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1. PROLOGO

A los cultivos...
En la tierra del maiz

En mayo,
Los campesinos
Se adelantaron a las lluvias,
Este les parecié buen tiempo
Para comenzar la siembra.

La tierra seca y ajada,
Desolada y asoleada,
Cansada de la espera
Por el agua revivificadora,
Abierta por fuerza del arado
Recibe el grano de maiz,
La semilla fecunda de la vida.

Ahora juntas se entregan a la espera de junio
Tierra y grano aguardan la llegada de la primera lluvia,
Cuando al fin del horizonte se arrastren pesados
Los primeros nubarrones de color azul oscuro
Con reldampagos y truenos se anuncia
La pesada carga Que el viento arrastra.

De la oscuridad de la tierra ahora humeda y suave,
Delicada y pequeiia brota la planta hacia la luz
Tan rapido que pareciera como si la tierra
Le recompensara con todos sus nutrientes
Por haber compartido la cruel espera.

Hacia julio la planta renueva la espera
Exhibiendo en espiga la fecundidad de sus dias
Aguarda la llegada de cupido a la milpa
éSera una jicotillo, moscarddn o abeja
Quien cargue en sus patas la luz de la vida?

Al final de la estacion, la jornada fue justa,
Cada milpa de la parcela tiene doble mazorca.
El campesino recoge de las dos la mas gorda
Mientras que la pequeiia suertuda
Para el otro afo sera semilla.

La milpa seca, cruje y resquebraja a causa de las heladas de diciembre,
Rinde con sus hojas y tallo el tributo que adeuda a la tierra que le dio existencia
Y encomienda su vida, su futuro, su semilla a la bondad del hombre.
...CMG

Xiii



Resumen

2. RESUMEN

En las practicas agricolas es muy comun el uso intensivo de plaguicidas para reducir las
pérdidas ocasionadas por malezas, insectos y microorganismos fitopatéogenos como los
hongos, bacterias, virus y oomicetos. Estos ultimos son una clase de microorganismos
particularmente problematicos en agricultura debido a su rdpido crecimiento, su
agresividad y espeficicidad hacia algunos cultivos, ademas de que existe un limitado
numero de compuestos quimicos para tratar las enfermedades ocasionadas por

oomicetos fitopatégenos.

Por lo anterior existe una fuerte urgencia de desarrollar nuevos agentes agroquimicos
especificos y efectivos para tratar las enfermedades ocasionadas por estos
microorganismos, y que en lo posible, sean menos téxicos para los seres humanos y con

un menor impacto ambiental.

En este contexto, el presente proyecto de investigacion presenta la identificacién
taxondmica hasta género de un hongo endodfito aislado de las hojas sanas Bursera
Simaruba, asi como el aislamiento y caracterizacién de seis policétidos heterodiméricos
producidos por el hongo endoéfito Acremonium sp., un producto natural novedoso, la
desacetil xantoquinodina J, y cinco compuestos conocidos; las acremoxantonas A y B, las
acremonidinas A y B, la xantoquinodina J. Se analiza el potencial de estos compuestos
para el control de algunos oomicetos que afectan cultivos de interés econdmico para
nuestro pais como el chile, la papa y el aguacate. Adicionalmente se evalué la actividad
citotoxica sobre lineas cancerosas humanas para explorar el potencial anticancerigeno de

estos metabolitos secundarios.
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3. INTRODUCCION

Se estima que para el afio 2050 la poblacion mundial se duplicara, por lo tanto habra un
incremento superior al 50% en la demanda de productos agricolas con respecto a la
demanda actual. De lo anterior se deriva la urgencia de implementar mecanismos que
permitan garantizar el abasto de alimentos en los préximos afios. Una de las estrategias
con mayor impacto en las actividades agricolas es la que involucra el uso de plaguicidas
para evitar las pérdidas ocasionadas por insectos, malezas y microorganismos
fitopatdgenos (Strange y Scott, 2005). Entre estos ultimos, destacan algunos oomicetos
tan devatadores como Phytophthora infestans, la cual ocasiona pérdidas que superan los

5 mil millones de ddlares en todo el mundo (Tyler, 2007).

A causa de las grandes pérdidas econémicas ocasionadas por los oomicetos fitopatdgenos,
al reducido nimero de sustancias quimicas para su control y a la gran capacidad de estos
organismos para desarrollar resistencia hacia algunos agroquimicos, es imperante la
necesidad de desarrollar nuevos agentes quimicos eficaces para combatirlos.
Anteriormente, las enfermedades ocasionadas por los oomicetos eran tratadas con
fungicidas sintéticos del tipo de fenilaminas y carbamatos, debido a que eran
considerados como parte del reino fungi. Sin embargo, actualmente se han establecido
diferencias importantes entre ambos tipos de microorganismos y con ello, investigaciones
conducentes a desarrollar nuevos plaguicidas que actien de forma especifica contra los

oomicetos (Govers, 2006).

En este tenor, los productos naturales constituyen una fuente practicamente inagotable
de sustancias quimicas con potencial de aplicacion en el control de plagas y con una
diversidad quimica incluso superior que la obtenida por quimica combinatoria. Ademas, se
considera que los productos naturales poseen un tiempo de residencia menor en el

ambiente por lo que sus efectos perjudiciales son menores (Dubey et al., 2011).

Histéricamente, los actinomicetos y los hongos han sido la principal fuente de productos

naturales (metabolitos secundarios) con aplicacion como antimicrobianos, tanto para
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tratar infecciones en humanos como en cultivos. Entre las sustancias mas destacables se
encuentran los antibidticos betalactdmicos producidos por hongos del género Penicillium
y Acremonium, asi como los macrdlidos y aminoglucésidos elaborados por actinomicetos
del género Streptomyces. En cuanto al uso de antimicrobianos para el control de plagas, es
justo mencionar a los fungicidas la clase de las estrobilurinas, que actuan inhibiendo el
transporte de electrones en la mitocondria fungica; tal como la azoxistrobina, que fue en
su momento el fungicida mas vendido en el mundo y cuya estructura estd inspirada en los
productos naturales estrobilurinas A y B producidas por el basidiomiceto Strobilurus
tenacellus. Esto revela que la investigacidon en productos naturales antimicrobianos puede
también ser una guia hacia al descubrimiento de nuevos mecanismos de actividad
biolégica y por lo tanto contribuir al desarrollo de agroquimicos sintéticos especificos

(Demain, 2009).

Recientemente, los hongos endoéfitos, los cuales colonizan los tejidos vegetales de su
hospedera sin producirle sintomas aparentes de enfermedad, han sido reconocidos como
grandes productores de metabolitos antimicrobianos (Strobel et al., 2004). Estos
microorganismos han sido aislados de todas las plantas exploradas, por lo que se
consideran ubicuos dentro del reino vegetal. Se estima que quiza tan sélo el nimero de
hongos enddfitos asciende a 1.2 millones de especies, de las cuales desconocemos casi el
95% (Hawksworth, 2001). Ademas, teniendo en consideracién que existen cerca de 300
mil especies de plantas de las cuales sélo se ha examinado una pequeia proporcion, y si
cada una alberga al menos un hongo endéfito, existe una gran cantidad de especies

fungicas aun por estudiar.

Se ha observado que la diversidad de hongos endéfitos es directamente proporcional a la
variedad y densidad de especies vegetales del lugar, es decir, que en las selvas la
diversidad de hongos endodfitos foliares es mucho mayor que en los bosques templados.
La riqueza metabdlica de los hongos endodfitos también esta ligada a la diversidad
biolégica, debido al incremento de las interacciones bidticas en las que se presume

intervienen los metabolitos secundarios como mecanismos de defensa para competir con
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otros microorganismos. De alli que la seleccion de posibles hospederas que se desarrollan
en lugares de gran biodiversidad incrementa la probabilidad de aislar hongos enddfitos

productores de metabolitos secundarios bioactivos.

De esta forma, el hongo endéfito 101 aislado de las hojas sanas de Bursera simaruba
(Burseraceae), colectadas en la selva baja caducifolia de la reserva ecolégica “El Edén” en
el estado de Quintana Roo, en un estudio previo realizado por Muria (2007), fue
seleccionado de entre un grupo de endéfitos debido a que el extracto organico del micelio
demostré ser activo contra oomicetos y hongos fitopatdgenos. Del extracto del micelio de
este endofito Murid (2007) obtuvo la xantoquinodina J (120) como metabolito secundario

mayoritario con actividad antioomiceto.

La presente disertacidon incluye la caracterizacion taxondmica el hongo endoéfito 101
(Acremonium sp.) y el aislamiento y la caracterizacidon de cinco metabolitos secundarios
adicionales producidos por el endéfito Acremonium sp., y se analiza el potencial de estos
compuestos como posibles agentes en el control de oomicetos fitopatdgenos.
Paralelamente, se evalud el potencial anticancerigeno de estos compuestos sobre lineas
celulares tumorales, debido a que Strobel y colaboradores (1997) sugieren que la
sensibilidad de los oomicetos hacia algunos compuestos con propiedades
anticancerigenas como el taxol, los sitia como un modelo practico para discriminar entre

posibles compuestos utiles en la terapia contra el cancer.
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4, ANTECEDENTES

4.1. LOS OOMICETOS

Los oomicetos son una clase de microorganismos eucariontes, conocidos como mohos
acudticos, que inicialmente fueron clasificados dentro del Reino Fungi, debido a que
muestran un crecimiento filamentoso, producen micelio y se reproducen sexual y
asexualmente mediante esporas, ademas de que se encuentran practicamente en los
mismos nichos ecoldgicos. Sin embargo, las investigaciones realizadas en las ultimas
décadas han permitido establecer que los oomicetos estdn genéticamente mas
emparentados con las algas café que con los hongos. Actualmente, los oomicetos estan
clasificados dentro del Reino Stramenopila, que pertenece al super reino Cromalveolata y
en el cual estan incluidas las diatomeas, las algas cafés y apicomplexa [Figura 1]
(Latijnhouwers et al., 2003; Govers y Gijzen, 2006; Phillips et al., 2007; Govers et al., 2009;
Beakes et al., 2011).
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Figura 1. Filogenia de los eucariontes (Govers y Gijzen, 2006).
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A diferencia de los hongos que son haploides la mayor parte de su ciclo de vida y sus hifas
son a menudo septadas, los oomicetos son diploides y poseen hifas cenociticas (no
septadas). Algunos oomicetos son parcialmente auxdtrofos a los esteroles, sus
membranas contienen lipidos con estructuras inusuales y acidos grasos de cadena larga
gue presumiblemente sustituyen a los esteroles en las membranas miceliares. Los hongos
y los oomicetos sintetizan lisina por diferentes rutas; los primeros emplean la via del acido
a-aminoadipico, mientras que los segundos lo hacen mediante la via del acido a-e-
diaminopimélico. La pared celular de muchos oomicetos esta constituida principalmente
por 1,3-B-glucanos, algo de 1,6-B-glucanos y 1,4-B-glucanos (celulosa); mientras que la
quitina, que es principal constituyente de la pared celular de los hongos, ha sido detectada
sélo en pequefias cantidades. Ademds, los oomicetos producen esporas moviles
(zoosporas) biflageladas, mientras que las de los hongos son inmdviles (Latijnhouwers et

al., 2003; Strange y Scott, 2005; Phillips et al., 2007; Beakes et al., 2011).

Los oomicetos han evolucionado a un estilo de vida patogénico y algunas veces saprdfito,
aunque algunas especies combinan ambos estilos de vida. Y se han adaptado a varios tipos
de organismos huésped, incluyendo plantas, nemdatodos, vertebrados y crustaceos
(Cuadro 1). Los oomicetos pueden ser biodtrofos, hemibidtrofos o necrétrofos. Las especies
bidtrofas obtienen sus nutrientes de tejidos vivos, en tanto que los hemibidtrofos primero
se alimentan de los tejidos vivos y posteriormente matan al hospedero en la etapa final de
la infeccién. Por su parte, los necrétrofos viven exclusivamente de los tejidos muertos del

hospedero (Kamoun, 2003; Fugelstad, 2008).

4.1.2. Oomicetos fitopatogenos

Dentro de la clase de los oomicetos se encuentran los microorganismos mas agresivos y
devastadores de plantas dicotileddneas. El género Phytophthora, que etimoldgicamente
significa destructor de plantas (phyton = planta; phthorus = destructor), comprende mas
de 80 especies, algunas con alta especificidad por un hospedero. La especie mas

devastadora y estudiada es Phytophthora infestans, la cual causa la quemadura o tizén
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tardio de la papa. La introduccién de esta especie de América hacia Europa a mediados del
siglo XIX, fue responsable de la catastréfica hambruna de la papa en Irlanda, que provocé
miles de muertes y la migracién de irlandeses hacia Estados Unidos, debido a su alta
dependencia al cultivo de la papa. Actualmente, las pérdidas econdmicas en todo el
mundo, ocasionadas por Phytophthora infestans, ascienden a mdas de 5 mil millones de
ddlares anuales (Strange y scott, 2005; Govers y Gijzen, 2006; Tyler, 2007; Phillips et al.,
2007; O’Brien et al., 2009).

Cuadro 1. Ejemplos de especies patogénicas de diferentes érdenes de los oomicetos, su
hospedero y correspondiente enfermedad (modificado de Fugestald, 2008).

Orden Especie representativa

Saprolegniales

Saprolegnia monoica
Saprolegnia parasitica
Aphanomyces astaci
Aphanomyces euteiches
Achlya bisexualis

Hospedero y enfermedad
Saprolegniosis en peces
Saprolegniosis en peces

Micosis ulcerativa en peces
Plaga en cangrejo de rio

Pudricion de raiz en chicharo

Lagenidiales

Lagenidium giganteum

Infecta larvas de mosquito

Pythiales

Pythium insidiosum
Pythium oligandrum
Pythium aphanidermatum

Lesiones en la piel de animales
Infecta hongos y otros oomicetos
Pudricién de tallo y raiz en chile

Peronosporales

Hyaloperonospora parasitica
Pseudoperenospora cubensis
Phytophthora infestans
Phytophthora sojae
Phytophthora cinnamomi
Albugo candida

Mildiu en plantas
Mildid de cucurbitaceas
Tizén tardio en papas
Pudricién de tallo y raiz en soya
Tristeza del aguacate
Roya blanca en plantas

Otras enfermedades de gran importancia econdmica causadas por especies del género
Phytophthora son: la podredumbre de la raiz de la soya causada por Phytophthora sojae,
cuyos dafios suman pérdidas de alrededor de 2 mil millones de délares por afio (Strange y
scott, 2005; Tyler, 2007; Phillips et al., 2007; O’'Brien et al., 2009); la mancha negra del
cacao originada por Phytophthora palmivora y Phytophthora megakayra, con un costo
anual de 1 500 millones de ddlares en perdidas (West et al., 2003); la muerte del roble de

California (Tanoak) en los Estados Unidos y de otras especies de robles en Europa,
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producida por Phytophthora ramorum; la podredumbre causada por Phytophthora
cinnamomi en un gran numero de plantas ornamentales y comunidades nativas, como la
tristeza del aguacate que afecta a 70 paises (incluyendo México), y la epidemia en los
bosques de eucalipto y brezal en Australia (Kamoun, 2003; Sdnchez-Pérez, 2007; O’Brien
et al., 2009). La pudricién de las hojas, frutos y raices ocasionada Phytophthora capsici
afecta a una amplia variedad de cucurbitdceas (pepino, melén, calabaza, sandia),
solanaceas (pimiento verde, chile, berenjena, tomate) y leguminosas (frijol) en todo el

mundo (Hausbeck y Lamour, 2004).

Entre otros oomicetos fitopatédgenos importantes estan incluidos mas de un ciento de
especies del género Pythium, el cual es ubicuo en ambientes acuaticos y en el suelo, y
causa enfermedades tales como la pudricién de semillas, el marchitamiento de plantulas y
la pudricion del tallo de todo tipo de plantas. Se estima que las enfermedades que
provoca Pythium sp. producen pérdidas de alrededor de mil millones de ddlares en todo el
mundo (West et al., 2003). Por ejemplo, Pythium aphanidermatum y Pythium myriotylum
causan la pudricidn de la raiz en el pimiento verde, con 42% y 62% de la mortalidad de las
plantas, respectivamente. Sin embargo, algunas otras especies, como Pythium
oligandrum, son benéficas y reducen la infeccién causada por algunos patdégenos como

Fusarium oxysporum (Kamoun, 2003; Agrios, 2005; Phillips et al., 2007).

Otras especies, pertenecientes principalmente a los géneros Bremia, Peronospora,
Plasmopara y Pseudoperonospora causan las enfermedades mas destructivas conocidas
como mildius en dicotiledoneas como lechuga, tabaco, uva y diversas cucurbitdceas.
Peronosclerospora, Sclerophthora y Sclerospora causan los mildius de monocotileddneas
como maiz, sorgo y cafia de azucar. Albugo causa la roya blanca en plantas cruciferas

como coliflor y brécoli (Kamoun, 2003; Agrios, 2005; Strange y Scott, 2005).

4.1.3. Otros oomicetos patogenos

En la naturaleza se encuentran también oomicetos patdégenos de animales, que tienen un

impacto muy importante tanto en cuestiones de salud como econémicas y ambientales.
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Tal es el caso del microorganismo Pythium insidiosum es capaz de infectar a humanos,
caballos y perros, colonizando tejidos cutaneos y subcutaneos, pudiendo invadir incluso
vasos capilares y huesos. Por otra parte, ciertas especies del género Saprolegnia, atacan a
los peces y a sus huevos, causando una enfermedad llamada saprolegniosis que se
caracteriza por la presencia de manchas blancas o grises de micelio filamentoso.
Especificamente, Saprolegnia parasitica esta implicada en el declive de la poblacién de
salmén silvestre alrededor del mundo y es responsable de la muerte invernal en las
granjas de bagre en Estados Unidos, provocando pérdidas que ascienden a los 50 millones
de ddlares anualmente. Otro género, denominado Aphanomyces, incluye especies
patdgenas tanto de plantas como de animales, como Aphanomyces astaci, el agente
causal del 100% de la mortalidad de las especies de cangrejo Astacus astacus, Astacus
leptodactylus y Austropotamobius pallipes, en rios de toda Europa (Kamoun, 2003;

Fugelstad, 2008; Phillips et al., 2007).

4.2. CONTROL QUIMICO DE LOS OOMICETOS

Tradicionalmente, las enfermedades ocasionadas por oomicetos fitopatégenos han sido
tratadas con fungicidas sintéticos, debido principalmente a que se consideraban como
parte del reino de los hongos. Sin embargo, debido a las diferencias genéticas y
bioquimicas de los hongos y los oomicetos, muchos de los fungicidas disponibles en el
mercado son ineficaces contra estos organismos. Por ejemplo, los fungicidas del grupo de
los azoles, que actuan sobre la sintesis del ergosterol; nikomicina y polioxina D que
inhiben la sintesis de quitina, son ineficaces debido a que los oomicetos son auxétrofos a
los esteroles y la quitina es un componente minoritario de su pared celular. De alli que
solo una pequena proporcién de los fungicidas comerciales sean efectivos contra estos

organismos (Latijnhouwers et al., 2003; Strange y Scott, 2005; Govers et al., 2009).

La primera formulacion quimica para el control de las enfermedades ocasionadas por
especies fitopatdgenas de oomicetos fue la mezcla Bordeaux, constituida por hidréxido de
calcio y sulfuro de cobre. Posteriormente, se emplearon compuestos con un amplio

espectro de actividad, que controlaban tanto a hongos como oomicetos, como los
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ditiocarbamatos (1 y 2), el clorotalonil (3) y las ftalimidas (4 y 5). El desarrollo posterior de
agroquimicos especificos, los cuales fueron menos téxicos para el medio ambiente, es
ejemplificado por compuestos como las fenilaminas (6, 7), los carbamatos (8, 9), las
oximas de cianoacetamidas (10), los fosfonatos (11), los acilpicélidos (12), las amidas de
acidos carboxilicos (13 y 14), las tiazol carboxiamidas (15), los ciano imidazoles (16) y las

benzamidas (17) [Kuck y Gisi, 2007].
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Si bien se considera que estos nuevos agroquimicos son especificos sobre los oomicetos,
sélo se conoce el sitio de accidn de algunos de ellos. Las fenilaminas, por ejemplo, inhiben
el complejo RNA polimerasa |, aunque la subunidad diana se desconoce. Las amidas de
acidos carboxilicos recientemente han demostrado tener como blanco a la enzima
celulosa sintasa 3 (CesA3). El fluopicélido provoca la deslocalizacidon de una proteina tipo
espectrina, pero se desconoce si esta es su proteina blanco o si es un efecto secundario de
la actividad del compuesto. Se sabe que los ciano imidazoles inhiben el complejo
citocromo bc; (ubiquinol oxidasa), mientras que las benzamidas interfieren en el
ensamblaje de la B-tubulina, y los carbamatos actuan a nivel de la permeabilidad de la

membrana (Kuck y Gisi, 2007; Hollomon, 2009; Whisson, 2010).

El desarrollo de agroquimicos con modos de accidn especificos contribuye a reducir los
efectos secundarios perjudiciales al medio ambiente y hacia la microbiota benéfica, al
disminuir la cantidad de sustancias que se debe aplicar por hectarea. Por ejemplo, hacia la
década de los sesentas, los ditiocarbamatos se aplicaban en un rango de concentraciéon de
1.5-3.5 Kg/Ha (Russell, 2005), mientras que el fluopicdlido se aplica a una concentracién

de entre 0.075-0.1 Kg/ha (Bardsley et al., 2006).

