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1. INTRODUCCION

1.1 Herbicidas de origen natural

A lo largo de la historia, los productos naturales han tenido un impacto muy
importante en el desarrollo de numerosos pesticidas. Especificamente, para el
control de malezas, en 1977 se descubridé el primer herbicida natural, la
leptospermona, un inhibidor de la 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenasa obtenido a
partir del arbol Callistermon citrinus, mismo que permiti6 el disefio vy
comercializacion de una serie de derivados sintéticos, tales como la mesotriona, la
topramezona y la tembotriona (Cantrell et al., 2012); otro ejemplo relevante es el
bialafos, un tripéptido con accion herbicida producido por las bacterias
Streptomyces hygroscopicus y S. viridochromogenes, y que sirvié como base para
la elaboracién del derivado sintético glufosinato, con accion inhibidora irreversible
de la glutamina sintetasa (Gerwick y Sparks, 2014) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Herbicidas de origen natural mas empleados para el control de
malezas.
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Una revision reciente de los pesticidas comerciales utilizados a nivel mundial
reveld que cerca del 70% de todos los ingredientes registrados entre los afos
1997 y 2010, tienen su origen en algun producto proveniente de fuentes naturales,
ya sean derivados sintéticos, bioldgicos y/o productos naturales directos (Figura
1). Sin embargo, para el caso de los herbicidas convencionales, se encontré que
solamente el 8% provienen de compuestos naturales, y el 7% de los compuestos
naturales con efecto pesticida aprobados por la Agencia de Proteccion Ambiental
de Estados Unidos son herbicidas organicos (Cantrell et al., 2012).
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Figura 1. Registros de ingredientes activos pesticidas desde 1997 hasta 2010,
organizados por fuente de obtencion (Cantrell et al., 2012).

1.2. Micoherbicidas

Los micoherbicidas consisten en preparados de esporas desactivadas o no
de hongos fitopatégenos desarrollados y utilizados para el control de malezas.
Estos productos elaborados a partir de un ino6culo muy concentrado del
microrganismo, se aplican sobre la superficie del suelo o de la planta, generando
proteccion y/o erradicacion de las plagas. Algunas de las principales ventajas que
han presentado estos herbicidas, en comparacion con los sintéticos, es que son
mas seguros con el medio ambiente y el hombre, suelen ser muy especificos, y
son mas baratos, ademas de que son ideales para su uso en los cultivos
destinado para la obtencion de “productos organicos”.

A pesar de que este campo de investigacion es relativamente reciente, se ha
logrado el desarrollo de diversos productos comerciales que han sido probados
con efectividad contra una gran variedad de malezas. Tal es el caso de algunos
preparados obtenidos a partir del hongo Colletotrichum gloeosphoroides, los
cuales han estado disponibles para su uso desde los afios sesenta en paises
como Estados Unidos y China. Su accion posterior a la germinacion de las
esporas implica la formacién de estructuras especializadas de adhesion y una
expansion de micelio, mismos que fomentan la aparicidon de lesiones oscuras o
manchas, para después inducir la muerte mediante necrosis del tejido infectado
(Gaddeya et al., 2017). Del mismo modo, se encontré una accion fitotdxica en los
preparados del hongo Phoma macrostoma debida principalmente a la produccién
de dos metabolitos secundarios identificados como macrocidinas A y Z, que
actuan mediante la inhibicion de la biosintesis de carotenoides en la planta
(Hubbard et al., 2014). Finalmente, a partir de la especie fungica Coniolariella sp.,



se aisld la fitotoxina mevalocidina, la cual se encuentra en fase de desarrollo
tecnoldégico debido a su importante actividad posemergente contra numerosas
malezas y mecanismo de accion unico (Sica et al., 2016).

1.3. Bioprospeccion de microorganismos de habitats inexplorados

Las metodologias clasicas descritas para el descubrimiento de productos
naturales provenientes de microorganismos se basan principalmente en el
aislamiento de dichas especies a partir de sus habitats naturales, el cultivo de las
cepas axenicas aisladas y el estudio quimico convencional o biodirigido para la
separacion de los compuestos de interés (Fierro y Vaca, 2015).

Dentro de las fuentes naturales mas estudiadas para el aislamiento de
microorganismos se encuentra el suelo, cuyo entorno bioldgico es notablemente
complejo y dinamico, incluye factores de estrés tanto bidticos como abidticos, y
cuya composicion puede ser variable espacial y temporalmente. Desde un punto
de vista mas estricto, el suelo no puede ser considerado como un habitat; implica
mas bien la existencia de una serie de microambientes heterogéneos cuyo tamano
puede variar considerablemente. Gran parte de la biomasa que compone al suelo
es de tipo microbiana, y la actividad de este tipo de organismos representa un
punto clave en diversos procesos geoquimicos, como son el ciclo del carbono y
del nitrégeno. En este aspecto, los hongos constituyen entre un 78 y 90% de la
biomasa encargada de descomponer la materia organica presente en el suelo
(Bills et al., 1985; Traxler y Kolter, 2015).

En general, los hongos saprofitos representan una gran proporcion de la poblacion
total de las especies fungicas del suelo. Son de gran importancia en la
descomposicién de polimeros estructurales de las plantas, como la celulosa,
hemicelulosa o lignina, realizando su aportacion al ciclo global del carbono.
Ademas, estas actividades permiten a estos hongos su crecimiento en sustratos
con ciertas limitaciones nutrimentales; esta capacidad de adaptacion, en conjunto
con la maquinaria biosintética de estas especies para producir metabolitos
secundarios o0 enzimas, explica el constante interés en los estudios de
bioprospeccion de estos microorganismos (Magnuson y Lasure, 2002). A la fecha
se han logrado aislar especies pertenecientes a diversos grupos taxondmicos tales
como  Saprolegniales, Pythiales, Mucorales, Eurotiales, Microascales,
Hypocreales, Sordariales, Onygenales, Leotiales, Pezizales, y una variedad de
hongos mitospéricos (en su mayoria anamorfos de especies de ascomicetos o
basidiomicetos) (Bills et al., 1985).



