CH2CI2 y MeOH, en distintas proporciones, Se recolectaron 155 fracciones de 300

ml_ cada una, mismas que se reunieron considerando su homogeneidad

cromatográfica Este proceso generó nueve grupos de fracciones secundarias y su

evaluación por el método bioautográfico permitió detectar la actividad fitotóxica en

las identificadas como LA4-C y LA4-E (Cuadro 19)

Posteriormente, la fracción secundaria activa LA4-C (10 5 g) se

recromatografió en una columna abierta sobre gel de sílice (200 g) Como eluyentes

se utilizaron hexano, CH2CI2 y MeOH, en diferentes proporciones Se obtuvieron 95

fracciones de 250 mL cada una y, después de analizar sus características

cromatográficas, se reunieron en seis grupos La evaluación de cada una de estas

fracciones por el método bioautográfico permitió concluir que la designada como

LA4-CIV demostraba una actividad fitotóxica significativa (Cuadro 20)
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Cuadro 19,, Resumen del fraccionamiento secundario de la fracción primaria
fitotóxica LA,

El u ven te Proporción Fracciones eluidas Fracciones combinadas (clave)

Hexano

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

CH2CI2

CH2CÍ2-MeOH

CH2CI2-MeOH

100

80:20

70:30

50:50

20:80

100

90:10

70:30

1-30

31-52

53-80

81-102

103-115

116-130

131-150

151-155

1-25(LA4-A)

26-40 (LA4-B)

41-60 (LA4-C)*

61-75 (LA4-D)

76-90 (LA4-E)*

91-105 (LA4-F)

106-115 (LA4-G)

116-140 (LA4-H)

141-155 (LA4-I)

Tracciones fltotóxicas

Cuadro 20.. Resumen del fraccionamiento terciario de la fracción secundaria
fitotóxica LA4-C

Eluyente

Hexano

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

CH2CI2

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

Proporción

100

80:20

60:40

100

90:10

80:20

Fracciones eluidas

1-20

21-30

31-45

46-65

66-80

81-95

Fracciones combinadas (clave)

1-15(LA4-C!)

16-28 (LA4-CII)

29-42 {LA4-CIII)

43-61 (LA4-CIV)*

62-75 {LA4-CV)

76-95 (LA4-CVI)

* Fracción es fitotóxicas

El producto 123 (60 mg) cristalizó de manera espontánea dde la fracción

terciaria fitotóxica LA4-CIV, como un sólido incoloro, soluble en CH2CI2, p f, 102-104

°C; [a]25
D - 50° (CHCI3); UV (MeOH) Xmáx nm 277; IR {CHCI3) vmax cm"1 1630, 1610

1497, 1468, 1339, 1257, 1216, 1067, 1043, 757, 668; RMN-1H (CDCI3, 300 MHz) 5
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6.80 (1H, </, J = 8 1, H-6'), 6.80 (1H, d, J = 8 . 1 , H-6"), 6,50 (1H, d, J = 84, H-51), 6 50

(1H,d, J = 8 4, H-511), 5.90 (4H, s, 2OCH2O), 5..00 (1H, d, J = 39, H-2), 5 00(1H, d, J

= 3 9, H-6), 4,30 (2H, m, H-Aax, 8ax), 4,00 (6H, s, CH3O-2\ CH3O-2"), 3.90 (2H, m,

H-4eq, 8eq), 2.90 (2H, m, H-1, 5); RMN-13C (CDCI3, 75 MHz) 5 148 7 (C-21, 2"),

1407 (C-3\ 3"), 136 3 (C-11, 1"), 127,3 (C-41, 4"), 118,5 (C-6\ 6"), 102.2 (C-51, 5"),

100,9 (2 OCH2O), 81 7 (C-2, 6), 72.6 (C-4, 8), 59 5 (CH3O-2\ CH3O-2"), 54 1 (C-1,

5); EMIE m/z (int, reí..) 414 [M+ (90)], 383 (38), 233 (38), 203 (25), 191 (98), 179

(100), 165 (91), 161 (34), 152 (63), 151 (27), 133 (24) [C22H22O8]

4,5.3.3 Obtención de la 2*-metoxicobusina (124), de la cobusina (125) y de la
2*-metoxi-4J3-hidroxi-desmetoxicobmina (126) de la fracción activa
LA4-E

La fracción secundaria activa LA4-E (12.5 g) se cromatografió en una columna

abierta utilizando 250 g de gel de sílice y como eluyentes hexano, CH2CI2 y MeOH,

en diversas proporciones,, Se obtuvieron 105 fracciones de 250 mL cada una, las

cuales fueron reunidas en seis grupos de acuerdo a su homogeneidad

cromatográfica, Posteriormente, la bioautografía de estas fracciones indicó que la

identificada con la clave LA4-EIM concentraba la actividad fitotóxica (Cuadro 21)

Cuadro 21, Resumen del fraccionamiento terciario de !a fracción secundaria
fitotóxica LAt-E

Eluyente

Hexano

Hexano-CH2CI2

Hexano-CH2CI2

01-12012

CH2Ci2-MeOH

Proporción

100

80:20

70:30

100

80-20

Fracciones eluidas

1-26

27-40

41-66

67-90

91-105

Fracciones combinadas (clave)

1-35(LA4-EI)

36-57 (LA4-EII)

58-70 {LA4-EIII)*

71-85 (LA4-EIV)

86-100 (LA4-EV)

100-105 (LA4-EVI)

"Fracciones fitotóxicas
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La complejidad de la fracción terciaria fitotóxica LA4-EIII (7 0 g) hizo necesario

un cuarto fraccionamiento, para lo cual se utilizó nuevamente una cromatografía en

columna sobre gel de sílice. Se emplearon 210 g del adsorbente y el proceso de

elución se llevó a cabo con un gradiente de polaridad de CH2CI2-MeOH Se

recolectaron 80 fracciones de 150 ml_ cada una, las cuales, considerando su

homogeneidad cromatográfica, se reunieron obteniéndose cuatro grupos de

fracciones cuaternarias, El análisis bioautográfico de las mismas permitió detectar

que la actividad fitotóxica se encontraba en las fracciones LArEllib y

(Cuadro 22),

Cuadro 22, Resumen del fraccionamiento cuaternario de la fracción terciana
fitotóxica LA4-EIII.

Eluyente

OH2CI2

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

Proporción

100

98:2

90:10

Fracciones eluidas

1-63

64-77

78-80

Fracciones combinadas (clave)

1-29(LA4-EINa)

30-66 (LA4-ENIb)*

67-79 (LA4-EIIU)*

80 {LA4-EIMd)

'Fracciones fitotóxicas

La cromatografía en capa fina de la fracción bioactiva LArEÍIIb (871 mg)

permitió detectar la presencia de dos constituyentes, La separación de los productos

se realizó mediante una cromatografía preparativa en capa delgada, para lo cual se

utilizaron cromatoplacas de 20 x 20 cm y una mezcla de CH2CI2-Me0H 97:3 como

sistema de elución Este procedimiento permitió obtener 54 mg del compuesto 124

bajo la forma de un sólido cristalino de color blanco, soluble en CH2CI2 y con un

punto de fusión de 90-92 °C y 40 mg del compuesto 125, este último como un aceite

incoloro, soluble en CH2CI2; [a]25
D +453 (CHCl3); UV (MeOH) Xmáx nm 232, 284; IR

(CHCI3) vmax crrT1 1607, 1592, 1504, 1490, 1443, 1255; RMN-1H (CDCI3, 300 MHz) 5

6,90-6,80 (6H, m, H-2\ 2", 5', 5", 6\ 6"), 5,90 (2H, s,J = 42, OCH2O), 5 30 (2H, sa

H-2, 6), 4,80(1 H, ¿4.7 = 5.4,8.2, H-8eq), 4 40 (1H, d, J=9Q, H-4ax), 4 10 (1H, d, J

= 9.6, H-8ax), 3,90 (6H, s, CH3O-3", CH3O-4"), 3 80 (1H, dd, J = 3 4, 9 0, H-4eq),

2 90 (2H, m, H-1, 5), RMN-13C (CDCI3, 75 MHz) 8 149 2 (C-411), 148 8 (C-3"), 147 9
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(C-3\ 4'), 135.1 (C-1\ 1"), 119.6 (C-61, 6"), 109.0 (C-5\ 511), 106.5 (C-21)**, 106 3 (C-

2")**, 101.0 (OCH2O), 87.7 (C-2, 6), 71.0 (C-8), 69,7 (C-4), 55 9 (CH3O-3"T CH3O-

4"), 54 6 (C-1)*, 54 5 (C-5)*; EMIE m/z (int, reí) 370 [M+ (100)], 339 (10), 219 (16),

203 (25), 177 (32), 166 (34), 165 (68), 161 (24), 151 (38), 150 (25), 149 (78), 135

(40), 122(14)[C2iH22O6],

Por otra parte, el análisis cromatográfico de la fracción bioactiva LArEIHc (3 4

g) reveló que estaba constituida por los compuestos 124, 125 y por un tercer

producto, por lo que se procedió a separarlos por medio de una cromatografía

preparativa en capa delgada fina, empleando como sistema de elución CH2CI2-

MeOH, en una proporción de 98:2 Después de desarrollar ía placa en tres

ocasiones y de procesarla de la manera habitual, se obtuvieron 300 mg del

compuesto 126, este último bajo la forma de un aceite de color café, soluble en

CH2CI2

4.53.4 Obtención de la apigetrina (127) de la fracción activa LA$

La fracción primaria fitotóxica LA5 (24,0 g) se sometió a un fraccionamiento

secundario mediante cromatografía en columna abierta, utilizando 250 g de gel de

sílice y como eluyentes CH2CI2 con cantidades crecientes de MeOH Se recolectaron

106 fracciones de 250 mL cada una, En el Cuadro 23 se resume este procedimiento

De la fracción secundaria inactiva LA5-G precipitaron espontáneamente 88 mg

del compuesto 127, en forma de un sólido cristalino de color amarillo, soluble en

MeOH, p. f, 178-180 °C, [a]25
D +9 3 (piridina-H2O 1:1); UV (MeOH) Amáx nm 220,

268, 328; IR (KBr) vmaxcrrr1 3418, 2921, 1657, 1605, 1496; RMN-1H (DMSO-cfe, 300

MHz) S 12 90 (1H, s, OH-5), 10 40 (1H, s, OH-41), 7,90 (1H, d, J = 9.0, H-61), 7 90

(1H, d,J = 90, H-21), 6 90(1H, d, J = S7, H-31), 6,90 (1H, d, J = 8.7, H-51), 6 90 (1H,

s, H-3), 6.80 (1H, d, J = 2..1, H-8), 640 (1H, d, J = 2 1, H-6), 5 10(1H, d,J = lb H-

1"), 3 70 (1H, da, J= 10 2, H-6"), 3 50 (1H, m, H-5"), 3,30 (1H, m, H-3"); RMN-13C

(DMSO-cfe, 75 MHz) 8 181,7 (C-4), 164 0 (C-2), 163 7 (C-7), 161 4 (C-5), 161 1 (C-

4'), 157 3 (C-9), 128 4 (C-2',61), 121 2 (C-11), 115.9 (C-3',5'), 102 8 (C-10), 103 7 (C-

3), 99 8 (C-6), 93,9 (C-8); EMFAB+ m/z (int reí) 433 [M + H]+ (4), 432 [M+ (2)], 270

(3), 163 (3), 154 (100), 118 (3), 94 (4), (59) [C2iH20O103
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Cuadro 23, Resumen del fraccionamiento secundario de la fracción primaria
bioactiva LA5

Eluyente

orl2t_<l2

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-MeOH

CH2CI2-Me0H

Proporción

100

98:2

94:6

92:8

90:10

80:20

50:50

Fracciones eluidas

1-15

16-30

31-39

40-77

78-94

95-102

103-106

Fracciones combinadas (clave)

1-41 (LAg-A)

42-45 (LAs-B)

46-48 (LA5-C)

49-54 (LA5-D)

55-65 (LAg-E)

66-71 (LA5-F)

72-97 (LA5-G)

98-106 (LA5-H)

Tracciones fitotóxicas

4,5.3.5 Obtención de la apigenina (128) de las fracciones LAj.y LAg

El compuesto 128 (1,5 g) precipitó de manera espontánea de las fracciones

primarias LA7 y LAs, como un sólido cristalino de color amarillo, soluble parcialmente

en MeOH y en acetona, p. f. 345-347 °C; [a]2S
D +15 5 (piridina-H2O 1:1); UV (MeOH)

5Uáx nm 269, 359; IR (KBr) vmax cm"1 2956, 1657, 1599, 1462; RMN-1H (DMSO-c/6,

300 MHz) 5 13 00 (1H, s, OH-5), 10 50 (2H, s, OH-41, OH-7), 7,90 (1H, d, J = 8 8, H-

61), 7.90 (1H, d, J = 8..8, H-2'), 6,90 (1H, d, J = 8 8, H-31), 6,90 (1H, d ,J = 88 , H-51),

6,80 (1H, s, H-3), 6 50 (1H, d, J = 2.0, H-8), 6 20 (1H, d, J = 2 1, H-6); RMN-13C

(DMSO-de, 75 MHz) 6 181,9 (C-4), 164,2 (C-2), 162,9 (C-7), 161.3 (C-5), 161 0 (C-

4'), 156.9 (C-9), 128,5 (C-2',6'), 121,0 (C-11), 115.9 (C-3',51), 105.3 (C-10), 103 0 (C-

3), 99.9 (C-111), 99 5 (C-8), 94.8 (C-8), 77.1 (C-5"), 76 4 (C-3"), 73 0 (C-2"), 69 5 (C-

4"), 60.6 (C-611); EMIE m/z (int, reí) 270 [M+ (100)], 269 (43), 153 (22), 152 (16), 124

(18), 123 (10), 121 (6), 118 (14) [C15H10O5],
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4.6 Caracterización de los productos naturales

4., 6.1 Determinación de las constantes físicas, espectrométricas y
espectroscopias

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no se

encuentran corregidos,

Los espectros en el infrarrojo se registraron en un espectrofotómetro de rejilla

Perkin-Elmer FT 1605, en pastilla de KBro en película de CH2CI2

Las rotaciones ópticas y los espectros en el UV se obtuvieron en un

polarímetro digital JASCO Dip 360 y en un espectrofotómetro Perkin-Elmer 202,

respectivamente,

Los espectros de masas se determinaron en un equipo Jeol 5X 102A,

mediante introducción directa a 70 eV, en tanto que los espectros de masas

generados mediante bombardeo rápido de átomos (modalidad positivo) se

obtuvieron en un aparato Jeol JMS-SX102A, bombardeando las muestras con 10

kev átomos de Xe y suspendiéndolas en nba,

Los experimentos anteriores se realizaron en la Unidad de Servicios de Apoyo

a la Investigación de la Facultad de Química, UNAM

Los espectros de resonancia magnética nuclear protónica (RMN-1H) y de

carbono 13 (RMN-13C) se determinaron en la Unidad de Servicios de Apoyo a la

Investigación de la Facultad de Química y en el instituto de Química, UNAM y se

obtuvieron en un aparato Varian Unity INOVA, el cual se operó a una frecuencia de

