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1. INTRODUCCION

1.1.Uso de los herbicidas como medio de proteccién en la industria
agrogquimica, asi como su importancia econOmica e impacto

ambiental.

La palabra “plaga” es un término ampliamente utilizado para designar a
varias formas de vida no deseadas por el ser humano, ya que crecen de forma
descontrolada o se desarrollan fuera de su habitat natural y compiten por algun
recurso, como el alimento o el espacio. Afectan directa o indirectamente a los
cultivos agricolas, reduciendo la calidad y el valor de las cosechas, ademas de
atacar bienes materiales como la madera o los granos y otros alimentos
almacenados. Las plagas incluyen organismos (en formas activas o de resistencia)
tales como insectos, acaros, nematodos, babosas, caracoles, protozoarios,
hongos, bacterias, virus, malezas, roedores y otros grupos de animales o plantas
(Wang et al., 2010).

El término plaguicida define a un conjunto amplio de sustancias o mezclas de
sustancias que son formuladas con la finalidad de destruir, repeler, atraer, regular
o prevenir el crecimiento y reproduccién de las poblaciones de organismos
considerados como plagas, incluyendo aquellos que causan dafos e interfieren

con la produccion agricola, pecuaria y forestal.

Los plaguicidas pueden ser sustancias sintéticas, tanto organicas como

inorganicas, o productos naturales (Cebrian, 2007).

En este contexto, la agricultura ha enfrentado a lo largo de su historia muchos
problemas, de particular importancia, los provocados por las plantas que crecen
de manera indeseable en campos o jardines y que interfieren con el crecimiento y
calidad de los cultivos. Las malezas, como se le denomina a este tipo de plantas,

sirven como refugio de algunos insectos y otros organismos patégenos, ademas
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de que provocan pérdidas significativas en los cultivos de importancia econémica,
lo cual puede poner en riesgo el abastecimiento de alimento o incluso llegar a

provocar problemas de salud (Singh et al., 2003).

Los herbicidas, son productos fitosanitarios que constan de una o varias
sustancias, que se emplean con la finalidad de eliminar o inhibir el crecimiento de
plantas consideradas como indeseables (Mendoza Cantu, 2011). En la actualidad,
la industria agroquimica ha demostrado gran interés en la exploracion de materias
primas de origen vegetal y microbiano para el descubrimiento de nuevos
productos utiles para el desarrollo de agentes herbicidas méas eficaces y potentes.
Esta busqueda se ha enfocado principalmente en compuestos fitotoxicos de origen
microbiano, prestando especial atencion a aquellos provenientes de
microorganismos no patdgenos aislados a partir de diferentes ecosistemas
(Belién, 2005; Bautista-Rosales, 2013).

Los herbicidas se clasifican, en los siguientes grupos principales:
e Acidos fenoxialifaticos (derivados de los A&cidos fenoxiacético y
fenoxibutirico)
¢ Nitroanilinas (amina aromaética)
e Ureas sustituidas
e Carbamatos
e Tiocarbamatos (analogos sulfurados de los carbamatos)
e Triazinas (compuestos heterociclicos nitrogenados)
e Derivados del fenol

e Dinitrofenoles, entre otros.

En los ultimos afios, se ha tomado conciencia sobre la amenaza que representa
tanto a la salud como al medio ambiente el uso indiscriminado de las sustancias
guimicas toxicas, particularmente, aquellas de origen sintético (antropogénico) y
gue requieren tiempos prolongados para que se degraden en el ambiente. El uso

inadecuado y excesivo de herbicidas puede ocasionar graves dafios al medio

2
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ambiente, ya que si estas sustancias se aplican irracionalmente pueden
contaminar al suelo, rios, lagos, mares y pozos de agua subterranea. Asimismo,
pueden introducirse en la cadena alimenticia y llegar a través de ella hasta los
humanos. Estas sustancias pueden causar ademas, la muerte de organismos
silvestres, como peces, reptiles, aves y mamiferos, o afectar su crecimiento,
desarrollo y reproduccion; alterar su comportamiento y su fisiologia; destruir a sus
crias o producir malformaciones y disminuir su capacidad para combatir

infecciones y parasitos.

El uso desmedido de herbicidas puede generar ademas resistencia, la cual se
puede definir como la capacidad heredada de un biotipo de malezas a la accién de
algunos agentes herbicidas proporcionando la habilidad para sobrevivir a la
aplicacion de éstos a concentraciones normalmente letales para la poblaciéon
original (CPRH, 2011). Aproximadamente el 12% de la flora representa alrededor
de 3000 especies de las 23,000 especies de plantas superiores registradas en
México se consideran malezas. Se estima que hoy en dia existen mas de 300

biotipos de malezas resistentes a los herbicidas de mayor uso (Cuadros 1-2).

Cuadro 1. Especies conocidas de malezas resistentes en México.

Biotipo Afo Localidad Modo de accion Fuente
Phalaris minor | 1996 México Inhibidores ACAC* HRAC/Sayre, K. D.
Colona - _
. Inhibidores del Bolafios, E. A., Villa, J.
Echinochloa | 2001 Veracruz y fotosistema I T.y Valverde, B. E.
Campeche
Phalaris 1996 México Inhibidores ACAC HRAC/Sayre, K. D.
paradoxa
Guanajuato,
Avena fatua 1998 | Jalisco y Baja Inhibidores ACAC HRAC/Tafoya, R. J. A.
California
Phalaris spp. | 2000 Bajio ND? Medina, C. T.
. _ Aguilar, C. A., Bolafios,
hE;JphOII:]bIﬁ. 2007 Guerrero f"][h'b_":or delll E. A., Aguilar, M. I y
eteropnylia otosistema Valverde, B. E.
HRAC/Tafoya, R. J.A.,
hScl)rghum 2009 Veracruz Inhibidores de ALS® Ocampo, R. A.y
alepense Carrillo, M. R. M.

'ACAC: acetil coenzima A carboxilasa, “ND: no definido, *ALS: acetolactato sintetasa.
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Cuadro 2. Herbicidas antropogénicos comunes generadores de malezas

resistentes.

