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1. INTRODUCCION

1.1 Busqueda de agentes herbicidas de origen natural

La biodiversidad de nuestro pais, la cual representa uno de los recursos
naturales mas importantes a nivel mundial, merece ser estudiada con mayor
detalle para su aprovechamiento racional y conservacion (Guzmén, 1998). En este
sentido, y a pesar de que el porcentaje de especies estudiadas con fines de
bioprospeccion es relativamente bajo, en los ultimos afios, la investigacion
cientifica sobre los recursos naturales de México ha mostrado un avance notable y
constante. Asi, uno de los grupos de organismos mas estudiados quimica y
bioldgicamente son los hongos microscépicos, y ha permitido el aislamiento e
identificacion de numerosos metabolitos novedosos con propiedades biologicas

interesantes (Mata et al., 2018).

Durante décadas, la agricultura ha enfrentado numerosos problemas de plagas y
pestes, los cuales ha provocado pérdidas significativas en los cultivos de
importancia econémica, disminucion del abastecimiento de alimentos, y causando
problemas de salud (Singh et al., 2003). Uno de los problemas mas comunes en
los cultivos es el crecimiento de plantas (malezas) ajenas, las cuales interfieren
con el crecimiento y la calidad de los productos finales, ademas de servir como
hébitat de algunos insectos y otros organismos que pudieran resultar patdégenos.
Aproximadamente el 12% de las 23,000 especies de plantas superiores
registradas en México se consideran malezas, y se estima que existen mas de 300
biotipos resistentes a los herbicidas de mayor uso comercial (Cuadro 1) (Strobel
et al., 1991; Heap, 1997; Cramer, 2000; Warrior, 2000).

Los herbicidas son definidos como productos fitosanitarios compuestos por una o
varias sustancias, empleados con la finalidad de eliminar o inhibir el crecimiento
de malezas y/o plagas, y se clasifican en diversas categorias quimicas destacando

los derivados de los acidos fenoxiacético y fenoxibutirico, las nitroanilinas, los



derivados de urea, los carbamatos, los tiocarbamatos, las triazinas, el fenol, entre

otros.

A pesar del éxito de los herbicidas para el control de las malezas, estos productos,

gue generalmente son de caracter sintético, producen dafos irreversibles a los

ecosistemas y medio ambiente debido a la gran contaminacion que ocasionan en

el suelo, aire y agua (Justum et al., 1997). Cabe mencionar que algunos de estos

efectos nocivos pueden llegar hasta las partes mas altas de la cadena alimenticia,

ademas de generar muerte y problemas en la reproducciéon, desarrollo y

crecimiento de otros organismos y seres humanos. En este contexto, la busqueda

de herbicidas naturales que sean inocuos con el medio ambiente y organismos, se

encuentra plenamente justificada.

Cuadro 1. Ejemplos selectos

resistentes al efecto de herbicidas.

de malezas ampliamente reconocidas en México y

Biotipo Afio Localidad Modo de accién Fuente
o _ Inhibicién de la HRAC/Sayre,
Phalaris minor 1996 México _
enzima ACAC* 1996
_ Veracruz y Inhibicién del Bolafos et al.,
Echinochloa sp. 2001 i
Campeche fotosistema Il 2001
o Inhibicién de la HRAC/Sayre,
P. paradoxa 1996 México _
enzima ACAC 1996
Guanajuato, Jalisco | Inhibicién de la HRAC/Tafoya,
Avena fatua 1998 _ o _
y Baja California enzima ACAC 1998
Phalaris spp. 2000 | Ledn, Guanajuato ND? Medina, 200
Euphorbia Inhibicion del _
2007 Guerrero _ Aguilar et al., 2007
heterophylla fotosistema Il
Sorghum Inhibicién de la HRAC/Tafoya et
2009 Veracruz
halepense ALS al., 2009

ACAC: acetil coenzima A carboxilasa; 2ND: no definido; 2ALS: acetolactato sintetasa.