De manera paralela a las enfermedades de plantas ocasionadas por oomicetos, las
infecciones en mamiferos y peces han sido tratadas con pocos compuestos quimicos. En
2002, el verde de malaquita, que era usado para el control de la saprolegniosis en peces,
fue prohibido en todo el mundo debido a sus efectos carcinogénicos y todxicos.
Actualmente, el tratamiento con formalina es el método econdmicamente disponible para
el tratamiento de esta enfermedad, pero su eficacia es limitada (Phillips et al., 2007;

Fugelstad, 2008).

10
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Por otra parte, las infecciones cutdneas en humanos por Pythium insidiosum son tratadas
satisfactoriamente con soluciones de yoduro de potasio; sin embargo, tratandose de
infecciones profundas, como la pitiosis ocular, los antifungicos convencionales no son
efectivos y en muchos casos en necesario recurrir a operaciones drasticas para remover el

tejido afectado (Phillips et al., 2007).

Tomando en consideracién el gran impacto econdmico que causan las enfermedades
causadas por oomicetos, principalmente en plantas de interés agricola, ademas del
limitado numero de compuestos quimicos para el tratamiento de estas enfermedades,
existe una fuerte urgencia de desarrollar nuevos agentes quimicos, potentes y especificos

para el control de los oomicetos (Govers et al., 2009; Fugelstad, 2008).

4.3. PRODUCTOS NATURALES

La filosofia en el manejo de plagas ha cambiado radicalmente hacia la reduccién de la
poblacion de la plaga a niveles sub-econédmicos o no letales, mas que a su erradicaciéon
(Saxena y Pandey, 2001). Por otra parte, las implicaciones de los fungicidas sintéticos
como contaminantes ambientales y como agentes tdxicos para mamiferos incluyendo a
los humanos, han favorecido el desarrollado de nuevas estrategias para combatir el
problema de las plagas en los cultivos agricolas con la intencién de retirar del mercado a
muchos de los fungicidas sintéticos (Montesinos, 2003; Fravel, 2005; Rimando y Duke,

2006).

Actualmente, para que una molécula sea considerada como candidato para llegar a ser un
producto comercial debe resistir el sol, el calor y la lluvia, ademds de penetrar en el
organismo blanco (maleza, hongo, oomiceto, insecto) y ser transportado al sitio diana
(proteina) e inhibirlo efectivamente; asimismo, debe resistir al metabolismo del
organismo y evitar afectar especies que no son su blanco, especialmente al cultivo; ser
inofensivo para el ambiente y no mostrar efectos adversos contra los humanos.

Preferentemente, que tenga un nuevo modo de accidn y tan potente como para aplicarse

11
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en baja cantidad por hectarea y conveniente en cuanto a los costos de su formulacién y

manufacturacion (Smith et al., 2008).

En este sentido, los productos naturales constituyen una fuente casi inagotable de
estructuras quimicas novedosas con posible aplicacidon en agroquimica y farmacologia, y
un amplio campo de investigacion en el desarrollo racional de plaguicidas. Se considera,
en general, que un gran nimero de productos naturales poseen un tiempo de vida corto y
son susceptibles de ser degradados por los microorganismos del suelo, lo cual disminuye
sus efectos toéxicos, permitiendo asi mantener la diversidad biolégica de predadores y
reduciendo la contaminacién del ambiente, asi como el riesgo a la salud humana (Dubey
et al., 2011). La vasta diversidad quimica de los compuestos naturales, segin Demain
(2009), se debe a que el metabolismo secundario evolucioné en respuesta a las
necesidades y retos del medio ambiente. La naturaleza ha estado llevando a cabo a lo
largo de la evolucion su propia version de quimica combinatoria la cual ha rendido una
plétora de estructuras exdticas ricas en estereoquimica, anillos concatenados y grupos
funcionales reactivos. Los productos naturales han evolucionado para unirse a proteinas y
tienen propiedades tipo farmaco y son, por lo tanto, la principal fuente de farmacéforos

(Saxena y Pandey, 2001).

Las fuentes de productos naturales permanecen inexploradas en gran parte, en
consecuencia, estrategias adecuadas de investigacion pueden conducir al descubrimiento
de novedosos compuestos bioactivos. La principal ventaja del estudio de la quimica de
productos naturales es la promesa de encontrar nuevos compuestos con mecanismos de
accién especificos y novedosos, asi como moléculas lideres para el disefio y desarrollo de
nuevos agentes quimicos, ademas de ser una poderosa herramienta bioquimica, sirviendo
como trazadores en biologia molecular en la investigacidon de funciones celulares (Saxena

y Pandey, 2001; Knight et al., 2003).

Con relacién a metabolitos secundarios potencialmente utiles para combatir los dafios

ocasionados por oomicetos fitopatdgenos, en la literatura existen apenas una veintena de
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articulos cientificos que presentan productos naturales obtenidos de plantas, bacterias,

actinomicetos y hongos, con actividad antioomiceto.

4.3.1. Metabolitos secundarios con actividad antioomiceto obtenidos de plantas

Las plantas, al tener un estilo de vida sedentaria, estdn en contacto continuo con
diferentes microorganismos, como bacterias, virus, hongos y oomicetos; y al ser incapaces
de emplear estrategias de defensa como el escape, la evasién o el mimetismo, han
acoplado sistemas de defensa tanto mecdnicos (presencia de espinas, agallas, cuticula
serosa, tricomas), fenolégicos (rdpida reposicién de biomasa) y quimicos (antialimetarios,
antimicrobianos) que pueden, a su vez, ser constitutivos (fitoanticipinas) o inducibles

(fitoalexinas) [Sdnchez-Pérez, 2007; Oliveros-Bastidas, 2008].

Algunos compuestos aislados de plantas han mostrado actividad inhibitoria contra
oomicetos, tanto in vivo como in vitro, y se postula que algunos de ellos estdn
involucrados en la defensa de la planta contra las enfermedades. Entre los mas
representativos se encuentran: la nicotinamida (18), obtenida de las hojas de la espinaca
roja (Amaranthus gangeticus), y compuestos relacionados con un anillo aromatico
nitrogenado y una amida; estos compuestos muestran actividad paralizante sobre las
zoosporas de Aphanomyces cochlioides, agente causal de la pudricién de la raiz de
espinaca y marchitamiento de las semillas (Shimai et al., 2002). Las furanocumarinas,
como el psoraleno (19) y el isopsoraleno (20), aislados de Psoralea corylifolia
(leguminosae) presentan actividad inhibitoria sobre Phytophthora infestans (Shim et al.,
2009). Los acidos poliacetilénicos, octadeca-9,11,13-triindico (21) y trans-octadeca-13-en-
9,11-diinoico (22) de Prunella vulgaris, inhiben el crecimiento de Phytophthora infestans y
Phytophthora capsici (in vitro), ademas del desarrollo de la enfermedad in vivo (Yoon, et
al., 2010). De los rizomas de Anemarrhena asphodeloides (Liliaceae) fue aislado el
compuesto niasol (23), que inhibe el crecimiento de Phytophthora capsici (Park et al.,
2003). Los acidos 22:1-w7-anacardico (24), 24:1-w9-anacérdico (25) y 22:0-anacardico
(26), obtenidos de frutos inmaduros de Ginkgo biloba, inhiben la movilidad de las

zoosporas de Aphanomyces cochlioides (Begum et al., 2002).
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4.3.2. Metabolitos secundarios con actividad antioomiceto obtenidos de bacterias

Los metabolitos secundarios producidos por bacterias representan una fuente importante
de compuestos con propiedades antifungicas y antioomicetos. El 17% de los metabolitos
bioactivos conocidos han sido aislados de este grupo de microorganismos (Bérdy, 2005).
Algunos géneros de bacterias como Pseudomonas han sido reconocidos como antagdnicos
de patdgenos de plantas y productores de antibidticos (debido quiza a su abundancia e
importancia en los suelos). Por ejemplo, la cepa 7NSK2 de Pseudomonas aeruginosa
aislada de raices de cebada, es productora de tres sideréforos, la pioverdina (27), la
pioquelina (28) y el acido salicilico (29), cuya produccion es indispensable para el mayor
efecto protector contra la infeccion de Pythium splendens en semillas de jitomate
(Buysens et al., 1996). La cepa MM-B16 de Pseudomonas fluorescens colectada de una
muestra de suelo produce el antibidtico aerugina (30), que reduce la infeccidn por
Phytophthora capsici en plantas de chile, aunque es menos efectivo que el antioomiceto
comercial metalaxil (Lee et al., 2003a). La cepa Pf-5 de Pseudomonas fluorescens produce

el antibidtico pioluteorina (31), un inhibidor del crecimiento de Pythium ultimum, y que
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protege a las semillas de algodén de la pudricién temprana causada por este patdgeno
(Howell y Stipanovic, 1980). La cepa CG-B26 de Pseudomonas aeruginosa aislada del
suelo, produce el acido fenazina-1-carboxilico (32), el cual es muy activo in vitro contra
Pythium ultimum, Phytophthora capsici y Colletotrichum orbiculare, aunque es menos
efectivo que el metalaxil en el control del tizon causado por Phytophthora capsici en
plantas de chile (Lee et al., 2003b). Resulta muy interesante la actividad de la lactona
macrociclica clorada, oocidina A (33), producida por Serratia marcescens aislada como
epifita de hojas sanas de la planta acuatica Rhyncholacis pedicillata; esta lactona muestra
una concentracion minima inhibitoria (CMI) menor que el metalaxil sobre el crecimiento

de Pythium ultimum, Phytophthora parasitica y Phytophthora cinnamomi (Strobel et al.,

1999a).
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4.3.3. Metabolitos secundarios con actividad antioomiceto obtenidos de actinomicetos

Los actinomicetos son, historicamente, los microorganismos con mayor produccion de
metabolitos secundarios, con un 43% del total de los compuestos microbianos bioactivos
(Bérdy, 2005). De Streptomyces sp. aislado del suelo, se identificaron dos macrociclos, la

maltofilina (34) y la dehidromaltofilina (35), constituidas por un residuo de 4cido
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tetrdmico fusionado a un sistema triciclico de anillos; ambos compuestos muestran
actividad antioomiceto sobre Plasmopara viticola, el principal patégeno de Vitis vinifera
(Graupner et al., 1997). Del actinomiceto Lechevalieria aerocolonigenes cepa VK-A9,
aislado del suelo, se obtuvo la tiobutacina (36), un metabolito que inhibe la motilidad de
las zoosporas, la germinacidn de los quistes y el crecimiento de las hifas de Phytophthora
capsici, ademas de ser efectivo en el tratamiento del tizén causado por P. capsici en
plantas de chile, y de no ser toxico para estas ultimas, por lo cual representa una molécula
promisoria para el control de enfermedades ocasionadas por oomicetos (Lee et al., 2004).
Otro actinomiceto del suelo, Streptomyces roseoflavus produce el compuesto
estaurosporina (37) que inhibe el crecimiento de Phytophthora capsici y controla el tizén
sobre plantas de chile, aunque es menos efectiva que el metalaxil (Park et al., 2006). De
Streptomyces flaveus se aisld un antibidtico del tipo manumicina, la 2,4,6-trimetildeca-
(2E,4E)-dienamida (38), que tiene actividad inhibitoria sobre el crecimiento de P. capsici

(Hwang et al., 1996).
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4.3.4. Metabolitos secundarios con actividad antioomiceto obtenidos de hongos

Los hongos, después de los actinomicetos, son los segundos productores de compuestos
bioactivos con un 38% del total de metabolitos microbianos (Bérdy, 2005), destacando,
por su actividad antioomiceto, la sal sddica del acido (E)-4-oxohexadeca-2-endico (39),
aislada de los cuerpos fructiferos del basidiomiceto Hygrophorus sp., y que posee
actividad inhibitoria sobre el crecimiento y la germinacidn de las esporas de Phytophthora
infestans y reduce la infeccién en plantas de papa (Eschen et al., 2009). Interesantemente,
el acido fusarico (40) y la bicaverina (41), obtenidos de la cepa EF119 de Fusarium
oxysporum aislada de tejido sano de la raiz de plantas de pimiento rojo, reducen de
manera importante el desarrollo del tizén tardio en jitomate causado por P. infestans (Son
et al., 2008). Dos epodxidos de la ciclohexanona, la jesterona (42) y la hidroxi-jesterona
(43), producidos por Pestalotiopsis jesteri, un hongo endoéfito de Fragraea bodenii, poseen
actividad antioomiceto sobre Pythium ultimum, Aphanomyces sp., Phytophthora
citrophthora y Phytophthora cinnamomi. La jesterona (42) posee una CMI relativamente
baja (~25 pg/mL), lo cual sugiere que tiene potencial como agroquimico comercial (Li y

Strobel, 2001).
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4.4. Los HONGOS ENDOFITOS

En anos recientes, la investigacion en productos naturales ha puesto en evidencia que la

produccién de metabolitos secundarios por un organismo no es un fendmeno aleatorio
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sino que existe una estrecha correlacidon con el nicho ecolégico que ocupa, por lo que el
uso de la ecologia fungica en la busqueda de nuevos productos naturales bioactivos
resulta extremadamente atractiva. En primera instancia porque los hongos son los
segundos principales productores de metabolitos secundarios, y en segunda, debido a que
el numero estimado de especies fungicas es cinco veces mayor que el predicho para las
especies de plantas y cincuenta veces superior al estimando de especies de bacterias

(Gloer, 2007; Demain, 2009).

Los hongos enddfitos, que colonizan los tejidos de plantas sin causarles sintomas
aparentes de enfermedad, han sido reconocidos recientemente como una nueva
herramienta en la produccién de metabolitos antimicrobianos (Gond et al., 2010). En un
estudio realizado por Schulz y colaboradores (2002) encontraron que el 58 % de los
metabolitos bioactivos aislados de hongos endoéfitos fueron novedosos, en comparacién

con el 38 % de aquellos producidos por hongos aislados del suelo.

Los hongos endéfitos han sido aislados de todas las especies de plantas estudiadas, por lo
gue se consideran ubicuos dentro del reino vegetal. Y considerando que existen
aproximadamente 300 mil especies de plantas, cuya diversidad de microbiota interna es
relativamente alta, y dado que una proporcidn comparativamente pequena de potenciales
hospederos ha sido examinada, los enddfitos representan un substancial nimero de
especies de hongos aun por descubrir (Tan y Zou, 2001; Faeth, 2002; Strobel et al., 2004;
Mueller et al., 2004; Ganguli y Deshmukh, 2007).

Se estima que existen, segun cdlculos conservadores, mas de 1.5 millones de especies de
hongos, de los cuales se conocen apenas cerca del 5% (Guzman, 1998; Hawksworth,
2001). Aungue se ha propuesto que quiza tan sélo los hongos endéfitos podrian alcanzar
1.62 millones de especies, considerando la diversidad de plantas y el nUmero de especies
de hongos asociados a ellas, por lo cual, constituyen una fuente importante de nuevas
moléculas bioactivas, no sélo de interés agricola, sino también médico e industrial

(Gunatilaka, 2006).
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En la Ultima década se ha dado un crecimiento exponencial en el estudio de hongos
endofitos y sus metabolitos, lo cual se ilustra con el nUmero de publicaciones cientificas y
patentes publicadas en los ultimos 20 afios: 1990-1995 (12), 1996-2000 (32), 2001-2005
(78), 2006-2010 (196) y mas de 650 patentes (Tejesvi y Pirttila, 2011). De manera que el
verdadero potencial de los hongos enddfitos como productores de metabolitos

secundarios apenas comienza a vislumbrarse.

La investigacion sobre hongos endéfitos productores de metabolitos con actividad
antimicrobiana se ha enfocado principalmente en plantas medicinales (35%), cultivos
(29%), plantas en ambientes especiales (18%) y otras plantas (18%) [Yu et al., 2010]; que
ha rendido una gran diversidad quimica de compuestos quimicos como esteroides,
xantonas, fenoles, isocumarinas, derivados del perileno, quinonas, furandionas,

terpenoides, depsipéptidos, citocalacinas, entre otros (Schulz y Boyle, 2005).

Asociado a la diversidad estructural de estos productos naturales sobreviene su pluralidad
funcional y, por lo tanto, su potencial como posibles agentes quimioterapéuticos vy
antibidticos en medicina, plaguicidas y reguladores del crecimiento en agricultura. La
diversidad metabdlica de los hongos endéfitos se sustenta en que su desarrollo ha
ocurrido a través de un proceso coevolutivo con las plantas. Son organismos que se han
especializado en un nicho biolégico (los tejidos vegetales), que si bien los protege del
medio ambiente externo, los sitla en un ambiente extremadamente competitivo, en el
cual deben luchar por alimento y espacio con otros organismos enddfitos y ademas
contender contra las defensas quimicas de la planta hospedera. Este estrés bidtico
(interacciones) dentro de la hospedera es el motor que impulsa la constante y exhaustiva
innovacion quimica que han desarrollado los hongos endéfitos a lo largo de la evolucién

(Strobel et al., 2004).

Se ha postulado que los hongos enddéfitos son capaces de proveerle beneficios a su
hospedera a través de mecanismos que pueden ser: directos, como la interaccién
endéfito-patégeno; indirectos, reforzando las defensas de la planta; y ecoldgicos, por

ocupacion de un nicho (la hospedera) impidiendo el establecimiento del patégeno.
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Especificamente, dentro de los mecanismos directos se encuentra la produccion de
metabolitos secundarios bioactivos y la secrecion de enzimas liticas. Esta teoria es
apoyada empiricamente por el hecho de que muchos microorganismos enddfitos
producen in vitro metabolitos secundarios que presentan actividad antifingica vy
antibacteriana sobre microorganismos fitopatdgenos. Sin embargo, debido a la especifica
y limitada colonizacién de muchos enddfitos, la produccién in vivo de estos metabolitos
secundarios bioactivos no puede ser medida (Gao et al., 2010). No obstante, esta
correlacién permite suponer que los hongos enddfitos, debido a su alta diversidad
biolégica y metabdlica, constituyen una fuente muy abundante de metabolitos
secundarios con posible uso en agricultura como agroquimicos de origen natural. En este
contexto, a lo largo de los ultimos diez afos, a partir de hongos enddfitos se ha obtenido
un sinnidmero de metabolitos secundarios activos contra hongos y oomicetos

fitopatdgenos. A continuacién se presentan algunos ejemplos notables.

4.4.1. Alcaloides bioactivos producidos por hongos enddéfitos

Entre los alcaloides mds destacados, tanto por su actividad fungicida como por su
estructura, se encuentran: la criptocina (43), un 4cido tetrdmico producido por
Criptosporiopsis quercina, un endéfito de Triptergyium wilfordii, muestra una potente
actividad sobre Pyricularia oryzae, el principal patégeno del arroz, con una CMI de 0.39
UM (Li et al., 2000). Los derivados del indol denominados acido 3-indolacético (44), indol-
3-etanol (45), indol-3-carboxilato de metilo (46), indol-3-carboxaldehido (47), diacetamida
(48) vy el terpeno ciclonerodiol (49), fueron aislados por Yue y colaboradores (2000) de
Epichloé festucae, endofito de Festuca rubra; y muestran actividad antifungica sobre

Cryphonectria parasitica, agente causal del chancro del castano.

Acremonium zeae, uno de los hongos endodfitos aislados mas frecuentemente de maiz
sano (Zea maydis), produce las pirrocidinas A y B (50, 51), las cuales presentan actividad
inhibitoria sobre Aspergillus flavus y Fusarium verticilloides. Wicklow y colaboradores
(2005) identificaron que 13 de 14 cepas de Acremonium aisladas de plantas de maiz de

distintas regiones, producen al menos una de las pirrocidinas y ademas que estos
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antibidticos son producidos también in planta, por lo que se postula que A. zeae le

confiere proteccién al maiz contra los hongos fitopatdgenos evaluados.

Li y colaboradores (2011) aislaron 12 compuestos del extracto del micelio de Chaetomium
globosum, un endéfito de Ginkgo biloba; de los cuales sdlo la gliotoxina (52), una
dicetopiperazina con un puente disulfuro, presenta buena actividad antifingica sobre
Fusarium sulphureum, Alternaria alternata y Cercospora sorghi, con valores de Clsg 68.5,
36.8 y 59.8 pug/mL, respectivamente; y moderada actividad hacia Fusarium oxysporum,
Botrytis cinerea y Fusarium graminearum, con valores de Clso de 93.7, 106.6 y 100 pg/mL,

respectivamente.