Afno de
Estructura Nombre lntroc:ggglrczgldAeno de
resistencia
Cl
PY
)\ /Tl\ /N Atrazina (Lelgsgrllgisggl)
N7 ONT NN :
H H
%
N=0 ,
F3CQN Trifluralin (Lelssg rllgzggl)
N=O \
/7
o
Cl 0
Diocloflo 1977/1982
0] 0 OH P (Le Baron, 1991)
Cl
Cl N COOH
3
_ picloram 1963/1988
Le Baron, 1991
Cl Cl ( )
OH




INTRODUCCION

Para evitar este tipo de interacciones, se han hecho grandes esfuerzos en la
tecnologia de los herbicidas. Principalmente, en la busqueda de un herbicida
inocuo para los cultivos y eficaz en contra de las principales malezas. Este
aspecto se denomina selectividad y puede lograrse por mecanismos fisicos o
bioquimicos, por otra parte, en el afan por erradicar las practicas agricolas
tradicionales y los problemas ocasionados por los herbicidas de origen sintético
se ha incrementado la busqueda de nuevas tacticas para el control de las
malezas. Actualmente, se siguen cuatro estrategias generales para el

descubrimiento de nuevos herbicidas:

e sintesis de productos novedosos, mediante la sintesis total o
modificacion de estructuras conocidas con la finalidad de potenciar
su actividad y/o disminuir los efectos no deseados,

e disefio bioracional mediante el estudio de las interacciones planta-
planta y/o planta-microorganismoy,

e estudio de fuentes naturales diversas para la obtencién de nuevos

productos

Los herbicidas de origen natural presentan algunas ventajas sobre los de origen
sintético ya que son biodegradables, tienen indices de acumulacion bajos y sus

sitios de accién son a menudo mas especificos (Duke et al., 2002).

Muchos compuestos derivados de hongos presentan una gran eficacia para el
control de las malezas. Ademas, estos compuestos presentan una gran diversidad
estructural y multiples mecanismos de accion mediante los cuales pueden ejercer
su actividad biologica, entre estos se encuentran la inhibicion de la sintesis de
aminoacidos, inhibidores de la fotosintesis, inhibidores de la sintesis de lipidos,
inhibidores de la sintesis de pigmentos, regulacion de crecimiento de tipo auxinico
y la inhibicion de la division celular (Mentaberry, 2011). Es por esta razén que los
hongos fitopatdgenos representan la materia prima idonea para el descubrimiento

de nuevos agentes herbicidas. Los hongos endofitos asociados a ciertas plantas
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con un potencial alelopatico importante comprobado constituyen también fuentes

importantes de herbicidas potenciales (Macias et al., 2008) (Cuadro 3).

Cuadro 3. Moléculas con actividad fitotoxica de origen natural empleadas como
prototipos estructurales para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas.

Origen Género Molécula
O
Vegetal Eucalyptus
(Macias et al., 2008) OH
1,8-cineol
I
. . Streptomyces _P_(Ala);
Microbiano (Macias et al., 2008) HO ’
Bialafos
e
HN/\f
HN
Fanaico Alternaria o
g (Rivera-Coto, 2007) o -
W(\N o
H
(0]
Tentoxina
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2. ANTECEDENTES

2.1.Antecedentes sobre el género Acremonium.

Acremonium, conocido anteriormente como Cephalosporium, es un género
perteneciente a la familia Hypocreaceae. Las especies de este género presentan
un lento crecimiento y se caracterizan por crecer formando colonias compactas y
hamedas, blancas, grises, rosas o0 naranjas de textura generalmente,

aterciopelada.

Del género Acremonium actualmente se conocen cerca de 100 especies, la
mayoria son saprofitas, aisladas a partir de material vegetal muerto, suelo y de un
grupo reducido de habitats marinos. La mayoria de las especies de éste género se

reproducen con gran facilidad en regiones tropicales y subtropicales.

Muchas especies de Acremonium son reconocidas como patdgenas oportunistas
del hombre y animales, estos incluyen A. falciforme, A. kiliense, A. recifel,
A. alabamensis, A. potroni, A. chrysogenum, A. furcatum y A. strictum, causando
en los humanos diversas enfermedades como micetoma, onicomicosis,
hialohifomicosis, artritis, osteomielitis, peritonitis, endocarditis, neumonia,
encefalitis e infecciones subcutaneas sobre todo en individuos con un sistema
inmunolégico comprometido (Finscher, 1991). Sin embargo, las infecciones por

hongos de este género en los seres humanos son raras (Kwon-Chung, 1992).

Este género se caracteriza por producir cefalosporinas, una clase de antibiéticos
del tipo de los B-lactamicos, derivados del género Cephalosporium. Ademas
incluye a varias especies de considerable interés econdmico ya que algunas
producen una gran variedad de metabolitos bioactivos estructuralmente

interesantes y novedosos (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Ejemplos de compuestos asilados de algunas especies del género

Acremonium.
Especie Compuesto Estructura
HO 0
Acido 7- _ /O
aminocefalosporinico N
(Cuadra, 2004) 7
e
Acremonium
chrysogenum
HO.__O
0
Cefalosporina C 0 HO. _O
(Demain y Elander, 0 IN— o
1999). ):I\
S N NH,
H
A. kiliense, . °
A. recifei y Cerulenina H,N _
A- . (Straub, 2002) =
. potroni
o} 0
OH
N

. X ~ N _

Isoleucinol; H :

A. furcatum Isoleucinaldehido o-

(Gallardo, 2006)

2.2 Antecedentes sobre la especie Acremonium strictum.

Acremonium strictum (Figura 1) es un hongo saprofito, ademas de ser un

patdgeno oportunista de plantas, animales y humanos. En algunos estudios sobre

esta especie fungica se han logrado caracterizar compuestos estructuralmente

anicos y bioldgicamente activos.
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Figura 1. Cultivo en medio PDA de Acremonium strictum.

A partir de una cepa de A. strictum obtenida de una esponja marina perteneciente
al género Chrostidia, se aislaron a la acremostrictina (1) y la acremolina (2), una
lactona triciclica con actividad antioxidante y una 1H-azarina con leve actividad
citotoxica, respectivamente (Julianti et al., 2011; 2012). También de otra cepa de
este hongo, se aisl6 a la acremomanolipina A (3), un glucolipido potencial
modulador de sefales de calcio (Sugiura et al., 2012); el xenovuleno A (4), un
sesquiterpeno-policétido que actia como agonista del receptor GABA-
benzodiazepina (Ainsworth et al., 1996) y la sapinofuranona B (5) metabolito de
tipo y-lactona (Clough, 2000). Otra clase de compuestos aislados a partir de A.
strictum son los ciclohexadepsipéptidos, beauvenniatinas A-E (6-10) (Isaka et al.,
2011), la beauvericina (11), la beauvericina J (12) (Chen et al.,, 2006) y la
enniatina B (13) (Meca et al., 2010). Los ciclohexadepsipéptidos presentan una
gran variedad de actividades biol6gicas, tales como insecticida, antihelmintica,
antibacterial, antifungica, antimicobacterial, anticancerigena, inhibitoria de la
enzima acil-CoA: colesterol-O-aciltransferasa (ACAT), antimalarica,
antituberculosa y citotoxica (Harder et al., 2003; Isaka et al., 2007; Sebastia et al.,
2011). Otros compuestos como la bisvertinolona (14) actian como inhibidores de

la sintesis del B-1,3-glucano (Kontani, 1994).
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Figura 2. Compuestos aislados de la especie Acremonium strictum.