Asi, algunas de las ventajas de los herbicidas de origen natural sobre aquellos de
origen sintético es que son altamente biodegradables, presentan indices de
acumulacion bajos, y pueden tener sitios de accidn especificos (Duke et al., 2002).
Algunos compuestos obtenidos a partir de microorganismos han mostrado tener
una gran eficacia como agentes herbicidas (Figura 1). Por ejemplo, en 1997 se
aislé el primer herbicida natural, la leptospermona de Callistemon citrinus, que
marco el inicio de la comercializacion de una serie de derivados inhibidores de la
enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa. Otro ejemplo relevante es el bialafos,
herbicida natural producido por las bacterias Streptomyces hygroscopicus y S.
viridochromogenes, que cuando se metaboliza en la planta se produce el
glufosinato, un inhibidor irreversible de la sintetasa de la glutamina (Charles et al.,
2012). Recientemente, se ha desarrollado de dos micoherbicidas “organicos”
elaborados con esporas inactivadas de las especies de hongos Colletotrichum
gloeosphoroides y Phoma macrostoma. Finalmente, el aislamiento de la fitotoxina
mevalocidina de la especie fungica Coniolariella sp., ha llamado la atencién de
numerosos grupos industriales debido a su importante actividad pos-emergente y
de larga duracion contra numerosas malezas que presentan resistencia a los

herbicidas convencionales (Sica et al., 2016).

Leptospermona

OH OH

Mevalocidina

Figura 1. Compuestos de origen microbiano utilizados como herbicidas.




Dentro de los organismos fungicos productores de metabolitos secundarios con
actividad herbicida se encuentran a los hongos endofitos. Estos organismos han
demostrado a través de los afios ser muy talentosos en la biosintesis de productos
con diversidad quimica estructural de interés para su uso tanto en la medicina
como agentes antivirales, antibioticos, antifungicos, insecticidas, nematicidas,
entre otros, y en la agricultura (Cuadro 2) (Kusari et al., 2012; Kumar, 2012).
Especificamente, algunos productos fungicos que han mostrado tener potencial
para el desarrollo de herbicidas son las nonendlidas aisladas de Phomopsis sp.
HCCBO03520, hospedero de las ramas de Achyranthes bidentata, que mostraron
gran actividad sobre la germinacion y el crecimiento de las raices de Medicago
sativa, Trifolium hybridum y Buchloe dactyloides (Ge et al., 2012; Yang et
al.,2012); las palmarumicinas CP,, CP17 y CP1g9 y las preusomerinas EG;, EG,,
EGs y EG, aisladas de Callicarpa acuminata, especie enddfita de Edenia
gomezpompae, con actividad fitotoxica sobre la germinacion, el crecimiento
radicular y la respiracion durante el proceso de germinacion de las semillas de
Amaranthus hypochondriacus, Solanum lycopersicum y Echinochloa crus-galli,
ademas de importante actividad contra los fitopatégenos Phytophthora capsici, P.

parasitica, Fusarium oxysporum y Alternaria solani (Macias et al, 2008;2014).

Cuadro 2. Metabolitos secundarios bioactivos aislados de hongos enddfitos.

Especie y planta . _ o o
Metabolito secundario Actividad bioldgica
hospedera
O OH
O‘O antibacteriana,
) . ) anticancerigena
Gibberella fujikuroi, O OH
enddfito de Curcuma 1,4-Dihidroxi antraquinona
wenyujin )
X OH antioxidante,
antibacteriana
Acido cinamico




auxiliar en la
regulacién de los
procesos fisioldgicos

de las plantas

antifangica,

anticancerigena

Pestalotiopsis jesteri,
enddfito de Fragraeae

bodenii

Jesterona

o HO

OH

Hidroxijesterona

antioomiceto

OH
HO R
Pestalotiopsis 0
. e OH e L
microspora, enddfito de N OH antifangica, fitotéxica
Torreya taxifolia
HO
Pestalocida
o)
L o)
Cordyceps dipterigen o
F0307, enddfito de OH 0 antifngica
. - ~ onH ©
Desmotes incomparabilis o)