300 o de 75 MHZ, Los espectros HMBC y HMQC fueron realizados en ia UAM

Iztapaiapa y se generaron en un equipo Bruker DMX500, operado a 500 o a 125

MHZ, Los desplazamientos químicos de los espectros se asignaron en unidades ó

(ppm), referidos a! tetrametilsilano (TMS) como referencia interna Se realizaron

secuencias de pulsos estándares Varian para el registro de los espectros de RMN

bidimensional homonuclear (1H-1H COSY),

Los estudios de difracción de rayos X se efectuaron en el Instituto de

Química, UNAM y se obtuvieron en un difractómetro Nicoíet R3m,
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4.6.2 Pruebas químicas preliminares para la identificación de glicósidos

4.6.2.1 Hidrólisis enzintática de la apige trina (127)

A 5 mg del compuesto 127 se adicionaron 1 ml_ de agua destilada y 5 mg de

la enzima y?-glucosidasa (Sigma Tipo I), La reacción se incubó a 36 °C durante 72 hr

y posteriormente se extrajo con CHCI3, La fase acuosa se empleó para la detección

cromatográfica de los azucares

4.6.2.2 Hidrólisis acida de la apigetrina (127)

A 5 mg del compuesto 127 se añadió 1 mL de HCI 1N y se sometió a reflujo

durante 30 min Al cabo de ese tiempo, la disolución acida se extrajo con CHCb y la

fase orgánica obtenida se sometió a un proceso de partición con NaHCO3 al 10 % y

con H2O y, posteriormente, se secó con Na2SO4 anhidro, La fase acuosa se utilizó

para la detección cromatográfica de los azúcares

4,6,23 Detección de azúcares

Los azúcares se detectaron por comparación en cromatografía en capa fina

con muestras auténticas adquiridas comercialmente de la casa Merck [L-(+)-

arabinosa, D-(-)-fructosa, D-(+)-galactosa, D-(+)-glucosa, D-(+)-sacarosaj Como

sistema de elución se utilizó una mezcla de CHCI3-MeOH-H2O 64:50:10 y como

agente cromógeno, anisaldehído,

4,6.3 Preparación del derivado metilado de la 2'-metoxi-4''-hidroxi-
desrnetoxicobusina (126)

A 10 mg del producto 126 disueito en MeOH, se adicionaron 10 mL de una

disolución etérea de diazometano y se dejó reaccionar a temperatura ambiente

durante 24 hrs, La disolución de diazometano se generó a partir de una disolución

de KOH (5 g en 7 5 mL de agua destilada), 25 mL de MeOH, 15 mL de éter etílico y

21 5 g de A/-metil-/V-nitroso-p-toluensulfonamida (Diazald Aidrich), en 45 mL de éter
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etílico La mezcla de reacción anterior se mantuvo en agitación continua a una

temperatura de 5 °C El diazometano se destiló a 60 °C utilizando un baño María y

se recolectó en un recipiente introducido en un baño de hielo
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La presente investigación se desarrolló utilizando las estrategias

metodológicas convencionales para el descubrimiento de fitotoxinas de origen

natural (Duke y Lydon, 1987, 1993; Duke y Abbas, 1995; Cordell, 1995) En primer

lugar se llevó a cabo la preselección de las especies Parmotrema tinctorum Nyl

(Hale) y Leucophyllum ambiguum Humb, & Bonpl,, con base en consideraciones

quimiotaxonómicas A continuación se preparara n extractos orgánicos a pequeña

escala de las especies preseieccionadas, con la finalidad de determinar su potencial

fitotóxico Este último proceso permitió la selección de las dos especies como

organismos apropiados para Ea obtención de fitotoxinas, por lo que se iniciaron los

estudios químicos biodirigidos que permitieron la obtención de los metabolitos

secundarios activos, y posteriormente se procedió a su caracterización y evaluación

biológica Por último, los productos fitotóxicos caracterizados fueron objeto de una

serie de estudios preliminares conducentes a la determinación de sus posibles

blancos de acción a nivel molecular, Los resultados obtenidos en esta investigación

se encuentran integrados en dos partes, La primera parte abarca todos los aspectos

relacionados con la investigación química de dos recolectas diferentes del liquen P

tinctorum Así mismo, se discute el potencial fitotóxico de los metaboiitos aislados,

su efecto sobre las reacciones de transferencia de electrones de la fotosíntesis, la

síntesis de ADN durante la germinación de semillas y sobre la proteína calmoduíina

Parte de estos resultados permitieron la integración de un manuscrito que fue

publicado en el Journal of Natural Products 63, 1396 (2000), La segunda parte se

enfoca al estudio fitoquímico de la especie vegetal L, ambiguum y a la evaluación del

potencial fitotóxico de los productos naturales aislados de la misma

5.1 Investigación de las fitotoxinas de Parmotrema tinctorum Nyl (Hale)

5.1.1 Preselección y selección del liquen Parmotrema tinctorum

La preselección de la especie Parmotrema tinctorum se realizó con base en

un criterio quimiotaxonómico, ya que los liqúenes constituyen una fuente valiosa de

metabolitos con actividad biológica y, en particular, las especies pertenecientes a la
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familia Parmeliaceae biosintetizan una amplia gama de metabolitos biodinámicos

(Culberson y Elix, 1989; Lawrey, 1995, Huneck, 1999; ínter alia)

Posteriormente, los resultados obtenidos de la determinación deí efecto de los

extractos orgánicos preparados a partir de dos recolectas de esta especie, sobre la

germinación y el crecimiento radicular de semillas de las especies arvenses

Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli, permitieron demostrar

claramente el potencial fitotóxico de P. tinctorum Estos resultados se encuentran

indicados en ei Cuadro 24

Cuadro 24. Actividad fitotóxica de los extractos CH2CI2-MeOH (1:1) de Parmotrema
tinctorum.

Tratamiento CI50 Crecimiento radicular (/¿g/mL) CI50 Germinación (//g/mL)
A. hypochondriacus E. crusgalli A. hypochondriacus E. crusgalli

1a recolecta 135,0 151,4 102,3 182 0

2a recolecta 134,4 107,4 1506 2955

2,4-Da 1 ,8x10^M > 2 3 x 1 0 " 4 M 8 ,8x10^M > 2 3 x 1 0 ^ M

aÁcido 2,4-diclorofenoxi acético (control positivo)

La actividad fitotóxica presentada por los extractos de P tinctorum, permitió la

selección de este liquen como un candidato apropiado para ía obtención de

compuestos de utilidad para el desarrollo de agentes herbicidas, A continuación, se

prepararon los extractos íntegros mediante un proceso de maceración, para así

iniciar el proceso de aislamiento de los compuestos activos a través de un estudio

fitoquímico biodirigido, estrategia que ha permitido en múltiples ocasiones el

aislamiento de productos biodinámicos de manera exitosa (Harvey, 2000)

51,2 Aislamiento de los principios fitotóxicos apartadélos extractos activos
de Parmotrema tinctorum

El fraccionamiento preliminar de los extractos activos se realizó mediante la

técnica de cromatografía en columna abierta sobre gei de sílice Como resultado de

este procedimiento, se obtuvieron ocho grupos de fracciones primarias en el caso de
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la primera recolecta de P tinctorum y cuatro en el caso de la segunda La

verificación de la actividad fitotóxica a lo largo de este estudio se realizó mediante un

método bioautográfico (Inoue et a/, 1992), Esta técnica indicó de una manera

sencilla, rápida y eficaz que la actividad fitoinhibidora se concentraba en las

identificadas como PT2l PT4, PT8, PTM y PT]V (ver Sección Experimental)

Posteriormente, cromatografías sucesivas de estas fracciones permitieron el

aislamiento de ocho metabolitos secundarios a partir de la primera recolecta y de

cinco a partir de la segunda En los Cuadros 25 y 26 se incluyen las estructuras de

los compuestos aislados, su rendimiento con relación al peso del material liquénico

seco y las fracciones primarias de donde se aislaron

Cuadro 25.. Metabolitos secundarios aislados de las fracciones activas de la primera
recolecta de Parmotrema tinctorum

Compuesto Rendimiento (%) Fracción

OCH3

Hematomato de metilo (46)

OH O CH3

CH3O

Liquexantona (27)

OCH3

0,0050 PT;

0 0020 PT,

OCH3

HO' ^f T)H
CH3

^-Orcinol carboxilato de metilo (54)

0 0020
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Cuadro 25, Metabolitos secundarios aislados de las fracciones activas de la primera
recolecta de Parmotrema tinctorum (continuación)

Compuesto Rendimiento (%) Fracción

OCH3
0,3600 PT5

Orselinato de metilo (50)

CH3O ^f OCH3
CH3 CH3

Ácido difractaico (55)

COOH
0,0003 PT7

0.0017 PT«

OH

Lecanorina (121)

0,0008 PTa

c*
OH O

Ácido g ¡rotórico (22)

0 7000 PT8
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Cuadro 26,, Metabolitos secundarios aislados de las fracciones activas de la
segunda recolecta de Parmotrema tinctorum.

Compuesto Rendimiento (%) Fracción

CH3 O
' II

HO' ^ T "OH

CHO

Hematomato de metilo (46)

0 0075 PT,

CH3 O
II
C.

HO

X)CH,

CH3

/?-Orcinol carboxilato de metilo (54)

O
OH O \\

C—CH3

Ácido (+)-úsnico (32)

0.0025

00425

PT,

PT(1

QH3 Q

^OCH3

HO' ^ - " "OH

Orselinato de metilo (50)

0,0035 PTr

CH,

HO OH

•CH 3

O
C
II

OH O

Ácido girofórico (22)

COOH

OH

0.0400 PTr
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5.1.3 Caracterización de los compuestos aislados de Parmotrema tinctorum

De manera general, la caracterización de los compuestos aislados en el presente

estudio se realizó mediante la aplicación de las técnicas espectroscópicas y

espectrometrías convencionales

Las constantes físicas, espectroscópicas y espectrometrías de los compuestos

22, 27, 32, 46, 50, 54, 55, 120 y 121 se encuentran en perfecta armonía con las

descritas en la literatura para el ácido girofórico (Holzmann y Leuckert, 1990; Narui et

ai, 1998), la líquexantona (Letcher, 1968; Okorie, 1976), el ácido (+)-úsnico (Konig y

Wright, 1999), el hematomato de metilo (Bruun, 1971; Sundholm y Huneck, 1981;

Pulgarin y Tabacchi, 1989), eí orselinato de metilo (Witiak et al., 1967; Jayaprakasha et

al,, 1998), el y9-orcinol carboxilato de metilo (Bruun, 1971; Sundholm y Huneck, 1981), el

ácido difractaico (Culberson, 1969; Sundholm y Huneck, 1981), el orcínol (Witiak et ai,

1967) y para la lecanorina (Nakatani eí al., 1991), respectivamente Los datos

correspondientes se encuentran incluidos en la Sección Experimental Cabe mencionar

que esta es la primera descripción de la liquexantona (27), del orcinol (120) y de la

lecanorina (121) en la especie P. tinctorum

5,1.4 Potencial fitotóxico de los compuestos aislados de Parmotrema tinctorum

El potencial fitotóxico de los metaboíitos secundarios aislados de las fracciones

activas se determinó mediante la evaluación de su efecto sobre el crecimiento radicular

y la germinación de A, hypochondríacus y E crvsgalli, utilizando el método en caja de

Petri (Castañeda et al,, 1992) Los resultados de estas pruebas, expresadas como

concentraciones inhibidoras medias (CÍ50), se muestran en eí Cuadro 27 y, como puede

apreciarse, el ácido (+)-usnico (32), ei hematomato de metilo (46), e! orselinato de

metilo (50), el /?-orcinol carboxilato de metilo (54), el ácido difractaico (55), el orcinol

(120) y la lecanorina (121), inhibieron significativamente tanto la germinación como el

crecimiento radicular de las dos arvenses de prueba, Los productos 32 y 46 fueron las

fitotoxinas más potentes; ambos productos mostraron una actividad mayor que la del
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ácido 2,4-D (control positivo). Los compuestos 22 y 27 no afectaron a ninguna de las

dos malezas En todos los casos el efecto inhibitorio fue dependiente de la

concentración y, en general, las semillas de A hypochondríacus resultaron más

sensibles a los tratamientos que las de E crusgalli.

