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RESUMEN.

El presente trabajo doctoral describe el estudio de los productos naturales
generados por cultivos estaticos v en agitacion del nuevo hongo copréfilo
Guanomyces polythrix Gonzalez, Hanlin y Ulloa, seleccionado mediante un criterio
ecologico como una fuente potencial de fitotoxinas con un efecto inhibitorio
especifico sobre la proteina regulatoria calmodulina.

El hongo coprofilo Guanomyces polythrix se aislo a partir del guano del
murciélago Leptonycteris hivalis, de la Zona IlI de la Cueva del Diablo, situada en
Tepoztldn , estado de Morelos, México, en febrero de 1978,

El estudio quimico biodirigido de los extractos activos, preparados a partir
del medio de cultivo y del micelio del hongo, permitié¢ el aislamiento v la
purificacién de catorce metabolitos secundarios, incluyendo siete derivados
novedosos caracterizados como: la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetil-
2,3-dihidronaftopirona (101), la (+)}-(25,35)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-
2,3 dihidronaftopirona (102), la (+)-(25)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metil-2,3-
dihidronaftopirona  (103), la  (+)-(2S)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2-metil-2,3-
dihidronaftopirona (104), la (+)-(2S,3R)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-
dihidronaftopirona (105), la (+)-(25.3R)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-2,3-
dihidronaftopirona (106) y la 5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetil-naftopirona (108).

De manara adicional, se obtuvo una xantona [8-hidroxi-1-metoxicarbonil-6-
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Resumen.

metilxantona (109)] y seis compuestos conocidos: la rubrofusarina B (107), la
emodina (110), el metilparabeno (111), el 4cido-4-hidroxibenzoico (112), el ergosta-
4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (113), y la citrinina (114). La elucidacién estructural de
los nuevos compuestos se realizé por métodos espectroscopicos, espectrométricos
y quirodpticos. En el caso de la santona 109, la estructura se confirmé de manera

inequivoca mediante un anélisis de difraccion de rayos X.
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La determinacion del efecto de los compuestos aislados sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de las malezas Amaranthus hypochondriacus
y Echinochloa crusgalli permiti6 establecer que todos los metabolitos presentan
propiedades fitot6xicas significativas. La xantona (109) demostré un marcado
efecto inhibidor sobre el crecimiento radicular de E. crusgalli. El proceso de
germinacién no se afecté considerablemente en presencia de los metabolitos
fungicos.

La interaccién de las fitotoxinas con la proteina calmodulina tanto de
espinaca como de cerebro de bovino se determiné mediante una electroforesis
(SDS-PAGE al 12%) en ausencia y en presencia de calcio. En general, todas las
fitotoxinas modifican la movilidad electroforética de ambas calmodulinas, en
particular los compuestos 102 y 106 retardaron notablemente la movilidad
electroforética de las dos proteinas. El retardo en la movilidad electroforética de la

calmodulina provocado por las fitotoxinas fue mayor en presencia de Ca?*.



Resumen.

Se realiz6 una cromatografia de afinidad sobre agarosa unida a calmoedulina
de cerebro de bovino. Este andlisis permiti6 corroborar que la uni6n entre las
fitotoxinas 101-108, 110 y 113 y la calmodulina de cerebro de bovino es irreversible,
en tanto que los compuestos 109, 111 y 112 se unen a la proteina de manera
reversible. Por dltimo, la citrinina (114) presenta una interaccién parcialmente
reversible ya que es retenida en la columna en un 60 %.

A continuacion se determiné el efecto de los compuestos fitotéxicos sobre
las propiedades activadoras enziméaticas de la calmodulina, utilizando como
enzima blanco la NAD cinasa dependiente de calmodulina, aislada de chicharo. La
estrategia experimental utilizada se estandarizé como parte del desarrollo del
presente trabajo. La aplicacién de este método experimental con las fitotoxinas
aisladas del hongo Guanomyces polythrix permiti6 establecer que las 2,3-
dihidronaftopironas novedosas 101, 102, 105 y 106, con grupos metilos en C-2 y
(-3, inhiben especificamente la habilidad de la calmodulina de espinaca para

activar la NAD cinasa dependiente de calmodulina.
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ABSTRACT.

As a part of our search for potential herbicide agents from natural sources, it
was found that the organic extracts prepared from the culture broth and mycelium
of the new coprophilous fungus Guanomyces polythrix showed phytotoxic activity
when evaluated on radicle growth of seedlings of Amaranthus hypochondriacus and
Echinochloa crusgalli using the Petri dish assay.

Guanomyces polythrix is a species related to the genus Chaefomium
(Chaetomiaceae). Morphological, physiological and molecular studies on this
fungus revealed that it belongs to a new genus. The new fungus was isolated in
1978 from guano of the bat Leptonycteris hivalis obtained from zone III of the cave
“Cueva del Diablo" or "Ocotlitlan", in Tepozotlan, Morelos, México.

Bioactivity-guided fractionation of the phytotoxic extract led to the isolation
of fourteen phytotoxins., including seven new naphthopyranone derivatives,
namely (25,35)-5-hydroxy-6,8-dimethoxy-2,3-dimethyl-2,3-dihydronaphthopyrone
(101), (2535) -5-hydroxy-6,8,10-trimethoxy-2,3-dimethyl-2,3-dihydronaphtho-
pyrone (102), (25)-5-hydroxy-6,8-dimethoxy-2-methyl-2,3-dihydronaphthopyrone
(103), (25)-5-hydroxy-6,8,10-trimethoxy-2-methyl-2,3-dihydronaphthopyrone (104),
(25,3R)-5-hydroxy-6,8-dimethoxy-2,3-dimethyl-2,3-dihydronaphthopyrone  (105),
(25,3R) -5-hydroxy-6,8,10-trimethoxv-2,3-dimethyl-2,3-dihydronaphthopyrone
(106) and 5-hydroxy-6,8-dimethoxy-2,3-dimethyl-naphthopyrone (108). In

addition, 8-hvdroxy-6-methyl-9-oxo-9H-xanthene-1-carboxylic acid methyl ester
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Abstract.

(109) and the known compounds rubrofusarin B (107), emodin (110), 4-hydroxy-
benzoic acid methyl ester (111), +hydroxybenzoic acid. (112), ergosta-4,6,8(14),22-
tetraen-3-one (113) and citrinin (114), were obtained. The structures of the new
compounds were established by spectral and chiroptical methods. The structure of

compound 109 was unambiguously determined by X-ray analysis.
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Compounds 101-114 were evaluated for their ability to inhibit seed
germination and seedling growth of A. hypochondriacus and E. crusgalli. In general,
the tested compounds showed significant phytotoxic effect. However, the
phytotoxins were more potent as radical growth inhibitors than as germination
inhibitors. The fourteen compounds reduced the radicle growth of both target
species in a concentration-dependent manner. Compounds 101-108 and 111-112
were most active against A. hypochondricus. However, E. crusgalli was most
sensitive to compound 109 (ICsp = 9.8 x 106 M).

Once the phytotoxic activity of the compounds was evaluated, their effect
on calmodulin was established. The first assay conducted was a SDS-PAGE
electrophoresis. In this type of experiment the interaction of any compound with
calmodulin is determined by observing the change in the electrophoretic mobility

of the protein in the presence of Ca? or (EGTA) and the compound. This

XXIX



Abstract.

experiment was performed with two types of calmodulin (spinach an bovine
brain). In general, all the phytotoxins affected the mobility of both calmodulins, in
particular the novel dihydronaphtopyrones 102 and 106. In general, the
electrophoretic mobility was more affected in the presence of calcium.

To obtain more information about the nature (covalent vs noncovalent) of
the interaction of compounds 101-114 with calmodulin, an affinity-based
chromatographic procedure employing a bovine brain calmodulin-agarose column
was used. The interaction of compounds 101-108, 110 and 113 with bovine brain
calmodulin is irreversible. However the interaction of compounds 109, 111, 112
and quercetin, is reversible. Finally, compound 114 showed a different elution
profile and almost half of the phytotoxin remains attached to the calmodulin-
agarose matrix after eluting in different conditions.

In order to establish if the interaction of the phytotoxins with calmodulin
modifies its enzyme activator properties, and consequently its physiological role,
an enzymatic procedure using calmodulin sensitive NAD kinase as a reporter
enzyme was standardized. Bv using this method the ability of different
concentrations of each phytotoxins to prevent the stimulation of the kinase in the
presence of saturating concentration of calmodulin (spinach or bovine brain) was
investigated. After processing the experimental déta it was found that the
dihydronaphthopyrone 101, 102, 105 and 106 inhibit selectively the ability of

spinach calmodulin to active the enzyme N ADkinase.