Oxyporuslate marginatus
EF069, enddfito de

antifingica




Capsicum annum L. 5-Pentil-2-furaldehido
Phomopsis sp.
HCCB03520, endofito de herbicida
Achyranthes bidentata
6S,7R,9R-6,7-Dihidroxi-9-propilnon-
4-eno-9-na
O OH O OH
antifungica
o} o)
Edenia gomezpompae, EG, EG; R=OH
enddfito de Callicarpa EG; R=OCH;
acuminata EG, R=H
R,R,; OH O OH
o0 o” o L herbicida
CP2 Rl, Rzz O CP17

1.2 Antecedentes del género Tillandsia

La familia Bromeliaceae comprende alrededor de 1500 especies agrupadas
en 50 géneros localizadas en las zonas tropicales y subtropicales de Ameérica.
Esta familia tiene entre sus miembros mas representativos a la pifia (Ananas
comosus), la puya (Puya raimondii) y al musgo espafol (Tillandsia usneoides),

conocido como “heno” o “pascle” en nuestro pais. El género Tillandsia es el que




tiene la distribucion geografica mas amplia y agrupa al mayor nimero de especies
terrestres y epifitas que pueden desarrollarse tanto en zonas desérticas como

tropicales (Figura 2) (Sanchez, 2005).

Figura 2. Especies de Tillandsia (epifitas) de zonas tropicales (izg.) y desierto

(der.) (tomadas de: https://plants.usda.gov/ y http://www.insituplants.com)

Entre las especies mas importantes del género se encuentran Tillandsia
fasciculata, T. capillaris, T. usneoides y T. recurvata, utilizadas en la medicina
tradicional como agentes antitumorales (T. recurvata), hipoglucemiantes (T.
usneoides), antirreumaticos (T. usneoides), para tratar enfermedades coronarias
(T. usneoides), y para edemas, tos y tuberculosis (T. capillaris) (Sanchez, 2005).
En México, el género Tillandsia se distribuye por todo el pais, ademas de ser T.

grossispicata y T. inopicata especies endémicas (Espejo, 2008).



Figura 3. Especies de Tillandsia utilizadas en la medicina tradicional: T.

recurvata (izg.) y T. usneoides (der.) (tomada de: https://plants.usda.gov/).

1.3 Antecedentes del género Biscogniauxia

Biscogniauxia es un género de hongos perteneciente a la familia
Xylaraceae que agrupa especies representativas de bosques tropicales, bosques
de niebla y ambientes estacionalmente secos. Dentro de este género se
encuentran especies con una gran capacidad para metabolizar diversos sustratos,
en especial la madera (poliporaceos), ademas de ser fitopatdgenos y/o endofitos,
como la especie B. nummularia obtenida a partir del ciruelo (Cephalotaxus
harringtonia) (Amand et al., 2012).

Algunos metabolitos secundarios obtenidos a partir de especies de este género
han sido estudiados para establecer las posibles relaciones quimiotaxonémicas
entre el organismo y su entorno. Asi, las especies B. nummularia, B. marginata y
B. mediterranea (Figura 4) producen al metabolito 5-metilmeleina, el cual, junto
con algunos derivados como la 5-formilmeleina, son agentes causales de algunas
enfermedades en las plantas (Whalley, 1996; Stadler et al., 2007; Evidente et al.,
2005). Por otra parte, el biscopirano y el acido fenilacético, aislados de B.
mediterrdnea, son agentes fitotoxicos que pueden estar relacionados con el
decaimiento de los arboles del género Qercus, el roble y el encino (Evidente et al.,
2005).



Figura 4. Ejemplos de hongos del género Biscogniauxia: B. nummularia (izq.) y B.

marginata (der.) (tomada de: https://www.mycoportal.org).