0
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Figura 2. Compuestos aislados de la especie Acremonium strictum

(continuacion).

N

Sapinofuranona B (5)
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Figura 2. Compuestos aislados de la especie Acremonium strictum
(continuacién).

Bisvertinolona (14)

2.3 Calmodulina.

2.3.1 Calmodulina: estructura e importancia.

La calmodulina (CaM) es una proteina pequefia de 148 aminoacidos (16-18
KDa), arreglados en dos dominios globulares de tipo a—hélice unidas por una larga
region flexible. Cada dominio contiene dos sitios de unién al ién calcio (Ca®").
Cuando la CaM se une a cuatro atomos del ion Ca®* (Figura 3), su estructura
cuaternaria cambia a un estado conformacional en donde expone a sus sitios mas
hidrofobicos ricos en metioninas ubicados en la superficie interior de cada uno de
sus dominios globulares, permitiendo de esta manera interactuar con una gran
variedad de enzimas blanco, o bien moléculas pequefias (Chin y Means, 2000;

Martinez-Luis et al., 2007).

12
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(b)
Figura 3. Estructura tridimensional de la CaM sin el ion Ca** (c6digo PDB 1CFD)

(a) y cambio conformacional provocado por la unién al ion Ca** (c6digo PDB
1CLL) (b).

Aunque la CaM carece de actividad enzimatica, actia como mediadora en el
proceso de sefializacién por Ca*" de muchas enzimas y canales i6nicos presentes
en las células. Se estima que la CaM puede interaccionar con cerca de 100
diferentes enzimas, entre ellas las implicadas en el metabolismo de nucleétidos
ciclicos (AC, GC, NOS), la fosforilacion y defosforilacion de proteinas (PKI, Il y Il
dependiente de CaM y calcineurina respectivamente), la contraccion y motilidad
del sistema del citoesqueleto (cinasa de cadena ligera de la miocina, dineina
ATPasa, proteinas asociadas a microtibulos, proteina tipo espectrina y
caldesmon), metabolismo del calcio (Ca?* ATPasa, SR-ATPasa, IP; Cinasa),
expresion génica y proliferacion celular (proteinas de uniéon a CaM en nucleo y
endonucleasa dependiente de CaM). De esta manera, la calmodulina es capaz de
regular numerosas funciones celulares como son la secrecion o liberacion de
sustancias, metabolismo, motilidad, transduccion de sefales, proliferacion y
division celular, entre otras (Chin y Means 2000; Sharma, 2003). Entre las
enzimas que interactian con la CaM se encuentran a las fosfodiesterasas de

nucleotidos ciclicos (PDE) que son responsables de finalizar la sefalizacion de
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AMPc y GMPc intracelular; estas convierten a los nucleotidos a sus formas
inactivas 5’AMP y 5’ GMP. Su expresién ubicua en distintos organismos como son
mamiferos, plantas y microorganismos, destaca su importancia en la transduccion

de sefales (Goraya y Cooper, 2005).

Los inhibidores de la CaM pueden actuar en diferentes formas, ya sea uniéndose
directamente a la proteina, o bien al complejo CaM-enzima. Los inhibidores de la
calmodulina han sido detectados utilizando diferentes métodos, la mayoria de ellos
in vitro. Entre los mas usados, se encuentran la cromatografia de afinidad,
electroforesis nativa en gel, espectroscopia UV, espectroscopia diferencial UV-DC,
fluorescencia intrinseca, resonancia de fluorescencia de transferencia de energia
(FRET), resonancia magnética nuclear, difraccion de rayos X, métodos
enzimaticos funcionales, mutagénesis sitio-dirigida, métodos computacionales y

biosensores de fluorescencia.

De los métodos mencionados, aquellos basados en la fluorescencia son los
métodos de eleccion debido a su gran especificidad, bajo costo, selectividad y
tiempos de reaccion relativamente cortos. Entre los métodos basados en
fluorescencia, el uso de CaM marcada con fluoréforos en uno o mas sitios
especificos ha ganado gran popularidad. Uno de los procedimientos mas usados
incluye la union covalente a la CaM de un fluoroforo tiol-reactivo estratégicamente

localizado a través de un proceso de mutagénesis de cisteina sitio-dirigidas.

Recientemente, Gonzalez-Andrade y colaboradores (2009) disefiaron una proteina
marcada con un fluoréforo, denominado calmodulina hCaMM124C-mBBr, til para
la identificacion de inhibidores de la CaM mediante el uso del fluoroforo
monobromobirmano (mBBr). Este biosensor fue utilizado exitosamente para medir
las propiedades inhibitorias sobre la CaM de la clorpromazina (CPZ, 15), un
inhibidor clasico de la CaM, que con propiedades inhibitorias del complejo CaM-
PDE1 (Figueroa et al., 2009).
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2.3.2. Inhibicion de la CaM como posible modo de accion herbicida.

Estudios recientes han demostrado que algunos compuestos que inhiben
las propiedades moduladoras de la CaM presentan actividad herbicida importante;
esto puede ser debido a que dicha proteina regula algunos procesos involucrados

en el crecimiento vegetal (Pérez-Vasquez et al., 2008).

El sesterpeno ofiobolina A (16), aislado de varios hongos fitopatdbgenos
pertenecientes a los géneros Bipolares y Drechslera, es un potente inhibidor de la
proteina calmodulina (CaM) y se demostré que el producto tiene un gran potencial
para el desarrollo de agentes herbicidas ya que provoca necrosis en distintas
especies de malezas, aun a bajas concentraciones (Evidente et al., 2006). La
acremomanolipina A (3), un glucolipido aislado de A. strictum es un regulador de
la sefalizacion de calcio mediante la calcineurina, la cual es una enzima
dependiente de calcio y de una proteina fosfatasa estimulada por la calmodulina
(Sugiura et al., 2012).