Cuadro 27. Actividad fitotóxica de los compuestos aislados de Parmotrema tinctorum

Compuesto

22

27

32

46

50

54

55

120

121

2,4-Da

Crecimiento radicular

A. hypochondriacus

2,0x10''

> 2,0x10"'

5,8 X10"8

2 1 x10'5

2 9x10^

32X10"1

1,0x10^

1,0x10"'

5,8x10^

1 8X10"4

CIso(M)

£., crusgalli

20x10' '

> 2,0x10'3

11 X10"4

2,9 x10'5

3..1x10"4

6 1 xiO"4

1.4 X1O4

1.1 x10"3

1.8X10-4

>2.3x10-4

Germinación C

A hypochondriacus

2 0x10''

>2 0x10"3

52x10^

6,8x10"6

3.6 xiO"4

7.6 X10"4

1 1 X10"4

1 7x10''

7,6x10^

8,8 X10"4

:i»(M)

£ crusgalli

2.0'x10'3

> 2 0 x 1 0 3

20x10" 5

1 7 x 1 0 ' 5

6.8X10-4

1 1 x 1 0 3

1 5 x 1 0 ^

> 8 1 x 103

7 1 xiO*4

> 2 3x10"4

Acido 2,4-diclorofenoxi acético (control positivo)

La actividad fitotóxica del ácido (+)-úsnico (32), se encuentra bien documentada

en la literatura, en donde se describe que este dibenzofurano inhibe la germinación y el

crecimiento radicular de semillas de Phaseolus mungo y de Triticum aestivum (Dalvi et

al,, 1972) Cabe mencionar que el enantiómero de este producto posee también una

potente actividad fitotóxica, Este último compuesto inhibe la germinación y el

crecimiento de Lepidium sativum. Así mismo, se han realizado algunos estudios en los
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que se han tratado de elucidar los mecanismos posibles por los cuales estos

dibenzofuranos ejercen su acción fitoinhibidora Así por ejemplo, se ha determinado que

mientras que el ácido (-)-üsnico inhibe significativamente la actividad de las enzimas

para-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa y protoporfirina oxidasa, proteínas involucradas en

la biosíntesis de carotenoides, porfirinas y clorofilas en plantas superiores, el ácido (+)-

üsnico (32) no las afecta (Romagni e/a/.., 2000) Otras investigaciones indican que este

último inhibe el transporte de electrones en la cadena fotosintética En estos estudios se

utilizaron cloroplastos aislados de hojas de Spinacea olerácea y Quercus rotundifolia y

se determinó que la fitotoxina actúa sobre el lado oxidante del fotosistema II,

específicamente a nivel del residuo de tirosina Z del polipéptido Di, el cual conduce a

los electrones desde el átomo de Mn2+ al centro de reacción P68o Esta inhibición se

cree que es debida a la formación de un quelato muy estable entre el ácido (+)-usnico

(32) y los iones Mn2+ que participan en la fotolisis del agua (Inoue era/ , 1987; Giménez

y Vicente, 1989) Otros estudios menos específicos que han documentado ios efectos

fitotóxicos del ácido üsnico (32) incluyen la inhibición de la transpiración y de la

liberación de oxígeno en semillas de maíz y girasol (Lasceve y Gaugain, 1990)

En relación con los compuestos restantes obtenidos en este estudio, con

excepción del ácido difractaico (55), el cual inhibe el crecimiento de semillas de Lactuca

sativa (Nishitoba et ai, 1987), a la fecha no se ha descrito ningún estudio relacionado

con su actividad fitotóxica

5,1.5 Efecto de los compuestos aislados de Parmotrema tinctorum sobre las
reacciones de transferencia de electrones de la fotosíntesis

Con base en la actividad fitoinhibidora significativa que presentaron los

metabolitos aislados de P tinctorum, se consideró conveniente explorar en forma más

detallada el potencial herbicida de estos compuestos, para lo cual se procedió a

estudiar su efecto sobre las reacciones de transferencia de electrones de ia fotosíntesis,

a través de ia realización de diversos bioensayos in vitro, utilizando cloroplastos

aislados de hojas de espinaca {Spinaceae olerácea L), Las actividades fotosintéticas

estudiadas se seleccionaron tomando como referencia el modo de acción de un gran
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número de herbicidas utilizados comercialmente (Moreland, 1980; Bowes et al,, 1981;

Linscott, 1981; Mathis y Rutherford, 1984; Corbett, 1984; van Rennsen, 1989; Percival y

Baker, 1991; Streibig etal,, 1999; Haynes, 2000; ínter alia)

En primer lugar, se determinó el efecto de los compuestos sobre la síntesis de

ATP y se seleccionaron los compuestos que inhibieron este proceso para evaluar su

actividad sobre la captación de protones y sobre los transportes de electrones basal,

desacoplado y fosforilante, y así determinar el mecanismo a través del cual ejercen su

efecto inhibitorio Posteriormente, se procedió a caracterizar el sitio de la cadena

transportadora de electrones que resultaba afectado por los compuestos activos

La discusión del efecto mostrado por cada uno de los compuestos evaluados

sobre las actividades fotosíntéticas mencionadas anteriormente, se presenta en la

siguiente sección

5,1.5.1 Efecto de los compuestos aislados de Parmotrema tinctorum sobre la
síntesis de ATP y la captación de protones

La síntesis de ATP se determinó utilizando un método potenciométrico, de

acuerdo al procedimiento descrito en la sección experimental (Peña-Valdivia et al,

1991; Gutiérrez-Lugo et al, 1999) Este método se basa en el registro de los cambios

de pH en el medio de reacción, entre 8 0 y 8 1, inducidos por la síntesis de ATP en

presencia de ADP y Pi, cuando los electrones se transportan de H2O a MV (Figura 16),

y considera el hecho de que durante este proceso, la enzima H+-ATPasa consume de

forma irreversible un protón por cada molécula de ATP que sintetiza Por lo tanto, la

cantidad de ATP generada es proporcional a la variación de pH en el medio, debido al

consumo de protones por la enzima,, En la Figura 17 se muestra el efecto de los

compuestos evaluados sobre la síntesis de ATP,

Los resultados obtenidos indican que el ácido girofórico (22) y la lecanorina (121)

inhiben ia fotofosforilación, de manera significativa y dependiente de la concentración

Los valores de CI50 para estos compuestos son 8 71 x 10"5 y 1 36 x 10"4 M,

respectivamente, por !o que el ácido girofórico (22) es el inhibidor más potente Sin

embargo, el compuesto 121 es el único que inhibe completamente la síntesis de ATP
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Este ultimo efecto se observa con el tratamiento correspondiente a la concentración de

3.0 x 10"4 M La actividad de estos compuestos fue menor que la del DCMU utilizado

como control positivo (CI50 1 40 x 10~7 M), El hematomato de metilo (46), la liquexantona

(27) y el orselinato de metilo (50) afectan parcialmente la síntesis de ATP, mientras que

el porcino! carboxilato de metilo (54) y el orcinol (120) no afectan el proceso a las

concentraciones de prueba
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Figura 16, Transporte de electrones de H2O a MV
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• Figura 17. Efecto de los compuestos obtenidos de Parmotrema tinctorum sobre la
síntesis de ATP en cloroplastos aislados de hojas de espinaca, En cada determinación se
utilizaron 20 /¿g/mL de clorofila,, Otras condiciones de reacción se describen en la Sección
Experimental, Los valores de rapidez de los controles fueron de 352,8, 327.1, 540,5, 540.5,
327.1, 380,0 y 380,0 /¿mol ATP • h'1 • mg de clorofila'1, para el ácido girofórico (22), la
liquexantona (27), el hematomato de metilo (46), el orselinato de metilo (50), el ^-orcinol
carboxilato de metilo (54), el orcinol (120) y la lecanorina (121), respectivamente. Cada
punto representa el promedio de cinco determinaciones,, Cada repetición se realizó en
diferentes muestras de cloroplastos Las barras verticales representan la desviación
estándar máxima

La teoría de la transducción de Mitcheil predice que una sustancia que inhibe

la síntesis de ATP, debe inhibir también la captación de protones, de manera

paralela y en un mismo orden de magnitud (Mitcheil, 1977), por lo que a

continuación se evaluó el efecto de los compuestos 22 y 121 sobre la captación de

protones, a fin de comprobar si este proceso resultaba afectado, Los resultados de

estas determinaciones indican que ambos productos inhiben el proceso de forma

dependiente de la concentración (Figura 18) y que además presentan el

comportamiento establecido por e! modelo de Mitcheil, pues los valores de Cl5o

calculados son 5 97 x 10"5y 1.40 x lO^M para el ácido gírofórico (22) y la lecanorina

(121), respectivamente El compuesto 121 inhibió completamente este proceso a

una concentración de 3.0 x 10"4 M,
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• Figura 18.. Efecto del ácido girofórico (22) y de la lecanorina (121) sobre la captación de
protones en cioroplastos aislados de hojas de espinaca En cada determinación se utilizaron
20 /¿g/mL de clorofila, Otras condiciones de reacción se describen en la Sección
Experimental Los valores de rapidez de los controles fueron de 122.0 y 142.0 /¿equivalentes
de protones • h'1 • mg de clorofila'1, para el ácido girofórico (22) y la lecanorina (121),
respectivamente Cada punto representa el promedio de cinco determinaciones Cada
repetición se realizó en diferentes muestras de cloroplastos, Las barras verticales
representan la desviación estándar máxima,

5,1,5.2 Efecto del ácido girofórico (22) y de la lecanorina (121) sobre el
transporte de electrones no cíclico

Considerando que los compuestos que inhiben la síntesis de ATP pueden

ejercer su acción a través de diferentes mecanismos, que incluyen el

desacoplamiento de la síntesis de ATP de! transporte de electrones (Moreíand,

1980), !a inhibición de la transferencia de electrones (inhibición de la reacción de

Hill) [Bowes et ai, 1981; Linscott, 1981; Mathis y Rutherford, 1984; Corbett, 1984;

van Rennsen, 1989; Percival y Baker, 1991; Streibig eí a/., 1999; Haynes, 2000; inter

alia] y/o bloqueando la propia reacción de fotofosforilación (inhibición de ia

transducción de energía) [Moreíand, 1980], se procedió a investigar el modo de

acción de los compuestos que presentaron fa mayor actividad inhibitoria sobre la
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síntesis de ATP, Para ello se determinó su efecto sobre la rapidez de los transportes

de electrones basal, fosforilante y desacoplado Esto bioensayos se llevaron a cabo

utilizando un método oximétrico, en el que se determinó de forma indirecta la

concentración del oxígeno liberado al medio de reacción durante la fotolisis del agua,

empleando MVcomo aceptar final de electrones (Lotina-Hennsen e ía / , 1991)

Cabe señalar que la rapidez observada en el transporte de electrones, en

cloroplastos aislados, varía dependiendo de ias condiciones de reacción en las que

sea determinado, Así por ejemplo, en el transporte de electrones basal se observa

una rapidez baja en el flujo debido a la ausencia de ADP y Pi en el medio de

reacción (Trebst, 1972), De hecho, se esperaría que al no encontrarse presentes

estos dos compuestos, no hubiera transporte de electrones, pues no sería posible la

síntesis simultánea de ATP; sin embargo, los cloroplastos aislados siempre

presentan una actividad residual o basal, debido a que durante el proceso de

aislamiento de los mismos se altera, en mayor o menor grado, la permeabilidad de

las membranas tilacoidales (Trebst et ai., 1977),

En el caso del transporte de electrones fosforilante se presenta una rapidez

que es de una a tres veces mayor que la del transporte basal, debido a que se

determina en presencia de ADP y Pi, con lo cual la enzima H+-ATPasa puede ejercer

su actividad catalítica al establecerse un gradiente de protones a través de la

membrana fotosintética (Trebst, 1972),,

Por ultimo, en ei transporte de electrones desacopiado, en ei que se adiciona

NH4CI al medio de reacción como agente desacoplante, se observa la mayor rapidez

en el flujo de electrones, debido a que este compuesto transporta protones a través

de la membrana tilacoidal, de manera que el gradiente de pH generado en la cadena

fotosintética es eliminado (Trebst, 1972)

Con base en la información anterior, a partir del efecto observado sobre los

tres tipos de transportes de electrones, puede proponerse el mecanismo por el que

se inhibe la síntesis de ATP (Cuadro 28)
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5. Resultados y Discusión

Cuadro 28.. Clasificación de los inhibidores de la síntesis de ATP y su efecto sobre
el transporte de electrones

Efecto sobre el transporte de electrones

Clasificación Basal Fosforilante Desacoplado

Desacoplante clásico

Desacoplante no clásico

Inhibidor de la reacción de
Hili

Inhibidor de la transducción
de energía

Estimulación

Estimulación

Inhibición

Inhibición o no se
afecta

Estimulación

Inhibición

Inhibición

inhibición

No se afecta

Estimulación

Inhibición

No se afecta
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A Figura 19,. Efecto del ácido girofórico (22) sobre el transporte de electrones no cíclico, de
H2O a MV En cada determinación se utilizaron 20 /¿g/mL de clorofila, Otras condiciones de
reacción se describen en la Sección Experimental Los valores de rapidez de los controles
fueron de 400 0, 554 1 y 1025,0 /¿equivalentes de electrones • h~1 • mg de clorofila"1, para el
transporte de electrones basal (•), fosforilante (•) y desacoplado (A), respectivamente
Cada punto representa el promedio de cinco determinaciones, Cada repetición se realizó en
diferentes muestras de cloroplastos Las barras verticales representan la desviación
estándar máxima
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Los resultados obtenidos en estas determinaciones indican que el ácido

girofórico (22) activó el transporte de electrones basal en un 11 % con el tratamiento

correspondiente a la concentración de 2 0 x 104 M, e inhibió los transportes de

electrones fosforilante y desacoplado en un 32 y 80 %, respectivamente, a la misma

concentración de prueba (Figura 19),

Por otra parte, la lecanorina (121) inhibió los transportes de electrones basal,

fosforilante y desacoplado en un 55, 75 y 73 %, respectivamente, a una

concentración de 2,0 x 10"4 M (Figura 20),.
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[LECANORINA]

• Figura 20, Efecto de la lecanorina (121) sobre el transporte de electrones no cíclico, de
H2O a MV En cada determinación se utilizaron 20 /xj/mL de clorofila Otras condiciones de
reacción se describen en la Sección Experimental, Los valores de rapidez de ios controles
fueron de 331 4, 457,1 y 1117,8 /¿equivalentes de electrones • h"1 • mg de clorofila"1, para e!
transporte de electrones basaí (•) , fosforüante (•) y desacoplado (A), respectivamente
Cada punto representa el promedio de cinco determinaciones Cada repetición se realizó en
diferentes muestras de cloroplastos, Las barras verticales representan la desviación
estándar máxima
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5. Resultados y Discusión

En conclusión, a partir del análisis integral de estos resultados los

compuestos evaluados fueron clasificados como inhibidores típicos de la reacción de

Hill y, por lo tanto, la inhibición de la síntesis de ATP ocasionada por los mismos se

debe a su interferencia con el flujo de electrones en ia cadena fotosintética (Trebst,

1972; McCarty, 1977; Mitehell, 1977),

5.15,3 Caracterización del sitio de inhibición en la cadena de transporte de
electrones no cíclico del ácido girofórico (22) y de la lecanorina (121)

Con el propósito de localizar el sitio específico de la cadena transportadora de

electrones inhibido por los compuestos 22 y 121, se estudió su efecto sobre cada

fotosistema total aislado, así como sobre las reacciones individuales que integran a

cada uno de ellos, Para realizar estas determinaciones, se emplearon diferentes

donadores y aceptores artificiales de electrones, agentes desacoplantes, así como

inhibidores de la cadena fotosintética (Lotina-Hennsen etal., 1991; Peña-Valdivia et

al, 1992; Giaquinta y Dilley, 1975; Vernon y Shaw, 1969),

En primer lugar, se determinó la actividad en el fotosistema I total, midiendo el

transporte de electrones desacoplado de DCPIP/ascorbato a MV (cit be/f a Fe-S)

[Figura 21]
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Figura 21. Flujo de electrones en el fotosistema I de DCPIPred a MV (cit bg/f a Fe-S)
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Los resultados de estas determinaciones indican que ninguno de los

compuestos evaluados afectó la actividad en este sistema (Cuadro 29), por lo que el

blanco de acción debía encontrarse en el fotosistema II,

Cuadro 29, Efecto del ácido girofórico (22) y de la lecanorina (121) sobre la rapidez
del transporte de electrones desacoplado en el fotosistema Ia