I. INTRODUCCION.

Los hongos copréfilos son aquellos que colonizan el estiércol de una gran
variedad de animales vertebrados. Estos microorganismos poseen ciclos de vida
tnicos y se caracterizan por su exfraordinaria adaptaciéon a los sustratos que
habitan, misma que es considerada como el resultado de la accion que ejercen los
productos de su metabolismo secundario sobre sus competidores naturales
(Ikediugwu y Webster, 1970; Singh y Webster, 1973, Gloer, 1995; inter alia).
Estudios recientes sobre numerosos géneros de organismos coprofilos han
demostrado los efectos inhibitorios inducidos por estos hongos hacia diversos
hongos competidores, tanto a corta como a larga distancia (Gloer y Truckenbrod,
1988; Weber et al., 1990, Weber, 1991, Weber y Gloer, 1991, Wang et al., 1993;
Alfatafta et al., 1994; Wang et al., 1995; Gloer, 1995; inter alia).

Las investigaciones quimicas v biologicas conducidas sobre varios hongos
coprofilos han permitido evidenciar que estos organismos constituyen una fuente
distintiva y extremadamente rica de productos naturales con actividad biolégica.
[.os metabolitos aislados incluyen un niamero considerable de agentes antiftingicos
novedosos entre los que destacan algunos péptidos, varios policétidos, diferentes
terpenoides y un gran numero de metabolitos de origen biogenético mixto (Weber
et al., 1990; Weber, 1991; Weber y Gloer, 1991; Weber et al., 1992; Wicklow, 1992a;
Wicklow, 1992b; Wang et al., 1993; Gloer, 1995; Whyte et al,, 1996 inter ali). En el

Cuadro 1 se muestran algunos de los compuestos con actividad biologica aislados



L Introduccion.

a partir de hongos coproéfilos. Algunos de los metabolitos obtenidos estan
relacionados estrechamente con compuestos conocidos, sin embargo, la mayoria de
ellos presentan caracteristicas estructurales novedosas, lo cual podria incidir en el
hallazgo de nuevos metabolitos biodinamicos incluyendo herbicidas con blancos
de accién muy especificos (Dayan et al., 2000; Evidente y Motta, 2001).

Segun Gloer (1995), el potencial que ofrecen los hongos copréfilos como una
fuente de principios biodindmicos ha sido poco investigada a nivel mundial.
Especificamente, en México no se han realizado estudios sobre este tipo de
MICTOOrganismos.

En este contexto, el presente proyecto de investigacion se inicio con la
intencién de obtener fitotoxinas con un efecto inhibidor especifico sobre la proteina
regulatoria calmodulina y la enzima NADcinasa dependiente de calmodulina a
partir del nuevo hongo copréfilo Guanomyces polythrix Gonzélez, Hanlin y Ulloa,
seleccionado de acuerdo a los criterios convencionales y con un potencial

fitot6toxico demostrado mediante evaluaciones biologicas preliminares.



I. Introduccion.

‘8861
“Jv 13 B 197661 ‘MOPIIIM
19661 ‘PIRYYISITH A MOPIM

‘sapfiydoaSvyuau
uorhydoyouj A suvoigu vprpus
‘vioonwyf  puupios  ‘snaspanfinf
$njoqosy eey owsuodejuy

suaid1dap viodsopo

(€)

v eurnrodsopo

ODI[IURJIp [HAWIp
-9’ ,G-IX0JW-§-IXOIPIYIP- €7 191

8861 1201 HO
£ I9g9M  ‘qZ661 ‘MODIM [ pjootuyf vvpios K snaovinfinf IYmyIS19Yf DISSNas ] HO OfHO
‘6461 ‘PIRYYISIIH £ MOPIM | snjoqorsy eney owstuoZejuy
EHo (¢}
8|
§3)
uopixodaosy-(+)
, HO
‘8861 T20[D
£ 1aqaph  ‘qzesl ‘MOPIM | prooiuiyf viappaos A snaovinfinf viopound piuoL0,]
‘6461 ‘PIRYYISITH A modipm | snjogossy eRY owsmodejuy O... IHOMO
(@]

SVYOIIYIDO0r1dld
SVIDONIHIIIA

VOIDOTOId
AvaiAlLOV

JO.1ONAao0dd
OWSINVOHOOUDINW

TYINLVYN OLDNa0oud

's0[Jo1dod soBuoy op saradso sesioatp ap anted e sopruaqo souepundas SOUOQRIMA "L oIpen?)




L Introduccién.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios obtenidos a partir de diversas especies de hongos coprofilos (continuacién).

PRODUCTO NATURAL

MICROORGANISMO
PRODUCTOR

ACTIVIDAD
BIOLOGICA

REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

OH OH

va OH

A B c
O
0 ol 0
o’ & "% & 0%
0 OH 0
D E F

Preusomerinas A-F

(4). (5), (6) (7). ®) y (9)

Preussin isomera

Antagonismo hacia Ascobolus
furfuraceus y Sordaria fimicola. | Weber et al, 1990;
Inhibicién de Bacillus subtilis | Weber y Gloer, 1991.

y Stapinglococens anreus,
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L Introduccion.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios obtenidos a partir de diversas especies de hongos copréfilos (continuacion).

PRODUCTO NATURAL MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS

Antagonismo hacia | Ascobolus | Weber et al., 1992.

Sporormiella similis furfuraceus y Sordaria'fimicola.
Similina A ,."
(13)
HO. . wCHa
H Antagonismo hacia Ascobolus | Alfatafta et al, 199%;
H L . |Apiospora montagnei furfuraceus.  Inhibicién  de | Alfatafta, 1994.
NS Bacillus subtilis y msgicﬁé,q_a
1 3 aureis,
H
Apiosporamida
(14)
OCH, O  OH '
egw e |
HO Chrysosporium merderium Actividad antifungica. Alfatafta, 1994.
o

1,6-Hidroxi-8-metoxi-3-
hidroximetilantraquinona
(15)
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L Introduccion.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios obtenidos a partir de diversas especies de hongos copréfilos (continuacién).

Terezina B

(20)

Terezina C

(21)

Spororntiella teretispora

Antagonismo hacia Ascobolus
fuerfuraceus y Sordaria fimicoln.
Inhibicion de Bacillus subtilis,
Staplilococens aHrens y

Candida albicans,

PRODUCTO NATURAL MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS
e o ,_
HO. N :
ey
20¢
JHZ OCH; m
Terezina A ﬁ
(19) _q

Wang, 1994; Wang ¢t al.,
1995.




L Introduccion,

(€2)
euoxdofery
o)
wo L]
o]
(¢2)
SUUDIGIY YPIPUYY) (1 eurza1a]
661 A snunv  snooodofiydug
‘" . , ‘Suqns smipopg ap uowiquyup |  tModsyaa vjjanuioiods i
1 32 Buem 61 “Buem ‘vjoonuyf vuvpiog A snanunfanf HN
$njoqoasy edeY owsiuodejuy \
0]
sz.I
- Iﬂz:
o}
SYDLIVYOO0Iald V21901014 40IDNACYd
SVIONIUHI3Y AVAIALLDY OCHNSINVDOIHOOUDIN TVINLVN OLONAaodd

‘(ugrrenunuo) sofyoadod soGuoy] ap saadsa sestoalp op Jiaed e SOPIUAIQO SOLIEPUNIAS SOOGRIdA “L 0Ipen)



L Infroduccion.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios obtenidos a partir de diversas especies de hongos copréfilos (continuacién).

PRODUCTO NATURAL

MICROORGANISMO
PRODUCTOR

ACTIVIDAD
BIOLOGICA

REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

QCH;

Cercoforina A
(24)

Z OH

CH,0
OCH,

Cercoforina B
(25)

Cercophora areolata

Antagonismo hacia Ascobolus
furfuraceus y Sordaria finricoln.
Inhibicion de Baciflus subtilis,
Stuphylocovens aitrens y Gundida
albicans.

Whyte et al., 1996.

10



L Introduccion.

‘9661 “IV 12 IAYM

‘SUYNGY
ppipur)y A snainy snaodsojiydog
'SHUqNS snovg 8p UQDIqIYU]
‘vjoonuy vuwpios A snaovanfinf
SHlogoisy ERY owsmuodejuy

vIu1094v va0ydosiar)

(22)
BUOIINXOqIRId(]
HO O

0
HO oty
EHO BHO
(92)

D BULIOJOdID)

EH20

D0
OH

HO OfH

SVYOLIVHDOI1dId
SVIDONTATI3Y

Vor1o01014
AvalAILLDV

HOLONAOUd
OWSINVIOUYOOQUDIN

TVANLYN OLDNAOUd

(uorenunuod) sopyoadod so3uoy ap satdadss sessaalp ap In1ed e sopuayqo SOLIBPUNDAS SO}|0RPRIA T 0Ipen)D)

11



L Introduccion,

Cuadro 1. Metabolitos secundarios obtenidos a partir de diversas especies de hongos copréfilos (continuacion).

HiC

Roridin E
(29)

Cenelidda allienns,

PRODUCTO NATURAL MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS
CH;
o CH;
OCH;
o]
o OH
Antagonismo hacia Ascobolus
4- Acetil-8-hidroxi-6-metoxi-5-metil Sfurfuraceus y mczsz.a Sfimicola,
. : Inhibicion de Bacillus subtilis, | Whyte ef al., 1996,
isocumarina " , X ‘ .
(28) Cercopliora areolata Staphylococcus  aureus vy

12
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L Introduccion.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios obtenidos a partir de diversas especies de hongos coproéfilos (continuacién).