Del extracto del caldo de cultivo del endéfito Phoma sp., aislado de las hojas de Salsola
oppositifolia, fueron aislados ocho metabolitos secundarios con estructura de piridona
prenilada, que presentan actividad antibacteriana y fungicida. Especificamente, la (+)-
flavipucina (53) presenta fuerte actividad inhibitoria sobre los hongos fitopatégenos
Phytophthora infestans (CMI=7.81 ug/mL) y Septoria tritici (CMI=31.1 pug/mL), mientras
que la isoflavipucina (54) posee una actividad fungicida moderada sobre Phytophthora

infestans (CMI=31.3 pg/mL) [Loesgen et al., 2011].
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4.4.2. Péptidos bioactivos producidos por hongos endéfitos

Algunos péptidos producidos por hongos endéfitos han demostrado una buena actividad
fungicida. La criptocandina (55) producida por Criptosporiopsis quercina, endoéfito de
Triptergyium wilfordii, inhibe el crecimiento de algunos hongos fitopatégenos, incluyendo
Sclerotinia sclerotiorum y Botrytis cinerea (Strobel et al., 1999b). La epiclicina (56) aislada
de Epichloe typhina, que coloniza de forma endofitica a Phleum pretense, presenta
actividad inhibitoria hacia Cladosporium phlei, un hongo fitopatdégeno de este pasto, con
un valor de Clsg de 22 nM (Seto et al., 2007). La especie Acremonium sp. aislada de Taxus
baccata, produce el péptido leucinostatina A (57), que posee una Clsyp menor a 1 uM

contra el oomiceto Pythium ultimum (Strobel et al., 1997).
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4.4.3. Compuestos bioactivos derivados de isocumarina, indolona y cromona producidos
por hongos enddfitos

Un gran numero de metabolitos secundarios con actividad fungicida producidos por
hongos enddfitos son de origen policétido, presentando grupos funcionales como

lactonas, fenoles, ésteres, derivados de cumarina, cromona, xantona, benzofenona,
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benzoindolona, entre otros. Algunos de estos compuestos pertenecen a rutas
biosintéticas mixtas como ciclohexenonas y fenoles prenilados. Por ejemplo, Phomopsis
sp. cepa YM 311483, aislado de tallos de un espécimen sano de Azadirachta indica,
produce cuatro nuevas lactonas de diez miembros denominadas 8-acetoxi-5-hidroxi-7-
oxodecan-10-dlida (58), 7,8-dihidroxi-3,5-decadien-10-élida (59), 7-acetoximulti-pldlida A
(60) y 8-acetoximultiplélida A (61), asi como la conocida multipldlida A (62). Estos
compuestos muestran una débil actividad antifungica sobre Aspergillus niger, Botrytis
cinerea, Fusarium avenaceum, Fusarium moniliforme, Helminthosporium maydis,
Penicillium islandicum y Ophiostoma minus. La 8-acetoximultiplélida A (61) fue el
compuesto mas potente con un rango de CMI de 31.25 a 500 pg/mL (Wu et al., 2008). De
otra especie de Phomopsis, la cepa ZSU-H76, aislada del tallo del arbol de manglar
Excoecaria agallocha, fueron aislados cinco octacétidos, las nuevas fomopsinas A, By C
(63, 64, 65), ademds de las conocidas citosporonas B y C (66, 67); estas dos ultimas
inhiben a Candida albicans y Fusarium oxysporum con CMI que van de 32 a 64 pg/mL

(Huang et al., 2008).
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Algunos compuestos relacionados con el esqueleto de isocumarina, isoindolona vy
derivados del dcido benzoico, han demostrado una actividad fungicida destacada. La
fomopsilactona (68) y el 2,4-dihidroxi-5,6-dimetil benzoato de etilo (69), aislados de
Phomopsis cassiae, un hongo endéfito de Cassia spectabilis, muestran una fuerte actividad
antifungica sobre Cladosporium cladosporioides y Cladosporium sphaerospermum (Silva et
al., 2005). De un ascomiceto no identificado, aislado como endéfito de Meliotus dentatus,
se identificaron cuatro indolonas, dos derivados de la meleina y dos esteroles, de los
cuales la 5-metoxi-7-hidroxiftalida (70) y la (3R,4R)-cis-4-hidroxi-5-metilmeleina (71)
presentan actividad fungicida sobre Microbotryum violaceum, ademdas de actividad
antibacteriana y alguicida (Hussain et al., 2009a). De la planta halotolerante Adenocarpus
foliolosus, se aislé una cepa de Phomopsis sp. de cuyo extracto del micelio se obtuvieron
trece metabolitos secundarios, seis nuevos y siete conocidos, de los cuales la phomopsina
A (72) y la 5-metilmeleina (73) fueron activos contra M. violaceum a 10 pg/mL (Dai et al.,
2005). Del hongo Microdochium bolleyi, un endofito de Fagonia cretica, se obtuvieron tres
nuevas isocumarinas (75-77), ademas de la monocerina (74). Los cuatro compuestos
presentan actividad fungicida sobre M. violaceum, siendo el compuesto (74) el mas activo

(Zhang et al., 2008c)
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Kronh y colaboradores (2007) obtuvieron del hongo enddfito Ascochyta sp., aislado de la
planta Meliotus dentatus, dos compuestos nuevos: la (S)-(+)-ascoquina (78) y la (S,5)-(+)-
ascodicetona (79); y tres conocidos, la (3R,4R)-(-)-4-hidroximeleina (80), la ent-a-ciperona
(81) y la (3S,4R)-(-)-dihidroxi-(6S)-undecil-a-piranona (82), de los cuales este ultimo
presenta la mayor actividad antifungica sobre Microbotryum violaceum. Una cepa de
Phomopsis sp., un endoéfito aislado de Cistus monspeliensis, produce dos nuevas
cromonas, las fomocromonas A y B (83, 84), y una ciclopentanona, la fomotenona (85),
que son activas sobre Microbotryum violaceum, Botrytis cinerea y Septoria tritici (Ahmed
et al., 2011). Phomopsis sp., aislado de Laurus Azorica, produce una familia de epéxidos de
dihidroxi-ciclohexeno, de los cuales el cicloepoxitriol B (86) y la cicloepoxilactona (87)
muestran actividad antibacteriana y antifungica sobre Bacillus subtillis y Microbotryum

violaceum, respectivamente (Hussain et al., 2009b).
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Pestalotiopsis microspora, un endéfito de Terminalia morobensis, produce un compuesto

con actividad antifungica moderada, la isopestacina (88), una isobenzofuranona (mezcla
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de isdmeros Ry S) que a 40 pg/mL inhibe totalmente el crecimiento de Pythium ultimum
(Strobel et al., 2002). De la cepa Xylaria sp. (FO010) aislada como endoéfito de Abies
holophylla, se obtuvieron dos metabolitos secundarios con actividad antifungica, la
griseofulvina (89) y la desclorogriseofulvina (90), siendo la primera mds potente en el
control de Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides y Magnaporthe grisea tanto in
vitro como in vivo (Park et al., 2005). Aspergillus clavatonanicus, un endéfito de Taxus
marei, produce los antibidticos clavatol (91) y patulina (92), que inhiben el crecimiento de
varios microorganismos fitopatégenos como Botrytis cinerea, Didymella bryoniae,
Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Pythium ultimum, con valores de Clsg de entre

0.011-0.1 y 0.005-0.0197 pg/mL, respectivamente (Zhang et al., 2008a).
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El acido colletdtrico (93), un tridépsido producido por Colletotrichum gloesporioides (un
endéfito de Artemisia mongolica), muestra actividad antifungica sobre Helminthosporium
sativum a 50 pug/mL (Zou et al., 2000). Hoffman y colaboradores (2008) obtuvieron un
grupo de acidos fendlicos del caldo de cultivo de Phoma sp. aislado como endéfito de
Saurauia scaberrinae, de los cuales el acido Usnico (94), la cercosporamida (95) y la
fomodiona (96), presentan actividad sobre bacterias Gram-positivas y sobre Pythium
ultimum, Sclerotinia sclerotiorum vy Rhizoctonia solani. Dos nuevos antibiéticos, los
pestalocloruros Ay B (97, 98), fueron aislados del endéfito Pestalotiopsis adusta (obtenido
de un arbol no identificado), los cuales muestran actividad antifingica significativa sobre
los patégenos de plantas Fusarium culmorum, Gibberella zeae y Verticillium alboatrum (Li

et al., 2008).
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4.4.4. Compuestos bioactivos tipo ciclohexanona y fenol prenilados producidos por
hongos endoéfitos

Otra clase de metabolitos secundarios con notoria actividad fungicida corresponde a las
epoxi-ciclohexanonas y a los fenoles prenilados. Por ejemplo, el hongo enddfito
Acremonium byssoides, aislado de las hojas de Vitis vinifera y ademas identificado como
micoparasito de Plasmopara viticola (principal patégeno de la vid), produce una serie de
ciclohexanonas preniladas, las acreminas A-F (99-104) y H, I, L-N (105, 106, 107-109), que
muestran actividad inhibitoria moderada sobre la germinacién de esporas de P. viticola,

con una Clsg ~0.5 mM (Assante et al., 2005; Burruano et al., 2008; Arnone et al., 2009).
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Pestalotiopsis fici, endéfito de un arbol no identificado de China, produce una serie de
derivados prenilados de ciclohexanona, las pestalafonas A-E (110-114), que son activas
contra Candida albicans, Geotrichum candidum y Aspergillus fumigatus. Las pestalofonas C
(112) y E (114) muestran actividad antifungica significativa sobre A. fumigatus, con valores

de Clso/CMI de 1.10/35.3 y 0.90/31.2 uM, respectivamente (Liu et al., 2009).
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4.4.5. Esteroles y metabolitos alifaticos bioactivos producidos por hongos endéfitos

Algunos derivados del ergosterol han demostrado actividad antifungica. Por ejemplo, de
Colletotrichum sp., hongo endéfito de Artemisia annua, fueron aislados once metabolitos

secundarios: un indol hemiterpenoide, el 6-isoprenilindol-3-acido carboxilico (115) y diez
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esteroles; de estos ultimos el 3B,5a-dihidroxi-6B-acetoxi-ergosta-7,22-dieno (116), 3B,5a-
dihidroxi-6B-fenilacetiloxi-ergosta-7,22-dieno (117) y 3B-hidroxi-5a,8a-epidioxi-ergosta-
6,22-dieno (118) son activos a 200 ug/mL sobre los hongos patdgenos de cultivos,
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia cerealis, Helminthosporium sativum vy

Phytophthora capsici (Lu et al., 2000).

Por otra parte, no sélo compuestos altamente funcionalizados y estructuralmente
complejos poseen una actividad fungicida promisoria, sino también compuestos alifaticos,
por ejemplo, el acido nonanoico (119), producido por el hongo endéfito Trichoderma
harzianum aislado de la corteza del cacao (Theobroma cacao), inhibe la germinacién de las
esporas de dos hongos patdgenos del cacao, Monliophthora roreri y Crinipellis perniciosa,

a concentraciones menores a 1uM (Aneja et al., 2005).

COOH
A\
N .
" SOL
/ o
HO :
(115) R
O

NN . R=COCH, (116) (118)
R=COCH,C.H, (117)
(119)

4.5. EL HONGO ENDOFITO 101

El hongo enddfito 101 fue aislado de hojas sanas de Bursera simaruba (Burseraceae),
colectadas en la reserva ecoldgica de “El Edén” en el Estado de Quintana Roo. Este
endofito fue seleccionado por Muria (2007) de entre un grupo de 14 hongos endodfitos
aislados de diversas plantas que crecen en esta reserva. Los endéfitos fueron cultivados en
pequefia escala y posteriormente se probd la actividad antifungica y fitotéxica sobre

microorganismos fitopatdgenos (hongos y oomicetos) y plantas de interés econdmico.

El estudio quimico biodirigido a partir de 50 g de extracto organico del micelio del hongo

endofito 101 (32 L de cultivo) obtenido en condiciones estdticas; permitié obtener catorce
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grupos de fracciones primarias (Cuadro 2). La actividad bioldgica se monitoreé empleando
el método de dilucién en agar utilizando los hongos Fusarium oxysporum y Alternaria
solani y los oomicetos fitopatdégenos Phytophthora parasitica y Phytophthora capsici como

indicadores. La actividad bioldgica se concentré en las fracciones (XI-XIV) [Figura 2].

Cuadro 2. Peso de las fracciones primarias derivadas del fraccionamiento del extracto del
micelio de 101.

Fraccion Peso (g) Fraccion Peso (g)
| 0.07 VIII 0.23
Il 0.14 IX 1.84
[ 0.12 X 5.12
v 0.60 Xi 5.06
\Y 0.06 Xl 4.90
VI 0.01 Xl 0.26
VI 23.77 XV 0.20
100 ~
O Phytophthora capsici *
80 7 B Phytophthora parasitica
E Fusarium oxysporum
60 4 @ Alternaria solani

% Inhibicién del crecimiento radial

\% Vil Vil IX X Xl Xl XMl XV

Fraccion

Figura 2. Evaluacidn bioldgica de las fracciones primarias activas a 100 pg/mL sobre el
crecimiento de dos oomicetos fitopatdgenos y dos hongos verdaderos. * n=4; p<0.05.
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Asimismo, este trabajo permitié obtener un heterodimero novedoso de hidroxantona y
oxantrona; la xantoquinodina J (120), la cual precipitéd espontaneamente de la fraccidn
primaria activa Xll. Este metabolito secundario es el componente mayoritario del extracto
activo del micelio de 101 y mostré importante potencial antioomiceto sobre Phytophthora

parasitica y Phytophthora capsici (Muria, 2007).

Con base en estos resultados, el presente proyecto de investigacion se enfocd en realizar
el estudio quimico de la fraccidon primaria activa Xl y de las aguas madres de la fraccién XiII,
las cuales probablemente contengan metabolitos secundarios estructuralmente

relacionados a la xantoquinodina J (120) y que muestren potencial antioomiceto.

31



Hipotesis

5. HIPOTESIS

Los hongos endofitos han sido reconocidos como una fuente prometedora de metabolitos
secundarios bioactivos, con posible aplicacién en agricultura y medicina, de manera que es
altamente probable que el hongo enddéfito 101 produzca compuestos antimicrobianos que

puedan ser Utiles en agricultura para el control de oomicetos fitopatdgenos.
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6. OBIJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Clasificar taxondmicamente al hongo enddfito 101 de Bursera simaruba asi como aislar y
caracterizar los metabolitos secundarios que posean actividad biolégica sobre el
crecimiento de oomicetos fitopatégenos, con el fin de contribuir en la busqueda de

nuevos agentes quimicos de origen natural Gtiles en el control de estos microorganismos.

6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e C(Clasificar taxondmicamente el género y, en lo posible, la especie del hongo enddfito
101, con base en su morfologia macro y microscopica, estableciendo las

caracteristicas de las hifas, fidlides y conidias.

e Cultivar el hongo endéfito enddfito 101 en mediana escala y preparar los extractos

organicos del medio de cultivo y del micelio.

e Determinar cuantitativamente el potencial antimicrobiano del extracto organico del
micelio del hongo enddfito 101, sobre el crecimiento de diferentes microorganismos
fitopatdgenos con importancia econdmica para nuestro pais: un hongo verdadero,
Fusarium oxysporum; un hongo fitopatégeno aislado de B. simaruba, Pestalotiopsis
sp., Yy hueve oomicetos fitopatdgenos, Phytophthora capsici, Phytophthora
parasitica, Phytophthora palmivora, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora
cactorum, Pythium debaryanum, Pythium aphanidermatum, Pythium ultimum y

Pythium polytylum.

e Aislar y purificar los metabolitos secundarios responsables de la actividad

antioomiceto demostrada por las fracciones primarias, utilizando diversos

procedimientos cromatograficos.
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Determinar cuantitativamente el potencial antioomiceto de los compuestos puros

aislados del hongo endéfito 101, sobre oomicetos fitopatdgenos.

Evaluar la citotoxicidad de los compuestos activos del hongo endéfito 101, con el fin
de explorar el potencial anticancérigeno y la posible correlacion con la actividad

antioomiceto.

Determinar la toxicidad de los compuestos activos del hongo endéfito 101, sobre la

viabilidad celular de macréfagos murinos (MTT).
Monitorear la produccién de los principales metabolitos secundarios en cultivos de
diferentes periodos de incubacién, utilizando cromatografia de liquidos de alta

resolucion.

Establecer la estructura molecular de los compuestos bioactivos mediante la

aplicaciéon de métodos espectroscdpicos y espectrométricos.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1. MATERIAL FUNGICO

El hongo enddfito 101 fue aislado en 2005 por la Q. A. Blanca Estela Herndndez, del
Instituto de Ecologia, UNAM, a partir de hojas sanas de Bursera simaruba (Burseraceae)

colectadas en la reserva ecoldgica ‘El Edén’ en el estado de Quintana Roo.
7.2. CARACTERIZACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DEL HONGO ENDOFITO 101

La identificacién taxondmica del hongo enddfito 101 se realizé utilizando cultivos en
placas de papa-dextrosa-agar preparado con papas frescas (PDA) y agar avena (AA). Las
cajas de Petri se incubaron a 28 °C por 15 dias con fotoperiodo luz artificial-oscuridad
12:12 h. Transcurrido el periodo de incubacion, se obtuvieron preparaciones tomando
pequefias muestras del micelio, bajo microscopio estereoscdpico, extendiéndolas sobre
un portaobjetos con ayuda de una aguja de diseccién, dentro de una gota de colorante
rojo congo o azul de algoddn. Posteriormente, se realizaron observaciones en microscopio
Optico con el objetivo seco fuerte (40x) para registrar la forma de las hifas y fidlides; y
observaciones a inmersién (100x) para registrar las medidas de las fidlides y conidias,
utilizando el programa AxioVision (v 4.6.3.0). Adicionalmente, se obtuvieron microcultivos
del enddfito 101 utilizando fragmentos de PDA de 1 cm? y ~3 mm de espesor, montados
sobre un cubreobjetos soportado por un tridngulo de vidrio dentro de una caja de Petri. El
indculo se efectud haciendo contacto en los cuatro bordes del fragmento de agar con el
asa cargada de esporas del hongo endodfito 101. Posteriormente, se colocd otro
cubreobjetos sobre los fragmentos de agar y se adicionaron 10 mL agua destilada en la
caja de Petri. Las cajas se sellaron y se incubaron por 15 dias, con fotoperiodo luz artificial-
oscuridad 12:12 h. A continuacidn, los fragmentos de agar con crecimiento miceliar fueron
desprendidos de los cubreobjetos, se tifieron con rojo congo o azul de algoddén y se
realizaron observaciones en microscopio dptico con el objetivo seco fuerte y a inmersién
para determinar la forma y longitud de fidlides y conidias, utilizando el programa

AxioVision (v 4.6.3.0) [Koneman, 1987].
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7.3. MICROORGANISMOS FITOPATOGENOS DE PRUEBA

Como organismos de prueba se utilizaron la especie Fusarium oxysporum (Eumycota), la
cual constituye un hongo fitopatégeno con importancia agricola para México; la especie
fitopatdgena Pestalotiopsis sp., aislada de B. simaruba; y nueve oomicetos fitopatégenos
identificados como Phytophthora capsici, Phytophthora parasitica, Phytophthora
palmivora, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora cactorum, Pythium debaryanum,
Pythium aphanidermatum, Pythium ultimum y Pythium polytylum (Oomycota). Las cepas
de microorganismos fitopatdégenos con importancia agricola fueron donadas por la Dra.
Olga Gémez y la M. en C. Bertha Tlapal Bolafios, del Colegio de Postgraduados en

Montecillo, Estado de México.

7.4. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADO EN LOS BIOENSAYOS Y EN LA OBTENCION DE LOS
CULTIVOS EN MEDIANA ESCALA DEL ENDOFITO 101
7.4.1. Papa-dextrosa-agar (PDA)

200 g de papa fresca, previamente pelada y cortada cubos, se sometieron a ebullicién
durante 20 minutos. La decoccidn resultante se filtrd a través gasa y se le agregaron 20 g
de dextrosa y 15 g de agar. Por ultimo, se afiadié agua destilada hasta un volumen final de

1000 mL (Ulloa y Hanlin, 1978).
7.4.2. Agar-avena (AA)

A 20 g de avena Quaker® se les adiciond una pequefia cantidad de agua destilada y se
hirvieron durante 10 min. A continuacién se les agregaron 30 g de agar y agua destilada

hasta un volumen final de 1000 mL (Ulloa y Hanlin, 1978).
7.4.3. Caldo-papa-dextrosa (CPD)

El caldo-papa-dextrosa se prepard siguiendo la metodologia indicada para el medio papa-

dextrosa-agar, con la diferencia de que no se le adicioné agar (Muria, 2007).
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7.5. CULTIVOS EN MEDIANA-ESCALA DEL HONGO 101

Los cultivos del hongo endéfito 101 se prepararon utilizando las condiciones dptimas de
crecimiento establecidas previamente por Muria (2007). Se obtuvieron tres cultivos en
condiciones estaticas empleando como medio de fermentacidon caldo-papa-dextrosa
preparado con papas frescas (CPD). Para cada cultivo se utilizaron 4 matraces Fernbach de
2800 mL con 1000 mL de medio de cultivo. Ocho de los matraces se incubaron por un
periodo de 30 dias y los cuatro restantes por 60 dias; en todos los casos la temperatura de
incubacién fue de 28 °C, con fotoperiodo de luz artificial-obscuridad 12:12 h. El indculo se
obtuvo con un sacabocado estéril de 5 mm de didmetro y consistié en 10 cortes circulares
del micelio del hongo 101, cultivado previamente en PDA durante 15 dias. Una vez
obtenidos los cultivos, se verificd su pureza mediante el analisis de preparaciones
microscopicas. Posteriormente, el medio de cultivo se separd del micelio mediante una
filtracidon simple utilizando gasa y se procedié a preparar los extractos organicos de los

cultivos (Macias-Rubalcava et al., 2008).