DCPIPred a MV (cit bji a Fe-S) — —
Concentración (//M) . . _ — _ —

0 1000 1000

50 115,8 103 9

100 128.7 108 6

150 135,5 109 5

200 1367 1122

250 132 1 1143

300 120.7 1178

aLos valores se encuentran expresados como porcentajes de actividad En cada
determinación se utilizaron 20 //g/mL de clorofila, Otras condiciones de reacción se
describen en la Sección Experimental Los valores de rapidez de los controles fueron de
1461,0 y 875.0 /¿equivalentes de electrones • h~1 • mg de clorofila"1, para el ácido girofórico
(22) y la lecanorina (121), respectivamente Cada punto representa el promedio de cinco
determinaciones Cada repetición se realizó en diferentes muestras de cloropfastos Entre
paréntesis se indica e! rango correspondiente de la cadena transportadora de electrones
fotosintética

El transporte de electrones desacoplado en el fotosistema II total se midió de

H2O a DCPIP/K3[Fe(CN)6] (H2O a cit be/f) [Figura 22] Los resultados obtenidos,

expresados como porcentaje de actividad, se presentan en ios Cuadros 30 y 31 y,

como puede observarse, ambos productos inhibieron sensiblemente la actividad de

este sistema, siendo la lecanorina (121) el compuesto que presentó el mayor efecto

Posteriormente, se estudió el efecto de los compuestos 22 y 121 sobre las

reacciones parciales del fotosistema II y que incluyeron el flujo de electrones de H2O

a SiMo (H2O a Feo) y de DPC a DCPIP (P68o a cit be/f) [Figuras 23 y 24] Los

resultados de estas determinaciones indican que el ácido girofórico (22) interfiere

con ambas reacciones y que, por ¡o tanto, el modo de acción de este compuesto

involucra la inhibición de la transferencia de electrones entre P6so y QA, sobre el lado

reductor del fotosistema II (Cuadro 30)
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• Figura 24. Flujo de electrones en el fotosistema II de DPC a DCPIP (P68o a cit b6/f)

Cuadro 30. Efecto del ácido girofórico (22) sobre la rapidez del transporte de electrones
desacoplado en el fotosistema IIa

Concentración (/¿M) ~~

0

50

100

150

200

250

300

H2O a DCPIP
(H2O a cit bg/í)

100,0

72 1

49 7

31 3

16,8

4 1

0,0

H2O a SiMo
(H2O a Feo)

100,0

93,4

79,9

6 2 5

41.0

0 0

0,0

Reacciones

DPC a DCPIP
(Pao a cií b6/í)

100 0

84 3

58 5

40 3

33 8

2 9 9

179

aLos valores se encuentran expresados como porcentajes de actividad En cada
determinación se utilizaron 20 /¿g/mL de clorofila, Otras condiciones de reacción se describen
en la Sección Experimental, Los valores de rapidez del transporte de electrones de los controles
en el fotosistema II, de H2O a DCPIP, de H2O a SiMo y de DPC a DCPIP, fueron 324 7, 86 6 y
106,0 /¿equiv e" rf1 mg of Chl"1, respectivamente Cada punto representa el promedio de cinco
determinaciones Cada repetición se realizó en diferentes muestras de cloroplastos Entre
paréntesis se indica el rango correspondiente de la cadena transportadora de electrones
fotosintética
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5, Resultados y Discusión

Por otra parte, se encontró que la lecanorina (121) inhibe el transporte de

electrones únicamente en la reacción parcial de H2O a SiMo (H2O a Feo) deí

fotosistema I! (Cuadro 31), por lo que ei sitio de acción de este producto debe

localizarse a nivel de la enzima que fotolisa el agua

Cuadro 31. Efecto de la lecanorina (121) sobre la rapidez del transporte de
electrones desacoplado en el fotosistema IIa.

0
50

100

150

200

250

300

H2O a DCPIP
(H2O a cit be/f)

100.0
64,3

37 5

1 5 7

0 0

0.0

0,0

H2O a SiMo
(H2O a Feo)

100,0
59,1

25 0

8 4

0,0

0 0

0 0

Reacciones

DPC to DCPIP
(Peso a cit b^/í)

100 0
93 6

86 9

88 9

96 0

111.8

135 2

aLos valores se encuentran expresados como porcentajes de actividad En cada
determinación se utilizaron 20 /¿g/mL de clorofila, Otras condiciones de reacción se
describen en la Sección Experimental. Los valores de rapidez del transporte de electrones
de los controles en el fotosistema II, de H2O a DCPIP, de H2O a SiMo y de DPC a DCPIP,
fueron 200,0, 25.0 y 98.0 /¿equiv e" h'1 mg of Chl"1, respectivamente Cada punto representa
el promedio de cinco determinaciones Cada repetición se realizó en diferentes muestras de
cloroplastos Entre paréntesis se indica el rango correspondiente de la cadena
transportadora de electrones fotosintética

5,1.6 Efecto de los metabolitos aislados de Parmotrema tinctorum sobre la
síntesis de ADN en semillas de Amatanthm hypochondriacus y
Echinochloa crusgalli

Los compuestos fitotóxicos 46, 50, 54, 100 y 101 no presentaron un efecto

notable sobre las reacciones involucradas en el proceso de la fotosíntesis que fueron

investigadas, por lo que se procedió a determinar de manera cuantitativa su efecto

sobre la síntesis de ADN en semillas de las especies A, hypochondriacus y E

crusgalli, con la finalidad de explorar con mayor detalle el mecanismo por el cual

estos productos naturales ejercen su acción fitoinhibidora,
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5. Resultados y Discusión

En estos bioensayos, las semillas se trataron por diferentes periodos de tiempo

con una disolución acuosa de timidina tritiada y los productos de prueba Los periodos

de incubación de las semillas se establecieron considerando el tiempo requerido por

cada una de las especies para completar su germinación Posteriormente, se aisló el

ADN biosintetizado por las semillas y se cuantificó la radiactividad contenida en las

muestras, de acuerdo a la metodología descrita en la Sección Experimental (García,

1995) La cantidad de radioactividad detectada de esta manera es directamente

proporcional al ADN biosintetizado en las semillas, pues la timidina tritiada se incorpora

a la cadena del ácido durante la fase S del ciclo celular.

1600-,

200
12 15 18

Periodo de incubación (hr)

21 24

• Figura 25. Efecto de los metabolitos aislados de P. tinctorum sobre la síntesis de ADN en
semillas de A hypochondríacus. Las concentraciones utilizadas fueron 4 2 x 10~5, 5 8 x 104

T 6 4
x 10^y 2.0 x 10"3 M para el hematomato de metiio (46), el orseünato de metilo (50), el ^orcinol
carboxílato de metilo (54) y el orcinol (120), respectivamente La concentración de! control
positivo (2,4-D) fue 3 6 x 10"4 M, Cada punto representa el promedio de tres determinaciones
Las barras verticales indican la desviación estándar máxima,

103



5. Resultados y Discusión

Los resultados de estas pruebas indican que la radioactividad de las diferentes

muestras que contenían los compuestos de prueba, en general, fue menor que la

determinada para el blanco(H2O) Sin embargo, en todos los casos la radioactividad se

incrementó gradualmente al aumentar el tiempo de incubación. Por el contrario, en las

semillas que fueron tratadas con el ácido 2,4-D (control positivo) se observó una

disminución significativa de la radioactividad, comparada con el blanco De lo anterior

se infiere que aunque los productos evaluados retardan o inhiben parcialmente la

síntesis de ADN en las semillas de prueba, este efecto probablemente no constituye su

mecanismo de acción principal (Figuras 25 y 26)
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15 20 25 30
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35

• Figura 26.. Efecto de los metabolitos aislados de P tinctorum sobre la síntesis de ADN en
semillas de E crusgalfi Las concentraciones utilizadas fueron 5.8 x 10~5, 6,2 x 1CT4, 1 2 x 103 y
2,2 x 10'3 M para el hematomato de metilo (46), e! orselinato de metilo (50), el /?-orcinol
carboxilato de metilo (54) y el orcinol (120), respectivamente La concentración del control
positivo (2,4-D) fue 4,6 x 10A M Cada punto representa el promedio de tres determinaciones
Las barras verticales indican la desviación estándar máxima
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5. A 7 Interacción de los metabolitos mayoritarios de Parmotrema tinctotum con
la proteína calmodulina y con la enzima fosfodiesterasa dependiente de
calmodulina

5.7.7J Efecto sobre la movilidad electroforética de la calmodulina

Considerando que la calmodulina es una proteína que juega un papel central en

ios procesos de regulación de transducción de señales que tienen lugar durante los

eventos de germinación y de crecimiento vegetal (Dieter, 1984; Roberts et a/, 1986;

Roberts y Harmon, 1992) y, con la finalidad de explorar otro posible mecanismo por el

cual los metabolitos aislados de P tinctorum ejercen su actividad fitotóxica, se procedió

a determinar el efecto de los productos sobre la movilidad electroforética de la proteína,

para lo cual se realizó una electroforesis desnaturalizante utilizando las condiciones

indicadas en la Sección Experimental. La interacción de cualquier compuesto con esta

proteína ocasiona alteraciones en su conformación estructural que se ven reflejadas en

cambios en su movilidad electroforética

í * ' . ^ 7. J - w * * ^ *

B D H K

Á Figura 27,, Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE 12 %) de 2 /¿g de calmodulina bovina
en presencia de CaCl2 1 mM, después del tratamiento con los compuestos aislados de P
tinctorum, durante 15 h a 30 °C A: calmodulina; B: clorpromazina (control positivo); C; ácido
girofórico (22); D: iiquexantona (27); E: ácido úsnico (32); F: ácido difractaico (55), G;
hematomato de metilo (46); H: orselinato de metilo (50); I: ̂ -orcinol carboxilato de metilo (54); J
orcinol (120); K: lecanorina (121)

n-ilMl ^^T í

105



5. Resultados y Discusión

Los resultados de estas determinaciones indican que todos ios compuestos

evaluados, con excepción del orcinol (120), afectan la movilidad de la calmodulina

en el gel Los ácidos girofórico (22), üsnico (32) y difractaico (55), retardan

considerablemente la movilidad, siendo el compuesto 32 el que muestra el efecto

más notable El retardo en la movilidad electroforética provocado por el

dibenzofurano 32 fue mayor que el de la clorpromazina (control positivo), en tanto

que el inducido por los productos 27, 46, 50, 54 y 121 es comparable al provocado

por la fenotiazina (Figura 27),

Los efectos observados en estas evaluaciones permiten concluir que las

fitotoxinas aisladas del liquen P tinctorum interaccionan con la calmodulina de

bovino, retardando significativamente su movilidad electroforética y sólo resta por

establecer si esta interacción modifica las propiedades reguladoras enzimáticas de

la proteína En el caso del compuesto 46 fue posible establecer que la interacción

con calmodulina afecta la habilidad de la proteína de modular la actividad enzimática

de sus proteínas blanco Para ello se determinó el efecto del metabolito sobre la

actividad moduladora de la calmodulina empleando como enzima de prueba a la

fosfodiesterasa dependiente de calmodulina, Esta enzima fue seleccionada como

proteína blanco debido a que se puede adquirir comercialmente y su actividad es

relativamente fácil de evaluar. La fosfodiesterasa es la enzima responsable de

regular la concentración intracelular de la adenosina-3',5'-monofosfato (AMP cíclico),

degradándolo a través de una reacción de hidrólisis (Darnell st a/., 1990; Stryer,

1990; Alberts etai, 1994; Xu era/,,2000) [Figura 28], El AMP cíclico es un nucleótido

cíclico que actúa como segundo mensajero de hormonas como la adrenalina, eí

glucagón, la calcitocina, la corticotropina, la luteinizante y la paratiroides, entre

muchas otras, afectando una amplia gama de procesos celulares, Así, por ejemplo,

favorece la degradación de los compuestos combustibles almacenados, aumenta la

secreción de ácido clorhídrico por la mucosa gástrica, induce la dispersión de los

granulos de melanina y disminuye la agregación de plaquetas (Darnell eí a/, 1990;

Stryer, 1990; Alberts etai, 1994)
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O OH

AMP cíclico

H2O H+

fosfodiesterasa

A Figura 28. Hidrólisis enzimática del AMP cíclico,

La estrategia experimental utilizada para determinar si el producto natural 46

afecta las propiedades reguladoras de la calmodulina comprendió las siguientes fases

(Macíasefa/., 2000, 2001):

a) Evaluación de la actividad de la enzima fosfodiesterasa en presencia de

calmodulina de cerebro de bovino

b) Determinación de habilidad de la fitotoxina para inhibir el efecto modulador

enzimático de la calmodulina

c) Evaluación del efecto de la fitotoxina sobre la actividad de la fosfodiesterasa

en ausencia de calmodulina

A continuación se presentan los resultados obtenidos en cada uno de estos

bioensayos

5.7,, 7.2 Actividad de la enzima fosfodiesterasa en presencia de calmodulina

La actividad de la fosfodiesterasa se evaluó determinando la cantidad de fosfato

liberado ai medio de reacción cuando esta enzima cataliza la reacción de hidrólisis de

AMP cíclico en presencia de calmodulina de cerebro de bovino (Sharma y Wang, 1979;

Leung et al,, 1984) Las cantidades de calmodulina adicionadas a la mezcla de reacción

se encontraron en un rango de 0,0 a 0,6 /JQ y los ensayos se llevaron a cabo utilizando
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un método espectrofotométrico en el que se midió la densidad óptica del fosfato

presente en el medio (Sumner, 1944); los valores de absorbancia obtenidos se

interpolaron en una curva estándar de fosfato monobásico de potasio para así

determinar la concentración de fosfato libre en cada tratamiento (Figura 29) La

cantidad de fosfato obtenida en cada muestra se encuentra relacionada directamente

con la actividad de la enzima fosfodiesterasa
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• Figura 29., Curva estándar de fosfato monobásico de potasio, Cada punto corresponde al
promedio de tres determinaciones, La barra vertical representa la desviación estándar máxima

Los resultados de estas determinaciones indican que la actividad de fa

fosfodiesterasa se incrementa significativamente cuando se encuentra en presencia de

calmodulina y que el efecto es dependiente de la concentración, En la Figura 30 se

observa que la activación máxima de la enzima (123 %) se alcanza cuando se
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adicionan 0 2 /¿g de calmodulina a la mezcla de reacción; esta cantidad entonces se

considera como saturante para el desarrollo de los ensayos posteriores
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A Figura 30,, Actividad de la enzima fosfodiesterasa dependiente de calmodulina en presencia
de calmodulina de cerebro de bovino Las condiciones de reacción se describen en la Sección
Experimenta! Cada punto representa el promedio de tres determinaciones Cada determinación
se realizó en diferentes muestras de fosfodiesterasa La barra vertical representa la desviación
estándar máxima