PRODUCTO NATURAL

Arugosina A
(32)

MICROORGANISMO
PRODUCTOR

ACTIVIDAD

BIOLOGICA

REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

Ascodesmis sphaerospora

Antagonismo hacia Ascobolus
furfuraceus y Sordaria fimicola.

Inhibicion de Bacillus subtilis
y Staphylococcus aureus.

Gamble et al., 1995,

14
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I. Introduccion.

Cuadro 1. Metabolitos secundarios obtenidos a partir de diversas especies de hongos copréfilos (continuacién).

=

Arugosina A
(36)

OH © t OH
(o) CH;
1-hidroxi-6-metil-8-hidroximetilxantona

(37)

PRODUCTO NATURAL MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS
OH o HO
G e™
O
OH
Arugosina F
(35)
N OH o HQ Antagonismo hacia Ascobolus
. furfuraceus y Sordaria fimicola. | Hein et al., 1998.
O O CH, Ascodesmis sphaerospora Inhibicion de Bacillus subtilis
O y Staphylococcus aureus,
on © |

16



II. ANTECEDENTES.

1. MICROORGANISMOS COMO UNA FUENTE POTENCIAL DE AGENTES
HERBICIDAS.

En la actualidad se conocen aproximadamente 30, 000 especies de plantas
arvenses pertenecientes a mas de 40 familias botnicas. Las gramineas y las
compuestas son las mas abundantes, siguiendo en importancia las oxalidéaceas,
poligonaceas, quenopodiceas, cruciferas y leguminosas (Hoagland, 1990; Terry,
1991; Cramer, 2000).

Las plantas arvenses constituven la vegetacién que invade y crece entre los
cultivos de importancia econdmica v jardines. Estas especies son dafiinas, ya que
compiten por el espacio, la luz, el agua y los nutrientes necesarios para el
desarrollo de las plantas utiles. Muchas de ellas se caracterizan por presentar ciclos
de vida cortos, producir una gran cantidad de semillas y reproducirse por
autofertilizacién. Sin embargo, algunas de estas especies se cultivan para los mas
diversos usos. El romero, el epazote y el amaranto son ejemplos de arvenses
cultivables. Estas arvenses son utiles al hombre, porque se consumen como
alimentos o medicamentos y se emplean como abono o como plantas ornamentales
(Villegas, 1979; Hoagland, 1990; Cramer, 2000).

Muchas arvenses son perjudiciales para el hombre porque al competir con
las plantas cultivadas constituyen un problema en la agricultura y en la jardineria;

asimismo, pueden causar dafios a la ganaderia y afectar la salud. La presencia de

17



II. Antecedentes.

estas especies en los jardines privados y publicos es tan indeseable como en la
agricultura. Asimismo, algunas plantas son perjudiciales para la ganaderia debido
a que algunas son toxicas y otras producen danos fisicos en los animales; también
ciertas arvenses al ser ingeridas proporcionan un mal sabor a la leche y a otros
productos. Por tltimo, entre las malezas que afectan la salud del hombre se
encuentran, por un lado, aquéllas que producen polen, el cual al dispersarse por el
viento puede producir alergias en algunos individuos sensibles y, por el otro,
aqueéllas que provocan reacciones al contacto.

La presencia de las plantas nocivas en los campos dedicados a la agricultura
conduce a la realizacién de labores de limpia antes del sembrado, asi como durante
la estancia de las mismas en el terreno, lo que implica una inversion adicional en
mano de obra y herramientas. Entre los métodos convencionales que se han
empleado para eliminar las plantas nocivas podemos mencionar la poda, la roza, la
sincronizacion y/o la rotacion de los cultivos. Ademas, es importante mencionar
que las pérdidas anuales en los cultivos agricolas por la presencia de plantas
nocivas es de aproximadamente del 42 % y que conjuntamente se requiere invertir
millones de délares para controlarlas (Whorsham, 1989; Charudattan, 1990;
Hoagland, 1990; Cremlyn, 1991; Duke y Abbas, 1995; Cramer, 2000; inter alia).

Actualmente, el método mas empleado para eliminar las plantas arvenses es
el uso de herbicidas sintéticos, los cuales juegan un papel importante en la
proteccion de los cultivos de importancia agricola y forestal. Es importante
destacar que hoy en dia se cuenta con mas de 200 principios activos de origen
sintético, los cuales pueden clasificarse en 20 grupos de acuerdo a sus estructuras
quimicas. En el Cuadro 2 se presentan los principales grupos de herbicidas, asi
como ¢l tipo de plantas que afectan (Hoagland, 1990; Cremlyn, 1991; Collins, 1991;
Evans, 1998; Cramer, 2000; inter al).

Los agentes fitotoxicos se clasifican en tres grupos de acuerdo a su modo de
accion: a) sistémicos y no sistémicos, b) selectivos y no selectivos, y

c) preemergentes v posemergentes. Los compuestos sistémicos se transportan en el
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II. Antecedentes.

Cuadro 2. Clasificacién y ejemplos de herbicidas sintéticos (Cremlyn, 1991).

CLASIFICACION HERBICIDAS SELECTIVIDAD
Acido 24-diclorofenoxiacético (2,4~ Dicotiledéneas
D), acido metilfenoxiacético
(MCPA), picloram, dicamba,
) cloramben, clorfenac.
Acidos carboxilicos
Metildiclofop, fenoxapropil,| Monocotiledéneas
butilfluazifop.
Acidos cloroaliféticos Dicloro propionato de sodio| Monocotiledéneas
(Dalapony}, acido tricloroacético.
Carbamatos aromaticos y | Profam, barbam, butilato,| Monocotiled6neas
tiocarbamatos vernolato, bentiocarb, asulam.
Nitrilos Diclobenil, bromoxinil, ioxinil. Monocotiled6neas y
dicotiledoneas
Amidas (cilanidas) Propanil, pentanoclor. Dicotileddneas
Amidas (cloroacetanilidas) |Alaclor, butaclor, metolaclor, Dicotiledéneas
metazaclo, propaclor.
Amidas (benzamidas) Benzoil-propen-etil, flamprop- Dicotiledéneas
isopropil.
Dinitroanilinas Trifularina, pencimetalina, ben-| Monocotiledéneas y

fluralina, profluralina, etalflu-

ralina, flucloralina.

dicotiledoneas

19




II. Antecedentes.

Cuadro 2. Clasificacién y ejemplos de herbicidas sintéticos (continuacion).

CLASIFICACION HERBICIDAS SELECTIVIDAD
Triazinas Simazina, atriazina, propazina,{ Monocotiledéneasy
desmetrina, ametrina, metropi-na, dicotiledéneas
aziprotrina, azimacina, atrazina.
Arilureas Monuron, diuron, linuron. Dicotiledéneas
Piridazinas Coridazon, metflurazon, norflu- Dicotiledéneas
razon.
Uracilos Bromacil, terbacil, lenacil. Monocotiledéneas y
dicotiledéneas
Bipiridinium Diquat, paraquar, dibezodiquat. Monocotiledéneas y
dicotiledéneas
Difenilésteres Nitrofenn, fluorodifen, bifenox, Dicotiledéneas
fomesafen.
Organofosforados Glifosanato, glufosinato de| Monocotiled6neas y
amonio. dicotiledéneas
Imidazoles Imaquin, imazetapir, imazeme- Monocotilédoneas y
labeno. Dicotiled6éneas
Sulfonilureas Sulfometuron, trasulfuron, metil- Dicotileddneas
benzulfuron, clorsulfuron.
Triazoles Amitrol. Monocotiled6neas y
dicotileddneas

20




II. Antecedentes.

interior de la planta, distribuyéndose mediante el sistema vascular, mientras que
los no sistémicos permanecen en su sitio de aplicacién. La gran mayoria de los
herbicidas de uso comercial, por ejemplo el 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
actian sistémicamente. Los herbicidas no selectivos, es decir los de amplio
espectro, son eficaces contra una extensa variedad de plantas nocivas. Por ultimo,
los herbicidas preemergentes y posemergentes, son aquellos utilizados antes o
después de la germinaci6n de las semillas, respectivamente (Hoagland, 1990).

Los grupos de herbicidas mas importantes por su frecuencia de uso y
eficacia son los derivados de las triazinas, los carbamatos, los acidos carboxilicos,
las amidas, las sulfonilureas y la bipiridina. Las triazinas, los 4cidos carboxilicos y
las sales de bipiridinio son efectivas para combatir malezas, tanto
monocotiledéneas como dicotiledéneas. Los carbamatos son atiles para erradicar
monocotiledéneas. Por ultimo, los herbicidas de los dos grupos restantes se
utilizan en contra de plantas dafiinas de las dicotiledéneas. En el Cuadro 3 se
presentan algunos ejemplos de cada uno de los principales grupos de herbicidas
comerciales (Duke y Lydon, 1987; Cremlyn, 1991; Duke y Abbas, 1995; Warrior,
2000; inter alia).