Finalmente, algunas investigaciones realizadas en nuestro grupo de trabajo han
permitido el aislamiento y la caracterizacion de numerosos compuestos de origen
fungico con actividades fitotéxicas y/o inhibitorias de la proteina calmodulina
(Figura 4). Los productos mas notables obtenidos a través de estos estudios son
la malbranqueamida (17) y la malbranqueamida B (18) aisladas de Malbranchea
aurantiaca, las cuales perteneces a un tipo Unico de alcaloides inddlicos que
poseen una unidad estructural de tipo biciclo [2.2.2] diazaoctano (Martinez-Luis et
al., 2006), el 15-acetil hidrato de tajixantona (19), un metabolito secundario de
Emericella 25379 que inhibe moderadamente la activacion del complejo
Ca?*-CaM-PDE1 (Rivera-Chavez, 2009), las naftopironas I-IV (20-23) de
Guanomyces polythrix (Macias et al., 2000; 2001; Mata et al., 2003), las
herbaruminas I-1ll (24-26), y policétidos del tipo de las nonendlidas aislados de

Phoma herbarum (Rivero-Cruz et al., 2000; 2003). Estos compuestos tienen en
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comin su efecto inhibitorio del complejo Ca®*-calmodulina-fosofodiesterasa del

AMPc (PDE1), un blanco de accion a nivel molecular poco explorado en estudios
afines.

Figura 4. Compuestos de origen fangico con actividad sobre la CaM.

S

Cl ©

|
Oxo
(CHo)3 h

PN

Clorpromazina (15)

OH

Ofiobolina A (16)

Malbranqueamida (17): R;= Cl, R,=ClI
Malbranqueamida B (18): R;=Cl, R,=H
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Figura 4. Compuestos de origen fungico con actividad sobre la CaM
(continuacion).

Naftopironas | (20): R1=R3= R4= H, R,= Rs= CH3
Naftopironas Il (21): R;= CH30, R;= Rs= CH3, R3= R4=H
Naftopironas lll (22): R;= R3= R4= Rs= H, R,= CH3
Naftopironas IV (23): R;= CH30, R,= CH3, R3= R4= Rs=H

Herbarumina | (24) Herbarumina Il (25) Herbarumina Il (26)
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La agricultura, actividad indispensable para satisfacer las necesidades
alimenticias de la creciente poblacion mundial, ha enfrentado en tiempos recientes
distintos problemas como la proliferacion de malas hierbas, la aparicion de biotipos
de malezas resistentes a los herbicidas de uso comun, la contaminacion de rios y
lagos por elementos presentes en fertilizantes y agentes biocidas, la
transformacion de ecosistemas naturales, la erosion de terrenos, entre otros
(Singh et al., 2003).

Los problemas graves generados principalmente por el uso irracional de los
herbicidas sintéticos han despertado un gran interés en la busqueda de nuevos
herbicidas de origen natural. Para ello, el reino fungico constituye una fuente
valiosa de principios fitotéxicos y por ende de moléculas modelo adecuadas para
el desarrollo de nuevos herbicidas (Duke et al., 2002; Singh et al., 2003; Saxena et
al., 2001).

Teniendo como escenario la gran diversidad fungica de México, el descubrimiento
de productos biodinamicos como base para nuevos agentes herbicidas, resulta
idonea en esta busqueda. Por estas razones es que actualmente, en la Facultad
de Quimica de la UNAM, se ha desarrollado un programa multidisciplinario
destinado a explorar el potencial fitotéxico de especies fungicas selectas.

De tal manera que el objetivo principal del presente trabajo consiste en el
descubrimiento de compuestos fitotoxicos novedosos aislados a partir del
organismo fungico Acremonium strictum, que sean de utilidad como moléculas
prototipo para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas biodegradables con

mecanismos de accién novedosos.
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Para el cumplimiento del objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

e Cultivar en pequefia escala la especie fangica A. strictum, con la finalidad
de encontrar las mejores condiciones de crecimiento. Una vez establecidas
estas condiciones, cultivar en mediana escala para generar la biomasa y
medio de cultivo necesarios para la obtencion de los compuestos fitotoxicos

presentes en el extracto.

e Obtener el extracto organico a partir del micelio y medio de cultivo en

mediana escala.

e Reducir la complejidad quimica del extracto empleando métodos
cromatograficos convencionales con la finalidad de aislar al menos un

metabolito secundario fitotdxico a partir del extracto fungico.

e Evaluar la actividad fitotoxica del extracto organico, asi como de las

fracciones y metabolitos secundarios aislados.

e Determinar la posible interaccion de los metabolitos aislados con la proteina
calmodulina mediante un ensayo de fluorescencia, con la finalidad de
establecer si estos productos afectan las propiedades moduladoras de la
CaM.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1.Material fungico.

La cepa de Acremonium strictum fue proporcionada por la Dra. Genoveva

Garcia Aguirre del Instituto de Biologia Celular de la UNAM.

4.2.Fermentacién preliminar en pequefia escala.

Con el objetivo de encontrar las mejores condiciones de crecimiento para A.
strictum, se prepararon cultivos en pequefia escala con diferentes medios de
cultivo, tiempo de fermentacion y condiciones de agitacion, manteniendo las

condiciones de luz y sombra normales (Tabla 1).

Tabla 1. Condiciones de fermentacién para el crecimiento de A. strictum en
pequefia escala.

Medio de o _ : -
. Crecimiento | Cantidad | Temperatura Periodo de Ifermentamon
Cultivo (dias)
- Estatico 2L
Caldo Papa . . 21/60
Dextrosa (PDB) |  Agitacion 2L Ambiente
Arroz Estético 1509 21/60

!Condiciones de agitacion a 120 rpm.

4.2.1. Preparacion de medios de cultivo.

Los medios de cultivo se prepararon siguiendo las especificaciones del
Cuadro 5. Los medios de cultivo se esterilizaron en una autoclave con un ciclo de
esterilizacion de 15 minutos, temperatura 121°C y presion 15 psi. Los
fermentadores se dejaron enfriar y una vez atemperados, se inocularon con un
cubo de aproximadamente 1cm?® de agar papa-dextrosa (PDA) sélido inoculado

con el hongo desarrollado anteriormente en cajas de Petri.
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Cuadro 5. Composicion de los medios de cultivo utilizados.

Medio de L
. Composicion
cultivo
Almidon de papa..................... 4.0
PDB (BD Dextrosa - 20 0g
Difco®) s 0Og
Agua destilada....................... cbp1L
Almidon de papa.................... 40¢g
PDA (BD |Dextrosa........................... 200g
Difco®) | Agar bacterioldgico............ .... 15.0 g
Agua destilada....................... cbp 1L
Arroz Morelos®...................... 150 g
Arroz .
Agua destilada....................... 250 mL

4.3.Fermentacidn en mediana escala.

Para la fermentacion en mediana escala se utilizaron 4 matraces Fernbach
con capacidad de 2.8 L con 2 L de medio PDB en agitaciéon, 2 matraces
Erlenmeyer de 2 L con 1 L de medio PDB y un fermentador de 10 L con 6.5 L de
medio PDB en condiciones estéaticas (Cuadro 5), por un periodo de fermentacion
de 21 dias en condiciones de luz y sombra normales a temperatura ambiente.