5.L 7.3 Efecto del he mato mato de metilo (46) sobre la actividad modulador a de
la calmodulina

El análisis del efecto que presenta el hematomato de metilo (46) para modificar la

habilidad de la calmodulina de cerebro de bovino para activar la enzima fosfodiesterasa

indica que la fitotoxina inhibe la activación de la enzima en forma creciente y

dependiente de la concentración, observándose una efecto inhibitorio total a la

concentración de 20 ¡M del producto natural (Figura 31), La actividad inhibitoria de este

compuesto es mayor que la mostrada por la clorpromazina, utilizada como control

positivo y la cual también presenta un efecto inhibitorio significativo y dependiente de ía

concentración, pero en este caso ía inhibición total se observa a una concentración de

60 fM de ia fenotiazina, Las Cl5o obtenidas fueron de 5,2 y 102 jM, para el
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hematomato de metilo (46) y para la clorpromazina, respectivamente El efecto del

producto natural 46 para inhibir la actividad moduladora de la calmodulina es también

mayor que el presentado por la fitotoxina fúngica ofiobolina A, cuyo valor de Cl5o es de

9 0 ¡M y es uno de los metabolitos de origen natural considerados como más activos en

este tipo de ensayos (Leung et ai, 1984)
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Á Figura 31, Efecto del hematomato de metilo (46) [•] y de la clorpromazina (D) sobre la
actividad enzimática de la fosfodiesterasa en presencia de concentraciones saturantes de
calmodulina de bovino (0 2 /¿g) Las condiciones de reacción se describen en la Sección
Experimental, Los valores se expresan como porcentajes de máxima actividad enzimática
Cada punto representa el promedio de tres determinaciones Cada determinación se realizó en
diferentes muestras de fosfodiesterasa, Las barras verticales representan la desviación
estándar máxima
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.5. Resultados y Discusión

5.1.7.4 Efecto del hematomato de metilo (46) sobre la actividad de la enzima
fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina

La determinación del efecto del hematomato de metilo (46) sobre la actividad de

la fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina se llevó a cabo con la finalidad de

investigar si la fitotoxina afectaba directamente la enzima Los resultados de estas

evaluaciones indican que el producto 46 inhibe parcialmente la actividad de la

fosfodiesterasa, encontrándose una CI50 de 18 /¿M (Figura 32) Sin embargo, a partir de

los resultados obtenidos en los bioensayos en presencia de calmodulina, puede

concluirse que el compuesto 46 si afecta la habilidad de esta proteína para modular la

actividad enzimática de la fosfodiesterasa de manera independiente La clorpromazina

utilizada como control positivo en los experimentos de electroforesis no mostró ningún

efecto sobre la enzima en este bioensayo (Figura 32)

y «2
2 s

120-

100

20-

20 40 60

[Compuesto] (//M)

80 100

• Figura 32. Efecto del hematomato de metilo (46) [•] y de la clorpromazina (•) sobre la
actividad enzimática de la fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina Las condiciones de
reacción se describen en la Sección Experimental, Los valores se expresan como porcentajes
de máxima actividad enzimática Cada punto representa ei promedio de tres determinaciones
Cada determinación se realizó en diferentes muestras de fosfodiesterasa Las barras verticales
representan la desviación estándar máxima,
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5.1.8 Determinación de la actividad citotóxica del hematomato de metilo (46)

Considerando que el hematomato de metilo (46) fue uno de los compuestos

aislados de P tinctorum que presentó mayor actividad fitotóxica, se consideró

pertinente investigar también su efecto citotóxico sobre líneas celulares derivadas de

tumores de diferentes animales, con la finalidad de detectar posibles efectos tóxicos

para mamíferos y así ampliar el conocimiento de la potencialidad de este producto

como un agente herbicida,

Los ensayos conducentes a determinar la actividad citotóxica se realizaron en

el laboratorio del Dr, Thomas Shier de la Universidad de Minesota en Minneapolis,

Estados Unidos Las evaluaciones correspondientes se llevaron a cabo de acuerdo a

la metodología descrita por Shier etal,, 1991 y Abbas etal,, 1993 y se utilizaron las

siguientes líneas celulares: línea celular de fibroblastos de ratón suizo 3T3 (cepas

NIH3T3 y KA31T), línea celular de hepatoma de rata (cepa H4TG) y línea celular de

riñon de perro (cepa MDCK), Los resultados obtenidos en estos bioensayos indican

que ninguna de las cepas de prueba es sensible al compuesto 46 a la máxima

concentración utilizada (50 /¿M) Estos datos preliminares contribuyen a la

compilación de información relativa a la inocuidad de la fitotoxina 46 para mamíferos

y permiten inferir que este compuesto podría constituir un candidato aceptable para

el desarrollo de nuevos agentes herbicidas

5,.2 Investigación sobre la especie Leucophyllum ambigúum Humb.. & Bonpl

5..2..1 Preselección y selección de Leucophyllum ambiguum

La preseiección de la especie Leucophyllum ambiguum se realizó también

con base en un criterio quimiotaxonómico al considerar que, aunque escasos, los

estudios químicos y biológicos previos sobre este género permiten inferir que las

especies que lo integran pueden constituir una fuente importante de principios

fitotóxicos Así, la especie relacionada Leucophyllum frutescens biosíntetiza lignanos

con una actividad fitoinhibitoria significativa (Rimando etal,, 1999) Posteriormente, a

partir de los resultados obtenidos de la evaluación del efecto del extracto orgánico

preparado a partir de L ambiguum, sobre la germinación y el crecimiento radicular
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de semillas de Amamnthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli, fue posible

determinar el potencial fitotóxico de la misma (Cuadro 32) De esta forma, L

ambiguum fue seleccionada como una especie adecuada para la obtención de

metabolitos fitotóxicos

Cuadro 32 Actividad fitotóxica del extracto CH2CI2-MeOH (1:1) de Leucophylium
ambiguum

Tratamiento

L ambiguum

2,4-Da

CI
A.I

Crecimiento radicular (//g/mL)
Hypochondriacus E. crusgalli

1

214

8 x

3

10-4

6381

>2,3x KT4

CIso Germinación
A. hypochondriacus

312 3

88x10^

(//g/mL)
E. crusgalli

525 3

>2 3x KT4

aÁcido 2,4-diclorofenoxi acético (control positivo),

,5.2.2 Aislamiento de tos principios fitotóxicos a partir del extracto activo de
Leucophylium ambiguum

El extracto activo de L ambiguum se fraccionó mediante la técnica de

cromatografía en columna abierta sobre gel de sílice y como resultado de este

proceso se obtuvieron diez grupos de fracciones primarias,. La evaluación del efecto

fitotóxico de las mismas mediante el ensayo de bioautografía (Inoue et al., 1992),

indicó que la actividad fitoinhibidora se concentraba en las fracciones identificadas

como LA3, LA* y LA5 Posteriormente, sucesivas cromatografías de estas fracciones

condujeron al aislamiento de siete metaboütos secundarios En el Cuadro 33 se

muestran las estructuras de los compuestos aislados, su rendimiento con relación al

peso del material vegetal seco y las fracciones de donde se obtuvieron

Cuadro 33,, Metabolitos secundarios aislados de las fracciones primarias de
LeucophyHum ambiguum

Compuesto Rendimiento (%) Fracción

COOH 0,0016 LgA3

Ácido frans-cinámico (122)
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5, Resultados y Discusión

Cuadro 33.. Metabolitos secundarios aislados de las fracciones primarias de
Leucophyllum ambiguum (continuación),

Compuesto Rendimiento (%) Fracción

CH3O H ) ( H OCH3

2',2"-Dimetox¡sesamina (123)

CH3O.

CH3O

H •) [ H OCH3

O "

2'-Metoxicobusina (124)

CH3O

CH3O

O,

H } ('••-H

O

Cobusina(125)

00020

0 0020

00014

LA4

LA4

LA4

114



5, Resultados y Discusión

Cuadro 33, Metabolitos secundarios aislados de las fracciones primarias de
Leucophylium ambiguum (continuación)

Compuesto Rendimiento (%) Fracción

H ••) í -H OCH 3

O
CH3O

HO

2'-Metoxi-4"-hidroxi-desmetoxicobusina (126)

0,0011 LA4

CH2OH

OH O

Apigetrina(127)

0 0031 LAfi

OH O

Apigenina (128)

0,0054 LA7 y

5 2,3 Caracterización de los compuestos aislados de Leucophylium
ambiguum

De manera general, la caracterización de los compuestos aislados de L

ambiguum se realizó mediante la aplicación de técnicas espectroscópicas y

espectrometrías convencionales y de difracción de rayos X
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5.2.3.1 Caracterización del ácido trans-cinámico (122), de la 2\2''-
dimetoxisesamina (123), de la cobusina (125), de la apigetrina (127)
y de la apigenina (128)

Las constantes físicas, espectroscópicas y espectro-métricas de los

compuestos 122, 123, 125, 127 y 128 se encuentran en perfecta armonía con las

descritas en la literatura para el ácido frans-cinámico (Mouly et a/.., 1997; Miyazawa

etal.., 1998), la 2',2"-dimetoxisesamina (Jaensch etal,, 1989), la cobusina (lida etal,

1982), la apigetrina (Markham et al'., 1975) y la apigenina (Mabry y Markham, 1975;

Harbome 1994), respectivamente Los datos correspondientes se encuentran en la

Sección Experimental. De manera adicional, la estructura del compuesto 123 se

confirmó inequívocamente utilizando la técnica de difracción de rayos X (Figura 33)

C24

0)6 C22

A Figura 33, Proyección estereoscópica de rayos X de la 2',2"-dimetoxisesamina (123)
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5.23,2 Caracterización de la 2'-metoxicobusina (124) y de la 2'-tnetoxi-4"-
hidroxi-desmetoxicobusina (126)

De la fracción fitotóxica primaria LA* se obtuvieron dos nuevos productos

naturales, el primero como un sólido cristalino de color blanco, identificado como la

2'-metoxicobusina (124) y el segundo, bajo la forma de un aceite incoloro,

caracterizado como la 2'-metoxi-4"-hidroxi-desmetoxicobusina (126) En los Cuadros

34-36 se resumen sus constantes físicas, espectrométricas y espectroscopias y en

el Apéndice I se encuentran incluidos los espectros correspondientes

Cuadro 34.. Constantes físicas y espectrométricas de la 2'-metoxicobusina (124) y
de la 2'-rnetoxi-4"-hidroxi-desmetoxicobusina (126)

*^o

124
C22H24O7

Sólido cristalino incoloro

p. f.. 90-92 °C

[a]2S
D+104°(CHCI3)

UV (EtOH) ;Uá x nm: 229, 278

IR (CHCb) w cnf1: 2936, 2871, 1629,
1607, 1515, 1468, 1258, 1066, 1042,
759, 627,

EMIE m/z (int. reí..): 400 [M+ (94)], 369
(16), 233 (9), 219 (17), 205 (12), 191
(80), 180 (10), 179 (44), 177 (37), 166
(32), 165 (100), 151 (33), 138 (12)

DC (MeOH) ¿£(nm): 180 (204), 4.8
(230), 1,2(279)

,. rY 2/
H-W^-H OCH3

C H 3 O ^ V 4 J

126
C21H22O7

Aceite incoloro

[a]25
D +74° (CHCI3)

UV (CHC!3) ^ x nm: 236, 279

IR (KBr) vmax cm"1: 3370, 2935, 2872,
1629, 1609, 1515, 1467, 1343, 1258,
1216, 1065, 1041,754,666

EMIE m/z (int, reí..): 386 [M+ (60)], 355
(22), 233 (12), 205 (28), 191 (82), 180
(18), 179 (65), 165 (68), 163 (28), 152
(54) 151 (100), 137 (34), 131 (24)
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Cuadro 35.. Desplazamientos químicos en RMN de 1H obtenidos para la cobusina
(125), la 2'-metoxicobusina (124) y la 2'-metoxi-4"-hidroxi-desmetoxicobusina (126)

Posición

1

2

4eq

4ax

5

6

8eq

8ax

2'

5'

61

2"

5"

6"

OCH2O

CH3O-2'

CH3O-311

CH3O-4"

OH-4"

2

5

3

4

2

5

4

4

6

6

6

6

6

6

5

3

3

125

90 m

,30 sa

80 dd (3,4, 9 0)

40 d (9,0)

90 m

30 sa

80 dd (5.4, 8 2)

10 d (9.6)

80-6,90 m

80-6 90 m

80-6,90 m

80-6 90 m

80-6,90 m

80-6,90/7?

90 s

90 s

90 s

3

5

4

3

3

4

4

4

6

6.

6

6

6

5

4

3

3

124
* >

00 m

03 d (4 0)

20 dd (6.0,

92 dd(3,5,

Om

68 d (6.0)

33 cid(7.5,

00 de/ (4 0,

51 d(8.0)

85 da (8,2)

91 d(1.5)

83 d (8.5)

88 dd (2,0,

92 sa

01 s

89 s

87 s

9

9

9

9

7

2)

•0)

0)

0)

7)

3

5

4

3

3

4

4

3

6

6

6

6

6

5

4

3

3

126

V

00 m

,03d(4 2)

20 dd (6 3,

92 dd (3 6,

Om

66 d (5 7)

,33 dd (7,2,

99 dd (4 5,

,51 d(8.1)

,85 da (8.2)

90d(1 8)

82 dd (0.6,

89 dd (1 5,

92 sa

01 s

90 s

66 sa

9

9

9

9

8

7

0)

•0)

0)

3)

1)

6)

TTSppm en CDCi3, 300 MHz; Dppm en CDCI3, 500 MHz J en Hz
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Cuadro 36.. Desplazamientos químicos en RMN de 13C obtenidos para la cobusina
(125), la 2'-metoxicobusina (124) y la 2'-metoxi-4"-hidroxi-desrnetoxicobusina (126)

Posición

1

2

4

5

6

8

r
21

3'

4'

5'

6'

1"

2"

3"

4" !