Desafortunadamente, los agentes fitotéxicos sintéticos ocasionan severos
darios ecol6gicos debido a su alta persistencia y a su poca selectividad. Ademas, en
muiltiples ocasiones resultan toxicos no s6lo para los organismos blanco, sino
también para el hombre y los animales. Asi por ejemplo, en la literatura se ha
descrito que los herbicidas comerciales DCMU y dinoceb son altamente toxicos
para algunos mamiferos, incluyendo el hombre, y para algunas aves de rapifa
(Sathiakumar y Delzell, 1997; Calabrese, 1997; Ditch et al., 1997; Asogalem vy
Akintongua, 1997; Hardell y Eriksson, 1999; Heydens et al., 1999; Iyer et al.;199;
inter alia).

El uso indiscriminado de los herbicidas comerciales ha ocasionado también
la aparicion de numerosas especies de malezas resistentes a los tratamientos,

y deresistencia cruzada. Por ejemplo, se ha descrito que algunas plantas nocivas
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II. Antecedentes.

Cuadro 3. Ejemplos de herbicidas sintéticos pertenecientes a los principales grupos
de herbicidas comerciales (Cremlyn, 1991).

GRUPOQ DE LOS ACIDOS CARBOXILICOS

OCH,CO,H cl PN NH,
Cl OCH; - | c C
C COzH

—
CO,H cr” ™NT ScosH
Cl Cl
Acido 2,4-dicloro- Dicamba Clopiralid Picloram
fenoxiacético (39) (40) (41)
(38)

GRUPO DE LOS CARBAMATOS

CHCH(CHy),—N—COSCzHs Caty—N—COSC3Hy
CH,CHI(CH3), CaHs
Butilato Pebulato
(42) (43)
C3H7—I?I—COSC:3H7 CH(CH3)2—I;.I—COSCH2CCI=CHCI
CiHy CH(CH;),
i Vernolato N __ Dialato
(44) (45)
GRUPO DE LA BIPERIDINA
+ W+
7’ N N owr H3C~NQ—</_—/\N—CH3
NN — — acr
Diquat Paraquat
(46) (47)




II. Antecedentes.

Cuadro 3. Ejemplos de herbicidas sintéticos pertenecientes a los principales grupos
de herbicidas comerciales (Cremlyn, 1991) [continuacién].

GRUPO DE LAS TRIAZINAS
Cl ] Cl
Z N N//kN N)\N
)\N* N)\N/ll\ N
C2HsHN NHC,Hs C,HsH NHCH(CHz)z  C,HgHN® N~ "NHC(CHy)s
Simazina Atrazina Terbutilazina
(48) (49) (50)
Cl OCH, OCH;,
[ )\ ! [
S S
CZHSHN)\N)\NHC(CHa)'zCN CHHN \N/I\C(CH3)3 C,HsHN. N7 TCH(CH3)C2Hs
Cianazina Terbumeton Secbumeton
(51) (52) (53}
GRUPQ DE LAS SULFONILUREAS
COxCHs CHs Ct CHs;

N Q N
/N CH,SONH—C—NH—( \
_ =

CH3 oC H;
Metil sulfometuron Clorosulforon
(54) (55)
COcha OCH3 OCH20H2CI CH3
(I:l) N 1] N
H;SO,NH—C—NH—( N\ HZSOZNH—C—NH4<( N
N— N—
OCH, OCH,
Metil bensulfuron Triasulfuron
(56) (57)
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II. Antecedentes.

(Senecio wulgaris, S. nigrum, S. tuberosum, Lolium rigidum, Alopecurus iosuroides,
Brassica campestris, B. napusresi y varias especies de Amaranthus) que afectan
principalmente los cultivos de maiz, cafia de azicar, trigo y sorgo, han
desarrollado resistencia a las triazinas, especificamente a la atrazina y la azimacina.
La especie Echinochloa crusgalli, la cual ocasiona pérdidas hasta de 59 % de los
cultivos de arroz, es resistente al propanil y al Diclofob (Cremlyn, 1991; Holt, 1993;
Heap, 1997; Warrior, 2000). El desarrollo de resistencia a los herbicidas se ha
atribuido a que algunas de estas sustancias inducen mutagenicidad ocasionando
alteraciones en sus blancos de accién a nivel molecular, por ejemplo, modificando
la conformacién estructural de una enzima blanco, induciendo la activacién de
sistemas enzimaticos, o bien provocando una sobre-expresion del sitio de accion
(Figura 1) [Baker, 1991; Collins, 1991; Terry, 1991; Duke y Lydon, 1993; Duke y
Abbas, 1995; Dayan, et al., 2000].

o )
(e}

 esol

Figura 1. Representacién de tres posibles mecanismos para el desarrollo de
resistencia a los herbicidas comerciales. A) Sitio activo normal, B) Alteracion en el
blanco de accibn por modificacién en la conformacién del receptor, C)
modificacién de la conformaci6n estructural de la enzima blanco, y D)
sobreproduccién del sitio de acci6n.
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I1. Antecedentes.

Tomando en consideracibn los numerosos y severos problemas
toxicolégicos y ambientales ocasionados por el uso de los herbicidas sintéticos,
recientemente se han propuesto estrategias alternas con la finalidad de proteger los
cultivos de importancia econ6mica. Estas estrategias comprenden la rotacion de los
cultivos, el uso de cultivos de cobertura, el desarrollo de especies resistentes a la
invasién de plantas nocivas mediante la utilizacion de técnicas genéticas y el
empleo de herbicidas de origen natural (Grover et al., 1997; Neuefeind ef al., 1997;
Charizopoulus y Papadopuloulus-Mourkidu, 1999; Oettmeier, 1999; Pearce y
Mackenzie, 1999; inter alia). Estos ultimos son generalmente menos t6xicos para el
hombre y los animales, sus indices de bioacumulacién son menores y los
mecanismos mediante los cuales ejercen su efecto herbicida suelen ser mas
especificos. Esta ultima caracteristica es de gran importancia para el disefio
bioracional de herbicidas con las caracteristicas antes sefialadas (Hoagland, 1990;
Rodgers, 1993; Dayan, et al., 2000; Cramer, 2000; inter alia).

En este contexto, en los afios recientes la investigaciéon de los productos
naturales (tanto de origen vegetal como microbiano) como una fuente de nuevos
- agentes herbicidas se ha incrementado notablemente (Oiwa, 1992; Pillmoor, et al.,
1993; Rodgers, 1993; Benner, 1993; Harborne, 1993; Jaya y liubey, 1999; Harborne,
1999; Dayan, et al., 2000; inter alia). Los agentes herbicidas naturales descubiertos a
través de estas investigaciones pueden utilizarse por si mismos o constituir nuevos
prototipos estructurales para el disefio y la sintesis de derivados mas potentes y
eficaces. De manera adicional, el descubrimiento de fitotoxinas naturales con
estructuras novedosas puede conducir al descubrimiento de blancos de accion
novedosos a nivel molecular y proporcionar asi las herramientas necesarias para el
disefio bioracional de nuevos agentes herbicidas (Duke y Abbas 1995; 1996; Duke y
Lydon, 1993; 1999; Harborne, 1999; Dayan, et al., 2000; inter alia).

Actualmente diversos programas de investigacién estan enfocados al
estudio de varios tipos de hongos que se consideran fuentes potenciales de

metabolitos bioactivos de utilidad como agentes medicinales y pesticidas
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(Harborne, 1999). Cabe destacar que estas especies crecen cominmente en
ambientes competitivos y su metabolismo secundario puede verse influenciado
por la presion ejercida por otros organismos, incluyendo los de origen fungico
(Gloer, 1995; Harborne, 1999). De manera adicional, muchos metabolitos fungicos
estan involucrados en enfermedades de plantas y otros organismos (Harborne,
1999). Los hongos fitopatégenos, especificamente, son productores no sélo de
compuestos que poseen efectos fitotéxicos sobre las especies hospederas, sino
también sobre ofras especies vegetales, incluyendo las plantas nocivas y, en
algunos casos, presentan efectos antifiingicos contra otros hongos patoégenos (Duke
y Abbas 1995; Harborne, 1999; Evidente y Motta, 2001; inter alia) .

De acuerdo con revisiones recientes, las fitotoxinas derivadas de una gran
variedad de hongos y actinomicetes han demostrado una gran eficacia para el
control de plantas nocivas. Estos compuestos poseen una gran diversidad
estructural y los mecanismos mediante los cuales ejercen su actividad biol6gica son
también novedosos y especificos. Algunos ejemplos de fitotoxinas de origen
microbiano, asi como su actividad biolégica se resumen en el Cuadro 4.