4.4.0btencidn de extractos organicos a partir de los cultivos preparados.

Una vez transcurrido el tiempo de fermentacion, a cada fermentador se le
adicioné una mezcla diclorometano-metanol (CH,Cl,-MeOH) en proporcién 9:1. En
el caso de los medios liquidos, la biomasa generada se separé del medio de
cultivo mediante una filtracion simple utilizando gasa. Para el medio acuoso
filtrado, se llevd a cabo un proceso de reparto exhaustivo empleando CH,Cl,-
MeOH (150 mL), la fase organica se separd de la fase acuosa y se sec6 con
sulfato de sodio anhidro, por ultimo se concentré in vacuo para obtener un extracto
seco. Por otro lado, la biomasa se sometio a un proceso de maceracion durante 7
dias utilizando la misma mezcla de CH,Cl,-MeOH, al término de este tiempo se

filtro el extracto organico y se sec6 y concentrd a sequedad a presion reducida.
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Al igual que para los extractos en pequefia escala, la preparacion del extracto
organico del medio de cultivo y el micelio se realiz6 con una mezcla de CH,Cl,-
MeOH (9:1). Para el caso de los matraces Erlenmeyer, el extracto organico se
preparé con acetato de etilo (AcOEt). Todos los extractos se secaron con sulfato
de sodio anhidro y se concentraron a presion reducida. Los dos extractos
concentrados resultantes (micelio y caldo de fermentacion) se analizaron por
cromatografia en capa delgada (CCD) y se combinaron con base en su similitud

cromatografica.

4.5.Métodos cromatogréficos.

El analisis de los extractos se llevo a cabo mediante CCD, utilizando placas
de aluminio de distintos tamafos recubiertas con una capa de 0.25 mm de
espesor de gel de silice 60 F,s4 (tamafio de particula 10-12 um, Merck®) y para las
CCD preparativas se utilizaron placas de vidrio de 10x10 cm de 1mm de espesor
recubiertas con gel de silice. Para la visualizacion de los cromatofolios se utilizé un
lampara de luz UV con dos longitudes de onda (254 nm y 365 nm) y se empled

sulfato cérico amoniacal en H,SO,4 como agente revelador (Cuadro 6).

Cuadro 6. Agente revelador usado para la CCD.

Revelador Composicion Referencia
Sulfato cérico amoniacal............ 1209

Sulfato Cérico/ H,SO, | Acido sulfarico.......................... 22.5 mL | Stahl, 1969
Hielo.....cooooi 350¢

Los analisis en cromatografia de columna abierta (CCA) se realizaron utilizando
gel de silice 60 F,s54 (tamafio de particula 10-12 pm, Merck®) como fase
estacionaria y como fase movil diversos sistemas de elucion, utilizando mezclas

entre Hex, CH,Cl, y MeOH con incrementos graduales de polaridad.
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La cromatografia de liqguidos de alta eficiencia (CLAE) se realizO en un
cromatografo Waters® (Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford,
MA, USA) equipado con un detector UV de arreglo de fotodiodos (PDA 996). El
control del equipo, la adquisicidon de datos, el procesamiento y manipulacion de la
informacion se realizaron utilizando el programa Empower® version 2.0 (Waters).
El analisis de la fraccion FVI se llevo a cabo utilizando una columna empacada de
gel de silice Purospher®STAR Merck, fase reversa (Cig, 250 X 4.6 mm, 5um),
empleando como sistema de elucion un gradiente entre acetonitrilo (acido formico,
0.1%) y agua (Cuadro 7). Todos los andlisis se realizaron a temperatura
ambiente. Las longitudes de onda utilizadas para la deteccién de los compuestos
fueron de 225 y 280 nm.

Cuadro 7. Condiciones cromatograficas empleadas para resolver la

fraccion FVI.
Tiempo Flujo % ACN
(minF; (mL/rJnin) (HCOOH 0.1%) | °Agua | Curva
0 0.30 70 30 6
4.0 0.30 65 35 6
10.0 0.30 80 20 6
15.0 0.30 70 30 6

4.6.Registro de las constantes espectroscoépicas.

Los espectros en el IR se obtuvieron por reflectancia, en un espectrometro
Perkin Elmer 59913. Los espectros de RMN se registraron en un
espectrofotémetro Unity INOVA 400 a 400 MHz (*H) 6 100 MHz (*3C). Utilizando
CDCl3; como disolvente y como estandar interno tetrametilsilano (TMS). El registro
de los espectros se realizo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion
(USAI).
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4.7.Fraccionamiento del extracto organico.

El extracto seco obtenido (1.5469 g) se sometié a un proceso de reparto
entre hexano (Hex) y una mezcla de ACN/MeOH (1:1), obteniéndose dos
fracciones primarias (Fy Y Fam), las cuales se secaron con sulfato de sodio anhidro
y se concentraron al vacio. La fraccion de hexano presenté una consistencia
oleosa mientras que la fraccion ACN/MeOH era un semisolido. Ambas fracciones
se sometieron a la evaluacion bioloégica correspondiente (inciso 4.9),
observandose que la actividad inhibitoria del crecimiento radicular se concentro en
la fraccion Fam. Esta fraccion se someti6 a un fraccionamiento secundario
mediante una CCA, empleando una columna de vidrio empacada con gel de silice
(160 mL) y un gradiente de elucion con incremento gradual de polaridad entre
Hex—CH,Cl,—>MeOH. Este proceso generé un conjunto de 17 fracciones
primarias (FI-FXVII). Los detalles de este fraccionamiento se resumen en el

Esquemal yen el Cuadro 8.

4.8.Separacion de los metabolitos activos presentes en FVI.

De acuerdo a un analisis cromatogréafico en CCD, la fraccién secundaria FVI
reveld la presencia del(los) compuesto(s) responsables del efecto inhibitorio
observado en el ensayo de actividad bioldgica. A partir de esta fraccion, se llevo a
cabo la separaciéon del compuesto de interés mediante una cromatografia en capa
delgada utilizando un sistema de elucibn CH,Cl,-MeOH (95:5). Las bandas de
interés, se observaron bajo luz UV (254 y 365 nm). Las bandas resultantes se

concentraron al vacio y se analizaron mediante CCD.
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Extracto seco de A. strictum
(PDB y micelio)
1.5469 ¢

Reparto con Hex -ACN/MeOH, 3x50 mL.
Na>SO4 anhidro.
Concentrado al vacio.

\ 4 A\ 4

Fraccion de hexano (Fu) Fraccion de ACN/MeOH (Faw)

A 4

Fam
1.1999¢

Cromatografia en columna abierta sobre gel de
silice, gradiente de polaridad Hex—CHCl,—MeOH.

ool

FI-FV FVI* FVII-EXIII
CCD

BFVI.1
16.4 mg

*Fraccion activa.