7.6. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS

El micelio humedo obtenido a partir de 4 de los matraces Fernbach incubados durante 30
dias, se sometid a un proceso de maceracion con acetato de etilo (AcOEt) y los 4 matraces
restantes se maceraron con diclorometano (CH,Cl,), realizandose en cada caso cinco
extracciones con 2.0 L de disolvente, dejando entre cada extraccion un periodo de tres
dias. Por otra parte, los 4 matraces Fernbach incubados durante un periodo de 60 dias se
sometieron a un proceso de maceracién con AcOEt. Al término de la maceracién, los
extractos se filtraron, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron al
vacio. Posteriormente, se analizaron por cromatografia en capa delgada (CCF) y se

combinaron aquéllos que mostraron caracteristicas similares.

Por otra parte, los extractos del medio de cultivo se obtuvieron mediante particiones
sucesivas, empleando CH,Cl, y AcOEt como disolventes de extraccién. La fase organica se
seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd al vacio. El analisis por CCF de los

extractos organicos permitio agruparlos segun su similitud.
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7.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA
7.7.1. Determinacidn del potencial antimicrobiano

La determinacidn cuantitativa del potencial antifungico o antioomiceto de los extractos
organicos, fracciones primarias y compuestos puros del hongo endéfito 101, se realizé
mediante la evaluacion de su efecto sobre el crecimiento radial de los microorganismos

fitopatégenos de prueba utilizando el método de dilucidon en agar.

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 6 cm de didmetro. Cada una de las
muestras a evaluar se disolvié en metanol (~100-500 pL) y se prepararon disoluciones en
PDA (1%) a 100 ug/mL para los extractos y fracciones, y a 1y 10 uM para los compuestos
puros. En cada caja de Petri se colocaron 5 mL de la disolucién, se dejaron solidificar (~ 40
°C) y enseguida se colocd en el centro un indculo de 5 mm de didmetro del
microorganismo de prueba, previamente incubado en PDA por 8 dias. Los bioensayos se
realizaron bajo un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones. Las cajas de
Petri se incubaron de 1 a 5 dias, dependiendo del microorganismo de prueba (1 dia para
Pythium aphanidermatum; 4 dias para Fusarium oxysporum y Phytophthora parasitica; 3
dias para los microorganismos restantes), a 28 °C con fotoperiodo luz-oscuridad 12:12 h
con luz artificial. Como controles negativos se utilizaron PDA (1%) y PDA 1(%)-metanol
(~100-500 pL), y como control positivo se utilizd el fungicida comercial Ridomil Gold 4E®
(metalaxil-m). Al final del bioensayo se tomaron dos medidas perpendiculares del
diametro del micelio de cada repeticidon y de cada especie de microorganismo de prueba.
Los promedios se analizaron mediante un andlisis de varianza de una via (ANOVA) modelo
| (o = 0.05) y una prueba de contrastes de Tukey HSD (utilizando el programa STATISTICA
version 6.0) [Mead et al., 2002; Macias-Rubalcava et al., 2008].

7.7.2. Determinacidn del potencial citotdxico

La evaluacién del potencial citotdxico de los compuestos aislados del hongo endéfito 101

se efectud sobre seis lineas celulares cancerosas de humano: glia de sistema nervioso

38



Parte experimental

central (U25), prostata (PC-3), leucemia (K562), colon (HCT-15), mama (MCF-7) y pulmdn
(SKLU), evaluados a una concentracion de 50 pg/mL. Este bioensayo se realizd en el
laboratorio de Pruebas Bioldgicas del Instituto de Quimica, UNAM, por la M. en C. Ma.
Teresa Ramirez Apan, siguiendo el protocolo descrito por el Instituto Nacional del Cancer

de los Estados Unidos de Norteamérica.

7.7.3. Determinacion de la toxicidad

La determinacién de la toxicidad preliminar de los compuestos activos del hongo enddfito
101 se realizé sobre la viabilidad celular de macréfagos murinos (MTT), en el laboratorio
de Pruebas Biolégicas del Instituto de Quimica, UNAM, por la M. en C. Ma. Teresa Ramirez

Apan.

7.8. MONITOREO DE LA PRODUCCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS ACTIVOS DEL ENDOFITO 101

El monitoreo de la produccién de los principales metabolitos secundarios producidos por
el endodfito 101, se realizé verificando la produccién de cada uno de ellos en cultivos
sélidos y liquidos, incubados por diferentes periodos, utilizando en ambos casos

cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR).
7.8.1. Cultivos en medio sélido

En primer lugar, se realizaron cultivos en PDA empleando cuatro cajas de Petri de 15 cm
de didmetro por cada periodo de incubacidn. El indculo consistidé en un corte del micelio
de 5 mm de didmetro del enddéfito 101, incubado previamente en PDA por 15 dias. Las
cajas de Petri se incubaron en periodos de 20, 30 y 40 dias a 28 °C con fotoperiodo luz-
oscuridad 12:12 h con luz artificial. Al término del periodo de incubacion, las placas se
procesaron el mismo dia de la siguiente manera: el micelio obtenido se corté en pequefios
segmentos y se fragmentd mecdnicamente con una varilla de vidrio. A continuacién, se
macero con 25 mL de CH,Cl, por 4 horas. Una alicuota de 1 mL del extracto crudo se dejo

evaporar a temperatura ambiente y se reconstituyd con acetonitrilo (MeCN) y una vez
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filtrado (Acrodisco 4 um), se analizd su perfil cromatografico por CLAR. El sistema de
eluciéon consistié en un gradiente que comenzé con MeCN:H,0 25:75 hasta 50:50 en 5
min; luego hasta 65:35 a los 30 min y, por ultimo, hasta MeCN 100% a 35 min y
manteniéndolo hasta 40 min. La velocidad del flujo fue de 1mL/min. Se utilizé6 una
columna de fase reversa Cyg (Atlantis) con un tamafio de particula de 5 um, longitud de
150 mm y didmetro interno de 4.6 mm, operada a temperatura ambiente. Los compuestos

fueron detectados midiendo la absorbencia a una longitud de onda de 272 y 365 nm.

Posteriormente, cada micelio fue sometido a sucesivas maceraciones con CH,Cl, hasta
agotar los componentes solubles y se prepararon los extractos organicos de manera

habitual.
7.8.2. Cultivo en medio liquido

Para obtener el perfil cromatografico de los extractos organicos obtenidos a partir de
cultivos liquidos se utilizaron los extractos derivados de los cultivos en mediana escala en
CPD incubados por 30 y 60 dias. Para efectuar el analisis se tomo6 una muestra de 10 mgy
se disolviéo en 1 mL de MeCN, se filtré y se analizé por CLAR, utilizando una columna de
fase reversa Cyg (Atlantis) con un tamafio de particula de 5 um, longitud de 150 mm vy
didmetro interno de 4.6 mm, operada a temperatura ambiente y como sistema de elucién
isocratico una mezcla de MeCN:H,0 (70:30). Los compuestos fueron detectados midiendo

la absorbencia a una longitud de onda de 272 y 365 nm.

7.9. FRACCIONAMIENTO Quimico
7.9.1. Métodos cromatograficos generales

Las fracciones primarias Xl y XlI del cultivo en mediana escala (32 L) derivadas del extracto
del micelio del hongo endéfito 101 (Muria 2007), se sometieron a un fracinamiento
secundario mediante cromatografia de adsorciéon en columna abierta, empleando como

adsorbente gel de silice (Silica gel G-60 Merck, granulos de 0.2-0.5 mm, malla 70-230). Los
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analisis cromatograficos en capa fina se realizaron siguiendo las técnicas convencionales,
utilizando placas de aluminio recubiertas de gel de silice (Silica Gel 60 GF,s4 Merck de 0.25
mm de espesor), varios sistemas de eluyentes (Hexano-CH,Cl,, Hexano-CH3COCHs, CH,Cl;,
y CH,Cl,-CH30H, en diversas proporciones) y como agente cromégeno, se empled una
disolucién de acido sulfurico al 10% (para obtener el desarrollo del color fue necesario
calentar cada cromatoplaca por dos minutos aproximadamente a 110 °C) [Dzido vy
Tuzimski, 2008]. La cromatografia preparativa en capa delgada se realizd empleando
placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60 GF,54 Merck de 20 x 20 cm y de 0.25 mm de
espesor, aplicando en cada cromatoplaca aproximadamente 10 mg de muestra. La
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) se efectud en un equipo Waters
(Aliance) 2695 con un detector de rearreglo de diodos. En todos los andlisis se utilizé una
columna analitica de fase reversa Cig (Atlantis) con un tamafio de particula de 5 um,
longitud de 150 mm y didmetro interno de 4.6 mm, operada a temperatura ambiente y la
velocidad del flujo fue de 1mL/min. El sistema de elucidén consistié en el gradiente
indicado en el inciso 6.8.1. En tanto que el fraccionamiento de la fraccidén primaria activa
Xll se efectud en una columna semi-preparativa de fase reversa Cig (Clipeus) con un
tamafio de particula de 5um, longitud de 150 mm y didmetro interno de 10 mm con el
sistema de elucion indicado en el inciso 6.8.1 y un flujo de 5 mL/min. Los compuestos

fueron detectados midiendo la absorbencia a una longitud de onda de 272 y 365 nm.
7.9.2. Separacion y purificacion de los metabolitos secundarios
7.9.2.1 Obtencion de las acremoxantonas Ay B (121 y 122)

La fraccién primaria activa Xl (2.8 g), obtenida con CH,Cl,:MeOH (9:1), se sometidé a un
fraccionamiento secundario mediante una cromatografia en columna abierta utilizando
456 g de gel de silice. El proceso de elucién se efectud con hexano, CH,Cl, y MeOH en
diferentes proporciones. Se obtuvieron 162 fracciones de 200 mL cada una, reuniéndose
las que resultaron cromatograficamente similares, para generar 11 grupos de fracciones

secundarias (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Fraccionamiento secundario de la fraccidon primaria activa XI.

Fracciones Eluyente/(proporcion) Fracciones reunidas Clave
1-6 Hex-CH,Cl, (9:1) 1-7 Xl-i
8-17 Xl-ii
7-45 Hex-CH,Cl, (8:2) 1821 I
46-58 Hex-CH,Cl, (7:3) 22-67 Xl-iv
59-74 Hex-CH,Cl, (1:1) 68-73 Xl-v
74-78 Xl-vi
75-88 Hex-CH2C|2 (28) 79-97 X|-vii
89-119 CH,Cl, 98-118 Xl-viii
120-125 CH,Cl,-MeOH (99:01) 119-128 Xl-ix
126-131 CH,Cl,-MeOH (97:03) 129-136 XI-x
CH,Cl,-MeOH (95:05)
132-14
3 0 CH,Cl,-MeOH (90:10)
141-149 CH,Cl,-MeOH (90:10) )
150-156 CH,Cl,-MeOH (80:20) 137-162 Xlxi
157-161 CH,Cl,-MeOH (70:30)
162 CH,Cl,-MeOH (50:50)

El analisis por cromatografia en capa fina de la fraccion Xl-vi (484 mg) mostré estar
constituida por dos compuestos mayoritarios. Por lo cual fue sometida a un
fraccionamiento en columna abierta, empleando 114 g de gel de silice, obteniéndose 49
fracciones de 100 mL. Aquellas fracciones que presentaron caracteristicas cromatograficas
similares se combinaron para generar 12 fracciones terciarias. En el Cuadro 4 se resumen

los sistemas de elucién empleados y las fracciones combinadas.

De la fraccion terciaria vi-f (69 mg) precipité de manera espontanea un sélido amorfo de
color amarillo, el cual se purific6 mediante un proceso de recristalizacién con CH,Cl,-
hexano (99:1). Como resultado de este proceso se obtuvieron 40 mg de acremoxantona B

(122) [Isaka et al., 2009].
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Cuadro 4. Fraccionamiento terciario de la fraccion secundaria XI-vi.

Fracciones Eluyente/(proporcion)

1-2 Hexano (100) vi-a

3-7 Hex-CH,Cl, (9:1) vi-b
8-10 Hex-CH,Cl, (8:2) vi-c
11-13 Hex-CH,Cl, (7:3) vi-d
14-16 Hex-CH,Cl, (6:4) vi-e
17-25 Hex-CH,Cl, (5:5) vi-f
26-36 Hex-CH,Cl, (4:6) vi-g
37-40 Hex-CH,Cl, (3:7) vi-h
41-43 Hex-CH,Cl, (2:8) Vii
44-45 CH,Cl, (100) vi-j
46-47 CH,Cl,-MeOH (9:1) vi-k
48-49 CH,Cl,-MeOH (5:5) Vil

El analisis por cromatografia en capa fina de la fraccidon vi-g (50 mg) mostrd que estaba
constituida por dos componentes mayoritarios. La separacion de los productos naturales
se realiz6 mediante una cromatografia preparativa en capa delgada (CCFP), utilizando
CH,Cl,-MeOH (95:5) como eluyente. Las cromatoplacas se procesaron de manera habitual,
obteniéndose 10 mg de acremoxantona A (121) en forma de un sdlido cristalino de color
amarillo claro, soluble en CH,Cl,. Por otra parte, se obtuvieron 21 mg adicionales del

acremoxantona B (122) [Isaka et al., 2009].

De la fraccidn terciaria Xl-ix (123 mg) precipitd un sélido cristalino de color amarillo con
forma de agujas finas que se purificd mediante sucesivas recristalizaciones con CH,Cl,:Hex
(9:1). Como resultado del procedimiento anterior, se obtuvieron 15 mg de acremoxantona

A (121).
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7.9.2.2. Obtencidn de los compuestos xantoquinodina J (120), desacetil xantoquinodina
J (123) y acremonidinas Ay B (124 y 125)

La fraccidn primaria activa Xl (250 mg) se sometié a un fraccionamiento secundario por
CLAR, utilizando las condiciones cromatograficas y el sistema de elucién senalado en el
inciso 5.8.1. Después de procesar las fracciones de manera habitual se obtuvieron 75 mg
de xantoquinodina J (120) [26.64 min] (Muria 2007); 15 mg del nuevo producto natural, la
desacetil xantoquinodina J (123) [16.25 min]; 45 mg de acremonidina A (124) [19.45 min]
(He, et al., 2003) y 23 mg de la acremonidina B (125) [10.60 min] (He, et al., 2003).
Ademas, se obtuvieron 6 y 12 mg adicionales de las acremoxantonas A [27.83 min] y B

[20.27 min], respectivanete (Isaka et al., 2009).

7.9.3. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscépicas y espectrométricas de
los metabolitos secundarios

Los puntos de fusiéon se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se describen sin
corregir. Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (RNM- 'H) y de
carbono-13 (RMN-'3C) se generaron en un aparato Varian UNITY PLUS 500, el cual se
operd a una frecuencia de 500 MHZ y de 125 MHZ, respectivamente. Los espectros se
registraron en CDCl; o DMSO-ds, los desplazamientos quimicos (8) se asignaron en ppm
referidos al tetrametilsilano (TMS) empleado como referencia interna. Los espectros en el
ultravioleta-visible (UV) se obtuvieron en el detector de arreglo de diodos Waters
(Aliance) 2695 del cromatdgrafo de liquidos, en MeCN-H,0 (50:50). Los espectros en el
infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofotémetro de rejilla Perkin-Elmer, modelo
5998, en pastilla de KBr y en pelicula. Los espectros de masas se registraron en un aparato

JEOL JMS-AX505 HA mediante introduccion directa a 70 eV.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacidn se desarrollé con la finalidad de caracterizar taxondmicamente
al hongo enddfito 101 aislado de hojas sanas de Bursera simaruba, asi como estudiar el
potencial antioomiceto de los metabolitos secundarios que produce, con el propdsito de
contribuir en la buisqueda de nuevos agentes agroquimicos alternativos utiles en el control
de oomicetos fitopatdgenos con importancia econdmica para el pais. Los resultados
obtenidos se dividen en cinco partes. La primera corresponde al proceso de
caracterizacion macro y microscopica del hongo enddéfito 101 dentro del género
Acremonium sp. La segunda comprende la obtencion de cultivos en mediana escala de
Acremonium sp., y la evaluacién cuantitativa del potencial antifungico y antioomiceto de
los extractos organicos del micelio, sobre el crecimiento de microorganismos
fitopatdgenos con importancia econdmica. La tercera parte se refiere al aislamiento y
caracterizacion de los metabolitos secundarios responsables de la actividad bioldgica
demostrada por el extracto orgdnico y fracciones primarias del micelio. La cuarta parte
comprende el analisis detallado de la produccion de metabolitos secundarios activos
producidos por Acremonium sp., por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR),
en cultivos sélidos y liquidos incubados por diferentes periodos. Por ultimo, la quinta
parte se enfoca en la evaluacién biolégica de los compuestos puros mediante la
determinaciéon de su efecto sobre el crecimiento de oomicetos fitopatégenos, asi como a
la determinacién de su actividad citotoxica y la correlacidon con el potencial antioomiceto

demostrado.
8.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DEL ENDOFITO 101

La identificacidon taxonémica del hongo endéfito 101, aislado de las hojas sanas de Bursera
simaruba, se realizd utilizando tanto cultivos en placa como microcultivos, empleando
como medios de crecimiento papa-dextrosa-agar (PDA) y avena agar (AA) (Koneman,
1987). A continuacion se describen las caracteristicas macroscopicas y microscépicas mas

importantes para su caracterizacion taxondmica.
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El hongo enddfito 101 forma micelio aéreo aterciopelado y plegado, de crecimiento muy
lento. En la parte superior es de color blanco, y produce exudado hialino con la edad
(Figura 3A). En la parte posterior, el micelio es de color amarillo intenso (Figura 3B). Su

crecimiento es radial y los bordes del cultivo son ligeramente lobulados.

Figura 3. Hongo enddfito Acremonium sp. (endéfito 101) aislado de Bursera simaruba en
cultivo en papa-dextrosa-agar a los 15 dias de crecimiento. A: anverso, B: reverso de la
colonia.

Las observaciones al microscopio de las preparaciones frescas del endéfito 101 cultivado
en placas y en microcultivos muestran la presencia de conidias arrifionadas (1.8 x 3.6 um)
agrupadas en forma de cabezas viscosas que surgen sobre fidlides solitarias (1.7 x 34.4
um). Estas observaciones permiten clasificar claramente al hongo endéfito 101 dentro del
género Acremonium (Figura 4) [Onions y Brady, 1987; Glenn et al., 1996]. Sin embargo, la
descripcién taxondmica hasta especie requiere de la aplicacién de técnicas moleculares ya
que el género Acremonium agrupa una gran cantidad de especies anamorfas (de
reproducciéon asexual) cuyos teleomdrfos (con reproduccidén sexual) estan clasificados
dentro de tres grandes grupos de ascomicetos; Hypocreales, Plectosphaerellales vy

Sordariales (Summerbell et al., 2011).
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Figura 4. Conidiéforos de Acremonium sp. en PDA. A: Conidiéforos en 40 x, B: Conidiéforo
a 100 x, y C: conidias agrupadas tefiidas con rojo congo (ampliacion).

La mayoria de hongos tipo Acremonium aislados como endoéfitos pertenecen a la familia
Clavicipitaceae y corresponden a los anamorfos de Epichloé que han sido recientemente
denominados como Neotyphodium. Estos microorganismos generalmente, colonizan

gramineas (monocotileddneas).

Es importante mencionar que Unicamente cuatro hongos enddfitos tipo Acremonium han
sido aislados de plantas dicotiledéneas. El primero de ellos, denominado Acremonium sp.
(secc. Chaetomioidea), fue aislado de la corteza de Taxus baccata y fue clasificado con
base en sus caracteristicas morfoldgicas; sin embargo, se desconoce su especie
teleomorfica (Strobel et al., 1997). El segundo, corresponde a un endoéfito de Vitis vinifera
y ademds micoparasito de Plasmopara viticola, denominado Acremonium byssoides
(Burruano et al., 2008), este hongo fue recientemente reclasificado dentro de la familia
Clavicipitaceae como Simplicilium lanosoniveum (Summerbell et al.,, 2011).
Adicionalmente, existen dos aislamientos de enddfitos tipo Acremonium de la planta
trepadora Trachelospermum jasminoides, el primero de ellos clasificado como
Cephalosporium acremonium U43971 (Zhang et al., 2008b) y el segundo como
Cephalosporium sp. IFB-E001 (Song et al., 2005). De ambos aislamientos se desconoce la

especie teleomorfica.
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El hongo endéfito Acremonium sp. caracterizado en el presente estudio representa el

quinto aislamiento tipo Acremonium en plantas dicotileddneas.
8.2. CULTIVOS EN MEDIANA ESCALA

Acremonium sp. se cultivd en mediana escala obteniéndose tres cultivos en condiciones
estaticas empleando como medio de fermentacidén caldo-papa-dextrosa y dos diferentes
tiempos de incubacion (30 y 60 dias) y dos distintos disolventes de extraccién (CH,Cl, y
AcOEt). En el Cuadro 5 se resumen los rendimientos obtenidos para cada uno de los
cultivos. El extracto organico del micelio de Acremonium sp., fue mucho mas abundante
que el del medio de cultivo, independientemente del periodo de incubaciéon y del
disolvente de extraccidon. El extracto del micelio generado a partir del cultivo de 30 dias
extraido con CH,Cl, fue el mds abundante, sin embargo, estaba constituido por dos fases
de similar abundancia, una sdlida y otra oleosa, las cuales se separaron por decantacion.
Por su parte, los extractos organicos obtenidos con AcOEt presentan caracteristicas
semisélidas, es decir, muestran una menor cantidad de aceites por lo que el extracto de

60 dias se obtuvo unicamente con acetato de etilo.