Para el descubrimiento de las fitotoxinas de microorganismos se ha aplicado
en repetidas ocasiones la estrategia metodoldgica que se indica a continuacién: en
primer lugar, se realiza la preseleccion de los microorganismos, mediante un
criterio  ecolégico, principalmente con base en las interacciones planta-
microorganismo y microoganismo-microorganismo. En muiltiples ocasiones, la
observaciéon mediante la experimentacion de este tipo de interacciones ha
constituido un punto de partida para la preseleccion de especies fungicas como
una fuente valiosa de principios fitotoxicos (Duke y Abbas 1995; Harborne, 1999).
En segundo lugar, es necesario realizar cultivos en pequefia escala, con la finalidad
de obtener las condiciones 6ptimas de crecimiento de los organismos fingicos
objeto de estudio; posteriormente, se preparan los extractos del medio de cultivo y
del micelio. A continuacién, se realizan pruebas biolégicas preliminares. Estas

pruebas consisten en la determinacién del efecto fitotéxico de los extractos
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orgénicos derivados del medio de cultivo y del micelio, mediante la utilizacién de
bioensayos sencillos y de facil implementacién. Entre los mas utilizados se
encuentran los ensayos de germinacion y crecimiento radicular de diversas
especies de semillas (Anaya et al., 1995; Dayan, et al., 2000) y el ensayo para
detectar inhibidores y promotores del crecimiento de plantas, mediante el empleo
de Lemna minor (McLaughling et al., 1991; Harbone, 1999). Estas evaluaciones
preliminares permiten detectar extractos naturales apropiados para la obtencién de
agentes herbicidas (Dayan, et al., 2000). En general, los extractos que demuestran
respuestas positivas en los ensayos de fitoinhibicion se consideran candidatos
adecuados para la realizacién de otras pruebas biolégicas dirigidas a un blanco de
accion especifico en la fisiologia o en el metabolismo vegetal (Evidente y Motta,
2001).

Una vez seleccionados los extractos activos se aislan los principios
fitotéxicos mediante estudios quimicos biodirigidos. Este proceso permite la
obtencién de los principios fitotéxicos. Los compuestos naturales activos puros se
identifican y, por ultimo, estos compuestos son sometidos a ensayos biologicos
adicionales con la finalidad de explorar de manera mas detallada su posible
aplicacion como herbicidas comerciales. Asimismo, se rcalizan pruebas de
invernadero sobre especies vegetales cultivables o sobre malezas para determinar
la actividad herbicida de tipo pre v posemergente (Evidente y Motta, 2001; Dayan,

et al., 2000; inter alia).
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad fitotéxica obténidos a partir de microorganismos.

FITOTOXINA MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS

PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS
0
HO™ Phoma exigua 'y  Phoma | Fitoinhibidor. | Riche, 1974; Capasso, 1986.
CH,OH destructiva.
Fomenona
(58)
COOH

"OH Phoma asparagi. Actividad fitoinhibidora sobre |Ichihara, 1984.
diferentes especies de semillas.

75
Altiltoxina B
(59)

Phoma lingam. Fitoirhibidor. Capasso, 1991,

c 0

Citocalasina F
(60)
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad fitotoxica obtenidos a partir de microorganismos
(continuacién).

FITOTOXINA MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS
ji
€™ OH Streptomyces viridochromognes, | Inhibe la enzima - glutamina | Duke y Lyndon, 1993;
NH, Streptomyces hygroscopicus y |sintetasa y la biosintesis de|Duke y Abbas, 1995.
Glufosianato otras especies. proteinas. Se emplean comer-
(63) cialmente.
n_u CHy _

_u/\/j:/ \_/:\ COOH Inhibe la enzima glutamina|{Dukey Lyndon, 1993;
m z/_\ Sintético (se transforma en|sintetasa y la biosintesis de}Dukey Abbas, 1995
CH glufosianato en la planta). proteinas. Se emplean comer-
m_m_&Om cialmente.

(64)

Presenta alta efectividad sobre|Duke y Lyndon, 1993;
Alternaria alternata 'y otras |varias malezas de importancia|Duke y Abbas, 1995.

ozu . .
CHs especies de Alternaria. agricola. La soya y el maiz son
resistentes.
Tentoxina
(65)
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de
(continuacién).

metabolitos secundarios con actividad fitotoxica obtenidos a partir de microorganismos

FITOTOXINA MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS
O
zL_/z Es muy efectivo sobre 'semillas
OL|% Streptomyces hygroscopicus. | de malezas, monocotiledéneas y | Duke y Lyndon, 1993; Duke
\\C/om dicotiledéneas. Inhibe la biosin- |y Abbas, 1995.
HO OH tesis de purinas.
Hidantocidina
(69)
H Hs CHy NH;
HsC
o coon on oH Active sobre varias especies de
Alternaria alternata. plantas. Diversas especies de|Duke y Lyndon, 1993,
CooH tomate son resistentes,
toxina-AAL
(70)
0
N
~ Alternaria alternata. Herbicida natural.  Produce|Duke y Lyndon, 1993.
HO H manchas foliares en Centaurea
o maculosa.
Maculosina
(71)
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad fitotéxica obtenidos a partir de microorganismos

(continuacion).

FITOTOXINA

MICROORGANISMO
PRODUCTOR

ACTIVIDAD
BIOLOGICA

REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

Betaenona A
(74)

Betaenona B
(75)

Phoma betae.

Inhibe el crecimiento de varias
plantas. Se ha demostrado que
inhibe la sintesis de proteinas y
del RNA.

Ichihara, 1983a;. Ichihara,
1983b.
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de

metabolitos secundarios con actividad fitotéxica obtenidos a partir de microorganismos

(continuacién).
MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
FITOTOXINA PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS
Inhibe el crecimiento de varias Ichihara, 1983a;. Ichihara,
Betaenona E Phoma betae. plantas. Se ha demostrado que |19g3p,
(78) inhibe 1a sintesis de proteinas y
del RNA.
CH,—CH;—OCH,
H o= 5, :

Lo

Betaenona F
(79)
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con

actividad fitotdxica obtenidos

a partir de microorganismos

(continuacion). |
FITOTOXINA MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS
—— — ——
Streptomyces sp. Fitoirthibidor. Tanaka et al., 1995.
Hidrantomocina
(85)
Ry Rz R; R4 Rs Re
A CHi OH CHi OH H H
B CHh OH CH« OH H H
C ¢h H H H H H . TP :
D G OH O H H H Streptomyces scabies. Fitoinhibidor. King y Lawrence, 1996.
E CHi H CHi H H H
F CH OH CH« H H OH
G CHh OH CHi H OH OH
H CHhh OH H H OH H
1 H OH CHi H OH H
Taxtominas A-I
(86), (87). (88) (89), (90) (91) (92), (93) y (94)
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Cuadro 4. Ejemplos selectos de metabolitos secundarios con actividad fitotéxica obtenidos a partir de microorganismos
(continuacién).

FITOTOXINA MICROORGANISMO ACTIVIDAD REFERENCIAS
PRODUCTOR BIOLOGICA BIBLIOGRAFICAS

Streptomyces Fitoinhibidor. Maier et al., 1999.
viridochromogenes.
(98)
Streptomyces Fitoinhibidor. | Maier et al., 1999.
viridochromogenes.
Acido estilingico
(4cido 2E, 4Z decadienoico)
(99)
H HaC
_ CH,
o=c o o Bipolaris oryzae, B.|Interacciona con CaM efLeung et al, 1985, Au y
0 CHy oryzaemaydis y B. sorglticola. |inhibe su habilidad de Leung, 1998; Au et al,
CHy activar algunas de sus|2000a; 2000b.
CHy enzimas Emﬂn_o.
HO
Ofiobolina A
(100) |
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2. ANTECEDENTES GENERALES DEL HONGO COPROFILO GUANOMYCES
POLYTHRIX.

El hongo coproéfilo Guanomyces polythrix Gonzales, Hanlin y Ulloa (Figura 2)
pertenece a un género nuevo de ascomicetes recientemente descrito por los Drs.
Maria del Carmen Gonzéilez, Miguel Ulloa del Laboratorio de Micologia,
Departamento de Botanica, Instituto de Biologia UNAM, y por el Dr. Richard T.
Hanlin del Departamento de Patologia de Plantas, Universidad de Georgia, USA.

Figura 2. Hongo copréfilo Guanomyces polythix en cultivo de agar de
papa-dextrosa.

4]
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El nuevo género Guanomyces se encuentra estrechamente relacionado a los
géneros Chaetomium y Farrowia, pertenecientes también a la familia Chaetomiaceae
(orden Sordariales). A diferencia de otros géneros de esta familia, el nuevo taxén se
caracteriza por la presencia de un peritecio con ascas delicuescentes, ascosporas
hialinas unicelulares sin un poro geminal, y un cuello ostiolar largo, provisto de
pelos laterales glandulares (Figuras 3a, 3b y 3c). Con base en esta dltima
caracteristica se designo a la especie con el nombre de Guanomyces polythrix.

La propuesta de G. polythrix como una nueva especie se fundament6 en el
analisis morfoldgico y en la secuenciacion del ADN ribosomal 185 (Gonzalez et.al.,
2000).

G. polythrix se aisl6 a partir de guano del murciélago Leptonycteris hivalis de
la Zona Il en la Cueva del Diablo, situada en Tepoztlan, estado de Morelos,
Meéxico, , durante una expedicién realizada en febrero de 1978 para caracterizar la
flora y la fauna de la cueva.