Esquema 1. Fraccionamiento del extracto del medio de cultivo y micelio de
A. strictum.
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Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento primario del extracto organico de A.
strictum mediante CCA.

., Numero de Fracciones Clave de
Eluyente Proporcion f . ; .
racciones combinadas fraccion
2:8 1-27 14 |
Hex-CHCl, 1:9 28-76 5-10 T
CH,Cl, 100 77-145 11-26 11
95:5 146-188 27-46 v
9:1 189-208 47-76 \Y
CH,Cl,-MeOH 85:15 209-231 77-90 VI
8:2 232-246 91-102 VIl
7:3 247-260 103-159 VIl
160-169 IX
170-184 X
185-206 Xl
207-214 XIl
215-226 Xl
227-235 XV
236-244 XV
245-252 XVI
253-260 XVII
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4.9.Ensayos biologicos.

4.9.1. Evaluacion del potencial fitotoxico.

La determinacion del potencial fitotoxico de las fracciones se realizo
mediante el bioensayo de germinacion y crecimiento radicular de semillas de
Amaranthus hypochondriacus, de acuerdo con los procedimientos descritos en la

literatura (Anaya, et al., 1990; Castafieda et al., 1996).

El bioensayo se realizd en cajas Petri de 6 cm de didmetro; las fracciones de
hexano y ACN/MeOH se disolvieron en etanol y metanol respectivamente. Se
prepar6 agar al 2 % el cual contenia diferentes concentraciones de las muestras a
evaluar (100,250, 500 y 1000 pg/mL) preparado a partir de una soluciéon de
referencia de 30 mg/mL (Tabla 2).

Tabla 2. Método de preparacion del medio para la evaluacion de la actividad
fitotoxica de los extractos de hexano y ACN/MeOH.

Disolucién de la muestra
Muestra Vol de Vol. de agar
Stock 30mg/mL S Vol. de agua 4%
disolvente
Blanco Agua | = --eemeeemeeeem | s 7.5mL 7.5mL
Blanco 600 plL 6.9 mL 7.5mL
disolvente
100 pg/mL 50 uL 550 uL 6.9 mL 7.5 mL
250 pg/mL 125 yL 475 uL 6.9 mL 7.5mL
500 pg/mL 250 uL 350 uL 6.9 mL 7.5 mL
1000 pg/mL 500 pL 100 pL 6.9 mL 7.5mL

Para cada muestra, se manejé un volumen final de 7.5 mL, el cual se mezcl6 con
7.5 mL de agar al 4% en caliente, y se agitd vigorosamente para homogenizar la
mezcla. Una vez preparada la solucion, se retiré de la parrilla de calentamiento y
se dejo enfriar, cuidando de que no se solidificara el agar. Enseguida 5 mL de
cada solucion se vertieron en cajas de Petri. Cada tratamiento se realizé por

triplicado.
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Posteriormente, se colocaron 10 semillas de la especie vegetal de prueba. Las
cajas Petri se incubaron a 30 °C y la actividad fitotoxica se registré calculando el
porcentaje de inhibicion, midiendo la longitud de las radiculas a las 48 horas de

tratamiento.

El acido 2,4-diclorofenoxiacético se empleé como control positivo (Pereda-Miranda
et al., 1993); el H,0, el metanol y el etanol se utilizaron como controles.

4.9.2. Determinacién del efecto fitotoxico por el método de la

bioautografia.

Para monitorear la actividad fitotoxica se empled la técnica cualitativa de
bioautografia (Anaya et al., 1990; 1995). Para ello se emplearon placas de vidrio
de 20.0 x 3.0 cm recubiertas de gel de silice. Se utilizaron semillas de
Amaranthus hypochondriacus, obtenidas en un vivero de Xochimilco, las cuales se
limpiaron y lavaron con una solucion de hipoclorito al 5%, enseguida se realizé un
segundo lavado con agua destilada para eliminar el remanente de hipoclorito y se
dejaron secar a temperatura ambiente. En cada placa se aplicaron las fracciones
de hexano y ACN/MeOH hasta saturacion del punto de aplicacién; posteriormente
se realizo la evaluacion de las muestras utilizando una fase movil de CHCl,-
MeOH (95:5).

Finalizad el proceso de elucion, se dejo evaporar el disolvente de la placa, y ésta
se cubrié con 10 mL de agar bacteriolégico (DIFCO®) al 1%. Una vez solidificado
el agar, se colocaron las semillas de A. hypochondriacus hasta cubrir completa y
homogéneamente la superficie de las placas. A continuacion, las placas se
incubaron en un ambiente hiumedo a 30 °C durante 24 horas. Transcurrido el
tiempo de incubacion, se observan las zonas de inhibiciéon de la germinacioén vy el

crecimiento radicular.
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4.9.3. Ensayo de fluorescencia extrinseca utilizando el biosensor
fluorescente (hCaM M124C-mBBr).

El efecto de la fraccion ACN/MeOH y FVI, asi como el producto BFVI.1
sobre la proteina calmodulina, se determinG mediante un método
espectrofluorimétrico utilizando un biosensor fluorescente (hCaM M124C-mBBr)
de la CaM de acuerdo al procedimiento descrito por Gonzalez-Andrade y
colaboradores (2009). El experimento se realiz6 con una concentracion de 5 puM
de proteina en un volumen final de 2 mL. En cada caso la solucién proteinica
(amortiguador de acetato de potasio (KAc) 5 mM y 10 mM de CaCl,, pH 5.1) se
titul6 con una solucién 2 mM de cada muestra. El cambio en la fluorescencia de la
proteina en presencia de las muestras de prueba se registr6 en un
espectrofluorometro ISS-PC1 (ISS, Champaign, IL, USA) a 37 °C. Los datos se
adquirieron mediante el software VINCI 1.6.SP4 (Experiment & Instrument
Control). La A« para el biosensor fue de 381 nm y la A, fue adquirida en un rango

entre 400-550 nm, con diez integraciones y en intervalos cada dos nanémetros.
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5. Resultados y discusion

5.1.0ptimizacion de las condiciones de cultivo para la produccion de los
metabolitos de interés.

Con la finalidad de determinar las mejores condiciones de crecimiento y para la
obtencion de un mayor rendimiento del extracto organico, se decidi6 cultivar el hongo A.
strictum variando los medios de cultivo (seccion experimental, inciso 4.2), el tiempo de
fermentacién y las condiciones de agitacion (Tabla 1). Al cabo de las pruebas en
pequefia escala (2 L) en medio PDB comercial en condiciones estaticas y en agitacion,
y en medio de arroz (250 g), se obtuvieron los extractos del micelio y medio de cultivo,
para condicién y obteniendo del medio (estatico vs agitacion y PDB vs arroz). La
cantidad de extracto total obtenido del micelio y medio de fermentacion se resumen en
el Cuadro 9.