2. HIPOTESIS

La seleccién de hongos endofitos con base en los resultados de actividad
biologica preliminar de inhibicibn de la germinacion y crecimiento radicular de
semillas de malezas, permitird la obtencion de compuestos bioactivos con

potencial herbicida.

3. OBJETIVOS

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo principal realizar la
evaluacion del potencial fitotoxico de los extractos organicos de al menos dos
especies fungicas selectas, asi como de los productos mayoritarios aislados a
partir de las especies seleccionadas con la finalidad de detectar nuevas fuentes
naturales o compuestos de utilidad para el desarrollo de agentes herbicidas
potenciales. Para lograr este objetivo, se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

1.- Recopilar la informacién biol6gica y quimica de las especies flngicas
seleccionadas para el desarrollo de la presente investigacion.

2.- Preparar los cultivos en pequefia escala de las especies seleccionadas y
obtener sus correspondientes extractos organicos mediante las técnicas de
maceracion y particion.

3.- Determinar la actividad fitotoxica de los extractos fungicos con la finalidad de
seleccionar a los candidatos idéneos para su posterior estudio quimico.

4.- Evaluar la actividad fitotoxica de algunos de los constituyentes mayoritarios
obtenidos a partir de las especies seleccionadas en estudios quimicos previos.

5.- Correlacionar en lo posible los resultados obtenidos con la informacion descrita

en la literatura.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Preparacion de los cultivos en pequefiay mediana escala.

A partir de los cultivos axénicos seleccionados, se realizo la preparacion de
los cultivos en pequefia escala en medio solido. Para ello, cada organismo fue
transferido de la caja de Petri a un medio liqguido YESD (15 mL) compuesto por
extracto de levadura (1%), peptona de soya (2%) y dextrosa (2%), y se mantuvo
en agitacion constante (100 rpm) por 5 dias, para favorecer el aumento de la
biomasa. Posteriormente, cada cultivo liquido fue vertido sobre un sustrato sélido
compuesto por arroz hiumedo (15 g de arroz/ 30 mL agua), en matraces
Erlenmeyer de 125 mL. El proceso de fermentacion se llevé a cabo durante 21

dias a temperatura ambiente y con fotoperiodos de luz-obscuridad 12/12 horas.

4.2 Preparacion de extractos organicos.

Los extractos organicos en pequefia escala se obtuvieron a partir de cada
cultivo en medio de arroz himedo (inciso 4.1), mediante un proceso de
maceracion a temperatura ambiente con agitacion constante (100 rpm) durante 24
horas, empleando 90 mL de una mezcla de CHCI3-MeOH (1:1). Transcurrido el
tiempo de extraccion, la mezcla se filtré y al filtrado se adicionaron 60 mL de H,O y
40 mL de CHCI;. El extracto se mantuvo en agitacion constante durante 20
minutos y enseguida, se separo la fase organica de la fase acuosa con la ayuda
de un embudo de separacion. La fase acuosa se someti6 a un proceso de
extraccién con CHCI3; (20 mL), y las fases organicas obtenidas se reunieron y se
llevaron a sequedad a presion reducida. Finalmente, el extracto de CHCI;-MeOH
seco se resuspendio en 60 mL de la mezcla de MeCN-MeOH (1:1) y se someti6 a
un proceso de reparto utilizando 60 mL de hexano; la fraccion de hexano se
desech6 y la fraccion organica resultante se evaporé a sequedad a presion

reducida.
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4.3 Ensayos Biologicos.

4.3.1 Evaluacién de la actividad fitotéxica mediante el método de

bioautografia.

La evaluacion de la actividad fitotoxica preliminar de los extractos organicos
secos se realizé mediante la técnica de bioautografia (Anaya et al., 1990; 1995).
Los ensayos correspondientes se efectuaron empleando placas de vidrio de 3 x 20
cm recubiertas de gel de silice. Previo a la evaluacion, las semillas de Amaranthus
hypochondriacus, obtenidas de un vivero en Xochimilco, Ciudad de México, se
inspeccionaron para eliminar cualquier materia extrafia y lavaron con una solucién
de hipoclorito al 5%; enseguida se realiz6 un segundo lavado con agua destilada
para eliminar el remanente de hipoclorito y se dejaron secar a temperatura

ambiente.