Cuadro 5. Rendimiento de los extractos organicos del medio de cultivo y micelio de
Acremonium sp. obtenidos en cultivos en mediana escala.

Rendimiento (mg/L)

Extracto 30 dias 30 dias 60 dias
CH2C|2 AcOEt

Micelio 46141ido + 590aceite 310 587

Medio 20 17 15

8.2.1. Determinacion cuantitativa del potencial antioomiceto de los extracto del micelio
de Acremonium sp.

La evaluacién cuantitativa de la actividad antioomiceto de los tres extractos organicos del

micelio de Acremonium sp., derivados de los cultivos en mediana escala, se efectud
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mediante la determinacion de su efecto sobre el crecimiento de dos oomicetos
fitopatdgenos (Phytophthora capsici y Phytophthora parasitica) y de un hongo verdadero
(Fusarium oxysporum). Los resultados de este bioensayo preliminar permitieron
corroborar que los extractos inhiben significativamente el crecimiento de los oomicetos
fitopatégenos, reduciendo de manera general el crecimiento en un 50% a 100 pg/mL. Por
otra parte, el crecimiento del hongo verdadero no es inhibido significativamente por los

extractos evaluados (Figura 5).

Cabe mencionar que la fase oleosa no se evalud debido a que en el estudio previo

realizado en nuestro grupo de trabajo no demostré actividad antimicrobiana significativa.
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Figura 5. Efecto de los extractos organicos del micelio de Acremonium sp. evaluados a 100
pug/mL, sobre el crecimiento de un hongo verdadero (Fusarium oxysporum) y dos
oomicetos fitopatégenos (Phytophthora capsici y Phytophthora parasitica). * n=4 p<0.05

Con el fin de corroborar su selectividad bioldgica y considerando el alto rendimiento de la
fase sélida del extracto organico del micelio de Acremonium sp. derivado del cultivo con
30 dias de fermentacidon y utilizando como disolvente de extraccion CH,Cl,, se decidid

evaluar la actividad antioomiceto sobre especies representantes de los dos principales

49



Resultados y discusién

grupos de oomicetos fitopatdgenos: Pythium y Phytophthora. Por otra parte, con la
finalidad de conocer el potencial de los componentes del extracto del micelio sobre el
control de estos microorganismos, se evalud paralelamente la actividad del Ridomil Gold
4E® (metalaxil), que es el agente quimico de eleccion para tratar las enfermedades
ocasionadas por oomicetos fitopatdgenos. Adicionalmente, se evalué la actividad
antifiungica del extracto sobre dos hongos fitopatédgenos: Fusarium oxysporum y

Pestalotiopsis sp.

Los microorganismos de prueba seleccionados fueron cuatro especies fitopatégenas de
Pythium y cinco de Phytophthora. Las especies mas sensibles al extracto organico del
micelio de Acremonium sp. fueron; Pythium aphanidermatum (concentracidn inhibitoria
media,Cls0=36.7 pg/mL), Pythium ultimum (Clsp=166.1 ug/mL), Phytophthora capsici
(Cl5o=52.4 pg/mL), Phytophthora cinnamomi (Clso=54.3 pg/mL), Phytophthora parasitica
(Cl50=117.9 pg/mL) y Phytophthora cactorum (Clso=182.2 ug/mL).

A pesar de que el metalaxil es considerado como un agroquimico especifico para el control
de oomicetos fitopatdgenos, cuatro de los nueve oomicetos evaluados presentan
resistencia a este compuesto. Pythium debaryanum, Pythium polytylum, Phytophthora
cactorum y Phytophthora palmivora mostraron una Clsg con metalaxil superior a la
calculada para los hongos verdaderos (Cuadro 6). En este sentido, se ha reportado que los
oomicetos poseen una gran plasticidad genética que les permite desarrollar mecanismos
de resistencia contra algunos fungicidas comerciales (Gisi et al., 2000).
Desafortunadamente, las especies de oomicetos evaluados que son resistentes al

metalaxil también lo son al extracto de Acremonium sp. (Cuadro 6).

Se sabe que uno de los mecanismos mediante el cual los oomicetos desarrollan resistencia
al metalaxil, es la modificacidon del sitio de accidon de este agroquimico, el cual actua
inhibiendo la RNA polimerasa tipo Il (Davidse et al., 1988). Por otra parte, se ha
determinado que la mutagénesis inducida por radiacion UV o mutdgenos quimicos
transforma variantes sensibles al metalaxil a resistentes. Sin embargo, los reportes de

resistencia cruzada con otros fungicidas con modos de accidn distintos y estructuralmente
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no relacionados, como el propamocarb, el foltep, y el fosetil-Al (Cohen y Samoucha, 1984),
no permiten establecer que la resistencia cruzada observada entre el extracto derivado
del micelio Acremonium sp. y metalaxil pueda asociarse a una similitud en el mecanismo

de accion.

Cuadro 6. Evaluacion del efecto antifungico y antioomiceto del extracto organico del
micelio (fase sdélida) del hongo endéfito Acremonium sp., sobre el crecimiento de
microorganismos fitopatdégenos de importancia econdmica.

|
Microorganismo Lo Clso (ug/mL) .
Extracto del micelio Metalaxil

Pythium ultimum® 166.1 296.9
Pythium debcrryanumb 371.0 531.0
Pythium polytylumb 363.2 513.7
Pythium aphanidermatum® 36.7 0.05
Phytophthora cactorum® 182.2 502.6
Phytophthora cinnamom;® 54.3 8.1

Phytophthora palmivorab 263.6 494.6
Phytophthora capsicib 52.4 0.28
Phytophthora parasitica® 117.9 0.07
Fusarium oxysporum® 420.0 339.9
Pestalotiopsis sp.” 438.6 105.0

, .. b , .. C . L.
?Calculada a un dia de crecimiento; ° Calculada a tres dias de crecimiento;” Calculada a cuatro dias de crecimiento

8.3. AISLAMIENTO DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EN LAS FRACCIONES PRIMARIAS ACTIVAS
DEL EXTRACTO DE MICELIO DE Acremonium sp.

La fraccién primaria activa XI, por su abundancia (5.06 g) y actividad inhibitoria
significativa sobre el crecimiento de Phytophthora capsici, constituyé un candidato
adecuado para la busqueda de metabolitos secundarios con actividad antioomiceto. El
fraccionamiento quimico utilizando diversos procedimientos cromatograficos (CC y CCFP),
permitio el aislamiento y purificaron de dos metabolitos secundarios; las acremoxantonas

Ay B (121vy 122) [Isaka et al., 2009].

Por otra parte, el andlisis mediante cromatografia en capa fina de las aguas madres de la

fraccién activa XIl mostré que se trataba de una mezcla compleja de metabolitos
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secundarios. La separacion de los productos naturales se realizé mediante CLAR y permitio
la purificacion de seis policétidos heterodiméricos, incluyendo un derivado novedoso de
xantoquinodina: la desacetil xantoquinodina J (123), y cinco compuestos conocidos: la
xantoquinodina J (120) [Muria 2007], las acremonidinas Ay B (124 y 125) [He et al., 2003],
asi como cantidades adicionales de las acremoxantonas Ay B (121 y 122). En el Cuadro 7
se muestran las estructuras de los compuestos aislados, su rendimiento y las fracciones

cromatograficas de donde se aislaron.

Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados a partir del hongo endéfito Acremonium sp.

. . Rendimient . N
Metabolito secundario endimiento Fraccion primaria
(mg/L)

X1, X1l
0.96 XI-ix
2.28 X".X"
vi-f
2.34 Xl

Xantoquinodina J (120)
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Cuadro 7. Metabolitos secundarios aislados a partir del hongo enddéfito Acremonium sp.
(continuacion).

) . Rendimiento .. . .
(mg/L)

0.47 Xl
Desacetilxantoquinodina J (123)
Hc—0 0
1.40 Xl
0.72 Xl

Acremonidina B (125)

8.4. CARACTERIZACION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EN LAS FRACCIONES ACTIVAS

Los seis metabolitos secundarios aislados de las fracciones primarias XI y Xl presentan
como caracteristica estructural un biciclo(3,2,2)nonano formado por una subunidad de
origen policétido; que corresponde a una hidroxantona en las xantoquinodinas (I), una
benzofenona, en las acremonidinas (Il) o una xantona en las acremoxantonas (lll),

fusionado con una subunidad oxantrona (IV) [Figura 6].
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Los distintos heterodimeros de octacétidos fusionados por un biciclo(3,2,2)nonano
reportados en la literatura, presentan dos posibles tipos de arreglo entre ambas
subunidades, los cuales han sido denominados como tipo “orto” o “para” en analogia con
la sustitucion sobre un anillo aromatico. Por ejemplo, en la estructura de la
xantoquinodina B1, en el anillo C el protdn aromatico estd en posicidon orto al hidréxilo
fendlico y el anillo D queda en una posicidn tipo para. Mientras que en la estructura de la
xantoquinodina Al el protdn aromatico se encuentra en posicidn para al hidroxilo fendlico

sobre el anillo Cy el anillo D queda entonces en una posicidon “orto” (Figura 7).

OH 0] OH

|

COOMe
Hoo

MeOOC

OH HO
Il

MeOOC @] OH

\_/

o CHs
]

IlI+IV Acremoxantona

Figura 6. Estructura de los distintos mondmeros (subunidades) que componen la
estructura de los policétidos heterodiméricos; xantoquinodinas, acremonidinas vy
acremoxantonas.
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xantoquinodina B1 xantoquinodina Al
arreglo tipo "para” arreglo tipo "orto"

Figura 7. Diferencia estructural entre las xantoquinodinas orto y para (modificado de
Tabata et al., 1993).

De acuerdo con las evidencias obtenidas en los espectros bidimensionales (HMQC, HMBC,
COSY y NOESY) Muria (2007) establecié que la xantoquinodina J (120) presenta un arreglo
tipo “para” entre la subunidad de hidroxantona y la de oxantrona. Adicionalmente, esta

observacion fue confirmada mediante un analisis de difraccidon de rayos X.

Por analogia estructural con la xantoquinodina J (120) podria presumirse que las
acremoxantonas 121 y 122 producidas el enddéfito Acremonium sp. presentan el mismo
arreglo estructural tipo orto. Para poder discernir entre los dos posibles arreglos de las
acremoxantonas Ay B (121 y 122) se realizé el andlisis detallado de sus espectros de RMN
de una y dos dimensiones. A continuacién se discuten en detalle las caracteristicas

principales de sus espectros.

8.4.1. Caracterizacion de las acremoxantonas Ay B (121 y 122)

Las acremoxantonas A (121) y B (122) se obtuvieron de la fraccién activa XI como un sdlido
cristalino con forma de agujas finas (121) y otro amorfo (122), ambos de color amarillo,
solubles en CH,Cl,. En el Cuadro 8 se muestran sus constantes espectroscépicas vy

espectrométricas.
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Sus espectros de ultravioleta muestran maximos de absorcion en 362, 303, 271 y 329 nm
que permiten proponer la presencia de grupos croméforos con un patrén de conjugacioén
extendido para 121 y un grupo cromdforo distinto con un maximo de absorcién en 272
nm para 122. Los espectros de masas permiten observar iones moleculares con relaciones
masa/carga de 596 para la acremoxantona A (121) y de 612 para la acremoxantona B
(122), permitiendo establecer las férmulas moleculares de Ci3H4011 y Cs3H2401,,
respectivamente. Estas formulas permiten calcular un indice de insaturacidn de veintidds
para ambos compuestos. En el espectro en el IR se observan bandas de estiramiento O-H
(Umax. ~3400 cm'l), bandas de estiramiento C-H de alqueno (Umax ~3000 cm'l), sefiales
correspondientes al estiramiento C=0 de éster y cetona (Umax. ~1637 cm? y ~1740 cm‘l), y

bandas asociadas a la presencia de anillos aromaticos (Umax. ~1600 cm'l).

Los espectros de RMN unidimesionales (*H y 3C) [Anexo; Espectros 1-4] y bidimensionales
(COSY, NOESY, HSQC y HMBC) permitieron asignar la estructura de los compuestos 121y
122 como heterodimeros de xantona y oxantrona unidos por un biciclo(3,2,2)nonano
(Isaka et al., 2009). A continuacion se detallan las caracteristicas mas relevantes de la

elucidacion estructural.

El espectro de RMN-'H de la acremoxantona A (121) muestra sefiales para dos grupos
hidroxilo quelatados intercambiables con D,0 en &4 11.57 (OH-8') y 64 12.79 (OH-10);
para cinco hidrégenos aromaticos, de los cuales tres se observan como sefiales simples en
6y 6.48 (H-13), 6.80 (H-5’) y 6.91 (H-3’) mientras que las dos restantes en 64 7.34 (H-3) y
7.41 (H-4), se encuentran orto acopladas (/=9.2). En la regién de alquenos se observan dos
sefiales acopladas en 64 6.48 (dd, J=6.6, 8.5; H-12) y 6.11 (dd, J=1.1, 8.5; H-13’), con el
protdén vinilico en &y 4.93 (dd, J=1.1, 6.6; H-11’); ademds una seiial simple en 64 6.00 (H-
1’). A campo alto, se observan sefiales para un par de protones diasterotdpicos en &4 2.80
y 2.93 (J=18; H-15’a y b), asi como tres sefales que integran para un grupo metil éster en
On 3.98, un grupo metilo sobre anillo aromdtico en oy 2.39 y para un metilo de grupo

acetato en 6y 2.01.
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El espectro de RMN-"3C de 121 muestra sefiales para de 33 dtomos de carbono. A campo
bajo se aprecia una seial para un carbonilo de cetona en 6¢ 180.0 (C-8) y dos sefiales para
los carbonos tautomeéricos en §¢ 185.8 y 186.1 (C-8’ y C-10’). En la regién 6¢ 160-170 se
observan dos sefales que corresponden a carbonos cuaternarios de éster en §¢ 169.00 (C-
15) y 170.5 (C-17’). En tanto que en la regidon aromadtica (8¢ 100-160 ppm) se aprecian
sefiales para 21 carbonos aromadticos o de alqueno, algunos por su desplazamiento,
unidos a funciones oxigenadas. De acuerdo con el espectro DEPT, cinco corresponden a
grupos metino aromaticos 6¢ 109.8 (C-13), 119.4 (C-5’), 122.3 (C-3), 123.2 (C-3’) y 125.7
(C-4), dos a metinos de alqueno &¢ 131.8 (C-12’), y 132.9 (C-13’), cinco sefales mas
pertenecen a carbonos aromaticos unidos a funciones oxigenadas 6¢ 150.7 (C-2), 152.7 (C-
5), 154.0 (C-14), 157.8 (C-10) y 161.8 (C-6’). De los carbonos restantes, nueve
corresponden a carbonos aromaticos cuaternarios (6¢ 105.2 (C-9’), 107.1 (C-9), 112.7 (C-
7’), 113.4 (C-6), 117.4 (C-11), 118.4 (C-7), 136.4 (C-2’), 146.4 (C-12), 147.7 (C-4) y a un
carbono alifatico cuaternario en 6¢ 41.6 (C-14’). Finalmente, a campo alto se aprecian la
sefial para un metino base de oxigeno en 6¢ 73.0 (C-1’), un metileno en &¢ 35.2 (C-15’), un
metino alifatico en 6¢ 37.4 (C-11’), asi como sefiales para tres carbonos de metilo en &¢
21.1 (C-18’), 22.1 (C-16’) y 53.1 (C-16). Los datos espectrocdpicos de RMN *H y *3C de los

compuestos 121 y 122 se encuentran reportados en el Cuadro 9.

El andlisis exhaustivo de los espectros bidimesionales de correlacion heteronuclear y
homonuclear permitieron ubicar los grupos funcionales evidenciados en los espectros de
una dimensién en el esqueleto base de la molécula. Las observaciones mas importantes se

resumen a continuacion.

El espectro HMBC del compuesto 121 muestra que las seiales de los protones aromaticos
orto acoplados en &y 7.34 y 7.41 (H-3 y H-4) presentan correlaciones con los carbonos
aromaticos base de oxigeno en 6¢ 150.7 (C-2) y 152.7 (C-5) y con los carbonos cuaternarios
sp® en 8¢ 113.4 (C-6) y 118.4 (C-7). De manera que los protones H-3 y H-4 forman parte de
un anillo aromadtico tetrasustituido (Estructura A, Figura 8). El protdn H-4 muestra
correlaciones con C-5, a dos enlaces de distancia y con C-6 a tres enlaces. Mientras que

para H-3 se observan correlaciones con C-2, a dos enlaces de distancia y con C-7 a tres
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enlaces (Figura 8). Adicionalmente, las correlaciones observadas a cuatro enlaces de

distancia de H-4 con el carbonilo del éster en §¢ 169.0 (C-15) y de H-3 con el carbonilo de

la cetona en &¢ 180.0 (C-8) permiten proponer la ubicacion del éster sobre C-6 y la cetona

sobre C-7. Por otra parte, la seial simple para el metilo en &, 3.98 (H-16) presenta una

correlacion a tres enlaces con el carbonilo de éster C-15, atribuible a un metil éster

(Estructura B).

& HMBC
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'*_f Dra. M. Macias/ Claudio Melendez
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Figura 8. Correlaciones selectas. Ampliacion del espectro HMBC del compuesto 121.
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El protdn quelatado en &4 12.79 correlaciona fuertemente con el carbono aromatico base
de oxigeno en 6¢ 157.7 (C-10), con los carbonos aromaticos en §¢ 107.1 (C-9) y 117.4 (C-
11); y débilmente con el carbono aromatico en 6¢ 146.4 (C-12), el carbonilo en &¢ 180.0 (C-

8) y el carbono alifatico en 6¢ 37.6 (C-11’). Lo cual permite asignarlo como un grupo

hidroxilo sobre el carbono C-10, quelatado con el carbonilo C-8 (Estructura C).

Z @ \

Hal~o

La sefial simple del protdn aromdtico en &y 6.48 (H-13) presenta una correlaciéon
acentuada con el carbono aromatico base de oxigeno en 6¢c 153.9 (C-14) y con el carbono
alifatico en 6¢ 35.2 (C-15’); ademds se observan correlaciones débiles con los carbonos
aromaticos en 6¢ 107.1 (C-9), 117.4 (C-11), 146.4 (C-12), 157.7 (C-10), y con el carbonilo en
6c 180.0 (C-8) (Estructuras Dy E).

Por otra parte, la senal del hidrogeno alifatico en 64 4.93 (dd, J=1.1, 6.65; H-11')
correlaciona con el carbono de cetona en 6¢ 186.1 (C-10’), con el carbono aromatico base
de oxigeno en &¢ 157.7 (C-10), con el carbono aromatico cuaternario en 6¢ 117.4 (C-11) y
con los metinos de alqueno en 6¢ 131.8 (C-12’) y 132.9 (C-13’), asi como con el carbono

cuaternario de alqueno en 6¢ 109.2 (C-9’) [Estructuras F y G].
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El protén de alqueno en &4 6.48 (dd, J=6.60, 8.50; H-12’) presenta correlacion fuerte con
los carbonos en &¢ 41.6 (C-14’), 37.6 (C-11’) y 186.1 (C-10’); y correlaciones débiles con los
carbonos en 6¢ 35.2 (C-15’), 105.2 (C-9’) 132.9 (C-13’), y 117.4 (C-11) [Estructuras H e I].
Mientras que la sefial en 64 6.11 (H-13’) presenta correlaciones fuertes con los carbonos
en &¢ 105.2 (C-9’), 73.0 (C-1’), 41.6 (C-14’), 35.2 (C-15’) y 37.6 (C-11’); y correlaciones
débiles con los carbonos en 6¢ 186.1 (C-10’), 146.4 (C-12) y 131.8 (C-12’) [Estructuras J y
KI.
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Por otra parte, los protones diasterotdpicos en 64 2.93 y 2.80 (J=18; H-15’a y b) muestran
correlaciones con los carbonos en &¢ 41.6 (C-14’), 105.2 (C-9’), 146.4 (C-12), 73.0 (C-1'),
117.4 (C-11) y 132.9 (C-13’) (Estructura L).

H~o

O H

El analisis de las correlaciones antes mencionadas, tanto en los espectros de RMN de B3¢
como 'H y permite proponer la presencia de un anillo de siete miembros con un puente
de etileno formando un biciclo(3,2,2)nonano entre los carbonos C-11, C-12, C-15’, C-14/,

c-9’, C-10°, C-11’, C-12’ y C-13'.