1.4. Reserva de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

La Reserva de Cuatro Ciénegas (RCCC) es un unico y pequefo oasis
(<840 m?) que se encuentra en el desierto Chihuahuense del estado de Coahuila,
México (Figura 2). Esta region posee ecosistemas que presentan concentraciones
muy bajas de nutrientes (nitrégeno o fésforo) y un endemismo bioldgico similar al
de las Islas Galapagos. En estos ecosistemas alimentados por manantiales y
diversos cuerpos de agua subterraneos, la relacion N:P difiere dependiendo de la
zona, teniéndose en proporciones desde muy bajo P (157:1), hasta muy bajo N
(1.8:1), tomando en cuenta que una proporcion de N:P (16:1) se considera
estequiométricamente apropiada para la vida en los océanos (Redfield, 1934).
Ademas, estas relaciones inusuales y extremas en la RCCC generan un estrés
nutricional determinante para el desarrollo de comunidades microbianas con
caracteristicas quiza similares a las de la era precambrica terrestre.

Figura 2. Ubicacion geografica de la RCCC.

Por otra parte, este entorno se considera también como unico en el planeta, y es
de gran interés debido a que las aguas que lo componen presentan elevadas
concentraciones de minerales, que a su vez forman estructuras laminadas que
pueden ser consideradas como estromatolitos modernos (microbialitos), mismos
que, a diferencia de otros lugares, se forman en ausencia de metazoos debido a la
alta salinidad (Elser et al, 2005). Estas caracteristicas se consideran
consecuencias de la regresion marina final ocurrida durante el periodo Paleoceno



tardio, asi como del aislamiento completo de la RCCC producido con el
levantamiento de la Sierra Madre Oriental en el periodo Eoceno medio (Ferrusquia
Villafranca y Zarate, 1998). Por las caracteristicas geologicas antes mencionadas,
esta zona del noreste mexicano mantiene una gran biodiversidad y endemismos
con un valor incalculable, y su preservacién merece ser tomada en cuenta (Souza
etal., 2012).

1.5. Hongos marinos facultativos

El ambiente marino es una de las fuentes mas importantes de diversidad
bioldégica y quimica. Se ha establecido que los océanos contienen alrededor de
300,000 especies descritas, representando sélo un pequefio porcentaje del
numero total de organismos existentes. Los océanos comprenden mas del 70% de
la superficie de la Tierra, y cada gota de agua tomada del océano podria contener
especies microbianas aun desconocidas en una proporcion aproximada de 9:1
(Bhadury et al., 2006).

Los hongos marinos facultativos son aquellos organismos, comunmente
cosmopolitas, cuyo crecimiento Optimo se presenta en entornos terrestres y de
agua dulce, y que tienen la capacidad de crecer, y posiblemente esporular,
también bajo las condiciones del ambiente marino, es decir, en presencia de sales.
En consecuencia, el perfil de metabolitos producido por una misma especie puede
ser distinto dependiendo del ambiente del que ha sido aislado (Imhoff, 2016).

Diferentes estudios han demostrado que algunos hongos presentan afinidad por
ciertas zonas de transicién entre la tierra y el mar, donde el suelo se seca
superficialmente cuando el agua se desplaza para formar una ola, pero
usualmente permanece inundado la mayor parte del tiempo. La distribucion y
desarrollo de los hongos afines a estas zonas se encuentran influenciados
principalmente por el patron de oleaje correspondiente a cada sitio de estudio,
aunque las diferentes frecuencias de aparicion de determinados hongos en una u
otra regién también pueden estar relacionadas con factores como el tipo de suelo,
el pH, la salinidad o incluso la contaminacion procedente de puertos cercanos
(Sosa-Rodriguez et al., 2009).

La mayoria de las especies que se incluyen en el grupo de los hongos marinos
facultativos pertenecen a géneros Penicillium, Aspergillus, Trichoderma,
Wardomyces, Chrysosporium 'y Chaetomium, asi como Cephalosporium,
Cladosporium 'y Alternaria (Mouton et al., 2012).



Dentro del grupo de trabajo del laboratorio, recientemente se estudié quimica y
biolégicamente una especie fungica marina facultativa identificada como
Aspergillus sp. MEXU 27854, proveniente de la Bahia de Caleta en Acapulco,
Guerrero (Figura 3). Cabe mencionar que diversas especies de este género han
demostrado ser una excelente fuente de moléculas biolégicamente activas con
relevancia farmacéutica. A partir de este hongo, se logré el aislamiento de algunos
metabolitos de tipo dioxomorfolinas, mismos que fueron evaluados sobre lineas
celulares cancerigenas con diferentes niveles de expresion de la proteina p53,
ademas de una linea celular resistente a multiples farmacos, incluyendo a la
doxorrubicina, y que sobreexpresa glicoproteina-P. A pesar de que los productos
evaluados no mostraron una importante accion citotoxica contra las lineas
celulares, si mejoraron el efecto citotoxico de la doxorrubicina en las células
resistentes por reversion de la expresion de la glicoproteina-P (Aparicio-Cuevas et
al., 2017).

Figura 3. Ubicacién geografica de la Bahia de Caleta en Acapulco, Guerrero.



2. HIPOTESIS

Los hongos saprofitos y marinos facultativos aislados de habitats
inexplorados o inusuales son capaces de producir metabolitos secundarios
novedosos con potencial herbicida, como consecuencia de sus procesos
adaptativos a las condiciones climaticas y al entorno natural.

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Los herbicidas sintéticos se utilizan en la actualidad como una primera
eleccion para el control de las malezas, sin embargo, estos generan dainos muy
importantes al medio ambiente, los animales, el suelo y al hombre. Con base en lo
anterior, surge la necesidad de encontrar herbicidas “organicos” o “verdes” que
combatan a las malezas resistentes a los herbicidas convencionales, y que sean
inocuos para el medio ambiente y el hombre. Asi, la busqueda de nuevas
moléculas a partir de fuentes naturales que cumplan con este propdsito representa
la alternativa mas viable para satisfacer dicha necesidad.

El objetivo general del presente trabajo es realizar un estudio quimico biodirigido
de los extractos organicos de algunos taxones fungicos saprofitos y marinos
facultativos aislados de la RCCC y de la Bahia de Caleta en Acapulco, Guerrero,
con la finalidad de identificar los principios activos.