El ensayo correspondiente inicid con la aplicacion de 30 uL de las muestras a
analizar disueltas en una mezcla de dioxano-metanol (1:1) a una concentracion de
1 mg/mL sobre las placas de gel de silice; posteriormente, se realizd el proceso de
elucién utilizando como fase movil una mezcla binaria de CHCIl3-MeOH (9:1).
Concluido este proceso, se permitio la evaporacion del disolvente de la placa y
ésta se cubrio con 10 mL de una suspensiéon de agar bacteriolégico marca Difco al
1%. Una vez solidificado el agar sobre la superficie de la placa, se colocaron las
semillas de A. hypochondriacus hasta cubrirla completa y homogéneamente. Las
placas se incubaron en una camara himeda a 30°C durante 48 horas.
Transcurrido el periodo de incubacion, se observaron las zonas de inhibicién y se
determiné el factor de retenciéon (Rf) correspondiente, mediante el andlisis
comparativo con una placa cromatogréafica que contenia a la muestra de interés
analizada bajo las mismas condiciones, y revelada con un agente cromogeno

apropiado.
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4.3.2 Evaluacion cuantitativa del potencial fitotoxico.

La actividad fitotdxica cuantitativa de los extractos y compuestos puros se
determiné mediante la evaluacion del efecto de los mismos sobre la germinacion y
el crecimiento radicular de semillas de A. hypochondriacus, de acuerdo con los
procedimientos ampliamente descritos en la literatura (Anaya et al., 1990;
Castafeda et al., 1996).

Brevemente, los ensayos se realizaron en cajas de Petri de 6 cm de diametro que
contenian un disco de papel filtro. Cada una de las muestras a evaluar se disolvio
en MeOH y se prepararon las diluciones correspondientes a las concentraciones
finales de 10, 100 y 1000 ppm. Posteriormente, 1 mL de cada solucién se vertio
por triplicado en las cajas de Petri y se permitid la evaporacion completa del
disolvente. A continuacion, se inicié el proceso de germinacién de 10 semillas de
la especie de prueba, humedeciendo previamente el papel filtro con 1 mL de agua
destilada. El proceso de germinacion se realiz6 incubando todas las cajas a 30°C
durante 48 horas. La actividad fitotoxica se registré determinando el nimero de
semillas germinadas (inhibicion de la germinacién) y midiendo la longitud de las
radiculas (inhibicién del crecimiento radicular) a las 48 horas posteriores a cada
tratamiento. Como controles positivos se utilizaron a la batatasina y al gigantol

bajo las mismas concentraciones de analisis.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se determiné la actividad fitotoxica de 18
extractos organicos y cinco compuestos puros derivados de especies fungicas
aisladas a partir plantas, muestras de suelo y liquenes. Asi, en primer lugar, se
realiz6 el acondicionamiento de los organismos fangicos previamente aislados en
el laboratorio. Una vez confirmada su viabilidad y pureza, se realizaron los cultivos
en pequefa escala utilizando las condiciones de fermentacion descritas en la parte
experimental de este manuscrito. Al cabo del periodo de incubacion, los cultivos
fueron sujetos a una extraccién por maceracion para la posterior obtencion de los
extractos organicos mediante procesos de particidn. Los extractos secos fueron
evaluados en el ensayo de fitotoxicidad de bioautografia, sin embargo, los
resultados obtenidos no fueron concluyentes, por lo que se decidié realizar el
ensayo cuantitativo para establecer su potencial fitotoxico. Cabe mencionar que
este Ultimo proceso permitié la seleccion de los organismos idoneos para la
obtencion de compuestos bioactivos. A partir de las especies que mostraron
actividad, se realizaron una serie de separaciones y purificaciones que permitieron
la obtencion de los productos mayoritarios, mismos que se probaron el ensayo de
inhibicion de la germinacion y crecimiento radicular de semillas de A.
hypochondriacus, con la finalidad de detectar nuevas entidades quimicas con