El espectro HMBC del compuesto 121 manifiesta una sefial simple en &4 6.00 (H-1’) que
muestra correlaciones intensas con los carbonos en 6¢ 170.5 (C-17’), 136.4 (C-2’), 123.2 (C-
3’), 41.6 (C-14’), 112.6 (C-7’) y 105.2 (C-9’) y correlaciones laxas con los carbonos en ¢
186.1 (C-10’), 185.8 (C-8’), 132.9 (C-13’) y 35.2 (C-15’). Adicionalmente, la sefial de los
protones del metilo &4 2.01 (H-18’) presenta una correlacidn con el carbono de estér en &¢
170.5 (C-17’). Por lo que el carbono C-1’ corresponde a un metino que soporta un grupo

acetilo (Estructura M).
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Con relacién a los protones aromaticos en 64 6.80 (H-5’) y 6.91 (H-3’) en el espectro
HMBC, el primero de ellos presenta correlaciones acentuadas con los carbonos en &
161.8 (C-6’), 123.2 (C-3’), 22.1 (C-16’), y una correlacién débil con los carbonos en §¢ 112.7
(C-7") y 185.8 (C-8’) [Estructura N]. El segundo muestra correlacién fuerte con los carbonos
en &¢ 73.0 (C-1’), 136.4 (C-2’), 119.4 (C-5’), 112.7 (C-7’) y 22.0 (C-16’); y una correlacion
menos intensa con los carbonos 147.7 (C-4’), 161.8 (C-6’) y 185.8 (C-8’) [Estructura O]. Los
protones del metilo en &y 2.39 (H-16’) correlacionan fuertemente con los carbonos en &¢
123.2 (C-3’), 147.7 (C-4’) y 119.4 (C-5’), y de manera débil con los carbonos en 6¢ 136.4 (C-
2’) y 112.7 (C-7’). Estas correlaciones permiten proponer que H-5' se encuentra en
posiciéon orto al carbono aromatico base de oxigeno C-6’ y H-3" en posicién para, mientras
qgue el metilo C-16’ esta soportado por el carbono C-4’ en posicion meta con respecto al C-

6’ (Estructura P).
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En el espectro de correlacion homonuclear NOESY se aprecian una correlacién entre el
protdon quelatado en 6 12.79 (H-10) y el protdn alifatico en &4 4.93 (H-11'); que aunado a
la correlacion en el espacio de la sefial simple en 64 6.48 (H-13) con los dos protones
diasterotépicos en 64 2.80 (H-15’b) y 2.93 (H-15’a), permite proponer a H-13 en posicion
para al hidroxilo fendlico en C-10 y por lo tanto un arreglo tipo “orto” entre las unidades

xantona y oxantrona (Estructura Q).

Hals~o

Con respecto a la configuraciéon del carbono C-1’, en el espectro NOESY se aprecian
correlaciones entre los dos hidrégenos diasterotépicos H-15’a y b y el protén en 64 6.00
(H-1’). Mientras que el protén del puente de etileno en 64 6.11 (H-13’) correlaciona
exclusivamente con el protdn diasterotépico en &4 2.93 (H-15’a), revelando el protén H-1’
se encuentra en una orientacion pseudo ecuatorial (Estructura R; correlaciones NOESY

selectas).
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Adicionalmente, el protén en 64 6.00 (H-1’) presenta una correlacidén en el espacio con &4
6.11 (H-13’) y 6.91 (H-3’). Y a su vez, los protones del metilo en 64 2.39 (H-16") muestran
correlaciones con los protones en &y 6.91 (H-3’) y 6.80 (H-5’), lo que confirma de nueva
cuenta que la posicion del metilo C-16’ se encuentra entre los protones H-3’ y H-5

soportado sobre C-4’ (Estructura S).

De manera general, los espectros de RMN de las acremoxantonas A (121) y B (122)
presentan una gran similitud. La principal diferencia en el espectro RMN-"3C de 121 con
122 radica en la sustitucion de la sefial del carbono cuaternario sp” en 8¢ 105.2 (C-9’) por
una sefial a campo alto en 6¢ 81.4 asociada a un carbono sp3 base de oxigeno en la
acremoxantona B (122). En tanto que en el espectro de RMN-'H se observa en 8y 4.35 la
presencia de una sefal simple que integra para un protén intercambiable con D,0. Por su
parte, en el espectro HMBC se aprecia que el carbono en &¢ 81.4 (C-9°) de Ia
acremoxantona B (122) mantiene la mismas correlaciones que el carbono C-9’ del
compuesto (121), por lo que se deduce que la acremoxantona B (122) es el analogo

hidroxilado en C-9’ de la acremoxantona A (121).
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(121) (122)

El espectro NOESY de 122 efectuado en CDCl; proporciona informacién similar a la del
compuesto 121 en cuanto a la posicién del hidrégeno H-1’, por lo que se infiere una
configuracion idéntica a la establecida para la acremoxantona A (121). Sin embargo, este
experimento realizado en CDCl; no permitié observar ninguna correlacion a larga distancia
con el protén del alcohol en C-9’ que permitiera deducir la configuracién en el carbono C-
9’. Por lo tanto se realizd el experimento NOESY en DMSO-dg, en donde el hidrégeno H-9’
se aprecia como una sefial fina en &, 7.66 que mantiene una correlacién en el espacio con
H-1" y H-15’b. Esta informacion permite proponer que el hidroxilo sobre C-9’ se encuentra
en una orientacién pseudo axial y que H-1" se orienta en la cara opuesta al puente de

etileno (Estructura T; correlaciones NOESY selectas).
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Las evidencias espectroscopicas recopiladas permitieron identificar a los compuestos 121
y 122 como las acremoxantonas A (121) y B (122) previamente descritas en la literatura
(Isaka et al., 2009). La configuracién de los centros estereogénicos mostrada en 121 y 122

es relativa.

Cuadro 8. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de las acremoxantonas A y B
(121y 122).

UV Amax (nm) IR Upay (KBr) cm™ MS-IE m/z (int. relativa)

564 (1), 552 (2), 517 (12.5),

425, 1731, 1641
AcremoxantonaA 3¢5 303 271, 51;6 13' 1537' 1220' 485 (5), 439 (5), 403 (4), 341
(121) 239 “iore 7 (6),123(18),119(58), 58 (62),
55 (100), 41 (87), 27 (32)*
612 [M* (1)], 524 (2.5), 492 (2),
Acremoxantona B 432 (4.2), 341 (4), 313 (1.2),
443,1737,1
272, 234,222 31 431' 12‘;3' 162‘13' 222 (6), 189 (3), 149 (6), 135
(122) ’ ’ (10.5), 119 (13.8), 91 (24.1), 69

(11), 57 (13.2), 43 (9.5), 32 (25)

* E|l idn molecular no se observé en IE ni en FAB*

8.4.2. Caracterizacion de la xantoquinodina J (120) y desacetil xantoquinodina J (123)

Los compuestos 120 y 123 se aislaron como sélidos cristalinos de color amarillo intenso
solubles en CH,Cl,. El espectro en el UV presenta absorciones intensas en 368, 275y 216
nm, caracteristicas de un patrén de conjugacion extendido (Yoganathan et al., 2008). Por
otra parte, los espectros en el IR (Cuadro 10) de estos compuestos presentan bandas de
absorcién asociadas con su caracter aromatico (Vmax. 1637 cm'l), con la presencia de
grupos hidroxilo (Umax 3435 cm™) y carbonilo (conjugado, de acetato y de grupo
carboximetilo) (Umax. ~1637 cm™ y ~1740 cm'l). Los espectros de masas presentaron iones
moleculares con una relacion de masa/carga de 614 y 572 lo cual permitio establecer una
formula molecular de C33Hy601, ¥ de C31Hp4011 para 120 y 123, respectivamente (Cuadro
10). Estas formulas permiten calcular un indice de insaturacidon de veintiuno y veinte,

respectivamente.
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Cuadro 9. Datos espectroscopicos de RMN B¢ y 'H de las acremoxantonas A yB(121y
122).

Acremoxantona A (121) Acremoxantona B (122)
RMN *H (500 MHz, CDCl5) y de RMN *C (125 MHz, CDCl5)

8¢ m 64 (ppm) (mult. J en Hz) 8¢ m 6, (ppm) (mult. J en Hz)
o o)

1 — — — — — —
2 150.7 C 150.6 C
3 122.3 CH 7.41 (d, J=9.25) 1222 CH 7.42 (d, J=9.15)
4 125.7 CH 7.34 (d, J=9.25) 1250 CH 7.34 (d, J=9.3)
5 152.7 C 152.7 C
6 113.4 C 113.6 C
7 118.4 C 118.6 C
8 180.0 C 180.0 C
9 107.1 C 107.0 C
10 157.7 C 157.2 C
11 117.4 C 118.6 C
12 146.4 C 145.6 C
13 109.8 CH 6.48 (s) 1090 CH 6.68 (s)
14 153.9 C 154.2 C
15 169.0 C 168.8 C
16 53.1  CH; 3.98 (s) 53.1  CHs 3.99 (s)
1 73.0 CH 6.00 (s) 706  CH 6.52 (s)
2 136.4 C 139.3 C
3 123.2 CH 6.91 (s) 1183  CH 6.50 (s)
& 147.7 CH 149.5 C
5’ 119.4 C 6.80 (s) 1181  CH 6.78(s)
6’ 161.8 C 164.0 C
7 112.7 C 110.2 C
8’ 186.8 C 194.7 C
9 105.2 C 81.4 C
10’ 186.1 C 204.0 C
11’ 37.6 CH 4.93 (dd, J=1.1, 6.6) 427 CH 5.04 (dd, J= 0.9, 6.6)
12’ 131.8 CH 6.48 (dd, J=6.6, 8.5) 1342  CH 6.52 (dd, J=6.3, 9.0)
13’ 132.9 CH 6.11 (dd, J=8.5, 1.1) 1290 CH 5.95 (dd, J=9.2, 0.9)
14’ 41.6 C 46.1 C
15’a 2.93(d, J=17.8 3.05 (d, J=19
15’b 352 CH, 2.80 :d, J=18.1; 323 CH, 3.50 (c(j, J=18.!;)
16’ 221  CH;, 2.39 (s) 22.5  CH, 2.39 (s)
17’ 170.5 C 170.7 C
18’ 211  CH; 2.01 (s) 283  CH; 2.38 (s)
OH-5 * *
OH-10 12.79 (s) 12.80 (s)
OH-6’
OH-8’ 11.57 (s) 11.48 (s)
OH-9' 4.35 (s)

*No observado en las condiciones experimentales
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Los espectros de resonancia magnética unidimensionales (RMN-'H y RMN-'3C) [Anexo;
Espectros 5-8] y bidimensionales (HMQC, HMBC, COSY y NOESY) permiten establecer que
los productos naturales (120 y 123) presentan el nucleo estructural de un heterodimero
de hidroxantona y oxantrona (Muria, 2007). A continuacidon se discute en detalle las

caracteristicas principales de los espectros:

Los espectros de RMN-C de 120 y 123 presentan sefales para 33 y 31 atomos de
carbono, respectivamente, en conformidad con la féormula molecular establecida por

espectrometria de masas (Cuadro 11).

En la regién aromatica de los espectros de RMN-'H de los compuestos 120 y 123 se
observan dos protones aromaticos meta acoplados alrededor de &y 6.80 (d, J=1.5 Hz) y
6.88 (d, J/=1.5 Hz) y un protdn aromatico aislado en oy 6.14 (s). Estas tres sefiales
presentan correlacién en los espectros HSQC con tres metinos de cardcter aromatico

alrededor de 6:119.0 (C-3’), 123.0 (C-5’) y 114.2 (C-11), respectivamente (Cuadro 11).

En la zona vinilica de ambos espectros de RMN-'H se observan dos pares de sefales
dobles centradas aproximadamente en oy 6.13 (dd, J = 10.5, 3.0 Hz) y 6.51 (dd, J = 10.5,
3.0 Hz) y en 0y 6.17 (dd, J= 10.3, 2.9 Hz) y 6.62 (dd, J= 10.3, 2.2 Hz) asignables a cuatro
hidrégenos vinilicos los cuales muestran correlaciones con la sefales alrededor de dc

123.5, 143.8, 132.5 y 131.8, en sus respectivos espectros HSQC.

En ambos espectros de RMN-'H se observan sefiales asignables a tres metinos ubicados
alrededor de 04 4.90 (dd, J = 6.6, 1.0 Hz), 5.35 (pt, J = 2.5 Hz) y 5.0 (s). Estas tres sefiales
presentan correlacion en los espectros HSQC con tres metinos de caracter alifatico

aproximadamente en ¢ 38.0 (C-11’), 74.5 (C-3) y 73.0 (C-1’) respectivamente.

Tanto el espectro RMN-"H de 120 como en el de 123 en la regién cercana a 8y ~11y ~14
muestran cuatro senales simples debidas a la presencia de cuatro grupos hidroxilo
guelatados. Estas observaciones permitieron proponer a priori que estos grupos debian

encontrarse en C-6, C-10, C-6’ y C-10'.
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A campo alto, los espectros de RMN-"H presentan dos dobles alrededor de 8 2.6 (d, J= 18
Hz) y 2.8 (d, /=18 Hz) asignables a un grupo metileno de cardcter alifatico, los cuales
correlacionan con la sefial en 6¢35.1 en 120 y d¢ 36.0 en 123 en sus respectivos espectros

de correlacion heteronuclear HSQC.

En el espectro de RMN-"H de 120 se observan tres sefiales simples que integran para tres
protones, atribuibles a un grupo metil éster en 64 3.70 (H-16), un grupo metilo sobre anillo
aromatico en oy 2.38 (H-16")y a un metilo de grupo acetato en 64 2.01 (H-18’), cada uno de
ellos presenta una correlacion en el espectro HSQC con los carbonos en §¢ 53.1 (C-16),
22.1 (C-16’) y 21.1 (C18'), respectivamente. Mientras que en el espectro de RMN-'H de
123 se observan sélo dos sefiales simples, atribuibles a un grupo metil éster en oy 3.63 (H-

16) y un grupo metilo sobre anillo aromatico en 6y 2.39 (H-16').

Finalmente, los carbonos restantes observados en los espectros de RMN-3C de 120 se
asignaron con base en el analisis del espectro de RMN-"3C en su modalidad DEPT a cuatro
grupos carbonilo en &¢ 168.7 (C-15), 170.4 (C-17’), 185.1 (C-8) y 186.4 (C-10’) a trece
carbonos cuaternarios aromaticos en 6¢ 99.0 (C-7), 105.4 (C-9), 105.6 (C-9’), 112.5 (C-7’),
114.9 (C-12), 136.3 (C-2’), 147.6 (C-13), 147.8 (C-4’), 154.2 (C-14), 159.8 (C-10), 161.5 (C-
6’), 171.0 (C-6) y 185.2 (C-8’) y dos a carbonos cuaternarios alifaticos en 6¢41.5 (C-14") y
84.9 (C-2). De acuerdo con los desplazamientos quimicos observados, cuatro de los
carbonos cuaternarios aromaticos se encuentran unidos a funciones oxigenadas (Cuadro
11). A diferencia del compuesto 120, el espectro de RMN-"C de 123 muestra sefiales
Unicamente para tres carbonos de carbonilo en 6. 186.7 (C-10’), 185.3 (C-8’) y 185.2 (C-8)
mientras que el resto de las sefiales para carbonos cuaternarios es muy similar al espectro

de RMN-2C de la xantoquinodina J (120).

En el espectro de RMN-3C de 123, la ausencia de la sefial del carbonilo en &¢ 170.4 (C-17)
y del metilo en &¢ 21.1 (C-18’), aunada a la ausencia de la sefal simple en &4 2.00 (H-18’)
como unicas diferencias con los espectros de 120 permiten establecer que el compuesto

123 es el andlogo desacetilado en C-1’ de la xantoquinodina J (120).
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En el espectro NOESY la correlacion del protdn en ~3y 5.4 (H-3) con la sefial en ~o4 4.9 (H-
11’); asi como la correlacidn entre la sefial del protdn quelatado en ~dy 11.1 (H-10) con la
sefial del proton en ~3y 6.14 (H-11) permiten proponer que tanto la xantoquinodina J
(120) como su andlogo desacetilado (123) presentan un arreglo tipo “orto” entre las
unidades de hidroxantona y oxantrona, segun se muestra en la Figura 7. Asimismo, el
espectro NOESY proporciona informacion adicional sobre la orientacion del protén en &4
5.97 (H-1’) en el espectro de 120 y de su analogo en &y 4.65 (H-1’) en el espectro de 123,
los cuales muestran correlacién con las respectivas senales de los protones
diasterotépicos en ~8y 2.6 (H-15’b) y ~2.8 (H-15"a). Mientras que el protdn del puente de
etileno ~64 6.4 (H-13’) manifiesta una correlaciéon exclusiva con uno de los protones
diasterotépicos ~64 2,8 (H-15’a), lo que sugiere que el protén H-1’ tiene una orientacion
pseudo ecuatorial. Este analisis esta acorde con la estructura propuesta por Muria (2007)

con base en la informacion derivada del analisis por difraccion de rayos X (Figura 9).

120 123
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Cuadro 10. Constantes espectroscépicas y espectrométricas de las xantoquinodinas (120 y
123).

Metabolito IR Umax (KBr) cm™ | MS-IE m/z (int.relativa)

614 [M* (31)], 582 (78), 555
(100), 521 (91), 505 (40), 495
(27), 477 (37), 467 (22), 380

Xantoquinodina J 3435 1740 1637 (29), 360 (19), 230 (20),
370, 275, 215 ' 1573’ " 224(22), 205 (29), 163 (19),
(120) 121 (25), 55 (27), 57 (29),
69 (22), 44 (45), 28 (24), 18
(79)
540 (1.4), 523 (2), 466 (1.6),
Desacetil- 451 (2), 369 (1.8), 341 (1.9),
xantoquinodina J 3430, 1740, 1640, 300 (4), 231 (8), 164 (6), 136
369, 276, 213 1575 (13), 127 (7), 108 (6), 81 (6),
(123) 79 (9), 57 (9), 31 (20), 28 (27),
14 (9)*

* El ion molecular no se observo con IE

8.4.3. Caracterizacion de las acremonidinas Ay B (124 y 125)

Las acremonidinas 124 y 125 se obtuvieron como sélidos amorfos de color amarillo
solubles en CH,Cl,. El analisis sus espectros en el UV muestran maximos de absorcién en
Amax 360, 280 y 200 nm y permiten proponer la presencia de grupos croméforos con un
patrén de conjugacion extendido (Yoganathan et al.,, 2008). Los espectros de masa
modalidad FAB*, de RMN-2C y 'H permiten establecer las férmulas moleculares de
Cs3H2601> (Mm/z 614) y C31H»4011 (Mm/z 572). En el espectro en el IR se observan bandas de
estiramiento O-H (Umax ~3400 cm'l), bandas correspondientes al estiramiento C=0 de
éster y cetona (Umax, 1670-1730 cm'l), de C-O fendlico (Umax~1210 cm'l) y bandas en Umax

~1610 cm ™ asociadas a la presencia de anillos aromdticos (Cuadro 12).

El andlisis exhaustivo de los espectros de RMN unidimesionales (*H y 13C) [Anexo;
Espectros 9-12] y bidimensionales (COSY, NOESY, HSQC y HMBC) permitieron identificar a
los compuestos (124 y 125) como las acremonidinas A y B, respectivamente (He et al.,

2003).
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Cuadro 11. Datos espectroscopicos de RMN C y 'H de la xantoquinodina J (120) y
desacetilxantoquinodina J (123).

Xantoquinodina J (120) Desacetilxantoquinodina J (123)

RMN-"H (500 MHz) y de RMN-"C (125 MHz) CDCl;

Mult.
(DEPT)

6, (ppm) (mult. J en Hz) 6¢
(ppm)

Posicion 8¢
(ppm)

O 00 NGOV A WNR

RNoQuhRueNRrEORODORES

9
10’
11’
12’
13’
14’

15’a
15’b
16’
17’
18’
OH-3
OH-6

OH-10

OH-1’

OH-6’

OH-8’

5.30 (pt, J = 2.5)
6.51 (dd, J = 10.5, 3.0)
6.13 (dd, J = 10.5, 3.0)

3.70 (s)
5.97 (1H, s)
6.80 (d, J = 1.5)

6.89 (d, J = 1.5)

4.82 (dd, J = 6.6, 1.0)
6.43 (dd, J = 8.3, 6.8)
6.08 (dd, J = 8.3, 1.0)
2.79 (d, J = 18.0)
2.69 (d, J = 18.0)
2.38 (s)

2.01(s)
14.18 (s)
11.11 (s)
11.35 (s)
14.40 (s)

Mulit. 6, (ppm) (mult. J en Hz)
(DEPT)

C —_—

CH 5.39 (pt, J =2.3)
CH 6.62 (dd, J=2.2, 10.3)
CH 6.17 (dd, J=10.3, 2.9)

C —_—

C —

C —

C —

C —

CH 6.15 (s)

C —

C —

C —

C —
CH; 3.63 (s)

CH 4.65 (s)

C

CH 6.74 (s)

C

CH 6.87 (s)

C —

C —

C —

C —

C —

CH 4.98 (dd, J=6.5,1.3)
CH 6.40 (dd, J= 8.4, 6.5)
CH 6.48 (dd, J=8.4,1.3)

C

2.77 (d, J=18.3)
CH,
2.56(d, J=18.1)

CH; 2.39

*No observado en las condiciones experimentales
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Las acremonidinas A y B (124 y 125) son isdmeros de las xantoquinodinas 120 y 123,
respectivamente, ya que poseen el mismo peso molecular y férmula minima. Las
diferencias estructurales radican en que la unidad tipo hidroxantona es reemplazada por
una del tipo benzofenona. Este hecho estd apoyado por las evidencias espectrales
observadas en los experimentos unidimensionales y bidimesionales de RMN. A
continuacion se describen las diferencias mas destacables, entre la xantoquinodina J (120)
y la acremonidina A (124) y entre la desacetilxantoquinodina J (123) y la acremonidina B

(125).