Cuadro 9. Cantidad de extracto obtenido a partir de los cultivos en
pequefia escala.

. _ o Periodo de Fermentacion (dias)
Medio de Cultivo Crecimiento
21 60
Estatico 0.1268g 0.2209g
Agar Papa-Dextrosa —
Agitacion 0.1287g 0.2265¢g
Arroz Estatico 1.8082¢g 3.39469g

El analisis cromatografico en capa delgada de los extractos indico, que los extractos
obtenidos en condiciones de agitacion y estéticas eran muy similares, a diferencia del
extracto del medio de arroz, cuyos extractos presentaron caracteristicas fisicas muy
diferentes. Con base en estas observaciones se concluyé que la fermentacion en
condiciones de agitacién o estéticas, en medio PDB durante 21 dias representan las

mejores condiciones para la obtencion del extracto organico en un mayor rendimiento.
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5.2.Fermentacién en mediana escala.

Una vez establecidas las condiciones apropiadas de crecimiento, se realizé la
fermentacién del hongo A. strictum en mediana escala. Para este propésito, se prepard
medio PDB comercial, el cual se inoculd con la especie fungica objeto de estudio. Una
vez transcurrido el tiempo de fermentacion (21 dias), se realizaron las extracciones del
medio de cultivo con CH,Cl,-MeOH (9:1) y AcOEt, y se obtuvieron los extractos a partir
de la biomasa y del medio de cultivo, los cuales fueron analizados en CCD. Debido a su
similitud cromatografica, se decidié reunir ambos extractos para su posterior estudio
quimico. Los rendimientos de los extractos obtenidos en este estudio se indican en la
Tabla 3.

Tabla 3. Rendimientos obtenidos a partir de la fermentacién en mediana escala.

_ _ Extracto organico _
Tipo de Crecimi Vol. de Disolvente de ©) Biomasa
recimiento . - _
fermentador medio extraccion : —— producida
Medio | Micelio
Matraz o CH,Cl,-MeOH
Fernbach Agitacion 8L 1) 0.4505 | 0.1158 | 11.9773g
Matraz Estatico 2L AcOEt 0.4370 | 0.0562 | 2.4553g
Erlenmeyer
Fermentador | Estatico 6.5L CHZc(g_'l\;'EOH 0.3911 | 0.0963 | 6.9918g

5.3. Aislamiento de los metabolitos activos presentes en el extracto.

Un andlisis por cromatografia en capa delgada evidencid una composicion
metabdlica similar en los extractos obtenidos, por lo que se decidié reunirlos. El extracto
combinado (1.5469 g) se fraccion6 mediante un proceso de reparto, utilizando Hex y
una mezcla ACN:MeOH, obteniéndose una fraccion de hexano (0.3470 g) de
consistencia oleosa y otra fraccion ACN/MeOH (1.1999 g) semisolida.
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La actividad de ambas fracciones se monitore6 mediante el ensayo biolégico de
fitotoxicidad midiendo la inhibicién del crecimiento radicular de la especie vegetal A.
hypochondriacus. Este ensayo permite determinar una posible actividad herbicida de
extractos, fracciones o de alguno de sus componentes mediante una evaluacion
sencilla, de bajo costo y con resultados confiables y relativamente rapidos. Los
resultados evidenciaron que el extracto de hexano carecia de actividad fitotdxica,
reflejada en la nula inhibicion del crecimiento radicular, por el contrario, el extracto mas
polar (ACN/MeOH) presento la mejor actividad biolégica a partir de la concentracion de

250 ppm.

Una vez seleccionada la fraccidn activa, se llevd a cabo el ensayo de la bioautografia.
Este ensayo biolégico permite determinar cualitativamente cual de los componentes
presentes en la fraccién son los posibles responsables de la actividad observada en el
ensayo de inhibicion del crecimiento radicular de la muestra analizada. Este ensayo se
basa en una difusion en agar de los componentes del extracto/fraccion separados por
medio de cromatografia en capa delgada preparativa. Los resultados de este ensayo se

ilustran en la Figura 5.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los resultados observados en el ensayo de bioautografia, se identificd
una zona de inhibicion, con al menos un compuesto mayoritario con posible actividad
fitotoxica. Para llevar a cabo el aislamiento de los productos bioactivos, se decidio
someter la fraccion primaria a un segundo fraccionamiento mediante cromatografia en
columna abierta. De éste proceso, se obtuvieron un total de 14 fracciones primarias.
Mediante el andlisis por cromatografia en capa delgada, se identificé en la fraccion FVI
la presencia de los metabolitos activos observados en el ensayo bioautogréfico.

Esta fraccion se resolvié utilizando una cromatografia en capa delgada preparativa,
permitiendo la separacion de las tres bandas principales. Estas fracciones se analizaron
mediante CLAE, en donde se ensayaron diferentes condiciones analiticas (fase reversa
y normal, composicion de la fase movil) encontrandose que las mejores condiciones en
las que la fraccion FVI se resuelve, son las que se presentan en el cromatograma

ilustrado en la Figura 6.

1.00
0.90 | / Pico 1 Pico 2
0.80 - /

0.70 -

0.60 -

0.50 -

0.40 -

0.30 -

0.20 -

Absorbancia (ABS)

0.10 -

0.00

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Minutos (min)

Figura 6. Cromatrograma de liquidos de la fraccién FVI. Fase mdvil: gradiente ACN (0.1%
HCOOH, A):H,O (B) [0 min, 70% A; 4 min, 65% A; 10 min, 80% A; 15 min, 70% A]; flujo: 0.4
mL/min; columna Purosphere®STAR RP-18e (5 um, 4.6 x 250 mm); deteccion: 225 nm.
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Mediante la coelucion de la fraccion FVI y de cada una de las bandas separadas por
CCD preparativa, se logro identificar a la banda BFVI.1 como el pico 2 con un tiempo de
retencion 15.2 min (16.4 mg), y a la banda BFVI.2 como el pico 1 con tiempo un de
retencion 10.6 min (4.2 mg) (Figura 6). De estos dos compuestos, solamente al
designado como con la clave BFVI.1 se le realizaron los analisis espectroscépicos con

el objetivo de caracterizarlo estructuralmente.

5.4.Evaluacion de las propiedades inhibitorias sobre la CaM.

Con la finalidad de conocer el posible modo de accién a nivel molecular de los
principios fitotéxicos de A. strictum se decidié explorar su efecto sobre el complejo
Ca*-CaM.