Para el cumplimiento de este objetivo general, se plantearon los siguientes
objetivos particulares:

1. Acondicionar y obtener los extractos organicos en pequefia y mediana
escala de algunos taxones fungicos activos aislados de la RCCC.

2. Evaluar el potencial fitotdxico in vitro sobre semillas de amaranto de los
extractos y fracciones obtenidos.

3. Realizar la separacion y purificacion de los compuestos mayoritarios
presentes en las fracciones activas.

4. Caracterizar los principios activos obtenidos mediante técnicas
espectrométricas y espectroscépicas.

5. Evaluar el potencial fitotoxico in vitro sobre semillas de amaranto de
diferentes compuestos novedosos, a partir de taxones fungicos activos
aislados de la Bahia de Caleta.



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Acondicionamiento de organismos fungicos.

Los organismos empleados como objeto de estudio fueron acondicionados
a partir de las cepas tipo obtenidas a partir de una muestra de placa microbiana
proveniente de rocas recolectadas en la Cueva del Junco, de la RCCC (Figura 4).
Cada organismo se sembrdé en medio agar papa dextrosa en condiciones de
asepsia, permitiendo su crecimiento durante 5 dias a temperatura ambiente. Los
cultivos axénicos fueron etiquetados para su identificacion con las claves CC8-1 a
CC8-9 y CC8-11 a CC8-21.

Figura 4. Vista panoramica del sitio de recoleccion de muestra (Cueva
del Junco, RCCC).

4.2. Preparacion de los cultivos en pequeina y mediana escala.

Una vez confirmada la viabilidad y la pureza de los taxones indicados en el
inciso anterior, se realizé la preparacién de sus correspondientes cultivos en
pequefia escala. Para ello, cada cepa se inoculd en 15 mL de medio liquido YESD
compuesto por extracto de levadura (2%), peptona de soya (1%) y dextrosa (2%),
y se mantuvieron en agitacion constante a 100 rpm durante 5 dias.
Posteriormente, los cultivos obtenidos fueron vertidos sobre un medio de arroz
humedo estéril (15 g de arroz + 30 mL agua), en matraces Erlenmeyer de 125 mL,
y se dejaron crecer por 21 dias a temperatura ambiente y periodos de exposicion
luz-oscuridad 12/12 h.



En el caso del cultivo en mediana escala de la cepa fungica seleccionada para su
estudio quimico, se prepard utilizando el mismo procedimiento que para los
cultivos en pequeia escala pero en una proporcion 6x.

4.3. Obtencidén de los extractos organicos en pequeia y mediana escala.

Los extractos organicos se obtuvieron a partir de los cultivos en medio
soélido en pequefia o mediana escala descritos en el inciso 4.2. Una vez finalizado
el periodo de crecimiento, en primer lugar, se realizd el registro digital de los
cultivos (fotografias de la superficie y base del matraz) y se adicionaron entre 5y
10 mL de MeOH al matraz para inactivar a los microorganismos. Posteriormente
se llevd a cabo el proceso de extraccion mediante maceracién con CHCI3-MeOH
(1:1) (60 y 150 mL para los cultivos en pequefia y mediana escala,
respectivamente), se fragmento el cultivo fungico con ayuda de una espatula, y la
mezcla se mantuvo en agitacion constante (100 rpm) por 8 h a temperatura
ambiente. Al cabo del periodo de agitacion, el contenido de cada matraz se filtro
en un embudo Blchner a través de papel filtro cualitativo Whatman no. 01, y se
realizaron lavados sucesivos de la mezcla arroz-micelio utilizando entre 5y 10 mL
de mezcla CHCI3-MeOH (1:1). Luego, al filtrado obtenido se agregaron 60 mL de
CHCI3 y se ajusto el volumen total a 200 mL con agua destilada; dicha solucion se
mantuvo en agitacion constante durante 30 min sobre una parrilla de agitacion
para después transferirse a un embudo de separacion. La fase organica se
concentré a sequedad a presion reducida, se resuspendié con 60 mL de MeCN-
MeOH (1:1) y, a continuacién, se realizé6 un desgrase mediante un proceso de
extraccion liquido-liquido con hexano (60 mL). La fase hexanica se descarté y la
fase de MeCN-MeOH se concentr6 a presion reducida hasta sequedad.
Finalmente, el extracto seco fue transferido a un vial pesado y se dejé evaporar el
exceso de disolvente a temperatura ambiente para determinar el rendimiento de la
extraccion.

4.4. Potencial fitotéxico de los extractos, fracciones y compuestos puros.

La evaluacion del potencial fitotoxico de los extractos, fracciones y
compuestos puros se realizo sobre semillas de Amaranthus hypochondriacus
adquiridas en el mercado de Xochimilco, Ciudad de México (Figura 5), y mediante
la observacion del efecto de cada muestra sobre la germinacién y el crecimiento
radicular de las semillas de la maleza de prueba.



Figura 5. Flores y semillas de A. hypochondriacus (tomado de
http://b-and-t-world-seeds.com y http://www.inkanat.com).

Para la realizacién del ensayo, los extractos y las fracciones de prueba se
disolvieron en CHCI3-MeOH (1:1) a las concentraciones finales de 10, 100 y 1000
ppm, y 1 mL de cada solucién se acondiciond a un disco de papel filtro dentro de
cajas de Petri de vidrio por triplicado. Los discos se dejaron secar al aire por 3 h,
luego se agregd 1 mL de agua desionizada sobre el papel y, finalmente, se
inocularon 10 semillas previamente lavadas y desinfectadas superficialmente con
una solucion de hipoclorito de sodio 1%. Las cajas se sellaron con Parafilm y se
incubaron durante 48 h a 28 °C. Al término del tiempo de incubacidn, se establecio
el numero de semillas germinadas y su longitud radicular. Como control negativo
se utilizé una mezcla de CHCI3-MeOH (1:1), y como control positivo a la fitotoxina
natural gigantol, a las concentraciones de 10, 100, 250 y 750 ppm.