5"

6"

OCH2O

CH3O-2'

CH3O-3"

CH3O-4"

125

54 6*

87 7

69 7

54 5*

87 7

71.0

135.1

106,5**

1479

147.9

109 0

1196

135.1

106 3**

1488

149 2

109,0

119 6

101.0

559

55 9

124

54 5*

82 4

71.3

54 0*

854

732

136 3

140 6

148 8

127 2

102,1

118 3

133.6

109 2

1492

1486

111,0

118,3

101,0

59 4

55,9

55 9

126

óc

54,5*

82 3

71.2

540*

85,5

73 1

136 2

140 6

148 8

127 2

1021

119.1

133 0

108 6

146 6

1452

114.2

118,3

100 1

59 4

56,0

ppmenCDCf3, 75 MHz.
*), (**) Valores intercambiables
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Las evidencias que permitieron establecer la estructura molecular de estos

productos se describen a continuación:

Los espectros en el IR (Espectros 1 y 6) presentan bandas de absorción

intensas asociadas con ia presencia de anillos aromáticos (vmax 2935, 1468, 1516

cm"1), En el espectro deí compuesto 126 se observa además la señal característica

de un grupo hidroxilo (vmax 3370 cm"1),,

El espectro de masas generado por la técnica de impacto electrónico presenta

un ion molecular en una relación masa carga de 400 urna, en el caso del producto

124 y de 386 urna para el compuesto 126 (Espectros 2 y 7), es decir, 30 y 16 urna

más, respectivamente, que el ion molecular obtenido para la cobusina (125)

Con base en el análisis de los espectros de RMN (Espectros 3, 4, 8, y 9) y su

comparación con los obtenidos para el compuesto 125, fue posible establecer que

los productos 124 y 126 son lignanos de tipo furofurano, muy similares a la sesamina

y sustituidos asimétricamente con un grupo metoxipiperoniio y otro de tipo veratrilo

en las posiciones 2 y 6, respectivamente Como en el producto 125, los espectros de

RMN presentan las siguientes señales características (Cuadros 35 y 36):

• Un conjunto de señales no equivalentes atribuibles a la porción furofurano

en 5H/5C 4 68/85,4, 5,03/82 4, 4,33 y 4,00/73 2, 4,20 y 3 92/71,3, 3,00/54 5 y

3.00/54 0 para el producto 124 y en SH/SC 4 66/85,5, 5 03/82,3, 4,33 y 3 99/73 1, 4 20

y 3,92/71 2, 3 00/54 5 y 3,00/54,0 para el compuesto 126

• Las señales correspondientes a la porción piperonilo del primer grupo

aromático, que incluyen el singulete ancho generado por la función metilendioxi

(6H/5C 5 92/101 0) y las señales dobles {J = 8,0-8,2) debidas a los dos protones orto

relacionados (SH/SC 6,51/102 1 y 6,85/118,3),

• Las absorciones características para ios protones aromáticos del grupo

veratrilo, entre 6 82 y 6.91 ppm en los dos iígnanos

• En el espectro del producto 124 se observan los singuletes característicos

de tres grupos metoxilo, dos de la porción veratriio en 5H 3 87 y 3 89, y el tercero en

SH 4,01 correspondiente al metoxilo ubicado en el grupo metoxipiperoniio En el caso

del lignano 126, además de la señal en 5H 4 01 del grupo metoxipiperoniio, se

observa tan sólo una segunda señal de metoxiío en 5H 3 90, En ambos productos, el

singulete en 8H 4.01 muestra una correlación en el espectro NOESY con la señal

atribuible a la función metilendioxi en 5H 5 92 (Espectro 5)
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• El espectro de RMN-1H del lignano 126, contiene una señal que desaparece

con agua deuterada en SH 3,66, asignable a un grupo hidroxilo Este grupo se ubicó en

la posición 4" del anillo tipo veratrilo con base en la correlación observada en el

espectro NOESY entre esta señal y el singulete en 5H 3 90, correspondiente al grupo

metoxilo de la posición 3" (Espectro 10) Por otro lado, la señal en 5H 6 90 (d, H-2")

mostró un cuadro de conectividad con el singulete en SH 3 90, corroborando la ubicación

del metoxilo en C-3" (Espectro 11),

El núcleo base de los productos naturales 124 y 126 debía corresponder a

cualquiera de los isómeros de la cobusina (Figura 34, estructuras A y B) o de la

fargesina (Figura 34, estructuras C y D), ocho en cada caso. Para discernir entre estas

posibilidades, se analizaron los datos espectroscópicos de los carbonos aromáticos 1' y

1" de ios lignanos 124 y 126 y los descritos en la literatura para los distintos

diasteroisómeros de las estructuras A-D (Pelter et al.., 1976; Biavatti et al., 2001), en

virtud de que sus desplazamientos químicos dependen en gran medida de la

configuración relativa del anillo arílico (Chiba et al, 1980; Greger y Hofer, 1980;

Agrawal y Takhur, 1985; Rahtnan et al.., 1990; Biavatti eí al, 2001) Este análisis

comparativo se resume en el Cuadro 37 y del mismo se desprende que los

desplazamientos de C-1' y C-1" de los compuestos 124 y 126 son similares a los

correspondientes de! isómero A, en el cual los grupos aromáticos se encuentran en una

disposición ecuatorial

= piperonilo

An" = veratrilo

• Figura 34,, Estructuras de los núcleos base posibles para ios productos 124 y 126
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Cuadro 37., Datos de desplazamientos químicos de los carbonos de las posiciones
V y 1" de furofuranos de tipo cobusina (A y B) y fargesina (C y D)

Posición

r
1"

A

135 0

133 4

B

132 6

130 8

C

132 6

133,5

D

135,1

130 9

124

136,3

133,6

126

136,2

133 0

Cabe destacar que para el análisis anterior se asumió que la fusión de los

anillos furofurano es de tipo cis, como en la mayoría de los lignanos naturales de

este tipo aislados a la fecha (Dickey, 1958; Greger y Hofer, 1980; Hofer y Schólm,

1981) y, en consecuencia, la estereoquímica absoluta en C-1 y C-5 queda

restringida, en principio, a las posibilidades R,R o S,S De nueva cuenta,

consideraciones biogenéticas permitieron establecer a príorí que la configuración

absoluta en estos centros asimétricos es R,R (Freudenberg y Sidhu, 1960; Hofer y

Schólm, 1981; Latipefa/,, 1999),.

El análisis anterior, así como el valor de la rotación óptica de los productos

naturales y el perfil del dicroísmo circular del producto 124, permitieron proponer que

la configuración absoluta en C-2 y C-6 es S,S en los dos productos naturales (Hofer

y Schólm, 1981),

C13 07

C15

C25

• Figura 35,. Proyección estereoscópica de rayos X de la 2'-metoxicobusina (124)
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Ei análisis de difracción de rayos X del producto 124 permitió confirmar

inequívocamente la propuesta estructura! (Figura 35). En ei caso del producto 126,

el tratamiento con CH2N2 generó un lignano idéntico en todos sus aspectos al

producto natural 124 y, por lo tanto, su estructura quedó confirmada también de

manera contundente

S..2..4 Evaluación del potencial fitotóxico de los compuestos aislados de
Leucophyllum ambiguum

La actividad fitotóxica de ios productos naturales obtenidos del extracto activo

de L ambiguum se evaluó determinando su efecto sobre el crecimiento radicular y la

germinación de semillas de A, hypochondriacus y E crusgafli, utilizando el método

en caja de Petrí (Castañeda et ai, 1992) Los resultados de estas pruebas,

expresadas como concentraciones inhibidoras medias (CI50), se muestran en el

Cuadro 38,

Cuadro 38., Actividad fitotóxica de los compuestos aislados de Leucophyllum
ambiguum

COMPUESTO

122

123

124

125

126

127

128

2,4-Da

CI50 Crecimiento

A., hypochondriacus

1 1 x 1 0 J

> 74x10-2

32x1(T5

> 74x10-2

74x10"2

>74x10"2

>74x10"2

1 8X10"4

radicular (M)

E. crusgalli

8,9 X10"4

> 74x10"2

1.7 x10"2

> 7,4x10"2

3,2 x10'3

> 74x10-2

> 7 , 4 x 1 0 2

>2,3x10"4

CI50 Germinación (M)

A, hypochondriacus

14X10"3

>74x10"2

> 7 ,4x10 ' 2

> 74x10-2

>74x10"2

>74x10'2

> 7 4 x 1 0 2

88X1Q-4

E crusgalli

49 x 10"1

> 7 4 x 1 0 ' 2

> 7 4 x 1 0 2

> 7 4 x 1 0 " 2

> 7 4 x 1 0 - 2

> 7 4 x 10"2

> 7 4 x 10 2

>2 3x10"4

Acido 2,4-diciorofenoxi acético (control positivo),
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Como se desprende de la información anterior, únicamente los productos 122,

124 y 126 inhibieron el crecimiento radicular de las especies de prueba de una forma

moderada Por otra parte, con excepción del ácido frans-cinámico (122), ninguno de

los metabolitos evaluados afectó la germinación de las semillas En la literatura ya

existen algunos antecedentes de la actividad fitotóxica del compuesto 122 Así por

ejemplo, se ha descrito que este producto inhibe moderadamente la germinación y el

crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli, Sesbania exaítata, Raphanus sativus,

Lactuca sativa y Medicago sativa (Shíiling y Fumio, 1987; Rakesh et al, 1989; Li et

al, 1993; Ohira y Mitsuyoshi, 1994; Yu y Matsui, 1994),

Es importante mencionar que los productos aislados de L ambiguum fueron

evaluados también en los laboratorios de la compañía estadounidense BASF para

determinar su actividad fitotóxica a nivel posemergente, Estas evaluaciones se

(levaron a cabo como parte de un convenio realizado con la Universidad de Arizona

a través del proyecto "Bioactive Agents from Dryland Piants of Latin America", el cual

se encuentra integrado en un programa de carácter internacional denominado

"International Cooperative Biodiversity Group", El documento que contiene los

resultados obtenidos se encuentra incluido en el Apéndice II y como se desprende

del mismo, los productos 123 (clave FO75), 124 (clave F055) y 126 (clave F064)

inhiben significativamente eí crecimiento vegetal de una especie de Arabidopsis y de

un pasto común ("bentgrass")

5.2,5 Evaluación del efecto de los lignanos fitotóxicos aislados de
Leucophyllum ambiguum sobre la síntesis de ATP en clor aplastas
aislados de hojas de espinaca

Los productos aislados de L ambiguum que resultaron fitotóxicos, los

compuestos 123, 124 y 126, fueron evaluados para determinar sí inhibían el proceso

de ia fotosíntesis in vitro, para lo cual se estudió su efecto sobre la síntesis de ATP

en cloroplastos aislados de hojas de espinaca {Spinaceae olerácea L) Los

resultados de estos bioensayos indicaron que los lignanos evaluados no afectan la

fotofosforilación de manera significativa, por lo cual no se consideró necesario

explorar con mayor detalíe su actividad biológica
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigación indican que la preselección de

organismos naturales, fundamentada en consideraciones quimiotaxonómicas, y de

selección, basada en la aplicación de ensayos biológicos apropiados, pueden conducir

al descubrimiento de productos fitotóxicos.

El liquen Parmotrema tinctorvm biosintetiza diferentes metabolitos aromáticos de

tipo policétido, incluyendo compuestos fenólicos simples [hematomato de metilo (46), p-

orcinol carboxilato de metilo (54), orselinato de metilo (50), orcinol (120)], para-dépsidos

[ácido difractaico (55), lecanorina (121)], trídépsidos [ácido girofóríco (22)],

dibenzofuranos [ácido úsnico (32)] y xantonas [liquexantona (27)] El contenido

metabólico secundario de P tinctorum fue distinto en las dos recolectas estudiadas En

el caso de la primera recolecta, el producto mayoritario fue el ácido girofórico (22) y el

ácido (+)-úsnico (32) no fue detectado En la segunda recolecta el ácido (+)-usnico (32)

fue el metabolito secundario mayoritario y no se detectó la presencia del orcinol (120),

del ácido difractaico (55), de la lecanorina (121) ni de la liquexantona (27) Estos

resultados pueden deberse a que la biosíntesis de productos secundarios es afectada

por diversos factores, entre los que se encuentran la edad de las especies, la época de

recolección y el ambiente en el que se desarrollan los organismos naturales

Los productos 32, 46, 50, 54, 55, 120 y 121, presentan una actividad fitotóxica

notable de tipo preemergente Estos compuestos inhiben significativamente la

germinación y el crecimiento radicular de las arvenses Amamnthus hypochondriacus y

Echinochloa crusgalli, La actividad de los metabolitos 32, 55 y 46 es mayor que la de¡

herbicida de uso comercial 2,4-D

Los posibles blancos de acción de los compuestos fitotóxicos podrían involucrar

por un lado, su interacción con ía proteína calmodulina y, por otro, su interferencia con

las reacciones de transferencia de electrones de la fotosíntesis En el primer caso, con
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6. Conclusiones

excepción del producto 120, todos las fitotoxinas evaluadas retardan la movilidad

electroforética de la calmodulina Los productos 22, 55 y 32 indujeron un retardo mayor

que el de la clorpromazina, una fenotiazina que se une de forma no covalente a la

calmodulina y que fue empleada como control positivo El compuesto 32 fue el

metabolito evaluado que produjo el retardo más importante Adicionalmente, se

determinó que el compuesto 46 inhibe la habilidad de la calmodulina para activar la

enzima fosfodiesterasa, aunque también indujo la inhibición de la actividad de la

fosfodiesterasa en ausencia de calmodulina. En el segundo caso, los bioensayos

realizados utilizando cloroplastos aislados de hojas de espinaca, permitieron establecer

que de todos los productos evaluados, únicamente los compuestos 22 y 121 interfieren

significativamente con las actividades fotosintéticas asociadas con la fase luminosa

Ambos productos se caracterizaron como inhibidores de la reacción de Hill El modo de

acción del metabolito 22 involucra la inhibición de la transferencia de electrones entre

P680 y QA, sobre el lado reductor del fotosistema II y, el de la fitotoxina 121, la

interferencia con la enzima que fotolisa el agua Cabe mencionar que el compuesto 32

ya ha sido caracterizado previamente como un inhibidor del transporte de electrones en

la cadena fotosintética, Este compuesto actúa sobre el lado oxidante del fotosistema II,

a nivel del residuo de tirosina Zdel polipéptido Di

Las evaluaciones del efecto de los metabolitos aislados de P tinctorum sobre la

síntesis de ADN en semillas de A hypochondriacus y de E crusgalli, demostraron que

todos los compuestos ocasionan una disminución de este proceso Sin embargo, en

ningún caso este efecto es significativo, comparado con la inhibición inducida por el

herbicida comercial 2,4-D, empleado como control positivo

La magnitud de los efectos fitotóxicos que produjeron los metabolitos 32 y 46 en

las distintas pruebas realizadas en el presente estudio es comparable, e incluso mayor,

que la demostrada para productos de uso comercial Sin embargo, la fitotoxina 32

también posee propiedades citotóxicas que lo restringen como un candidato aceptable

para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas, Esta limitación no se ha detectado en

el producto 46

126



6. Conclusiones

Los resultados de la investigación sobre P, tinctorum constituyen una aportación

adiciona! al conocimiento químico del género Parmotrema y ponen de manifiesto su

potencial como una fuente de compuestos con actividad fitotóxica

El estudio fitoquímico biodirigido de Leucophyllum ambiguum permitió el

aislamiento del ácido frans-cinámico (122), la 2',2ll-dimetoxisesamina (123), la cobusina

(125), la apigethna (127), la apigenina (128), la 2'-metoxicobusina (124) y la 2'-metoxi-

4"-hidroxi-desmetoxicobusina (126) De estos productos, los dos últimos lignanos son

novedosos.