Una caracteristica relevante del hongo coproéfilo G. polythix es su capacidad
para acumular liquido en las puntas de los apices de los pelos laterales, donde se
forman pequefias gotas (Figuras 3D y 3E). Aparentemente, la acumulacién de este
liquido aparece durante el alargamiento de los pelos laterales. Cuando el ascoma
alcanza el estado maduro, las gotas de liquido tienen una apariencia clara y
brillante. E estudio microscopico de este liquido permiti6 observar que después de
permanecer unos minutos entre el porta y el cubre-objetos, se transforma en una
pequefia masa cristalina. Ademds, se observo que los cristales son solubles
instantaneamente en agua, 4cido acético y en etanol. Cabe mencionar que no se
conoce claramente el papel biologico de estas secreciones, pero se presume que
actian como atrayentes de insectos, favoreciendo la diseminaciéon del hongo

(Gonzalez et.al., 2000).
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Figura 3. Guanomyces polythix. (A) ascoma inmaduro tomado de una colonia de 4
dias de crecimiento, (B) ascoma con cuello largo ornamentado con pelos laterales,
tomado de una colonia de 7 dias de crecimiento, (C) amplificacién de los pelos
laterales glandulares (D) pelo lateral glandular, y (E) vista de las puntas de los
cuellos ostiolares con gotas de liquido.
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3. GENERALIDADES SOBRE LA PROTEINA CALMODULINA Y SOBRE LA
ENZIMA NAD CINASA DEPENDIENTE DE CALMODULINA.

La Calmodulina (CaM) es una proteina multifuncional, ubicua, de caracter
acido, bajo peso molecular, (~16, 680 daltons) y constituida por aproximadamente
de 148 aminoacidos (Figura 4).

La CaM se encuentra ampliamente distribuida en los organismos
eucarioticos y su estructura primaria se encuentra altamente conservada en estos
organismos. Esto @ltimo ha sido evidenciado recientemente al comparar la
secuencia de aminoacidos de la CaM aislada a partir de diferentes especies. En el
Cuadro 5, se presenta la composicién de aminoacidos de la proteina aislada de seis
especies vegetales y de una especie animal (CaM de cerebro de bovino) [Dieter,
1984; Roberts y Harmon ,1992; Zielinski, 1998; Hooky Means, 2001]. Como se
desprende de la informacion resumida en el Cuadro 5 la composicion de la CaM
animal y la vegetal es muy similar. En general, todas las especies presentan dos
residuos de prolina y uno de trimetil lisina, todas carecen de triptofano y tienen un
alto contenido de aminoacidos cargados negativamente (4cido aspartico y acido
glutdmico). Las principales diferencias entre las CaMs vegetales y animales son las
siguientes: En las CaMs vegetales se encuentra presente un residuo de cisteina en
la posicién 27 (CIS-27), el cual no se encuentra en las CaMs animales. Por otro lado,
el dipéptido metionina-metionina ubicado en las posiciones 145 y 146 de las CaMs
'de plantas se encuentra en las posiciones 146 y 147 en las protefnas de vertebrados.
Asi, los porcentajes de identidad de las proteinas de plantas con relacién a la de los
vertebrados es de 91 % y con las de levaduras de 61% (Roberts y Harmon ,1992).

Recientemente se ha encontrado que en los vegetales existen varias
isoformas de CaM con diferentes grados de divergencia en la secuencia de
aminoacidos. Asi, de Arabidopsis thaliana se han aislado cuatro isoformas de CaM
(CaM-1-CaM-4), las cuales difieren entre si en al menos seis amino4cidos en la
region mas conservada de la proteina. Estas isoformas son también distintas desde

el punto de vista bioquimico como se explicara posteriormente. Cabe sefialar que
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mediante el empleo de la tecnologia del DNA recombinante ha sido posible la
expresion de estas proteinas en Escherichia coli. De tal forma que las cuatro
proteinas se han logrado aislar en buena cantidad para el estudio de su estructura

primaria y sus propiedades bioquimicas (Liao et al., 1996).

Cuadro 5. Composicion quimica (aminoacidos) de la CaM de cerebro de bovino y
de seis especies vegetales.

AMINOACIDO CALMODULINA
(No. DE RESIDUOS)
CEREBRO DE ESPINACA CACAHUATE CEBADA MalZ ZICCHINI
BOVINO —
Lisina 7 9 8 9 9 10
Trimetil lisina 1 1 1 1 1 1
Histidina 1 1 1-2 1 1 1
Arginina 6 5 4 4 5 5
Acido aspartico 23 26 27 25 24 26
Treonina 12 7 9 8 9
Serina 4 7 5 6 6 5
Acido glutdmico 27 27 28 25 22 26
Prolina 2 2 2 2 2
Glicina 11 10 11 12 12 10
Alanina 11 10 11 12 11 11
Cisteina 0 N.D 1 N.D N.D 1
Valina 7 8 8 8

Metionina 9 8 7 7 7 7
Isoleucina 8 7 6 7 7 7
Leucina 9 11 11 12 11 12
Tirosina 2 1 1 1 1
Fenilalanina 8 9 9 9 9
Triptéfano 0 0 0 N.D N.D 0

*N.D (No determinado)

De la soya se han aislado varias isoformas de CaM (SCaM) las cuales
difieren no sélo desde el punto de vista bioquimico sino también en el nitmero de
aminoacidos. A diferencia de las isoformas de A. thaliana, éstas presentan un

mayor grado de divergencia, difiriendo hasta en 32 aminoacidos en relacién a la
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proteina mas conservada. De nueva cuenta, mediante técnicas de biologia
molecular fue posible expresar cinco de éstas proteinas en E. coli (SCaM-1-SCaM-
5). Estas proteinas presentan movilidades electroforéticas dependientes de calcio y
diferentes habilidades para activar distintas enzimas dependientes de CaM (Lee et
al., 1995; 1997; 1999; 2000). Las isoformas SCaM-1-SCaM-3 tienen un 90 % de
similaridad con la CaM de bovino en tanto que la SCaM-4 y la SCaM-5 presentan
un 78 % de identidad. También se han encontrado multiples isoformas de CaM en
el trigo, la papa y el chicharo (Lee et al., 2000).

Diversos estudios de difraccion de rayos X y de resonancia magnética
nuclear (RMN) han permitido establecer la estructura tridimensional de la CaM de
cerebro de bovinos. Estos estudios revelaron que la molécula tiene forma de un
balancin gimnastico. La estructura consiste en dos partes lobulares similares (2.5 x
2.5 x 2.0 nm) unidas entre si por una a-hélice flexible larga de 2.0 nm, de tal forma
que el largo de la proteina es de 6.5 nm y tiene un 63 % de estructura helicoidal.
Cada estructura globular (“EF hand”) contiene dos sitios de unién al Ca?* o
dominios funcionales. Estos dominios se designan con los nameros romanos [-1V y
se empiezan a numerar por el extremo amino de la proteina. Cada dominio
catalitico estd constituido por 12 aminoécidos. (Figura 4) [Roberts y Harmon ,1992;
Zielinski, 1998; Snedden y Fromm, 1998].

En el dominio IV existe la mayor variabilidad en la secuencia de
aminoacidos. En esta zona también se encuentran las mayores diferencias en las
distintas isoformas expresada por una misma especie. La zona mas conservada es
la Il y este dominio funciona en armonia con el 1V para activar los sitios de alta
afinidad por calcio y asi propiciar la interaccién entre la CaM y sus proteinas
blanco. Entonces la variabilidad encontrada en la zona IV (o dominio 4) es la
determinante para la interaccion entre la CaM y las diferentes proteinas blanco

(Zielinski, 1998).
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La estructura de la CaM libre de Ca?* es menos simétrica y tiene una
conformacién més rigida (menos helicoidal) debido a las interacciones
electrostaticas entre tres pares de grupos carboxilos libres (ubicados entre los
residuos 75 y 90) y otros grupos funcionales apropiados presentes en la proteina.
Cuando el calcio se une a los sitios funcionales se produce un cambio en la
conformacién debido a la neutralizacién de las cargas negativas. Los cambios
conformacionales provocan un incremento en la estructura a-helicoidal y la
exposicion de una porcién hidrofébica en la parte superior de la molécula, misma
que es reconocida por las proteinas blanco de la CaM y sus antagonistas.

Los distintos estudios de dicroismo circular y de RMN llevados a cabo con
CaMs de plantas han permitido definir que éstas también experimentan cambios
conformacionales dependientes de calcio similares a los de la CaM animal (Roberts
y Harmon ,1992).

La CaM carece de actividad enzimatica propia; sin embargo, esta proteina
desempeiia un papel fundamental en la transduccién de sefiales mediadas por el
Ca?" a nivel intracelular. Asi, las sefiales bi6ticas y abiéticas recibidas por los
receptores a nivel membranal provocan un incremento de Ca?* a nivel intracelular,
el cual se une a la CaM y a otras proteinas. El complejo Ca?*-CaM interacciona con
una gran variedad de proteinas tanto nucleares como del Ccitoesqueleto,
modulando su actividad enzimaética. Estas enzimas a su vez regulan importantes
pr_ocesos merte;béli.é;s. El-__éom[;fejo Ca?*-CaM resultante regﬁla también la
expresion de genes a través de procesos complejos de transduccién de sefiales o
por unioén directa a factores de transcripcién (Roberts y Harmon ,1992; Zielinski,
1998; Snedden y Fromm, 1998; Au y Leung, 1998; Lee et al., 1999; Hooky Means,
2001). En la Figura 5 se resume el proceso de transducci6n de sefiales inducidas por
el complejo Ca2*-CaM en plantas (Snedden y Fromm, 1998).