Para la evaluacion de los compuestos puros, se utilizé el mismo procedimiento
descrito en el parrafo anterior con las siguientes modificaciones: las muestras
fueron disueltas en MeOH a las concentraciones de prueba de 10, 100, 250, 500 y
1000 ppm, y se adicionaron 100 pL de cada solucion sobre un disco de papel filtro.
Los discos se dejaron secar al aire, se agregaron 800 uL de agua desionizada
sobre el papel y se inocularon 10 semillas. Como control negativo se utiliz6 MeOH,
y como controles positivos a los productos naturales gigantol y batatacina a las
mismas concentraciones.

4.5. Fraccionamiento primario y secundario del extracto organico en
mediana escala del hongo CC8-13.
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El fraccionamiento primario del extracto organico en mediana escala del
hongo CC8-13 se realizé en un equipo automatizado CombiFlash Rf+ (Teledyne
Isco), el cual cuenta con un detector de arreglo de fotodiodos (PDA; longitud de
onda en el Ultravioleta (UV), 200-400 nm) acoplado a uno de dispersiéon de luz
evaporativo (ELSD). Como fase estacionaria se empled gel de silice (columna
RediSep Rf Gold Si-gel de 40 g) y como fase maovil un gradiente de polaridad entre
hexano, CHCI; y MeOH (Cuadro 2). Las fracciones resultantes (15 mL cada una)
fueron reunidas de acuerdo con su similitud cromatografica y se concentraron a
presion reducida hasta sequedad (Figura 6 y Cuadro 3).

Cuadro 2. Condiciones cromatograficas empleadas en el fraccionamiento

primario del extracto organico CC8-13.

Disolvente A Disolvente B Volumen (mL) %B
0.0 100.0
Hexano 58.9 100.0
412.3 0.0
235.6 0.0
235.6 0.0
CHCl; 553.7 2.0
294.5 5.0
MeOH 294.5 10.0
212.0 20.0
123.7 100.0
518.3 100.0

Figura 6. Perfil cromatografico obtenido del fraccionamiento primario del extracto

organico CC8-13. Respuesta en el UV (amarillo) y de ELSD (verde).
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Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento primario del extracto organico CC8-13.

Fracciones Clave interna Cantidad de muestra (mg)
1-20 01002-41-1 13.2
21-30 01002-41-2 14.6
31-69 01002-41-3 140.1
70-79 01002-41-4 120.5
80-Final 01002-41-5 262.1
Total Recuperado 331.2
%Recuperado 98.9

Los perfiles cromatograficos preliminares de las fracciones obtenidas se
establecieron mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) en fase
reversa, empleando un cromatografo marca Waters. La inyeccion de las muestras
(3 mg/mL en dioxano-MeOH 1:1) se realiz6 a través de un automuestreador, y el la
elucion se realiz6 sobre una columna Gemini Cig (5 um, 250 x 4.6 mm;
Phenomenex), con una mezcla binaria y gradiente como a continuacion: acido
férmico acuoso 0.1% (A) y MeCN (B); isocratico 15% (B) por 5 min, gradiente 30 a
100% de (B) en 15 min, isocratico 100% (B) por 5 min, y periodo de estabilizacion
en las condiciones iniciales de 7 min; tiempo de corrida 32 min; temperatura de la
columna 40°C; y flujo 1 mL/min. Los sistemas de deteccion fueron PDA (190-400
nm) y ELSD, y para este ultimo se utilizaron las siguientes condiciones de analisis:
ganancia 100; presion de gas (N2) 40 psi; y temperatura del tubo 75°C. EIl control
del equipo y procesamiento de los datos se realizé con el programa Empower 3.0
(Waters).

Con base en la complejidad cromatografica y actividad bioldgica, las fracciones
01002-41-4 y 01002-41-5 se seleccionaron para su estudio quimico. La fraccion
01002-41-4 se sometid a un fraccionamiento secundario por cromatografia tipo
Flash (columna RediSep Rf Gold Si-gel de 4 g), bajo las condiciones indicadas en
el Cuadro 4. Para este fraccionamiento, se incluydé AcOEt en el sistema de
elucion. Las fracciones resultantes fueron reunidas de acuerdo con su similitud
cromatografica y se concentraron a presion reducida hasta sequedad (Figura 7 y
Cuadro 5). Finalmente, los conjuntos de fracciones se sometieron a un analisis
cromatografico mediante HPLC en fase reversa, con la finalidad de determinar su
complejidad y condiciones analiticas para la purificacion de los compuestos
mayoritarios.
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Cuadro 4. Condiciones cromatograficas empleadas en el fraccionamiento de la

fraccion 01002-41-4.

Disolvente A Disolvente B Volumen (mL) %B
0.0 100.0
Hexano 23.0 0.0
23.0 0.0
23.0 0.0
13.9 2.0
13.9 5.0
9.1 10.0
13.9 13.0
9.1 16.0
13.9 20.0
CHCs 9.1 25.0
18.7 35.0
9.1 40.0
9.1 45.0
18.7 55.0
13.9 64.0
AcOEt 13.9 75.0
18.7 90.0
13.9 100.0
13.9 100.0
13.9 100.0
9.1 98.0
13.9 96.0
13.9 92.0
13.9 92.0
MeOH 9.1 90.0
13.9 85.0
13.9 70.0
27.8 0.0
18.7 0.0

13




Figura 7. Perfil cromatografico obtenido del fraccionamiento de 01002-41-4.
Respuesta en el UV (amarillo) y de ELSD (verde).