posible uso como agentes herbicidas.
Siguiendo la estrategia descrita en el parrafo anterior, en el Cuadro 3 se muestran

los resultados de los rendimientos de los extractos organicos derivados de la

fermentacién de los diferentes organismos en medio sélido
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Cuadro 3. Rendimiento de los extractos organicos en pequefia y mediana escala a
partir de los organismos fungicos seleccionados.
Clave del )
hongo Fuente de obtencion Lugar de colecta Extracto (mQ)
P8-9 Ricinus communis Ciudad Universitaria 1292
P8-13 R. communis Ciudad Universitaria 872
P11-7 Tillandsia sp. Ciudad Universitaria 6322; 329"
P12-16 Asclepia sp. Ciudad Universitaria 2262
P24-11 Euphorbia pulcherrima Ciudad Universitaria 392
P29-3 Bursera simaruba Sayulita, Nayarit 612
P29-8 B. simaruba Sayulita, Nayarit 582
P30-4 Attalea sp. Sayulita, Nayarit 73?; 1585°
P30-10 Attalea sp. Sayulita, Nayarit 280?; 615"
P30-15 Attalea sp. Sayulita, Nayarit 1392
T21 Suelo San Martin Tuxtla, Veracruz 369, 352°
T41 Suelo San Martin Tuxtla, Veracruz 206?; 980°
T86 Suelo San Martin Tuxtla, Veracruz 582, 668°
L1-4 Liguen Ciudad Universitaria 1722; 270°
4 Pequefia escala; ° Mediana escala (10x)

Posteriormente, para determinar la actividad fitotdéxica potencial de los extractos
fungicos se establecié el efecto de estos sobre la germinacion y el crecimiento
radicular de A. hypochondriacus. Los resultados de las evaluaciones biolégicas se

resumen en el Cuadro 4:
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Cuadro 4. Efecto de los extractos organicos sobre la inhibicion de la

germinacion de las semillas de A. hypochondriacus.

% de Inhibicion
Clave del hongo
10 pg/mL 100 pg/mL 1000 pg/mL
P8-9 27 23 64
P8-13 2 29 23
P11-72 7 35 100
P12-16 16 40 98
P24-11 0 32 35
P29-3 c c 48
P29-8 0 8 40
P30-4° 59 76 19
P30-10° 19 57 98
P30-15 41 17 28
T212 c c 62
P11-7° 17 83 100
P30-4° 44 79 96
P30-10° 24 44 100
T21° c c 58
T412 17 18 83
T86° 7 34 86
L1-4° 13 21 92
Gigantol 25 39 80
Batatasina 0 0 91

2 pequefia escala; ® Mediana escala (10x); ¢ El crecimiento radicular

fue mayor que el observado en el blanco del disolvente.
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Cuadro 5. Efecto de los extractos organicos sobre la inhibicién del
crecimiento radicular de las semillas de A. hypochondriacus.
Clave del hongo % de Inhibicion
10 pg/mL 100 pg/mL 1000 pg/mL
P8-9 33 17 47
P8-13 40 40 40
P11-7% 17 33 100
P12-16 13 33 93
P24-11 13 7 33
P29-3 17 7 17
P29-8 13 13 20
P30-4° 33 13 77
P30-10° 13 30 97
P30-15 33 20 17
T21° 20 3 50
P11-7° 20 63 100
P30-4° 13 33 73
P30-10° 23 30 100
T21° 3 10 57
T41° 17 20 87
T86° 17 13 70
L1-4° 13 30 97
Gigantol 20 30 77
Batatasina 20 10 90
2 pequefia escala; ® Mediana escala (10x);