El espectro de RMN-'3C de la xantoquinodina J (120) presenta una seifial en 6¢ 74.5 (C-3)
gue corresponde a un hidroximetino que en el espectro HMBC muestra correlaciones con
los protones en 64 6.51 (dd, J =10.5, 3.0 Hz; H-4) y 6.13 (dd J =10.5, 3.0 Hz; H-5). Ademas,
en el espectro RMN-'H la sefial en 8y 5.30 (t, J=3.0 Hz; H-3) del hidroximetino (C-3)
presenta acoplamiento con los protones en &y 6.51 (H-4) y 6.13 (H-5) por lo que se
encuentra en la posicidn vinilica a H-4. En tanto que en el espectro de RMN-C de la
acremonidina A (124) la sefial del hidroximetino es reemplazada por un carbono sp” base
de oxigeno en &¢ 145.0 (C-2) que mantiene correlaciones con los protones 6 6.93 (d, /=9.1
Hz; H-3) y 7.05 (d, J=8.8 Hz; H-4); mientras que en el espectro RMN-'H estos protones se
encuentran orto acoplados y con un desplazamiento quimico en &4 ~7.0, lo que confirma

su caracter aromatico (Cuadro 13).

En analogia con las acremoxantonas A y B (121 y 122), los protones H-3 y H-4 en las
acremonidinas A y B (124 y 125) forman parte de un anillo aromatico tetrasustituido, y
con base en la diferencia de 18 unidades de masa entre la acremoxantona A (121) y la
acremonidina A (124), estd ultima esta compuesta por una unidad de benzofenona

fusionada con otra de oxantrona.

Por su parte, la acremonidina B (125) es el andlogo desacetilado en C-1' de la
acremonidina A (124). Con base en estas evidencias las estructuras de los compuestos 124

y 125 se asignaron como se indica a continuacién:
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124 125

Cabe mencionar que todos los datos espectroscépicos de estos productos naturales, se

encuentran de acuerdo con los descritos previamente en la literatura (He et al., 2003).

Cuadro 12. Constantes espectroscopicas y espectrométricas de las acremonidinas Ay B
(124 y 125).

Metabolito UV Anax IR Umax (KBr) cm? | MS-FAB* m/z (intensidad relativa)
(nm)

o 3359,3025,2955, 637 [M+Na' (5)], 615 [M+H" (4)],
AcremonidinaA 359 588 1735 1680, 1614, 327 (5), 154 (28), 136 (37), 95 (33),
(124) 278,219 1579, 1464,1414, 81 (38), 66 (69), 55 (100), 41 (83),
1369, 1217 29 (28)

o 3428,3236,3049, 595 [M+Na' (9)], 573 [M+H" (6)],
AcremonidinaB 357 586 2953 1723,1616, 413 (12), 329 (14), 176 (68), 154
(125) 281,210 1579, 1461, 1415, (100), 136 (83), 77 (37), 55 (34), 41
1281, 1209 (26)

8.5. MONITOREO DE LA PRODUCCION DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS PRODUCIDOS POR Acremonium
sp.

Para comprobar que los policétidos diméricos aislados a partir de las fracciones primarias
obtenidas por Muria en el 2007 corresponden a productos naturales y no a compuestos
de degradacién o transformacion debido al tiempo de almacenamiento, se determinaron

los perfiles cromatograficos utilizando cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR).
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Cuadro 13. Datos espectroscépicos de RMN Cy 'H de las acremonidinas Ay B (124 y

125).

Posicion

O OO NOGOOUVIA, WNR

RNaauhRuwuNRGOERERORES

9’
10’
11’
12’
13’
14’

15’

16’
17
18’
OH-2
OH-5
OH-10
OH-14
OH-6’
OH-10’

Acremonidina A (124)

Acremonidina B (125)

RMN H (500 MHz) y de RMN **C (125 MHz ) CDCl; (124) y MeOH-d, (125)

&8¢
(ppm)

Mult. 8, (ppm) (mult. J en Hz)
(DEPT)
C —
CH 6.93 (d, J/=9.1)
CH 7.05 (d, J=8.8)
C —
C —
C —
C —
C —
C —
CH 5.77 (s)
C —
C —
C —
C —
CH3 3.61(s)
CH 5.93 (s)
C —
CH 6.85 (s)
C
CH 6.78 (s)
C —
C —
C —
C —
C —
CH 4.86 (dd J=6.7)
CH 6.44 (dd, J= 8.4, 6.6)
CH 6.06 (dd, J=8.3)
C —
2.69 (d, J=17.6)
CH2 2.58 (d. J=19.2)
CH3 2.35(s)
C —
CH3 1.99 (s)
—_— *
10.39 (s)
—_— *
—_— *
11.58 (s)
--- 14.17 (s)

&8¢
(ppm)

Mult. 6 (ppm) (mult. J en Hz)
(DEPT)

C —
CH 6.93 (d, J=9.0)
CH 6.78 (d, J=9.0)

C —

C —

C -

C —

C —

C —

CH 5.69 (s)

C _—

C _—

C _—

C _—
CH3 3.54 (s)

CH 4.43 (s)

C _—

CH 6.68 (s)

C _—

CH 6.69 (s)

C _—

C _—

C _—

C _—

C _—

CH 4.79 (dd, J=1.3, 6.4)
CH 6.42 (dd, J=6.5, 8.4)
CH 6.38 (dd, J=8.4,1.1)

C _—

2.43 (d. J=17.8)

CH2 2.57 (d. J=17.8)
CH3 2.31(s)

*No observado en las condiciones experimentales
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Como parametros de referencia se utilizaron los extractos organicos en mediana escala
del micelio de Acremonium sp., obtenidos del cultivo del microorganismo en CPD
incubados por un periodo de 30 y 60 dias y empleando como disolventes de extraccion

CH2C|2 Yy AcOEt.

El tiempo de retencién y el perfil UV-VIS de cada uno de los metabolitos secundarios
aislados de las fracciones primarias activas, se compard con el perfil cromatografico de los
tres extractos derivados de los cultivos en mediana escala. En la Figura 10 se presentan los
resultados de esta determinacién. De manera general, se aprecia que a la longitud de
onda de 272 nm la xantoquinodina J (120) es el metabolito secundario mas abundante en
el extracto organico de CH,Cl, del enddfito cultivado por 30 dias. Por su parte, el extracto

analogo de AcOEt muestra que la acremondina A es el compuesto mds abundante.

Xantoquinodina J
Acremonidina A (120)
(124)
Mic CH2Cl2 30 dias

Mic AcOEt 30 dias
Acremoxantona B Acremoxantona A
Mic AcOEt 60 dias

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 120 140 16.0 18.0 20.0

Figura 10. Perfiles cromatograficos (CLAR) de los extractos del micelio de Acremonium sp.
a 30 y 60 dias en cultivos liquidos en caldo papa dextrosa. Sistema de elucidn isocratico
MeCN: H,0 (70:30); Amax =272 nm.
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Sorprendentemente, la xantoquinodina J (120) esta practicamente ausente en el extracto
de 60 dias de cultivo, obtenido con AcOEt. El pico mds intenso corresponde a la
acremonidina A (124). Esta evidencia sugiere que la xantoquinodina J (120) es el precursor
de la acremonidina A (124). Sin embargo, analizando las estructuras de estos compuestos
es posible que la acremonidina A (124) no sea un producto natural, sino que su
acumulacién en el cultivo de 60 dias sea consecuencia de la descomposicidon de la
xantoquinodina J (120), favorecida por la presencia de agua y del pH acido del medio de

cultivo, como se muestra en seguida:

120 124

Para reducir el efecto que pudiera tener el caldo de cultivo en la posible descomposicion
de la xantoquinodina J (120) se realizaron cultivos en medio sélido (PDA), incubando el
microorganismo por 20, 30 y 40 dias. El monitoreo de la produccién de los policétidos
diméricos se realizé de nueva cuenta, adquiriendo el perfil cromatografico de los extractos
del micelio, generados con CH,Cl, y concentrados a temperatura ambiente (~22 °C), a una

absorbencia a 365 nm (maximo de absorcién de la xantoquinodina J).

A los 20 dias de crecimiento se observa la presencia de la xantoquinodina J (120) y de la
acremonidina A (124), mostrando la primera una mayor absorbencia. Por otra parte, a los
30 dias de cultivo la xantoquinodina J (120) practicamente se ha agotado, en contraste, la
sefial correspondiente a la acremonidina A (125) crece; asimismo, el pico correspondiente
a la acremoxantona B (122) se hace perceptible. Con respecto al perfil cromatografico del

cultivo de 40 dias de crecimiento, se observa que la xantoquinodina J (120) es
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practicamente imperceptible y que la acremoxantona A (121) parece ser el constituyente

mayoritario (Figura 11).

125 123 124 122 120 121

| Picos
120 Xantoquinodina J
121 Acremoxantona A
122 Acremoxantona B
123 Desacetilxantoquinodina J
.F 124 Acremonidina A
« “ 125 Acremonidina B

, |
W I'\..m ]L«’\Jl L\J\J K"‘\—-’JM“""‘“

40 dias de cultivo /
i

Pl J dwvn‘| 'x..J LJUF]'.,NM

30 dias de cultivo

F:

|
el —

e ——

20 dias de cultivo

T PRI SOPUBeS L\JL-‘WMI\/"W"“ J| \\A«f’ PR TR

i i AN LSRR NP AN RJEELENSNE VRN B | NG SR FToUN
0.00 5.00 10.00 15.00 20,00 25.00 30.00 35.00 400

Figura 11. Perfil cromatografico (CLAR) de los extractos del micelio de Acremonium sp. a
los 20, 30 y 40 dias, en cultivos solidos en papa-dextrosa-agar. Sistema de elucidon con
gradiente: MeCN:H,0 25:75 — 50:50 en 5 min— 65:35 a los 30 min — MeCN 100% a los
35 min, manteniéndose hasta 40 min; Amax 365 nm.
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Estos nuevos resultados sugieren que la xantoquinodina J (120) es precursora de la
acremonidina A (124) y esta a su vez intermediario en la biogénesis de la acremoxantona
A (121). Esta hipdtesis es apoyada por algunos estudios realizados, con marcaje con
deuterio, en la biogénesis de un derivado de xantona de origen fungico, la cloromonilicina
(126), en el cual se determindé que existe un intermediario clave; la benzofenona
monilifenona (127), que proviene a su vez de la ruptura oxidativa de una antraquinona, el

crisofanol (128) (Figura 12) [Kachi y Sassa, 1986; Sassa, 1991].

OH O| OH OH ﬁ OH MeOOC <|) OH
U oL
HO | CH, CHg OH Ho CHg

le] o)

(128) / (127)

MeOOC o OH MeOOC

O  OH
Ho I
— T
o CHy
cl

CHs3

(126)

Figura 12. Biogénesis propuesta para la cloromonilicina (126) [modificado de Sassa, 1991].

Los estudios realizados por Kawahara y colaboradores (1994), muestran que los
compuestos del tipo dihidroxantona como la nidulalina A (129) pudieran ser precursores
de las benzofenonas. La nidulalina A (129) es un metabolito secundario producido por el
hongo Emericella nidulans y fue aislado junto con su analogo tipo benzofenona; la
nidulalina B (130). Los autores sugieren que debido a la isomerizacién de la nidulalina A
(129) en la B (130), la primera puede ser un intermediario importante en la biosintesis de
las benzofenonas. Sin embargo, en este trabajo no se reporta la presencia de alguna
xantona que pudiera presumir el papel de la nidulalina B (130) como precursor de

xantona.
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<|3| OH MeOOC o} OH
(T O l ®
B o CHz HO CHs3
& CoOMe

(129) (130)

Fujimoto y colaboradores (2006) identificaron que el hongo Emericella quadrilineata
produce las nidulalinas A y B (129 y 130) asi como las xantonas estructuralmente
relacionadas: la pinselina (131) y la 1-hidroxi-3-metil xantona (132). Lo cual permite

relacionar la biosintesis de las xantonas, hidroxantonas y benzofenonas.

T MeooC Q@ OH Meooc O  OH o  OH
CLIC HO HO ‘“
o CHs HO CHs o) CH, O o O CHy
OH COOMe

(129) (130) (131) (132)

Sin embargo, existe evidencia de que las benzofenonas pueden ser las precursoras de las
hidroxantonas. Por ejemplo, las microsfaerinas A-D (133-136) y las fomalevonas A-C (137-
139) son otro ejemplo de policétidos de origen fungico que se presentan como homo vy
heterodimeros de hidroxantonas y benzofenonas. Los primeros dimeros fueron aislados
del hongo fungicola Phoma sp. por Shim y colaboradores (2011), en tanto que el segundo
grupo de compuestos fueron obtenidos por Yoganathan y colaboradores (2008) del hongo

Microsphaeropsis sp.
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En esta serie de compuestos el precursor es una unidad de benzofenona, que por
acoplamiento fendlico forma el homodimero 133 (acoplamiento A-A) o 138 (acoplamiento
B-B). El dimero de hidroxantona 137 puede formarse por adicion de cada hidroxilo
fendlico del anillo B a la correspondiente ligadura de los anillos aroméaticos A. En tanto
que el biciclo(3.2.1)octano en 136 probablemente se forma por acoplamiento fenélico, via
radicales libres, después de que se genera la primera hidroxantona. El posible
intermediario 136 le da origen a 134 y 135 tras la adicién de un hidroxilo fendlico de B a

una ligadura del anillo A y posteriores pasos de oxidacion y reduccion.

Lo anterior supone que las benzofenonas pueden ser tanto precursoras de las
hidroxantonas como de las xantonas. La tendencia observada en los perfiles
cromatograficos de los cultivos en medio sélido, en cuanto al decremento del pico

correspondiente a la xantoquinodina J (120) y el concomitante incremento del pico de la
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acremoxantona A (121), no es evidencia suficiente para suponer que la xantoquinodina J
(120) es el precursor de 121. Habria que considerar la posibilidad de que el pico
(metabolito no identificado hasta el momento) con tiempo de retencidon 23.5, sea un
precursor de la acremoxantona A (121). Es indispensable determinar la identidad de este
metabolito, asi como identificar los posibles monédmeros precursores con el fin de
esclarecer si los heterodimeros producidos por Acremonium sp. se forman
independientemente a partir mondmeros premodificados o si existe un dimero precursor

de los metabolitos restantes.

Finalmente, a manera de ejemplo en la Figura 13 se muestra el perfil cromatografico del
extracto de AcOEt del micelio obtenido del cultivo en CPD incubado por 30 dias, adquirido
con un gradiente de elucién que inici6 con MeCN:H,O 25:75 hasta 50:50 en 5 min;
posteriormente, se disminuyd la polaridad hasta MeCN:H,O 65:35 a los 30 min vy, por
ultimo, se llegéd a MeCN 100% a los 35 min, manteniéndolo hasta los 40 min., con una
velocidad del flujo de 1mL/min. El desarrollo de este sistema de elucidon permitio la
identificacion y la separacion eficiente de todos los metabolitos secundarios aislados en el

presente proyecto.

8.6. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE ACREMONIUM SP.
8.6.1. Efecto de los compuestos puros sobre el crecimiento de oomicetos fitopatégenos

La actividad antioomiceto de los metabolitos secundarios se realizé sobre los cuatro
oomicetos fitopatdégenos mads sensibles al extracto organico del micelio y al fungicida
comercial metalaxil (Pythium aphanidermatum, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora
parasitica y Phytophthora capsici) utilizando el método de dilucion en agar y a

concentraciones de 1y 10 uM.
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Figura 13. Perfil cromatografico (CLAR) de los metabolitos secundarios producidos por el hongo endéfito Acremonium sp.
identificados en el extracto de AcOEt del micelio obtenido del cultivo liquido de 30 dias de fermentacién (CPD). Sistema de elucion
con gradiente: MeCN:H,0 25:75 — 50:50 en 5 min— 65:35 a los 30 min — MeCN 100% a los 35 min y constante hasta los 40 min;
Amax =275 nm.
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En los Cuadros 14 y 15 se presenta el efecto inhibitorio de las xantoquinodinas 120 y 123,
acremonidinas 124 y 125, y acremoxantonas 121 y 122, aisladas de Acremonium sp. sobre
el crecimiento de de las especies indicadas anteriormente. A la concentracién de 1 uM
ninguno de los compuestos evaluados presenta inhibicion significativa sobre el
crecimiento de los microorganismos de prueba. La xantoquinodina J (120) evaluada a 10
MM presenta la mayor actividad inhibitoria sobre los cuatro oomicetos, inhibiendo su
crecimiento significativamente por arriba del 55%, seguido por la desacetilxantoquinodina
J (123) y la acremonidina B (125) que muestran, en términos generales, una actividad
similar inhibiendo alrededor del 50% el crecimiento de los fitopatdgenos evaluados. Por su
parte, la acremonidina A (124) inhibe significativamente a Pythium aphanidermatum,
Phytophthora parasitica y Phytophthora capsici. La acremoxantona A (121) no presentd
actividad hacia ninguno de los fitopatégenos de prueba a la mdxima concentracion
evaluada (10 uM). Por su parte, la acremoxantona B (122) muestra actividad inhibitoria

significativa Unicamente sobre el crecimiento de Phytophthora parasitica.

Cuadro 14. Potencial antioomiceto de los metabolitos secundarios aislados del hongo
endéfito Acremonium sp. a la concentracién 1 uM.

. . % inhibicion del crecimiento radial a 1 uM
Metabolito secundario . a b .
P. aphanidermatum P. parasitica

Xantoquinodina J (120) 11.14 7.28 13.48 6.59
Acremonidina A (124) 11.75 0 12.5 5.77
Desacetilxantoquinodina J (123) 0 0 8.61 5.14
Acremonidina B (125) 0 2.58 4.52 1.12
Acremoxantona A (121) 1.75 2.56 8.5 0

Acremoxantona B (122) 5.29 8.86 0.71 18.61
Metalaxil 100* 35.65* 68.29* 100*

? Calculada a un dia de crecimiento ; ® Calculada a tres dias de crecimiento; ¢ Calculada a cuatro dias de crecimiento; * Valores
estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). n=4.
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Cuadro 15. Potencial antioomiceto de los metabolitos secundarios aislados del hongo
endofito Acremonium sp. a la concentracion 10 pM.

. . % inhibicion del crecimiento radial a 10 uM
Metabolito secundario ; a ; b ) ¢
P. aphanidermatum P. cinnamomi P. capsici P. parasitica

Xantoquinodina J (120) 72.42% 57.59* 71.99* 68.86*
Acremonidina A (124) 27.75%* 14.25 19.5 19.23
Desacetilxantoquinodina J (123) 56.72%* 36.61%* 55.02* 49.71%
Acremonidina B (125) 55.52* 26.61* 35.2% 56.18*
Acremoxantona A (121) 10.5 3.7 9.01 5.7

Acremoxantona B (122) 7.24 9.81 9.93 33.33%
Metalaxil 100* 54.56* 100* 100*

? Calculada a un dia de crecimiento ; ® Calculada a tres dias de crecimiento; ¢ Calculada a cuatro dias de crecimiento; * Valores
estadisticamente significativos, ANOVA (P< 0.05). n=4.

8.6.2. Evaluacion de la actividad citotoxica de los extractos organicos y metabolitos
secundarios aislados

De acuerdo con Strobel y colaboradores (1997) los oomicetos como Pythium ultimum,
presentan una alta sensibilidad a compuestos anticancerigenos como la leucinostatina y el
taxol. Esta caracteristica aunada al rapido crecimiento y facil manejo de los oomicetos en
cultivos in vitro, los sitia como una herramienta practica para la evaluacién preliminar de
compuestos con potencial anticancerigeno. Con el objetivo de corroborar dicha
aseveracion y al mismo tiempo explorar el potencial anticancerigeno de los metabolitos
bioactivos producidos por el endéfito Acremonium sp., se determiné la actividad
citotoxica de los extractos organicos y compuestos obtenidos sobre lineas celulares

cancerosas humanas.

En el cuadro 16 se muestran los resultados de citotdxicidad de los extractos organicos del
micelio de Acremonium sp. derivados de las fermentaciones de 30 y 60 (AcOEt) dias, asi
como de los compuestos puros sobre lineas celulares tumorales de glia de sistema
nervioso central (U25), préstata (PC-3), leucemia (K562), colon (HCT-15), mama (MCF-7) y
pulmén (SKLU), evaluados a una concentracion de 50 pg/mL. Ambos extractos
demostraron un importante efecto inhibitorio sobre el crecimiento de todas las lineas

tumorales evaluadas, inhibiendo de manera general su crecimiento en mas del 70%.
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Los metabolitos secundarios evaluados, también muestran un importante potencial
citotoxico a 50 pug/mL. Con excepcidn del efecto sobre el crecimiento de la linea celular de
leucemia (K562), en general todos los metabolitos evaluados inhiben de manera
importante el crecimiento las lineas celulares evaluadas. La acremoxantona B (122) y la
acremonidina B (125) inhiben en un 100% el desarrollo celular tumoral de las diferentes

lineas evaluadas.

Cuadro 16. Actividad citotdxica de los extractos organicos y metabolitos secundarios de
Acremonium sp., sobre seis lineas celulares cancerosas humanas y sobre la viabilidad de
macrdéfagos murinos.