Cuadro 5. Resumen del fraccionamiento secundario de la fraccién

01002-41-4.
<. . Cantidad de muestra
Fraccion Clave interna (mg)
1-15 01002-100-1 0.6
16-25 01002-100-2 2.6
26-35 01002-100-3 20.4
36-51 01002-100-4 36.4
52-58 01002-100-5 14.2
59-65 01002-100-6 29.7
66-98 01002-100-7 29.4
99-105 01002-100-8 1.7
106-117 01002-100-9 8.6
118-Final 01002-100-10 13.9
Total Recuperado 157.5
%Recuperado 44.9

4.6. Aislamiento y purificacién de metabolitos mayoritarios.

Con base en los perfiles cromatograficos obtenidos a partir de las
fracciones primarias activas y/o fracciones secundarias, se seleccionaron algunas
para el aislamiento y purificacion de los metabolitos mayoritarios. Los métodos de
analisis por HPLC en fase reversa fueron optimizados hasta la resolucion
adecuada de los compuestos mayoritarios.
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Asi, la optimizacion de las condiciones analiticas de la fraccién primaria 01002-41-
5 por HPLC permitié la obtencion del cromatograma indicado en la Figura 8, en
donde se observa la presencia de tres compuestos mayoritarios: Las condiciones
analiticas utilizadas fueron las siguientes: acido féormico acuoso 0.1% (A) y MeCN
(B); gradiente 30 a 100% (B) en 15 min; isocratico 100% (B) por 5 min; y periodo
de estabilizacion en las condiciones iniciales de 7 min; tiempo de corrida 27 min;
temperatura de la columna 40°C; y flujo 1 mL/min. Los sistemas de deteccion
fueron PDA (190-400 nm) y ELSD La purificacion de los metabolitos mayoritarios
se llevo a cabo mediante HPLC a nivel preparativo y utilizando el mismo sistema
de elucion obtenido del escalamiento de las condiciones a partir de los resultados
a nivel analitico: columna Gemini C1g (5 pm, 250 x 21.2 mm); flujo 21.24 mL/min.
La inyeccion de cada una de las muestras se realizé de forma manual (Figura 9).
Finalmente, los compuestos separados fueron posteriormente reinyectados en el
mismo sistema cromatografico a nivel analitico para comprobar su pureza. Asi,
este procedimiento permitié la obtenciéon de los compuestos puros identificados
con las claves internas 01002-90-5 (1.9 mg) y 01002-90-6 (4.0 mg).
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Figura 8. Perfil cromatografico por HPLC analitico de la fracciéon 01002-41-5:
(A) Deteccioén en el UV A=254 nm y (B) ELSD.
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01002-90-6
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Collection Status
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Figura 9. Perfil cromatografico por HPLC a nivel preparativo de la fracciéon 01002-
41-5 (UV A=254 nm).

4.7. Caracterizacion de los productos naturales.

Los espectros de 'H RMN de 400 MHz y *C RMN de 100 MHz se
registraron en un equipo JEOL ECS 400. Los desplazamientos quimicos (o) se
expresan en ppm con referencia al tetrametilsilano (TMS). Los disolventes
empleados para los registros fueron MEOH-d; y DMSO-ds. Los espectros de
masas se obtuvieron por introduccion a través de un UPLC, y éste se acopl6 a un
espectrometro de masas de alta resolucion Thermo LTQ Orbitrap XL con
ionizacion por electrospray-masas/masas (HRESIMS-MS/MS). Los resultados se
adquirieron en los modos positivo y negativo (ESI+ y ESI-). El registro de los
espectros de RMN se llevé a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica, y los de masas en
la Universidad de Carolina del Norte en Greensboro, NC, EE.UU.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente trabajo forma parte de una linea de investigacion enfocada en la
busqueda de metabolitos secundarios con actividad herbicida a través de estudios
quimicos biodirigidos de algunos taxones fungicos aislados de ambientes
inexplorados de nuestro pais. En esta seccidn se discutiran, en primera instancia,
los resultados de la evaluacién del potencial fitotoxico y el estudio quimico
detallado del organismo fungico Alternaria sp. (CC8-13) proveniente de una
muestra de placa microbiana sobre rocas de la RCCC. En la segunda parte, se
discutiran los resultados obtenidos de la evaluacion del potencial fitotoxico de una
serie de metabolitos secundarios aislados a partir de diversos hongos marinos
facultativos de la Bahia de Caleta en Acapulco, Guerrero.

5.1. Estudio quimico biodirigido de especies fungicas provenientes de la
RCCC.

La estrategia metodologica empleada para el desarrollo de esta
investigacién se resume en la Figura 10. A partir de una muestra de placa
microbiana proveniente de la Cueva del Junco, RCCC (26°49'41.0” N;
102°16’17.0” O) (Figura 11), se aislaron de 20 taxones fungicos los cuales fueron
acondicionados y cultivados en pequefia escala en medio de arroz humedo. Al
cabo del periodo de crecimiento, se obtuvieron sus correspondientes extractos
organicos y cuyos rendimientos se indican en el Cuadro 6. Posteriormente, se
realizd la evaluacion del potencial fitotoxico de los extractos organicos a las
concentraciones 10, 100 y 1000 ppm (Cuadro 7). Con base en los resultados
obtenidos a partir de la evaluacion biolégica, se selecciond al organismo con
codigo CC8-13 (Figura 12) para realizar su estudio quimico, ya que este extracto
presentd los mejores porcentajes de inhibicidn de la germinacion y del crecimiento
radicular de la semilla de prueba. Cabe mencionar que con el apoyo del Dr.
Huzefa Raja de la UNCG, se identificd a la especie fungica como Alternaria sp.
(CCB8-13), mediante la secuenciacion molecular del espaciador interno transcrito
(codigo de barras) y analisis BLAST contenidas en el GenBank.
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Figura 10. Estrategia metodologica general empleada para el estudio
quimico de las especies fungicas provenientes de la RCCC.

Figura 11. Vista aérea de la RCCC y ubicacidn geografica del sitio de
recoleccion de muestra (Cueva del Junco).
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Cuadro 6. Rendimientos de los extractos organicos en

obtenidos a partir de los taxones fungicos aislados.

pequeia escala

g Cantidad de g Cantidad de
Caddigo interno Caddigo interno

muestra (mg) muestra (mg)
CC8-1 327.8 CC8-12 192.7
CC8-2 25.5 CC8-13 126.6
CC8-3 56.1 CC8-14 294
CC8-4 128.9 CC8-15 44.6
CC8-5 40.6 CC8-16 43.2
CC8-6 102.0 CC8-17 123.7
CC8-7 116.6 CC8-18 20.6
CC8-8 70.2 CC8-19 73.6
CC8-9 37.5 CC8-20 254
CC8-11 52.8 CC8-21 53.3

Cuadro 7. Efecto fitotdxico de los extractos organicos en pequefia escala sobre la
germinacioén y el crecimiento radicular de semillas de A. hypochondriacus.