El estudio de las propiedades fitotóxicas de los metabolitos aislados de L

ambiguum indicó que, con excepción del producto 122 que presentó una actividad

moderada a nivel preemergente sobre la germinación y el crecimiento radicular de

semillas de A. hypochondríacus y de E crusgalli, ninguno de los productos obtenidos

poseen propiedades fttotóxícas significativas contra estas especies de arvenses Por

otro lado, se encontró que los productos 123, 124 y 126 inhiben significativamente el

crecimiento vegetal a nivel posemergente de una especie del género Arabidopsis y de

un pasto común ("bentgrass"),

Este trabajo constituye la primera descripción de un estudio químico y biológico

sobre la especie L ambiguum, por lo que esta investigación representa una

contribución al conocimiento del género Leucophyflum, escasamente estudiado a la

fecha,

127



PERSPECTIVAS

• Determinar cuantitativamente el efecto preemergente de las fitotoxinas 123, 124 y

126, aisladas de Leucophyllum ambiguum, sobre especies del género Arabidopsis y

diferentes especies de plantas nocivas

• Determinar el efecto pos y preemergente de las fitotoxinas obtenidas sobre distintas

especies de plantas de interés agrícola

• Ampliar los estudios conducentes a determinar la inocuidad del producto 46 aislado

de Parmotrema tinctorum

• Determinar el efecto de los productos sobre 123, 124 y 126 sobre la movilidad

electroforética de la proteína calmodulina en presencia de calcio

• Determinar el efecto de los metabolitos fitotóxicos aislados de Parmotrema tinctorum

y de Leucophyllum ambiguum sobre la movilidad electroforética de la proteína

calmodulina en ausencia de calcio

• Determinar la habilidad de los productos naturales de afectar las propiedades

moduladoras enzimáticas de la calmodulina en presencia de otras enzimas blancos
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Dr Barbara Timmermann, 11:52 a m ¿8/02/0 : Mexicgn Extracts - Herbicide Test Data Paqe 1 oí3

Date: Thu, 28 Feb 2002 11:52:02 -0700
From: "Dr, Barbara Timmermann" <btimmer@Pharmacy Arizona EDU>
X-Maiier: Moziila 4 78 [en] (Windows NT 5 0; U)
X-Accept-Language: en
To: Rachel Mata <rachel@servidor unam mx>
Subject: [Fwd: Mexican Extracts - Herbicide Test Data]

Rachel,
Por fin oímos de los resultados de tus muestras enviadas a MArk

Eppler Avísame si tienes problemas en abrir el attachment espero que
estes bien y rozagante Carinios,
BArbara

Barbara N Timmermann, Ph D
Regents Professor
Department of Pharmacology and Toxicology
College of Pharmacy
University of Arizona
P.O. Box 210207
1703 E Mabel Street
Tucson,AZ 85721-0207

(520)626-2481 phone
(520)626-2515 fax

Email: btimmer@pharmacy arizona edu

Homepage:
http://pharmacy arizona edu/peopleprograms/people/pharmtox/timmermann
ICBG Web Site: http://ag arizona edu/OALS/ICBG/bio-home html

Return-Path: <robsonp@basf-corp com>
Received: from basfegw basf-corp.com (basfegw basf-corp com [144 29 1 2])

by elixir Pharmacy Arizona EDU (8 11.6/8.11 6) with ESMTP id g1Sln8925063
for <Barbara Timmermann@pharmacy arizona edu>; Thu, 28 Feb 2002 11:49:08 -

0700
Received: from basfigw basf-corp com (actually host basfigw) by basfegw basf-corp com
with SMTP (MMTA) with ESMTP; Thu, 28 Feb 2002 13:48:13-0500
Received: from intmaila basf-corp com by basfigw basf-corp com (8.9.2/8 9.2) with
ESMTP id NAA25509 for <Barbara.Timmermann@pharmacy arizona edu>; Thu, 28 Feb
2002 13:48:11 -0500 (EST)
Received: from basf-corp-gw88 parsippa basf-corp com by intmaila with ESMTP;

Thu, 28 Feb 2002 13:47:50 -0500
To: Barbara,Timrnermann@pharmacy arizona edu
Ce: Deborah L Culbertson <culberd@basf-corp.com>
From: Patricia A Robson <robsonp@basf-corp com>
Date: Thu, 28 Feb 2002 13:41:05 -0500

for rgebel <racbeí@sehvi4oi' unam mx> 06/05/02



Dr Barban Timmermann t1:5.2gm 28/02/0 : Mexican Extrgcts - Hefbicicle Test Data g

Message-ID: <OF1C00540F 39D8FDD5-ON85256B6E 0062E5D9@parsippa basf-
corp com>
Subject: Mexican Extracts - Herbicide Test Data
X-MIMETrack: Serialize by Router on BASF-CORP-GW88/BASF-CORP/BASF(Re!ease
5 0 8 |June 18, 2001) at

02/28/2002 01:47:50 PM
MIME-Version: 1 0
Content-type: multipart/mixed;
Boundary="0_=85256B6E0062E5D98f9e8a93df938690918c85256B6E0062E5D9"
Content-Disposition: inline

Dear Dr Timmermann,

I am sending to you via the attached Excel spreadsheet the remainder of the
data from the plant extracts and fractions that Dr Rachel Mata sent to
Cyanamid/BASF dated September 8, 2000 and from a líst that was forwarded to
me by Dr Mark Eppler, Fort Dodge Animal Health on August 22, 2001

I apologize for the very long delay, but as you know Cyanamid was purchased
by BASF in July 2000 and we are no longer a part of Wyeth/Lederle The
natural products program was dissolved before the sale of the company and I
do not know whether BASF is parí of the collaboration "Bioactive Agents
from Dryland Plants of Latín America" To make matters worse BASF closed
the herbicide program in the U S and is closing the Princeton, NJ facility
on June 30, 2002 so everyone will be gone( including Dr Eppler who will
move to a new facility with Fort Dodge)

There will be a small group of BASF people at a BASF facility in Research
Triangle Park, N C who will do screening for insecticidal agents Please
contact Dr. Deborah Culbertson, culberd@basf-corp com, if you think that
BASF stiii has a parí in the collaboraíion Herbicide and fungicide
screening is beíng done by BASF in Germany and Dr Culbertson could
possibly direct samples there if necessary to satisfy the agreement

The file befow contains information concerning herbicide data only Some of
the fractions were never received for herbicide screening and possibly
belong to the insecticide program,

if you need clarification of any data feel free to contact me before June
30, otherwise please direct all correspondence to Dr Culbertson

SincereSy,

Patricia Robson
Research Biologist

(See attached file: ICBGExtracts xls)

ICBGExtracts xls
s

Pnnte4 foi-rgcbel <i-achei@setví4or unam mx> 06/03/0.2



Fractions Received for Herbicide Testing

Plant Ñame UABG Source Code Fractions Received
Cosmos pringlei P057B5

F001
F003
F004
F005
F006
F007
F008
F009
F010

F002 F011-F014
F023-F061
F083-F084

Cyanamid/BASF Lead Fraction
EL 41239

Activity in Herbicide Screen

active
active
active
active
active
active
active
active
active

i nacti ve
inactive

active on Chlamydomonas
Flourensia cernua P051F9

F011
F011, A-G

F012
F013

F005-A
F006-A
F006-B
F007-A

F058
F060
F049
F059
F075
F034

F007-Í
F007-»

F007-HI-IV
F007-V
F007-VI

F007-VII-VIII
F024
F025
F026
F039
F079
F086

EL 40815
pure compound

puré compound

puré compound
pure compound
puré compound
pure compound
pure compound
pure compound
pure compound
pure compound

organic
organic
organic
organic
organic
organic
organic
organic
organic
organic
organic

pure compound
pure compound

inactive
never received sampíes

inactive

inactive
inactive
inactive
inactive
inactive

slightly active on Arabidopsis
inactive
i n active
active on Arabidopsis & Bentgrass
active on Bentgrass
inactive
inactive
active on Arabidopsis & Bentgrass
active on Arabidopsis & Bentgrass
active on Arabidopsis & Bentgrass
active on Arabidopsis & Bentgrass
active on Arabidopsis & Bentgrass
active on Arabidopsis S Bentgrass

active on Arabidopsis
inactive
active on Arabidopsis & Bentgrass
active on Arabidopsis & Sentgrass

Leucophyllum ambgiuum P051G2
F020
F055
F063
F064
F075
F087
F088
F089

EL 40760

pure compound
pure compound
pure compound
pure compound
pure compound
pure compound
pure compound

inactive
active on Bentgrass

i nací ¡ve
active on Arabidopsis & Bentgrass

active on Bentgrass
inactive
inactive
inactive

Haematoxyíon brasileito P051F5
F063-64
F075-76

F097,F099

never received
never received
never received

Piper sanclum P061C3
F013 never received

Amphypteringium adstringens P057D9
F017
F014

F025-A.B
F021

inactive
never received
never received
never received
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Effect of Lichen Metabolites on Thylakoid Electron Transport and
Photophosphorylation in Isolated Spinach Chloroplasts1

l ima S Rojas/ Blas Lotina-Hennsen,* + and Rachel Mata*1

Departamento de Farmacia and Departamento de Bioquímica, Facultad de Química,
Universidad Nacional Autónoma- de México, México D F 04510, México

Received March 24, 2000

Investigation oí the lichen Parmotrema tinctorum led to the isolation of seveial known compounds Among
them, lecanoiin (1), methyl-/5-orcinol carboxylate, methyl orsellinate, orcinol, and methjl haematommate
(3) caused signifícant inhibition of íhe radicle growth and germination of seedlings of Amaranthus
hypochondriacus and Echinochloa crusgalli In addition, lecanorin (1) and gyrophoiic acid (2) significantly
inhibited the Hght-dependent synthesis of ATP and uncoupled electrón transfei on the reducing side of
photosystem II in freshly lysed, illuminated spinach chloroplasts.. The taigets oí 1 and 2 were located at
the water-spSitting enzyme level and in one of the redox enzymes in the range of electrón transport from
Peso to QA, respectively.

Parmotrema tinctorum Nyl. {Hale} (Paimeliaceae) is a
folióse lichen widely distiibuted in East México. Previous
chemical investigation on P tinctorum resulted in the
isolation of oísellinic, Jecanoiic, usnic, diffractic, and gy-
i-ophoric acids as well as methyl oísenillate and atranorin2"4

Some of these metabolites demonstrated antiprolifeíative
and cytotoxic activities.34 Lichen compounds have clear
ecological significance because of vital ioíes as antimicro-
bial and allelopathic agents.. Several investigations have
demonstrated that a number of metabolites and aqueous
extracts of vaiious lichens are capable of inhibiting seed
geimination and growth of both wild and agiicultuial laces
of vascular plants, thus representing potential leads for1 the
developing of new heibicidal agents.5 The present inves-
tigation was to evalúate the effect of the major phytoxins
isolated from P, tinctorum on seveial photosynthetic reac-
tions in isolated spinach chloroplasts

Results and Discussion

P tinctorum was extracted with CHClg-MeOH (1:1) The
resulting extract inhibited germination and~growth of
Amaranthus hypochondriacus and Echinochloa crusgalli
seeds using a Petri-disb. bioassay,,6 Bioactivity-directed
fractionation of the extract led to the isolation of'the known
compounds lecanorin (I),7 gyrophoiic acid (2),8 methyl
haematommate (3),9 methyl-/3-orcinol carboxylate,9 liche-
xanthone,10 methyl orselHnate,11 and orcinol n The com-
pounds weie identified by IR, NMR, and mass spectial
analyses and by comparison with the spectioscopic data
previously desciibed.7"11

The isolated compounds were tested íbi theii ability to
inhibit the seed germination and radicle growth of A
hypochondriacus and E., crusgalli. Compounds 1( methyl-
,5-oicJnol carboxylate, methyl orsellinate, orcinol, and 3
significantly leduced both piocesses in a concentiation-
dependent mannei (Table 1), In gener al, A, hypochondria-
cus was more sensitive to the treatments, with 3 being the
most potent compound

The effect of these compounds was also tested for
inhibition of photosynthetic activities in fieshly lysed,

i * To whom correspondence should be addressed. Fax: (525) 622-5329
E-mail: blas@servidor.vinam.mx or rachel@serridor unam. mx.