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede observar que de las 18
muestras evaluadas, siete presentaron el mayor efecto inhibitorio sobre la
germinacion y el crecimiento radicular: P11-72Y°, P12-16, P30-102Y ", T41° y L1-
4°. Por otra parte, los extractos P11-7, P11-7° y P30-10° fueron los méas activos
presentando el 100% de inhibicion sobre la germinacion y el crecimiento radicular

a la mayor concentracién evaluada.
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Enseguida, y con base en los resultados obtenidos en las evaluaciones bioldgicas
preliminares, se seleccionaron los compuestos descritos en el Cuadro 6, aislados
previamente a partir de la especie activa P11-7, para establecer su potencial
fitotoxico. La determinacion del efecto fitotoxico pre-emergente se realiz6 de
acuerdo a la metodologia descrita en la parte experimental, y utilizando como
semilla de prueba A. hypochondriacus. Como controles positivos se utilizaron a los
productos naturales gigantol y batatasina, y las evaluaciones preliminares se

realizaron a las concentraciones de 20 y 200 ppm.

Cuadro 6. Estructuras de los compuestos aislados del hongo enddfito
Biscogniauxia sp. (P11-7)

Compuesto Estructura
OH O

5-Metil-meleina O

OH O
. , (0]
5-Formil-meleina
CHO
OH O
8-Hidroxi-5-metoxi-3-metil- 0}
3,4-dihidroisocumarina i,
O\

Fitolido B
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9-Metoxi-fitélido B

Los resultados obtenidos a partir de la evaluacién de los productos cabeza de
serie se resumen en el Cuadro 7, y se observa que solo la 5-metil-meleina inhibe
por arriba del 50% la germinacién y el crecimiento radicular de A. hypochondriacus
a la concentracién de 200 ppm. Se puede observar también que el fitolido B y su
derivado metilado presentan menos de un 10% de inhibicion sobre la germinacion

de la semilla de prueba.

Cuadro 7. Actividad fitotéxica preliminar de los compuestos puros sobre las semillas
de A. hypochondriacus.
% inhibicion de la % Inhibicién del crecimiento
Compuesto germinacion radicular
20 pg/mL 200 pg/mL 20 pg/mL 200 pg/mL

5-Metil-meleina 7 77 17 67
Fitélido B 10 7 27 40
9-Metoxi-fitolido B 7 7 9 3

Cabe mencionar que el fitélido B fue descrito por primera vez como un metabolito
secundario fangico aislado a partir del tunicado de mar Oxycorynia fascicularis
(Wang et al.,, 1997), y junto con su derivado metilado, poseen una similitud
estructural con la monascorubrina y otros metabolitos relacionados aislados a
partir de especies del género Monascus. Las especies mejor conocidas del género
Monascus son empleadas en algunos procesos de fermentacion de “arroz de
levadura roja”, y la monascorubrina es empleada como aditivo en alimentos y en la
medicina tradicional china por sus efectos benéficos para la salud (Hsu et al.,

2010; 2011; Patakova, 2013). De manera general, las azafilonas han demostrado
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actividad contra diversos microorganismos y nematodos, asi como actividades
como agentes antivirales, inmunomoduladoras, antioxidantes, -citotoxicos vy
antiinflamatorios (Osmanova et al., 2010; Stadler et al., 2007; Hajjaj et al., 2000;
Akihisa et al., 2005; Hsu et al., 2010; Patakova 2013).

Para continuar con la exploracion del potencial fitotoxico de las isocumarinas
activas, se decidié evaluar a la 5-metilmelina y a sus derivados 5-formil-meleina y
a la 8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-3,4-dihidroisocumarina utilizando un rango mayor
de concentraciones (Cuadro 8). Los resultados obtenidos a partir de esta
evaluacion permitieron identificar a la 5-metil-meleina como el metabolito que
presenta la mejor actividad biolégica como agente fitotoxico. Esta actividad fue

incluso mejor que la de los controles positivos utilizados gigantol y batatasina.