. % de inhibicién de la % de inhibicién del crecimiento

Caédigo . . . .

interno germinacion radicular

10 ppm | 100 ppm | 1000 ppm | 10 ppm | 100 ppm | 1000 ppm

CC8-1 10 7 0 -144 -142 -26
CC8-2 0 0 10 27 13 36
CC8-3 37 40 100 -34 15 100
CC8-5 10 7 0 -144 -141 -26
CC8-6 27 20 37 3 18 47
CC8-8 0 0 0 17 45 49
CC8-9 0 0 0 32 36 28
CC8-11 4 7 0 23 28 32
CC8-12 0 0 0 17 36 35
CC8-13 17 37 67 11 33 75
CC8-15 3 23 10 18 31 35
CC8-16 0 0 0 -1 22 48
CC8-17 0 0 0 17 45 49
CC8-18 0 0 0 27 13 36
CC8-19 0 0 0 13 12 31
CC8-20 0 0 0 24 17 29
CC8-21 0 0 0 27 13 36

* Los valores negativos indican una estimulacién en el crecimiento radicular.
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Figura 12. Registro digital de los cultivos de taxon CC8-13 en medio agar papa
dextrosa (A) y de arroz humedo: vista inferior (B) y superior (C).

Una vez realizada la fermentacion en mediana escala (6x) de la especie Alternaria
sp, se preparo el extracto organico, obteniéndose un rendimiento de 772 mg. Este
extracto fue sometido a la misma evaluacién biolégica que los extractos en
pequeia escala, observandose una actividad similar sobre la inhibicion del
crecimiento radicular de las semillas de prueba y una disminucion en la actividad
sobre la germinacién (Cuadro 8). Es importante mencionar que en la literatura se
ha establecido que el crecimiento de un microorganismo en un medio limitado en
nutrientes, como el caso del medio utilizado en nuestros experimentos, induce o
estimula la produccién de metabolitos secundarios. Sin embargo, no todas las
especies poseen la misma capacidad de adaptacion y, en ocasiones, durante el
escalamiento, se presenta disminucion en la biosintesis de algunos metabolitos.

Posterior a la evaluacion fitotéxica, se llevé a cabo el fraccionamiento primario de
aproximadamente la mitad del extracto obtenido (335 mg) mediante cromatografia
tipo Flash en fase normal. De esta manera, se obtuvieron cinco conjuntos de
fracciones primarias designadas con los cédigos internos 01002-41-1 a 01002-41-
5, mismas que fueron evaluadas para establecer su potencial fitotdxico. Los
resultados de la evaluacion se presentan en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Efecto fitotoxico del extracto organico en mediana escala y fracciones
primarias del hongo CC8-13 sobre la germinacion y el crecimiento radicular de
semillas de A. hypochondriacus.

. % de inhibicion de la % de inhibicion del
Caddigo . .. .
interno germinacion crecimiento radicular
10 ppm | 100 ppm | 1000 ppm | 10 ppm | 100 ppm | 1000 ppm
CC8-13 7 20 20 13 21 63
01002-41-1 10 13 47 34 51 36
01002-41-2 10 7 27 13 38 59
01002-41-3 17 10 27 14 19 40
01002-41-4 13 10 3 3 22 82
01002-41-5 10 13 20 22 29 35
10 | 100 | 250 | 500 | 750 | 10 | 100 | 250 | 500 | 750
PPM | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm
Gigantol 0 0 7 50 | 100 | 12 32 41 71 100

Estos resultados revelaron que la actividad inhibitoria sobre el crecimiento
radicular se concentraba en las fracciones primarias 01002-41-4 y 01002-41-5, por
lo que ambas fracciones fueron seleccionadas para realizar el aislamiento de los
principios activos.

La optimizacion del perfil cromatografico de la fracciéon 01002-41-5 por HPLC a
nivel analitico y su purificacion por HPLC a nivel preparativo (inciso 4.6), permitié
el aislamiento de dos compuestos mayoritarios caracterizados como el alternariol
(1) y su derivado 9-metil éter (2). Por otra parte, la fraccion 01002-41-4 fue
separada mediante cromatografia de tipo Flash como se indic6 en el inciso 4.6, y
las fracciones obtenidas fueron analizadas por HPLC. A pesar de los humerosos
intentos para purificar algunos de los compuestos presentes en dichas fracciones,
en todos los casos se observd degradacion de las muestras cuando se analizaron
por RMN.

5.1.1. Caracterizacion del alternariol (1).

El producto 1 se obtuvo como un soélido amarillo. Los analisis por UPLC-
HRESIMS-MS/MS revelaron la presencia de los iones que corresponden a la
molécula protonada y desprotonada en una relacién de m/z 259.0601 [M+H]" y
257.0454 [M-H]", permitiendo establecer la férmula molecular del producto como
C14H1005 (10 grados de insaturacién) (Figura 13).
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Figura 13. (A) Cromatogramas de corriente ionica total (TIC; arriba) y UV-PDA
(abajo) y (B) espectros de masas ESI+ (arriba) y ESI- (abajo) del alternariol (1).
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El analisis detallado realizado de los espectros de RMN (Cuadro 9 y Figura 14),
aunado con la busqueda realizada en la base de datos del Diccionario de
Productos Naturales, permitieron establecer la estructura molecular de 1 como el
alternariol (De Souza et al.,, 2013; Aly et al., 2008). Las caracteristicas mas
importantes observadas en los espectros de RMN de este producto se resumen a
continuacion:

a) En &4 2.76 se observa un singulete asignable al grupo metilo 6’-CHs.

b) En &4 6.37 (d, J= 2.3 Hz), 6.61 (d, J= 2.7 Hz), 6.70 (d, J= 2.7 Hz) y 7.26 (d, J=
2.3) se observan cuatro conjuntos de senales dobles asignables a los protones
aromaticos H-4, H-3’, H-5’ y H-6, respectivamente. Estas senales corresponden en

el espectro de ™*C RMN con los desplazamientos para las sefiales centradas en &
99.7 (C-4), 100.5 (C-3"), 116.3 (C-5") y 103.3 (C-6).

c) Finalmente, en el espectro de ">*C RMN se observan sefiales correspondientes a
carbonos base oxigeno en o&c 157.6 (C-4’), 164.8 (C-5), 164.0 (C-3) y 152.2 (C-2),

ademas de una senal atribuible a una funcién éster en & 164.7 (C-7).