En los animales se han identificado alrededor de 25 proteinas dependientes
de CaM incluyendo algunas cinasas, algunos receptores y algunas proteinas G. Sin

embargo, las proteinas reguladas por CaM que se han aislado de plantas son
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comparativamente pocas, a pesar de que la CaM ha sido implicada en una gran
variedad de respuestas celulares, tales como la defensa al ataque de organismos

pat6genos, el gravitropismo y el crecimiento vegetal, entre otros.

CITOPLASMA

Procesos celulares mediados
indirectamente por CaM

NUCLEO

Factores de

—p Genes

transcripcién (lentos)
Citoesqueleto Balance iénico
Metabolismo \ / Maodificacién
de proteinas
. CAM
Sefiales bi6ticas y BLANCOS DE
abioticas : ACCION DE LA CAM
Caz*\‘

----------------------------- » Cazr ——® CALMODULINA

Procesos celulares mediados
directamente por CaM
(rapidos)

Otras proteinas moduladas
por Ca®

Figura 5. Procesos de transduccion de sefiales mediados por el complejo Ca2*-CaM
en plantas.

149



1I. Antecedentes.

En este dltimo contexto se ha demostrado que la proteina CaM tiene una
clara participacion en los procesos de regulacion y de transduccion de sefiales que
tienen lugar durante los eventos de germinacion y el crecimiento vegetal (Roberts
et al, 1986; Dieter, 1984; Coccuci y Negrini, 1991; Roberts y Harmon, 1992;
Overvoorde y Grimes 1994; Tomas., 1995; Baum et al., 1996; Poovaiah et al., 1996;
Lee et al., 1999; Harding et al., 1997, inter alia). Asi por ejemplo, durante la primera
tase de la germinacion de las semillas de rabano hay un notable incremento en los
niveles de CaM y una disminucién en la concentracién de sustancias de naturaleza
proteica que inhiben la actividad de la CaM (Coccuci y Negrini, 1988).

Por otra parte, se ha determinado que la germinacién de las semillas de
Phacelia tanacetifolia se inhibe en presencia del calmidozolinio, un antagonista de la
CaM (Coccuci y Negrini, 1991). De manera adicional, estudios in vitro utilizando
cultivos embriogénicos de zanahoria permitieron establecer que durante la
germinacion los niveles de CaM se duplican y se incrementa la concentracién de
una proteina dependiente de la CaM (Oh et al., 1992). Por ultimo, en estudios mas
recientes se comprob6é que la alteracién de los niveles de CaM o de sus
modificaciones postransduccionales en plantas transgénicas de papa alteran el
desarrollo y el crecimiento de las plantas (Poovaiah et al., 1996).

Entre las proteinas mas importantes reguladas por la CaM se encuentran la
NAD cinasa, la glutamato descarboxilasa, la fosfodiesterasa, la miosina V
homoéloga (MYA1), la Ca2-+Mg?*-ATPasa, las cinasas dependientes de CaM [, 11y
I11, y la superéxido dismutasa, entre otras (Lee et al., 1997; Zielinski, 1998; Lee et al.,
1999).

Uno de los aspectos notables de la CaM es que se une y activa numerosas
proteinas blanco cuya secuencia de aminoacidos en los sitios de unién es muy
distinta (“target variability”). Los sitios de uni6n en las proteinas blanco estan
constituidos por un conjunto de 12-30 aminoécidos consecutivos cargados
positivamente y propensos a formar una a-hélice al unirse a la CaM.

Estudios recientes por difraccién de rayos X y por RMN han proporcionado
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un modelo para explicar la interaccién entre la CaM y sus proteinas blanco. La
unién del Ca?* (en un intervalo de 105 a 106 M) a la CaM induce un cambio
conformacional tal que en la superficie de la molécula quedan expuestos dos
regiones hidrofébicas rodeadas por cargas negativas, una en cada dominio
globular; en esta conformacién la CaM se une a sus proteinas blanco
principalmente por interacciones electrostaticas contribuyendo asi a la estabilidad
del complejo CaM-proteina blanco. En disolucién los dos dominios globulares se
enroscan alrededor de la proteina blanco formando una estructura casi globular
(Figura 4c). La activacién de las enzimas blanco por parte de la CaM tiene lugar en
dos fases, en la primera la interaccion del Ca?* con la CaM conlleva a la unién de la
CaM con el dominio de unién de la enzima. A continuacién se produce otra
interaccion adicional que tiene como efecto la activacién de la enzima blanco (Coob
et al., 1999).

La aplicacién de técnicas de mutagénesis dirigida ha permitido establecer
que algunos residuos en las formas helicoidales 2 y 6 son esenciales para la
activacion de las enzimas dependientes de CaM.

La selectividad de las respuestas reguladas por CaM en un determinado
sistema celular y por lo tanto, de los procesos de transduccion de senales
provocadas por Ca?!, ésta regulada a través de la compartimentalizacion (o
distribucion subcelular) de las enzimas blanco de la CaM en las células y de las
modificaciones postransduccionales de la CaM y las proteinas que esta regula. La
expresion de isoformas también podria contribuir a la regulacion de la interaccién
de las CaM con sus proteinas blanco (Coob et al., 1999).

En el contexto de la presente investigacion, la enzima NAD cinasa es la
proteina blanco de la CaM seleccionada para evaluar el efecto de diversos
metabolitos secundarios sobre la actividad regulatoria de la CaM. A continuacion
se mencionan los aspectos generales mas importantes acerca de la importancia y
funcion de la enzima NAD cinasa.

La enzima NAD cinasa (EC 2.7.1.23), llamada también ATP: NAD 2'-
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fosfotransferasa, es una erzima ubicua que tiene un papel importante en el
metabolismo de la mayoria de los organismos. Esta enzima cataliza la conversién
del NAD (dinucléotido de nicotinamida) a NADP (fosfato de dinucléotido de
nicotinamida) en presencia de ATP (adenosina trifosfato). El grupo oxidrilo 2'de la

ribosa unida a la adenina es el receptor del grupo fosfato en la conversién del NAD

al NADP (Figura 6).
P
2t

.

0—P—O0—CH,
H H
OH OH
0 N
/C\C/N\
0
HC“N’C“‘T'
'O—l'-'l’-—-O—CHz
o
H H

ATP

ADP

NAD cinasa

Figura 6. Formacién del NADP a partir del NAD.

LLa enzima NAD cinasa fue descubierta en plantas de chicharo y
posteriormente ha sido aislada de diversas especies vegetales. La purificacién y Ia
caracterizacion de la NAD cinasa dependiente de CaM se ha visto entorpecida por

la alta inestabilidad de la enzima en el estado puro. Sin embargo, se han obtenido

preparaciones de la enzima bastante homogéneas en presencia de Ca?*y CaM.
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A la fecha no se tiene un conocimiento claro de la funcién fisiol6gica de esta
enzima en plantas; Robert y colaboradores demostraron que la activacion de la
enzima NAD cinasa dependiente de CaM juega un papel importante en la
generacion de especies activas de oxigeno (superoxidos y peréxidos) que podrian
ser de utilidad para combatir la invasién de patogenos (Zielinski, 1998). También
se ha encontrado que los niveles de esta enzima se incrementan notablemente
durante el desarrollo radicular de las plantulas de chicharo (Allan y Trewavas,
1985). Ademas se ha comprobado la participacién de la enzima en la coordinacién
de los mecanismos de defensa en plantas transgénicas de tabaco (Harding et al.,
1997).

La NAD cinasa es una enzima de gran importancia en los procesos
metabolicos, ya que muchas otras enzimas involucradas en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y aminoécidos requieren NADP como coenzima. El NADP
es entonces un componente critico de numerosas rutas metabolicas. EI| NADPH
proveniente de la reduccion del NADP y desempenia también un papel importante
en el metabolismo celular, proporcionando electrones y protones en casi todos los
pasos intermediarios de las reacciones de reduccidén, en diferentes rutas
biosintéticas. En consecuencia, la NAD cinasa es una enzima de suma importancia
en los procesos anabdlicos y catabolicos que tienen lugar en los procesos
biosintéticos reductores de las células (Muto y Miyachi, 1977; Pou Marie-Anne et.
al.,1977). Una diferencia notable entre enzima NAD cinasa aislada a partir de las
células animales y la enzima obtenida de las células vegetales, con excepcion de la
NAD cinasa de los estomas, es que en el caso de las primeras, su actividad no se
modula por la CaM. De tal forma que la regulacién de la actividad de esta enzima
por el complejo Ca?*-CaM es crucial para la regulacion del balance NAD/NADP, y
en consecuencia, de la homeostasis metabodlica en las células vegetales. Esta
diferencia cobra atn mas importancia con el descubrimiento de distintas isoformas
de la CaM en vegetales y las implicaciones de que cada una de estas isoformas

regula de manera especifica la actividad de las diferentes enzimas dependientes de
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la CaM (Lee et al., 1995; Liao et al., 1996; Liu et al., 1998; Lee et al., 1999; Lee et al.,
2000). Asf por ejemplo, en un estudio reciente conducido por Lee y colaboradores
se identificaron cuatro isoformas distintas de CaM en la soya (SCaM-1, SCaM-2,
SCaM-3 y SCaM-4). Estas isoformas presentaron diferentes propiedades
electroforéticas, diferente antigenicidad y mas importante aun diferentes
capacidades para activar las enzimas NAD cinasa y fosfodiesterasa dependientes
de CaM. La isoforma SCaM4 no activé la enzima NAD cinasa pero si la
fosfodiesterasa, en tanto que, la SCaM-1 activé ambas enzimas. Posteriormente, se
pudo demostrar mediante el empleo de una serie de CaMs (SCaMs) quiméricas
generadas por intercambio de los dominios funcionales de SCaM-1 y SCaM-4 que
s6lo aquellas conteniendo el deminio I de la SCaM-1 inducia la activacién de la
enzima NAD cinasa.