Cuadro 8. Efecto de los compuestos puros sobre el crecimiento radicular e inhibicién
de la germinacion de las semillas de A. hypochondriacus.
% inhibicion de % inhibicion del
germinacion crecimiento radicular
Compuesto Concentracién (ug/mL)
50 100 | 200 | 250 50 100 | 200 | 250
5-Metil-meleina 7 17 83 80 24 40 67 71
5-Formil-meleina 7 20 17 17 24 35 32 35
8-Hidroxi-5-metoxi-3-
metil-3,4- 13 10 13 3 12 6 20 27
dihidroisocumarina
Gigantol 13 30 - 27 44 39 - 38
Batatasina 20 10 - 20 6 20 - 40

De estos compuestos, la 5-metil-meleina fue descrita por primera vez por Ballio y
colaboradores (1966) como un producto aislado a partir del hongo fitopatdgeno
Fusicoccum amygdali y de las especies endofitas Phomopsis sp. y Picea glauca
(Krohn et al.,, 1997; Sumarah et al., 2008; Bunyapaiboonsri et al., 2010). Este
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producto tiene ademas propiedades antibacterianas, antimicoticas y citotoxicas
(Krohn et al., 1997; Bunyapaiboonsri et al., 2010; Ballio, 1966). También existe un
reporte en la literatura en donde se describe su actividad como fitotoxina sobre el
crecimiento en semillas de lechuga (Okuno et al., 1985). De tal manera, que este
trabajo representa la primera investigacion sobre las propiedades fitotoxicas de la
5-metil-meleina aislada de una especie endofita de Tillandsia sp. sobre A.
hypochondriacus, y es de gran importancia debido a la simplicidad de la molécula
para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas. Los estudios bioldgicos para
establecer el posible modo de accién del producto como agente herbicida se

encuentran en curso, y no forman parte del objetivo principal de esta investigacion.

Por otra parte, la 5-formil-meleina presenté una actividad fitotoxica marginal y no
dependiente de la concentracion. Esta investigacion representa el primer reporte
sobre la fitotoxicidad del producto. Finalmente, es importante mencionar que la 8-
hidroxi-5-metoxi-3-metil-3,4-dihidroisocumarina, aislada previamente de la planta
Macrolobium bifolium (De Alvarenga et al., 1978; Bautista-Lopez, 2014), no
presenta una actividad biolégica importante con la semilla de prueba, y otras
investigaciones estan en curso para establecer la posible actividad del producto
utilizando otras semillas de prueba. A la fecha, no existen reportes en la literatura
de su aislamiento a partir de alguna especie fungica, ni sobre las propiedades

como agente fitotéxico que fueron establecidas en este trabajo de investigacion.
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6. CONCLUSIONES

- En la presente investigacion se realizd el andlisis preliminar del potencial
fitotoxico de 18 extractos organicos obtenidos a partir de especies fangicas
selectas aisladas de diferentes sustratos de la biodiversidad de México. Con base
en los resultados obtenidos, se realizd la seleccion de la especie fungica
perteneciente al género Biscogniauxia sp., como el candidato idoneo para la

obtencion de productos naturales con potencial como agentes herbicidas.

- Se estableci6 el potencial fitotoxico de los metabolitos 5-metil-melina, 5-formil-
meleina, 8-hidroxi-5-metoxi-3-metil-3,4-dihidroisocumarina, fitélido B y 9-metoxi-
fitélido B, sobre la germinacién y crecimiento radicular de semillas de A.
hypochondriacus, siendo la 5-metil-melina el compuesto mas activo. Las
azafilonas evaluadas, el fitolido B y su derivado metilado, no mostraron actividad
fitotoxica, o que permiti6 establecer que la actividad observada en el extracto

organico era debido a la presencia de las isocumarinas.

- Finalmente, este trabajo representa la primera investigacion y una contribucién
original sobre las propiedades fitotoxicas de las meleinas y azafilonas aisladas a
partir de una especie enddfita (Tillandsia sp.). Este hallazgo podria ser de gran
importancia debido a la simplicidad de las moléculas y que puedan servir como

moléculas lideres para el desarrollo de nuevos agentes herbicidas.
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