Cuadro 9. Datos espectroscopicos de RMN (MeOH-d,) del alternariol (1).

Experimentales ('H, 400 MHz; Aly et al., 2008 ('H, 500 MHz;
Posicion 3¢, 100 MHz) 3¢, 125 MHz)

oy mult (J Hz) c (ppm) oy mult (J Hz) oc (ppm)
1 137.6 139.8
2 96.8 99.1
3 164.0 166.1
4 6.37 d (2.3) 99.7 6.32 d (2.0) 101.9
5 164.8 166.8
6 7.26 d (2.3) 103.3 7.20 d (2.0) 105.4
7 164.7 166.8
1 108.7 110.9
2’ 152.2 154 4
3 6.61d (2.7) 100.5 6.55 d (2.5) 102.7
4 157.6 159.8
5 6.70d (2.7) 116.3 6.65 d (2.5) 118.5
6’ 137.8 140.0

6’-CHs 2.76s 23.6 2.71s 25.8
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El producto 2 se obtuvo como un sélido blanco amarillento. Los analisis por
UPLC-HRESIMS-MS/MS permitieron establecer su férmula molecular como
C15H1205 (m/z 273.0756 [M+H]"; 271.0610 [M-H]"), la cual pemite 10 grados de

insaturacién (Figura 15).
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Figura 15. (A) Cromatogramas de TIC (arriba) y UV-PDA (abajo) y (B) espectros
de masas ESI- (arriba) y ESI- (abajo) del 9-metoxi alternariol (2).
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El andlisis de los espectros de 'H y *C RMN (Cuadro 10 y Figura 16), y la
comparacion de los datos espectroscépicos y espectrométricos con aquellos
descritos en la literatura y en las bases de datos especializadas, permitieron
identificar al compuesto 2 como el 9-metoxi alternariol (Lou et al., 2016). Las
caracteristicas mas importantes observadas en los espectros de RMN son:

a) En &4 2.71 y 3.89 se observan dos sefales de tipo singulete asignables a un
grupo metilo y un metoxilo, respectivamente (1-CHsz y 9-CH30).

b) En 64 6.63 (d, J= 2.3 Hz) y 6.71 (d, J= 2.3 Hz) se observan dos conjuntos de
sefales dobles asignables a los protones aromaticos H-4 y H-2, respectivamente.
Estas sefiales correlacionan en el espectro HSQC con los desplazamientos en &
102.09 (C-4) y 118.25 (C-2). Por otra parte, en & 6.59 y 7.20 se observan dos
singuletes anchos asignables a los protones aromaticos H-8 y H-10,
respectivamente.

c) Finalmente, en el espectro de >C RMN se observan tres carbonos base
oxigeno en & 159.65 (C-3), 165.13 (C-7), y 166.56 (C-9), y una senal asignable a
un grupo éster en & 164.62 (C-6).

Cuadro 10. Datos espectroscépicos de RMN ('H, 400 MHz y ®*C, 100 MHz en
DMSO-ds) del 9-metoxi alternariol (2).

.. Experimentales Lou et al., 2016
Posicion
oy mult (J Hz) c (ppm) oy mult (J Hz) oc (ppm)

1 138.7 138.5
1-CH3 2.71s 25.5 2.74 s 25.0
2 6.71d (2.3) 118.3 6.73d (2.3) 117.6
3 159.7 158.9
4 6.63d (2.3) 102.1 6.65d (2.4) 101.6
4a 153.1 152.6
6 164.6 164.7
6a 98.9 98.5
7 165.1 164.1
8 6.59 sa 99.5 6.62d (1.8) 99.2
9 166.6 166.2
9-CH30 3.89s 56.2 3.91s 55.9
10 7.20 sa 103.6 7.23d (1.6) 103.6
10a 138.4 137.8
10b 108.8 108.8
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El alternariol (1) y su derivado 9-metoxi (2) se identificaron por primera vez
a partir de un cultivo de Alternaria alternata (antes A. tenuis Nees) aislado de
tomates infectados (Raistrick et al, 1953). El alternariol también se produce en
diversos hongos endofitos del género Alternaria, quienes son responsables de
varias enfermedades en plantas de importancia econémica como algunos citricos,
zanahorias, etc. (Mikula et al, 2013). También, se ha encontrado que algunos
organismos del género Colletotrichum son capaces de producir alternariol, y se
han descrito en la literatura su actividad preemergente en semillas de col, arroz y
mani, aunque son mas comunes los ensayos posemergentes realizados sobre las
partes aéreas de plantas y algunos vegetales (Mao et al, 2014) (Cuadro 11). Por
otra parte, el 9-metoxi alternariol (2) también ha sido encontrado en especies
fungicas enddfitas distintas a Alternaria, tales como Trichoderma sp. (Zhang et al,

27

40

30

23.5701

20



2017), Cephalosporium acremonium, Hyalodendriella sp., Nigrospora sphaerica y
Phialophora sp. (Lou et al, 2016) y presenta una actividad fitotoxica importante (De
Souza et al, 2013; Robbana-Barnat et a/, 1989) (Cuadro 11).

Cuadro 11. Actividad fitotoxica descrita para el alternariol (1) y 9-metoxi alternariol

2).

Compuesto AEGIE 6L prqeba J Actividad fitotéxica Referencia
parte estudiada
. inhibicion de la Zhang et
col / semillas N
germinacion al, 2017.
alternariol mani / semillas y partes inhibicion del crecimiento
(1) aéreas® radicular y germinacion; Devi et al,
arroz / semillas y partes desarrollo de manchas 2010.
aéreas® necréticas en hojas®
induccion de clorosis en Harvany
tabaco / partes aéreas® hoi Pero,
olas 1976.
9-metoxi . inhibicion de la Zhang et
alternariol col / semillas germinacion al, 2017.
(2) haba de soya / células citotoxicidad De Souza
vegetales® et al, 2013.
canola / semillas inhibicion del crecimiento | Visconti et
radicular y del hipocdtilo al, 1992.