La propuesta de la CaM como blanco de accién molecular para el desarrollo de nuevos

agentes con potencial herbicida estad basada en las siguientes razones:

e En las plantas superiores, la CaM es un elemento fundamental en la via de
transduccion de sefiales del Ca* durante su crecimiento y desarrollo.
Ciertamente, mas de 50 enzimas y canales i6nicos son regulados por CaM en
plantas, algunas de las cuales son importantes para su desarrollo (Bouche et al.,

2005). Estas enzimas podria ser blancos especificos de herbicidas.

e Algunos herbicidas potenciales como la ofiobolina A (15), ejercen su efecto
fitotbxico mediante su interaccion con la CaM, inhibiendo su habilidad de activar
a sus enzimas efectoras (Au et al., 2000; Evidente et al., 2006).

e Finalmente, a diferencia de los animales, las plantas superiores expresan
multiples isoformas. Estas isoformas podrian constituir blancos de accion
especificos y novedosos, de algunos inhibidores del crecimiento vegetal con
potencial herbicida (Lee et al., 2000; Bouché et al., 2005; Yamniuk y Vogel,
2005).
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El efecto de la fraccion ACN/MeOH, FVI y del compuesto BFVI.1 sobre la proteina
calmodulina, se determin6 mediante la metodologia descrita en la parte experimental
(inciso 4.9.3)

Los resultados obtenidos de esta evaluacion se muestran en la Figura 7. Ninguna de

las fracciones o el producto aislado apaga la fluorescencia extrinseca de la CaM

comparada con a la clorpromazina, un antagonista bien caracterizado de la CaM.
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Figura 7. Ensayo de apagamiento de la fluorescencia del biosensor fluorescente
hCaMM124C-mBBr, de la fraccion ACN/MeOH (a), fraccién FVI (b) y el producto

aislado BFVI.1 (c).
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Con base en los resultados observados para este ensayo, podemos concluir que la
actividad fitotoxica observada para las muestras analizadas de A. strictum no involucra

la via de sefalizacion dependiente de CaM.

5.5.Andlisis preliminar de los espectros de resonancia magnética nuclear *Hy
13C del compuesto BFVI.1.

Se llevaron a cabo los experimentos unidimensionales y bidimensionales en
resonancia magnética protonica y de carbono-13 del compuesto BFVI.1. Si bien la
informacion generada con estos experimentos espectroscopicos permite suponer la
presencia de algunos grupos funcionales, como metoxilos, carbonilos, sistemas
aromaticos, y la presencia de uno o mas heterodtomos como el nitrogeno, la
elucidacion estructural de la molécula permanece esquiva. Por lo que, se deberian
realizar otros experimentos que aporten una mayor informacion para llevar a cabo éste
analisis, tales como espectrometria de masas y en la medida de lo posible, difraccién de
rayos X. Por lo tanto, en este manuscrito, se presentan solamente los datos
espectroscopicos de 3C y 'H, correlaciones observadas en los experimentos
bidimensionales (HSQC, HMBC y COSY), asi como el espectro obtenido en el

infrarrojo.

En la Tabla 4 se presentan los desplazamientos y las correlaciones observadas en

RMN para el compuesto BFVI.1.

37



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4. Desplazamientos quimicos y correlaciones observadas a partir de los

espectros en RMN para el compuesto BFVI.1.

#C| 6°C ppm 5'H ppm HMBC COSY
1 14.12 0.88 (1H)
2 22.69
3 24.74
4 27.84 3.42 (3H, s)
5 29.7 1.25 (6H, s)
6 31.93
7 33.54 2.35 (1H, d, J=5.3 Hz)
8 56.29 4 (3H, s)
9 60.8 5.7 (1H, dd, J= 2.67, 8.01 Hz) 6.90, 4.99, 4.94 6.9, 4.88
10 72.89
11 74.75 4.89 (1H) 7.90, 4.90 5.4
12 75.01 5.42 (1H, d, J= 12.32 Hz) 6.34 5.52
13 78.39 5.42, 3.42
14| 107.54 4.94 (1H, dd, J= 2.49, 8.22 Hz) 6.34, 4.89
15| 112.18 7.04 (1H, d, J=8.6 HZ) 6.9 7.9,7.04
16 | 112.44 5.7, 4.99, 5.53, 6.90
17| 115.09 6.93 (1H, d, J= 8.23)
18| 121.04 7.9 (1H, d, J=2.27) 7.79,5.4,7.06
19| 122.05 7.77 (1H, dd, J= 2.31, 5.03 Hz) 7.78 7.9
20| 12257 7.04
21| 125.48 7.06 (1H, dd, J= 2.40, 8.49 Hz) 7.9
22| 126.42 7.79 (1H, dd, J= 2.31, 8.44 Hz) 7.77,5.42
23| 126.55 6.93
24| 13851 6.34 (1H, dd, J= 2.50, 8.41 Hz) 6.91 4.93
25| 143.08 6.91 (1H, d, J= 2.67 Hz) 6.34, 4.99
26 | 145.17 7.9,7.77
27| 14524 6.93, 7.06
28 | 14879 7.9,7.06
29 | 154.19 4,7.79
30 [ 163.67 5.4
31| 165.11 7.79, 4.89
32| 166.98 3.42

5.53 (1H, d, J= 1.02Hz)
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Figura 8. Espectro de RMN-'H del metabolito BFVI.1.
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. RESUMEN Y CONCLUSIONES

e El cultivo del hongo Acremonium strictum en medio PDB en condiciones
estaticas o de agitacién, por un periodo de 21 dias, permiti6 establecer las
mejores condiciones de fermentacion para la obtencion de un mayor rendimiento

del extracto organico.

e El estudio biodirigido realizado sobre el extracto integro, permitio la obtencién de

un metabolito con actividad fitotbxica moderada.

e Mediante un ensayo de fluorescencia se demostré que el metabolito aislado no
presento interaccion con la proteina calmodulina, descartando esta via como

probable mecanismo de accién para el efecto fitotoxico observado.

e La informacién generada por los experimentos espectroscopicos (resonancia
magnética nuclear e infrarrojo) resulté insuficiente para caracterizar la estructura
del metabolito activo BFVI.1. No obstante, se propone llevar a cabo otros
experimentos que proporcionen informacién complementaria que permita la

caracterizacion inequivoca de este compuesto.

e Finalmente, los resultados globales obtenidos en la presente investigacion
permitieron generar informacién acerca de la actividad fitotoxica de este hongo, y
en particular del metabolito BFVI.1 aislado, hecho que repercutira en futuras
investigaciones conducidas a la busqueda de nuevos compuestos de origen

natural con actividad fitotoxica.
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