Tratamiento/Linea % de inhibicién del crecimiento (50 pg/mL) % viabilidad
celular U251 PC-3 K562 HCT-15 ~ MCF-7  sKu-1 ~ macrofagos
(100 pg/mL)
Exto. Mic. (30 dias) 99,91 87,9 70,35 93,41 100 95,54 91.36
Exto. Mic. (60 dias) 100 94,08 18,68 100 100 100 98.3
Acremoxantona B (122) 100 100 100 100 100 100 100
Acremonidina B (125) 100 100 100 100 100 100 100
Xantoquinodina J (120) 100 100 64,12 100 100 100 100
Acremoxantona A (121) 100 100 23.7 100 82.1 100 ND
Acremonidina A (124) 100 100 5.6 100 100 100 ND
Desacetil
xantoquinodina J (123) 100 100 SA 96.9 92.5 100 ND
Colchicina 62.8 62.6 54.5 78.9 74.6 100 ND

U251=glia de sistema nervioso central; PC-3=prdstata; K562=leucemia; HCT-15=colon; MCF-7=mama; SKLU=pulmdn; ND=no
determinado; SA= sin actividad.

Estos resultados permiten proponer que los metabolitos secundarios producidos por
Acremonium sp. constituyen compuestos con potencial anticancerigeno. Sin embargo,
para establecer su potencia es necesario determinar las Clsg de los compuestos puros
sobre las lineas tumorales evaluadas y compararlas con la actividad de la camptotecina

utilizada como control positivo (0.024<1C59<0.59).

Cabe mencionar que los ensayos preliminares realizados con el fin de establecer las Clso de
los compuestos puros sobre las lineas tumorales evaluadas indican que, en general, éstas

se encuentran en un rango de concentraciones entre 5y 10 uM.
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Strobel y colaboradores (1997) sugieren que quiza la sensibilidad de Pythium ultimum al
anticancerigeno taxol esta relacionada con una similitud en la estructura de la B-tubulina
de oomicetos y de células de mamiferos. Con base en este antecedente y con la finalidad
de establecer una posible correlacién entre el potencial antioomiceto demostrado por los
compuestos producidos por Acremonium sp., y su efecto citotdxico sobre las lineas
cancerosas humanas; en el presente trabajo se evalué la actividad de la colchicina, un
farmaco que actua a nivel de la polimerizacion de la tubulina (Gigant et al., 2009), sobre el

crecimiento de los cuatro oomicetos fitopatdgenos ensayados.

La colchicina es inactiva a las concentraciones de 1 y 10 uM sobre el crecimiento de los
cuatro oomicetos de prueba. Por otra parte, en el Cuadro 16 se muestra que este
compuesto inhibe significativamente el crecimiento de todas las lineas celulares a una
concentracion de 125 uM. Aunque la colchicina inhibe mds del 50% el crecimiento de las
lineas tumorales, no resultd un buen modelo para establecer una correlacion entre
potencial antioomiceto y antitumoral debido a que la concentracidn necesaria para lograr
este efecto es 12 veces mayor a la requerida para inhibir un porcentaje similar el
crecimiento de los oomicetos fitopatdgenos. Sin embargo, para poder observar una
correlacién entre la actividad inhibitoria del crecimiento de los oomicetos y el potencial
anticancerigeno; es necesario evaluar la capacidad antioomiceto de diferentes
antitumorales con distintos mecanismos de accidn incluyendo aquellos que actuan a nivel

de la B-tubulina, como el taxol.

8.6.3. Evaluacidn de la toxicidad de los extractos organicos del micelio y metabolitos
secundarios aislados

Con la finalidad de establecer de manera preliminar la toxicidad de los compuestos con
actividad antioomiceto y citotdxica producidos por el enddfito en estudio, se determiné la
toxicidad sobre la viabilidad celular de macréfagos murinos (MTT). En el cuadro 16 se
observa que los extractos organicos muestran una viabilidad sobre macréfagos mayor al

90 % y los compuestos puros del 100 % a la concentracion de prueba que fue de 100
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pug/mL, y considerando que las Clso preeliminares con lineas celulares cancerosas se
encuentran en un rango de 5-10 puM posiblemente los policétidos heterodiméricos

producidos por el endéfito Acremonium sp. poseen un futuro anticancerigeno promisorio.

8.7. METABOLITOS SECUNDARIOS ESTRUCTURALMENTE RELACIONADOS A LOS COMPUESTOS DE
ACREMONIUM SP. Y SU ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los primeros metabolitos secundarios constituidos por heterodimeros de octacétidos
fusionados por un biciclo(3,2,2)nonano, fueron descritos en 1993 por Tabata vy
colaboradores, a partir del hongo Humicola sp., aislado de una muestra de suelo. El
estudio quimico de este microorganismo permitid la caracterizacién de las

xantoquinodinas A1-3 (136-138) y B1-3 (139-141) (Tabata et al., 1993, 1996).

OoH O HO o
-. o O%
OH CO,Me

H COzMe

(138) Xantoquinodina A3
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Por otra parte, del hongo Cercospora beticola, un patégeno del betabel, se han
identificado ocho heterodimeros; las beticolinas 0-4 (142-146), 6 (147), 8 (148) y 13 (149)
[Milat y Blein, 1993; Ducrot, 2009].

Tanto las beticolinas como las xantoquinodinas han sido aisladas como mezclas de
isomeros orto y para y de epimeros sobre el carbono del residuo carboximetil (C-2). Las
beticolinas (142-149) y las xantoquinodinas (136-141) mantienen intacto el grupo p-
quinona del anillo E en la antraquinona. Sin embargo, presentan algunas diferencias
importantes. Asi por ejemplo, las beticolinas de Cercospora beticola en contraste con sus
analogos producidos por Humicola sp., presentan un mayor grado de oxigenacion
(alcoholes y epdxidos) sobre el puente de etileno del biciclononano, ademds de un grupo
hidroquinona sobre el anillo F. Por otra parte, la principal diferencia estructural en el
fragmento de hidroxantona entre las xantoquinodinas (136-141) y beticolinas (142-149) es

la presencia de un dtomo de cloro sobre el anillo C.

OH CO,Me

OH CO,Me

(143) Beticolina 1 R=CH, (149) Beticolina 13 (147) Beticolina 6 (R=CH3)
(144) Beticolina 3 R=CH,OH (148) Beticolina 8 (R=CH,OH)

(145) Beticolina 2 (R=CHy,) (142) Beticolina 0
(146) Beticolina 4 (R=CH,OH)

Las xantoquinodinas de Humicola sp. presentan actividad anticoccidiana sobre el
protozoario Eimeria sp. patégeno de pollos (Tabata et al., 1993, 1996). Por otra parte, las

beticolinas fueron caracterizadas biolégicamente, como fitotoxinas inhibidoras de Ia
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enzima H*-ATPasa, cuya actividad se ha adjudicado a su propiedad para formar complejos
con magnesio (Mikes et al., 1994). Ademas, la capacidad de llevar a cabo el equilibrio
quinona-hidroquinona ha sido relacionada con su actividad antioxidante la cual es mejor

que la de la vitamina E (Rustérucci et al., 1996).

Existen otros reportes recientes de compuestos tipo xantoquinodina. El primero
corresponde a las xantoquinodinas C1-C4 (143-146) del hongo fungicola Acremonium
camptosporum, colectado de los estromas de un pirenomiceto (sordariomiceto) no
identificado. Las xantoquinodinas C1, C2 y C4 (143, 144 y 146) presentaron actividad
antibacteriana sobre Staphylococcus aureus en ensayos de difusion en agar a 100 pg/mL
(Jiao, 2006). Por otra parte, del hongo Tritirachium sp., asociado a una esponja de mar, se
obtuvieron los compuestos JBIR-97, 98 y 99 (147-149), los cuales muestran actividad

citotoxica sobre células Hela (Ueda et al., 2010).

OH

o
Q OH |
CH3

OH CO Me

(145) Xantoquinodina C3

OH CO,Me

CH3COO0

(147) JBIR-97 o
(148) JBIR-98 (149) JBIR-99
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Esta otra clase de xantoquinodinas comparte la caracteristica estructural de poseer una
subunidad de oxantrona en lugar de una de antraquinona y sustituido con un grupo
acetato. Esta caracteristica es compartida con la xantoquinodina J (120), la acremonidina

A (124) y las acremoxantonas Ay B (121 y 122), aisladas en el presente proyecto.

Por ultimo, dos especies de hongos del género Chaetomium producen compuestos
relacionados a las xantoquinodinas. El primero de ellos corresponde a Chaetomium
globosum aislado de una muestra de suelo, que produce el compuesto chaetomanona
(150) el cual presenté actividad sobre Mycobacterium tuberculosis (Kanokmedhakul et al.,
2002). El segundo corresponde al hongo copréfilo Chaetomium sp., que produce la
xantoquinodina Al (136), la cual presenta actividad antibacteriana sobre Staphylococcus

aureus y Estreptococcus faecalis (Kingsland y Barrow, 2009).

(150) Chaetomanona

Otro grupo de metabolitos secundarios estrechamente relacionados son las
acremonidinas y las acremoxantonas. He y colaboradores (2003) obtuvieron las
acremonidinas A-E (124, 125, 151, 152 y 153) de una especie de Acremonium aislada en el
bosque (los autores no aclaran el origen de la cepa), estos metabolitos presentan
moderada actividad antibacteriana sobre bacterias Gram positivas susceptibles y
resistentes a meticillina como Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, asi como
susceptibles y resistentes a vancomicina, siendo la acremonidina A (124) el compuesto
mas activo. Cabe sefalar que las acremonidinas Ay B (124 y 125) también son producidas

por el endéfito Acremonium sp. (enddfito 101) aislado de Bursera simaruba.
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MeOOC ‘O OH

HO
(124) Acremonidina A (R=Ac) (151) Acremonidina C
(125) Acremonidina B (R=H)

MeOOC (o} OH OH O‘ COOMe MeOOC o OH
HO ‘ : OH HO
OH HO OH HO OH HO
(152) Acremonidina D (153) Acremonidina E

(121) Acremoxantona A (122) Acremoxantona B

Isaka y colaboradores (2009) obtuvieron de una especie de Acremonium anemdfila, las
acremonidinas A y C (124 y 151), y las acremoxantonas A-B (121 y 122). La actividad
biolégica de estos compuestos se realizé evaluando su potencial antibacteriano
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli),
fungicida (Candida albicans, Magnaporthe grisea), antipalidico (Plasmodium falciparum),
antituberculosis (Mycobacterium tuberculosis) y citotdxico sobre tres lineas cancerosas
humanas (KB, BC y NCI-H187) y una linea celular no cancerosa (células Vero). De manera
general, los compuestos mostraron moderada actividad antibacteriana sobre bacterias
Gram positivas, Unicamente la acremoxantona A (121) mostré actividad significativa sobre
Candida albicans. Los cuatro metabolitos carecen de actividad antituberculosis. La
acremoxantona B (122) y la acremonidina C (151) presentaron notable actividad
antipaludico, y todos los compuestos muestran actividad citotdxica sobre las cuatro lineas
celulares. El hongo Acremonium sp. (endéfito 101) también produce las acremoxantonas A

(121)y B (122).
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Finalmente, cabe mencionar que el hongo endéfito Acremonium sp. aislado de Bursera
simaruba a diferencia de los microorganismos mencionados anteriormente, es el Unico
capaz de producir tres de los cuatro grupos de compuestos estrechamente relacionados.

(xantoquinodinas, acremonidinas y acremoxantonas).

8.8. METABOLITOS SECUNDARIOS DE BURSERA SIMARUBA (L.) SARG. (BURSERACEAE)

Bursera simaruba es un arbol que llega a medir hasta 30 m de altura, conocido como palo
mulato, chacdh o chaca. Esta especie se distribuye en toda la vertiente del Golfo de
México y del Océano Pacifico; desde el sur de Tamaulipas y San Luis Potosi hasta Yucatan y
Quintana Roo, y desde Sinaloa hasta Chiapas, desarrolldndose en una gran variedad de
condiciones ecoldgicas. En el estado de Quintana Roo estd ampliamente distribuido y
constituye un elemento primario o secundario de las selvas altas y medianas
subperennifolias y medianas subcaducifolias (Cabrera et al., 1982; Gutiérrez Baez et al.,

2011).

El palo mulato es utilizado como cerca viva, la madera se utiliza para elaborar mangos de
herramientas. Es también utilizado en la peninsula de Yucatan como planta medicinal,
ademas, la resina de este arbol es utilizada como remedio contra la irritacion alérgica

provocada por Metopium brownei.

A partir de la resina de B. simaruba se aislaron y caracterizaron seis triterpenos; el lup-
20(29)-en-3B 23-diol, el lupeol, el epilupeol, el epiglutinol, la a-amirina y la B-amirina
(Peraza-Sanchez et al., 1995; Nakanishi et al., 2005; Akihisa et al., 2005). Asi como, tres
lignanos; las metil-B-peltatinas Ay B y la picropoligamaina (Nakanishi et al., 2005; Noguera

etal., 2004).

Es importante hacer notar que los metabolitos secundarios aislados de éste arbol no
tienen, hasta el momento, relacion quimica con los metabolitos producidos por su

endéfito Acremonium sp.
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9. CONCLUSIONES

El andlisis de las caracteristicas macroscdpicas y microscépicas del hongo endéfito 101
aislado de hojas sanas de Bursera simaruba permitié establecer que pertenece al género
Acremonium. El presente proyecto constituye el quinto reporte de una especie del género

Acremonium como enddfito de una planta dicotiledénea.

El estudio quimico del extracto organico del micelio del hongo endéfito Acremonium sp.
condujo al aislamiento de seis metabolitos secundarios con actividad antioomiceto y
citotéxica, de los cuales la desacetilxantoquinodina J (123) constituye un metabolito
secundario novedoso. Esto pone de manifiesto la importancia de seleccionar
microorganismos que habitan en nichos biolégicamente diversos como es el de los hongos
enddfitos; donde las complejas interacciones competitivas que establecen con una gran
variedad de bacterias, hongos, oomicetos y la propia planta hospedera, son un factor que
impulsa el desarrollo de mecanismos de defensa quimicos como los metabolitos

secundarios antimicrobianos.

Los extractos organicos de Acremonium sp. mostraron un mayor potencial antioomiceto
gue antifungico sobre los microorganismos fitopatdgenos evaluados. Adicionalmente, se
observéd que aproximadamente la mitad de los oomicetos fitopatdgenos utilizados
presentan resistencia al metalaxil, fungicida de eleccién para el tratamiento de estos
microorganismos, lo que pone en evidencia la urgencia de prescindir de este agroquimico

gue lleva mas de tres décadas en el mercado.

El estudio quimico de las fracciones primarias bioactivas del extracto organico del micelio
de Acremonium sp., permitié el aislamiento y caracterizacion de un policétido
heterodimérico de hidroxantona y oxantrona novedoso, la desacetilxantoquindina J (123)
y de cinco metabolitos conocidos; la xantoquinodina J (120), las acremonidinas Ay B (124

y 125), y las acremoxantonas Ay B (121 y 122).
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Se identifico la presencia de todos los compuestos aislados de las fracciones primarias
activas en cultivos sdlidos y liquidos, poniendo de manifiesto que se trata de productos
naturales y no de productos de degradacion debidos al tiempo de almacenaje de las
fracciones primarias. Ademas, se corroboré la estabilidad metabdlica y viabilidad del
hongo endéfito Acremonium sp., como cepa productora de metabolitos secundarios

bioactivos, después de seis aifos de su aislamiento.

Hasta el momento, esta es la primera ocasidn en que son descritos de un sdlo
microorganismo, metabolitos secundarios de la clase de las xantoquinodinas,
acremonidinas y acremoxantonas; y donde puede presumirse una relacién en su
biogénesis. Ademds, de constituir el primer reporte de este grupo de compuestos

producidos por un hongo enddfito.

La xantoquinodina J (120) y la desacetilxantoquinodina J (123), asi como la acremonidina B
(125) presentaron el mayor potencial antioomiceto a la concentracion de prueba que fue
de 10 uM, siendo la xantoquinodina J (120) el compuesto mds activo y que puede
competir con metalaxil, al menos en el control de Phytophthora cinnamomi, el principal

patégeno del aguacate en México.

Los metabolitos secundarios aislados a partir de Acremonium sp. mostraron ser citotdxicos
con seis lineas celulares cancerosas humanas a una concentracion de 50 ug/mL, en tanto
gue, no mostraron toxicidad sobre la viabilidad de macréfagos murinos, evaluados al

doble de la concentracién, sugiriendo asi, un potencial anticancérigeno promisorio.

Con los resultados derivados de la actividad antioomiceto y citotdxica de los metabolitos
secundarios producidos por Acremonium sp. no es posible establecer una correlacién que
permita sustentar que los oomicetos puedan servir como un modelo para la evaluacion

preeliminar de compuestos con potencial anticancerigeno.
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Caracterizar taxonémicamente hasta especie al hongo endéfito Acremonium sp.,

empleando la secuencia del RNA ribosomal de la subunidad pequefia (18s).

Monitorear la produccidn de los principales metabolitos secundarios producidos por
Acremonium sp. desde los 10 y hasta los 60 dias de crecimiento en cultivos liquidos y
solidos. Identificar los metabolitos secundarios que son producidos en medio sdlido y

evaluar su actividad antioomiceto y citotdxica.

Determinar la concentracion inhibitoria media de los metabolitos secundarios aislados
de Acremonium sp., sobre el crecimiento de los oomicetos fitopatdgenos evaluados y

sobre las lineas tumorales humanas utilizadas.

Evaluar la actividad antioomiceto de algunos farmacos usados en la terapia contra el
cancer, como el taxol, la camptotecina y la adriamicina, para determinar si existe
sensibilidad por parte de los oomicetos a algunos anticancerigenos debida a la
similitud de los sitios diana en mamiferos y poder asi, establecer su posible utilidad
cdmo modelo para la evaluacién preeliminar de compuestos con potencial

anticancerigeno.

Evaluar la toxicidad ambiental de los policétidos heterodiméricos producidos por el
endéfito Acremonium sp. sobre el pez Oncorhynchus mykiss, invertebrados acuaticos

como Daphnia magna Straus, y algas como Pseudokirchneriella subcapitata.

Establecer de manera preliminar la inocuidad de los compuestos bioactivos aislados
mediante la evaluacién de su toxicidad aguda (DLsp) en ratones, y de su mutagenicidad

en bacterias.
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11. EriLoGo

Al los fitopatdgenos...

Diminuto germen embajador de la muerte

éEres tu, pequefio amigo,
Simpatico argonauta de los vientos
Que golpeado por el brazo de Eolo
Arrojado a la deriva del céfiro
Acogido entre mis brazos,
Quien ahora disipa la paz,
Quien arroba mi suefio?

¢Eres tu pequeiio amigo,

Aquella esférula diminuta

Que alimenté con mi calor,
Mi sabia, mi tiempo,

A quien le crecieron garras

Y ahora hiende mi cuerpo?

¢Eres tu, quien con pequeiias ufias desgarra mi cuticula?
¢Es la caida prematura de mis frutos de carne secos
Antafio suculentos, lo que me produce esta tristeza?
éEres tu quien cunde este pigmento diabdlico
Que perturba el equilibrio metabdlico?

éEres tu, quien con diminutas herramientas perfora mi carne?
éAquél que construye una catedral de esporas
En la macula clorética de la muerte bajo mis hojas?
Es tuya esa minuscula maquinaria haustoria
Que succiona mi sabia y me mata de hambre?

¢Has sido enviado desde un lejano pais,
Diminuto bandido siderdéforo,
Para explotar el metal precioso de mi raiz?
¢0 eres un conquistador llegado de otro continente,
Pequeno germen diplomatico embajador de la muerte?

..CMG
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Espectro 1. RMN-"H (500 MHz CDCls) de la acremoxantona A (121)

111



Anexo

450
400
350

300

250
200
150

100

50

60T~
S0TT"

81'6E—
9SLE—
65 Th—

80€S—

86°°L—

C-11'v 1%

C-16’v 18’

C-14" -

C-16 -

c1 -

CDCl»

8T's0T
OES/
9£'601 /
89°7IT /
Nv.m:/
o€ (11

i W
8E 6T~
€72 — in
sTeet “
69's21

9B TET~
evzer
PhOET—

SE'OHT~_
89'LbT—
$9°0ST—
8.5\
YEEST/
LSt

9,191

00697~
SP'0LT—

80°08T—
8£'S8T
50981

C-13 -
H3.n-mn 7v11
C-4.3'v3
C-12'v13’-

oS

C-9vYy

cev7

c-2’

C-4v12

C-155v2-

C-10 -

c-6'
C-15v17.

220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 f12() 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm)

230

Espectro 2. RMN-"3C (125 MHz CDCl5) de la acremoxantona A (121)
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Espectro 3. RMN-'H (500 MHz CDCl;) de la acremoxantona B (122)
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Espectro 4. RMN-"3C (125 MHz CDCl5) de la acremoxantona B (122)
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Espectro 5. RMN-"H (500 MHz CDCl;) de la xantoquinodina J (120)
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Espectro 6. RMN-"3C (125 MHz CDCl5) de la xantoquinodina J (120)
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Espectro 7. RMN-"H (500 MHz Acetona-ds) de la desacetil xantoquinodina J (123)
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Espectro 8. RMN-"3C (125 MHz Acetona-ds) de la desacetil xantoquinodina J (123)
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Espectro 9. RMN-"H (500 MHz CDCl;) de la acremonidina A (124)
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Espectro 10. RMN-"2C (125 MHz CDCl;) de la acremonidina A (124)
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Espectro 11. RMN-"H (500 MHz CDCl; + MeOH-d,) de la acremonidina B (125)
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Espectro 12. RMN-'3C (125 MHz CDCl; + MeOH-d,) de la acremonidina B (125)
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