@ Ensayo posemergente; ° Ensayo cualitativo para los extractos organicos a partir
de los cuales se aislo la toxina de interés; ° Ensayo realizado sobre cultivos
celulares en suspension.

5.2. Evaluacion de la actividad fitotéxica de metabolitos obtenidos a partir de
especies fungicas provenientes de la Bahia de Caleta en Acapulco, Guerrero.

Con la finalidad de continuar con la busqueda de nuevos agentes herbicidas
a partir de hongos marinos facultativos, en la presente disertacion se evalué el
efecto fitotoxico potencial sobre A. hypochondriacus de algunos productos
previamente aislados en nuestro grupo de trabajo

Los metabolitos estudiados en esta seccion se aislaron a partir de diferentes
taxones fungicos designados con el codigo interno ACA (Cuadro 12 y Cuadro 13).
La evaluacién del efecto inhibitorio sobre la germinacién y el crecimiento radicular
de la maleza de prueba se realizd empleando el procedimiento descrito en el
inciso 4.4, y los resultados de estos ensayos se resumen en el Cuadro 14.
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Cuadro 12. Estructuras de los productos evaluados en el ensayo de fitotoxicidad.

ciclopentapéptido
PF1233 A novedoso

beauverlcma

_O
)

o)
OH
|9 I o)
N N
H2N N OH
0 o)
~0 O o
HO
OH

acido hirsutélico A derivado glicosilado novedoso del 4-
metoxi alternariol

Cuadro 13. Fuente de obtencidn y peso molecular de los metabolitos estudiados.

Clave del hongo Nombre del metabolito Peso molecular (uma)
9-deoxi-PF1233 B 418.1886
shornefina A 434.1834
ACA-9 PF1233 A 476.1941
9-deoxi-PF1233 A 460.1992
ciclopentapéptido novedoso 633.3493
ACA-13 beauvericina 783.4066
ACA-16 derivado glicosi!ado novgdoso 448.1380
del 4-metoxi alternariol
ACA-17 acido hirsutélico 524.2974
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De manera general, todos los compuestos evaluados mostraron algun grado de
actividad inhibitoria, siendo el acido hirsutélico (inhibicion del crecimiento radicular,
59.5% a 3.81 mmol/L) y el 9-deoxi-PF1233 B (inhibicién del crecimiento radicular,
53.8% a 4.78 mmol/L) los que presentaron la mejor actividad. Para algunos
metabolitos evaluados, por ejemplo el derivado glicosilado novedoso del 4-metoxi
alternariol, se observan variaciones en la germinacion de las semillas que
representan incrementos de la inhibicibn a concentraciones mas bajas. Estas
variaciones podrian indicar que, a pesar de que estos metabolitos son activos,
pudieran no ser tan eficaces para inhibir la germinacion. Finalmente, la
beauvericina ha sido reportada como fitotoxina posemergente sobre protoplastos y
hojas de tomate, melén, trigo y cebada (Moretti et al, 2002). En todas las
evaluaciones realizadas se encontré que este compuesto causa marchitez en las
partes aéreas de la plantula y una reduccion notablemente la viabilidad de los
protoplastos. Esta ultima caracteristica se considera como el efecto mas severo de
la beauvericina y se encuentra en armonia con los resultados obtenidos en este
trabajo. El mecanismo de accion propuesto para esta toxina sugiere alteraciones
en el metabolismo celular, que se traducen en fallas en la percepcion y la
transduccion de sefiales de condiciones ambientales desfavorables para la planta
(Paciolla et al, 2004, 2008).

Cuadro 14. Efecto fitotoxico de los compuestos sobre la germinacion y el crecimiento
radicular de semillas de A. hypochondriacus.

% de inhibicion de la % de inhibicion del crecimiento
Compuesto germinacion radicular

10 | 100 | 250 | 500 | 1000 | 2000 | 10 | 100 | 250 | 500 | 1000 | 2000
ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm | ppm

Beauvericina 5 10 20 5 10 0 27 26 28 26 39 35

Acido hirsutélico 5 5 0 15 15 25 16 19 39 30 38 60

9-deoxi-PF1233 B 5 10 15 10 10 23 1 27 36 37 54

0
Shornefina A 5 5 0 15 15 25 5 2 15 26 14 37
0

PF1233 A 10 20 20 20 10 14 11 35 21 22 38
Ciclopentapéptido |\ | o | 45 | 25 | 20 | 25 | 31 | 18 | 8 | 6 | 19 | 24

novedoso

Derivado

glicosilado

25 20 30 20 0 20 2 13 33 16 18 22
novedoso del 4-

metoxi alternariol

9-deoxi-PF1233 A | 10 15 10 10 5 5 8 22 9 25 22 25

Batatacina* 15 10 10 25 40 95 11 15 19 29 63 83

Gigantol* 5 15 10 15 40 90 6 8 13 18 31 82

* Controles positivos
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6. CONCLUSIONES

- En la presente investigacion se logro el aislamiento, acondicionamiento y cultivo
de 20 taxones fungicos a partir de una muestra de placa microbiana proveniente
de la Cueva del Junco, en la RCCC.

- La evaluacién de la actividad fitotdxica de los extractos organicos obtenidos a
partir de los taxones aislados, utilizando como semilla de prueba A.
hypochondriacus, permitid la seleccion de la especie CC8-13 como una fuente
potencial para el aislamiento de moléculas con actividad sobre la germinacion vy el
crecimiento radicular de la maleza.

- El estudio quimico biodirigido de la especie Alternaria sp (CC8-13) permitié el
aislamiento y caracterizacion del alternariol (1) y su derivado 9-metoxi (2), los
cuales han sido descritos ampliamente en la literatura como fitotoxinas.

- La evaluacion de la actividad fitotoxica sobre semillas de amaranto de los
metabolitos novedosos aislados en el grupo de trabajo, a partir de hongos marinos
facultativos, permitid evidenciar el potencial fitotoxico del acido hirsutélico, el 9-
deoxi-PF1233 B y la beauvericina.
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