1 Departamento de Farmacia.
1 Departamento de Bioquímica..

OCH3

illuminated spinach chloroplasts, The activities iavesti-
gated included ATP-synthesis, H+-uptake, electrón trans-
poit 1 ate, and partial reactions of the photosystems I (PSI)
and II (PSII)6 Photosynthetic phosphorylation fiom water
to methyl viólogen (MV) in spinach thylakoids was signifi-
cantly inhibited by 1 (I50 = 1 36 x 10"4 M) and 2 (Iso =
8,71 x 10~5 M) and partially affected by 3, lichexanthone,
and methyl oísellinate at 300//M. Howeveí, 1 and 2 were
less potent than 3-(3,4-dichloiophenyl)-l,l-dimeÜiyluiea
(DCMU), a synthetic inhibitoi employed as a positive
control (I50 = 1.40 x 10*7 M).. On the other hand, the light-
dependent proton-uptake was also inhibited by 1 and á (I50
= 1.40 x 10~4 M and 5.97 x 10"5 M, respectively),

The light-dependent synthesis of ATP and H+-uptake by
illuminated thylakoids might be inhibited in a numbers of
ways;. (a) by uncoupling ATP synthesis from the electrón
tiansport, (b) by inhibiting the electrón transport, and/or
(c) by blocking the phosphoiylation reaction itself To
understand the mechanism by which the most active
compounds, 1 and 2, inhibited photophosphorylation, their
effects on the electrón transport chain were investigated.,
Figures 1 and 2 show that the noncyclic electrón transport

10,1021/np0001326 CCC: $19,00 © 2000 American Chemical Society and American Society of Phannacognosy
Published on Web 09/06/2000
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Iable 1. PhjTogrowtb-IrJiibitor; Actmtv of Compounds from P. tinctorum

compound

1
2
3
meth\ 1-jS-orcinoI caibox\late
lichexanthone;
methjl orseílinate
orcinol
2,4-D"

seedling growth I

A. hypochondriaeus

5 8 x 10~4

2 0 x 10~3

2 1 x 10"5

3 2 x 10"4

> 2 0 x 10"3

2 9 x 10"4

1 0 x 10-3

1.8 x 10"4

C00M

E. crusgdli

1 S x 10"4

2 0 x 10"3

29 x 10"3

6 1 x 10"4

> 2 0 x 10"3

3 1 x 10"4

1 1 x 10"3

> 2.3 x 10"4

seedling geimination

A. hypochotidnacus

7 6 x 10~4

2 0 x 10"3

6 8 x 10"6

7 6 x 10'5

> 2 0 x 10~3

3 6 x 10-5

1 7 x 10-3

8.8 x 10"4

IC 5 0 M

E. crusgalli

7 1 x 1O"4

2 0 x 1 0 ' 3

1 7 x 10"5

1 1 x 10"3

> 2 0 x 10"3

6 S x 10-4

> 8.1 x lO-3

> 2.3 x 10"4

Posithe control

?- loo

200 250 300

GYROPHORIC ACID (2) (jM)

Figure 1.. Nontyclic electrón transport from water to MV as a function
of gyrophoric acid (2) concentration in chloroplast thylakoids isolated
from spinach leaves (S. olerácea L.). Each cuvette contained 20 /ig oí
chlorophyll/mL in the reaction médium. Other conditions are described
under Experimental Section. Control valué lates for basal (•), phos-
phorylating (•), and uncoupled {*) electrón transport were 400,0,554.1,
and 1025 0/¡equiv e~"h~liimg of Chl"1, respectively. Each point repre-
sents the mean oí five determinatíons. Each repetition was made in
different baíches of chloroplasts Vertical bars represent máximum
standard devíation

5 0 -

0 SO 100 150 200 250 .300

IECANORIN (1) t«M)

Figure 2, Noncych'c electrón transport from water to MV as a fimction
of lecanorin (1) concentration in chloroplast thylakoids isolated frorn
splnach leaves (S. olerácea L ). Each cuvette contained chlorophyll 20
/íg/mL in the reaction médium. Other1 conditions were described under
Experimental Section. Control valué rates for basal (•), phosphoiy-
lating (•), and uncoupled (A) electrón transport were 331.4, 457 1, and
1117.8 //equive" h ' 1 mg of Chl"1, respectively Eacb. point representa
the mean of five determinatíons. Each repetition was made in different
batches of chloroplasts Vertical bars represent máximum standard
deviation

ftóm watei1 to MV in uncoupled conditions was drastically
inhibited by compounds 1 and 2.. Therefore, these lichen
metabolites behave as Hill i eaction inhibitor s.

To localize the inhibition site of 1 and 2, their eñéct on
PSI and PSII electrón transpoit was evaluated using
appropriate inhibitois and artificial electrón donors and

lahle 2Í Effect of Gjrophoric Acid (2) on Uncoupled
Photosjsteni II Electron Transport Rate"

concentiation,
«M

0
50

100
150
200
250
300

H>O to DCPIP
(H2O to cyt bg/f)

100 0
72 1
49 7
3 1 3
16 8

4 1
0.0

reactions

H2O to SiMo
(H2O to PheO)

100 0
93 4
79 9
62 5
410

0 0
0.0

DPC to DCPIP
(Peso to cyt b&/f)

100 0
84 3
58 5
40 3
33 8
29 9
17.9

° Control valué rates uequiv e h 1 mg of Chl ! from photosys-
tem II (from H2O to DCPIP, H^O to SiMo, DPC to DCPIP) were
324.7, 86 6, and 106 0, respectively Each point represents the
mean of five determinations Each repetition was made in different
batches of chloroplasts.. The corresponding Tange of the electrón
transport chain is given in parentheses

Iable 3,, Effect of Lecanorin (1) on Uncoupled Photosystem II
Electrón Transport RateQ

concentration,
/ Í M

' 0
50

100
- 150

200
. 250

300-

H2O to DCPIP
(H2Otocytb6/f)

100 0
64.3
37.5
15.7
0 0
0 0
0.0 .

reactions

H2O to SiMo
(H2O to PheO)

100.0
5 9 1
25.0

8 4
0 0
0.0

, - 0.0 .

DPC to DCPIP
(Peso to cyt bg/f)

100 0
93 6
86 9
88 9
96 0

111.8
... 135.2 .

j—4

° Control valué rates ^equiv e h~1 Tng of Chl l from photosys-
tem II {from H2O to DCPIP, H2Ó to SiMo, DPC to DCPIP) were
200.0,25 0, and 98,0, respectiveiy. Each point represents the mean
of five determinations Each repetition was made in different
batches of chloroplasts The corxesponding tange of the electrón
transport chain is given in parentheses

acceptors 1213 Uncoupled PSI measuied fiom dichloiophe-
nol—indophenol (DCPIP)/ascorbate in MV was not sigrúfi-
cantly afíected by compounds 1 and 2 (data not shown)
Howeveí, uncoupled PSII electrón ñow was diastically
inhibited by both compounds (Tables 2 and 3) UncoupSed
PSII from water' to DCPIP/K^FeíCNJe], from water to
silicomolybdate (SiMo), and from diphenilcarbazide (DPC)
to DCPIP were inhibited as the concentr ations of 2
incieased (Table 2) Therefore, the mode of action of 2
involves the inhibition of electrón transfei between Peso and
QA on the xeducing side of PSII On the ot her hand, the
site of inhibition of 1 was at the water-spnttiñg enzyme
level, because it inhibited uncoupled electrón tiansport
from water1 to DCPIP/K3[FeCCN)6] and from watei to SiMo,
without affecting uncoupled election transport from DPC
to DCPIP and uncoupled photosystem electrón transport
from DCPIP/ascoibate to MV (Table 3)

The level activíty of compound 3 on jadíele growth and
germination and the effect of 1 and 2, on photosynthesis
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clearly leveal the potential oí these rnetabolites as leads
foi the development of new heibícidal agents. The concen-
trations of metabolite 1 required foi inhibition of photo-
phosphoiylation, electrón tiansfér, and radíele growth
inhibition are comparable Hov-ever, in the case of 2 íhe
inhibitoiy effect on photosynthesís was higher than the
preemeTgení phytotoxic acti\ity Finalh, it is rmportant
to point out that the ph>totoxins isolated from P tinciomrn
represen! the most common classes of lichen metabolites

Experimental Section

General Experimental Piocedures Melting point de-
teixninations were performed on a Fishei-Johns apparatus and
are uncoiTected. IR spectr a were obtained using KBr disks on
a Perkin-Elrner 599B spectrophotometer UV spectia were
obtained on a Shimadzu 160 UV spectr ometer in MeOH
solution NMR spectra including COSY, NOESY, HMBC, and
HMQC experiments were recorded on a Varían Unity Plus 500
spectrometer or on a Bruker DMX500 at 500 MHz (JH) or 125
MHz C13C) NMR EIMS were obtained on a JEOL JMS-
AX505HA mass spectrometer. Open column ehromatogra-
phy: Si gel 60 (70-230 mesh, Merck). TLC: Si gel 60 F254
(Merck).

P lant Mateiial, The plant material oí P tinctonim was
collected in Los Tuxtlas, Veracruz, México Avoucher specimen
(G.C -1996) has been deposited in the Herbaiium of Instituto
de Ecología (XAL), Jalapa, Veíaciuz.

Est iac t ion and Bioassay-Directed Fiactionatíon, The
air-dried lichen mateiial (2 6 kg) was ground into powder and
extracted by maceration with CHCU-MeC-H (1:1) at room
tempeíature After filtration, the extract was evapoiated under
reduced pressure to jield 260 g of residue, which was subjected
to column chromatography over Si gel (2.6 kg) and eluted with
a gradíent of hexane-CH2CI2 (10:0—0:10) and CH2Cl2-Me0H
(9:1—5:5). Fractions of 400 mL each were collected and pooled
based on TLC profíles to jáeld nine majoi1 fractions. Fractions
2, 4, and 8 were phytotoxic according to the bioautographic
phytogrowth-inhibitory bioassay (BPIB) 6 Compound 1 (46 mg)
ciystallized from active fiaction 2, Preparative TLC of fraction
4 (150 mg) using CH2Cl2-Me0H (99:1) led to the isolatíon of
the compound orcinol carboxylate (55 mg) Successive prepara-
tive TLC of fraction 3 (3.5 g) using hexane-CH2Cl2 (2:8), three
developments, yielded the compound lichexanthone (80 mg)
Methyl orsellinate (9,3 g) crystallized from ñaction 5 (12 g).
Fuither column chromatography of fiaction 8 (55 g) on Si gel
(750 g),"eluting with a coñeentration gradient ofhexane—CH2-
CU-MeOH, staiting with hexane-CH2Cl2 (1:1), afforded eight
seco'ndary fractions (A-H) According to the BPIB, the phy-
totoxic activity was concentrated in secondaiy ñactions F and
H Prepaiatíve TLC of secondaiy fiaction F using CH2C12-
MeOH (93:7) yielded orcinol (45 mg) and 3 (20 mg). Finally,
frorn secondaiy fiaction H precipitated 2 (18 6 g) as an
amoiphous solid.

Lecanorin (1): 13C NMR (C5D5N, 125 MHz) ó 170 1 (C-7),
165.3 (C-4), 164.2 (C-2), 159.7 (C-2'), 151.7 (C-4'), 143.3 (C-6),
140.4 (C-6'), 114.5 (C-l'}, H3.6 (C-5'), 112.4 (C-5), 107 3 (C-
31, 105,6 (C-l), 101.7 (C-3), 23.6 (C-8), 21.1 (C-7').

Lichexanthone: i3C NMR (CDCI3, 125 MHz) ó 182.4 (C-
9), 165.8 (C-6), 163.8 (C-l), 159 4 (C-5a,-4a), 157.0 (C-3), X43 5
(C-8), 115.4 (C-7), 113.0 (C-8a), 104.2 (C-9a), 98,5 (C-5), 96 8
(C-2), 92 1 (C-4), 55 7 (OCH3-3,-6), 23.4 (CH3-8).

Methyl orsellinate: 13C NMR (CDCI3, 125 MHz) ó 171.8
(C-7), 164.4 (C-2), 161.5 (C-4), 143.3 (C-6), 111 4 (C-5), 104 2
(C-3), 100.4 (C-l), 51 3 <OCH3-7), 23.8 (C-8).

Orcinol: 13C NMR (CDCÍ3,125 MHz) ó 157 7 (C-2,-4), 139 7
(C-6), 107.5 CC-1,-5), 99 9 (Q-3), 21.1 (C-7)

Phytogrowth-inliibitory Bioassays,, The phytogro-wth-
inhibitory áctivity'of thé extract and of puré compounds was
evalúated'on seeds of A hypochondriacus and E crusgalli
using a Petri-dish bioassay ,6 A BPIB system was employed to
guide secóndary fractioñation and to speed up the isolation of
activé'compounds 6 Thé resulta were analyzed by ANOVA (p
< 0 05),-and TC50 (50% inhibitoiy concentiation) valúes,

expressed in molar eoncentrations. were calculated b\ Probit
anahsis based on percent of ¡adíele grouth inhibition. T h e
extract and puré compounds w ere o sluated at 1 10 100 and
1000 ug mL"1 2.4-Dichlorophenox\ acetic acid (2.4-D) -was
used as the positi\e control The bioassavs v.eie all peí fórmed
at 2S =C

ChJoroplast Isolation and Chlorophyíl Determina t i o n
Intact chloroplasts were isolated from spinach lea\es (Spirn.ncca
olerácea I.) obtained from a local market as previom_<h
described13 Chloroplasts were suspended in tbe íbllovwing-
médium: 400 mM sucrose, 5 mM MgCl2, 20 mM KC1, and
buffered with 30 mM Na""-tricine at pH 8 0. They were stored
as a concentiated suspensión in the dark for 1 h at 0 :C
Chlorophyíl coñeentration was measured spectrophotometri-
cally as repoited 14

Measurement of Protón Uptake, ATP Synthesis, a n d
Electron Transport . Protón uptake was measured as pH
\alue inciease between 8.0 and 8 1, using a combination
micioelectrode Orion model 8103 Ross connected to a Corning
potentiometer model 12, with expanded scale.13 The pH
changes were legistered using a Gilson recorder. The reaction
médium used contained 100 mM sorbitol, 5 mM MgCl2, 10 mM
KC1, 1 mM Na^-tricine, at pH 8 0 ATP synthesis was
determined titrametiically by the procedure of Dilley..lü The
0 05 mM MV was employed as electrón acceptor foi the Hill
reaction Noncyclic electrón transport activity from watei to
MV was monitored with a Yellow Springs Instmment model
5300 oxygen monitor and a Clark electrode. The reaction
médium was the same as in the protón nptake assay, except
that the tricine coñeentration was 15 mM, and 0 5 mM KCN
was added (basal electrón transport) Phosphorylating non-
eyelie electrón transport was measured as basal noncyclic
electrón transport, except that 1 mM ADP and 3 mM KH2PO4
were added to the reaction médium Uncoupled electrón
transport was tested in the basal noncyclic electrón médium,
and 6 mM NH4CI was added. All reaction mixture was
illuminated with actinic light of a projector lamp (Gaf 2669)
passed throügh a 5-cm filter oí a 1% CuSO4 solution for 2
min.16 Uncoupled PSII was measured by the reduction of
DCPIP-supported O2 evolutions monitored polarographically !6

The reaction médium was the same as in electrón transport
assay, but 300 ¡M. K3[Fe(CN)6] was used instead of MV and
the following reagents were added: 1 fiM. 2,5-dibromo-3-
methyl-6-isopropyl-l,4-p-benzoquinone (DBMIB), 10O uM
DCPIP, and 6 mM NH4CI. Uncoupled electrón transport from.
water to SiMo, was determined with the same reaction mixture
as in PSII, except that 200 / Í M SiMo and 10 fM DCMU wexe
added n Uncoupled electaon transport from DPC to DCPIP was
measured spectrophotometrically as reported prpeviously;18 200
/M DPC, 100 /M DCPIP, 1 fM DBMIB, and 6 mM NH4CI
were added to the médium, and chloroplasts previously treated
with Tiis 0.8 M, pH 8.0 were used. PSI electrón transport was
determined also in a similar form to noncyclic electrón
ttansport but the following reagents were added: 10 /¿M
DCMU, 100/di DCPIP, 300 / ÍM ascorbate, 6 mM NHjCl, and
0 05 mM MV, without

In all cases the compounds were tested at 50,100,150, 200,
250, and 300 iM DCMU, employed as positive control for ATP
synthesis assay, was tested at 0 01. 0.1,1.0, and 10 0//M The
I50 valué for each activity was extrapolated using the graph of
percent activity versus coñeentration of compounds I00 is the
coñeentration producing 50% inhibition, The coñeentration
threshold required for photosynthesis inhibitors in similar
expeiiments is often < 10"4 M.19
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