A diferencia de otras enzimas dependientes de CaM, la NAD cinasa es
sensible a los cambios postransduccionales de la CaM. Asi, la trimetilacion en el
residuo 115 de la lisina de la CaM reduce en una tercera parte la activacion de la
enzima NAD cinasa de chicharo. Estos resultados apoyan la propuesta de que los
cambios postransduccionales de la CaM constituyen un mecanismo selectivo para
atenuar la actividad de la NAD cinasa (Coob ef al., 1999). Ademas se ha
comprobado que ia activacion de esta enzima es altamente sensible al cambio de la
secuencia de aminodcidos a lo largo de la molécula de la proteina. Una explicacion
de esta sensibilidad de la NAD cinasa puede ser qué la porcién flexible de la
molécula entre el dominio II y III se encuentra extendido al maximo para efectuar
la interaccion con la NAD cinasa. En otro estudio realizado por el grupo de Roberts
se comprobé que la secuencia glutamina, asparagina y prolina en la hélice ubicada
entre los dominios I y II es necesaria para la activacién de esta enzima (Coob et al.,

1999).
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4. METABOLITOS SECUNDARIOS QUE INTERACCIONAN CON LA
PROTEINA CAM.

La ofiobolina A es un sesterterpenoide producido por hongos fitopatégenos
del género Bipolaris (B. oryzae, B. oryzaemaydis y B. sorghicola), mismos que producen
severos dafios en cultivos de maiz, arroz y sorgo. Se piensa que esta fitotoxina y
compuestos relacionados juegan un papel importante en la patogénesis producida
por los hongos productores. Las plantas infectadas por hongos del género Bipolaris
presentan lesiones o manchas de dolor cafés caracteristicas. La aplicacién de las
toxinas puras ocasionan los mismos sintomas. Los hongos fitopatégenos del
género Bipolaris producen dos enfermedades de plantas “the Bengal rice famine”
en la India y la “ the Southern corn leaf blight” en EU.A (Leung et al., 1984; Leung
et al., 1985; Au y Leung, 1998; Au et al., 2000a; 2000Db).

En general, la ofiobolina A y congéneres afectan el crecimiento radicular de
arroz y trigo, reducen la germinacién del arroz e inducen cambios en la
permeabilidad de la membrana del citoplasma, estimulan la liberacion de
B-cianina, de electrolitos y de glucosa de las raices, disminuyen la fijacién de CO;
fotosintético, producen cambios en la respiracién y estimulan la apertura de los
estomas. De manera adicional, la ofiobolina A inhibe la sintesis de proteinas y
acidos nucleicos, inhibe la B-1,3 glucan sintetasa e interacciona con las CaMs de
maiz y de cerebro de bovino. Este dltimo hallazgo condujo a la propuesta de que la
proteina CaM podria constituir uno de los blancos de accién de la fitotoxina (Au et
al., 2000a; 2000D).

La interaccion de la ofiobolina A con la CaM se demostré a través de la
inhibicién de la actividad de la enzima fosfodiesterasa del AMPciclico dependiente
de CaM. La concentracién de ofiobolina A requerida para inhibir la mitad de la
actividad maxima de la enzima fosfodiesterasa en presencia de Ca2*-CaM es de 9
puM. Cabe destacar que el sesterterpeno no modificé la actividad de la
fosfodiesterasa en ausencia de CaM. La interaccion directa de la CaM de cerebro de

bovino con la ofiobolina A se demostré mediante experimentos de fluorescencia
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encontrandose que esta propiedad, intrinseca a la tirosina, en el complejo Ca?*-
CaM se reducia drasticamente en presencia de la ofiobolina A. La disminucién de
la fluorescencia fue dependiente del tiempo; después de 30 minutos continuaba
descendiendo (Leung et al., 1984; Leung ef al., 1985; Au y Leung, 1998; Au et al.,
2000a; 2000b).

En otro grupo de experimentos utilizando una electroforésis
desnaturalizante (SDS-PAGE) se demostr6 que la ofiobolina A retarda la
movilidad electroforética de la CaM en presencia de Ca?*. El efecto fue menos
pronunciado en presencia de EGTA, indicando que la movilidad de la proteina con
el sesterterpeno es dependiente de Ca?. Los resultados de la electroforesis
desnaturalizante indicaron también que la unién in vitro de la ofiobolina A y la
CaM es covalente (Leung ef al., 1984; Leung ef al., 1985).

El anélisis por espectrometria de UV demostré que la ofiobolina A reacciona
con CaM para producir un croméforo que presenta un maximo de absorcién
definido a 272 nm. Este méximo de absorcién se encontr6 también en el anélisis del
producto generado de la reaccion del sesterterpeno con la lisina. Estos resultados
permitieron proponer que la ofiobolina A reacciona con el grupo g-amino de los
residuos de lisina presentes en la CaM. El mecanismo de reaccién propuesto se
ilustra en la Figura 7. Asimismo fue posible demostrar que la CaM tratada con
ofiobolina A no se hidroliza en las regiones proximas a los residuos lisina 75 y 77
(Au et al., 2000a; 2000b). ' ) T

Recientemente, en un estudio de mutagénesis dirigida sobre los residuos de
lisina en la CaM, utilizando el método de escisién o intercambio de los residuos de
lisina por glutamina o arginina, se demostré que los residuos de las posiciones 75,
77 y 148 de la CaM de cerebro de bovino son los sitios de unién para la ofiobolina

A (Auy Leung, 1998; Au ef al., 2000a; 2000b).
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Figura 7. Mecanismo de reaccién propuesto para la interaccién de la ofiobolina A y
el grupo g-amino de los residuos de lisina de la proteina CaM. El producto de la
reaccion es una enamina conjugada, formada por un arreglo tautomérico de la base
de Schiff inicial.

Por ultimo, se determiné el efecto in vive de la ofiobololina A en maiz. Este
ensayo se llevo a cabo mediante el tratamiento de las raices de la planta con
ofiobolina A, observiandose una disminucién en la concentracion de CaM activa en
los extractos obtenidos a partir de las rafces del maiz. Este experimento permitié
establecer que el efecto fitot6xico de la ofiobolina A en las raices y en las semillas
de maiz correlaciona muy bien con la inhibicién de la camodulina en los ensayos
realizados in vitro. En ambos casos los efectos inhibitorios fueron dependiente del

tiempo e irreversibles (Leung et al., 1985).
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Mediante el uso de técnicas de fluorescencia y mediante la verificacion de la
actividad de la enzima fosfodiesterasa dependiente de CaM, también fue posible
demostrar que algunos flavonoides como la quercetina y compuestos arométicos
del tipo fenilpropanoide interaccionan la CaM e inhiben su habilidad para activar
la fosfodiesterasa dependiente de CaM (Nishino et al., 1984; Paliyath y Poovaiah,
1985).
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III. HIPOTESIS.

La hip6tesis del presente trabajo considera que el criterio de seleccién
ecologico, en conjunto con los resultados derivados de las evaluaciones
preliminares de fitotoxicicidad durante el proceso de seleccién del
microorganismo, constituyen indicadores adecuados para la detecciéon de especies
fangicas que proporcionen nuevos agentes fitotoxicos ttiles para el desarrollo de

agentes herbicidas de origen natural biodegradables.
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IV. OBJETIVOS.

1. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el potencial herbicida de una serie de metabolitos secundarios
obtenidos a partir del hongo copréfilo Guanomyces polythrix, mediante la
evaluacién de su efecto sobre la germinacién y el crecimiento radicular de dos
especies vegetales y sobre el efecto regulatorio de 1a CaM en la actividad de la
enzima NAD cinasa dependiente de CaM, para asi contribuir con el desarrollo

de nuevos agentes herbicidas potenciales de origen natural mas eficaces y

biodegradables.

2. OBJETIVOS PARTICULARES.

A fin de cumplir con el objetivo primordial planteado, se formularon los

siguientes objetivos particulares:

1. Determinar el potencial de G. polythrix como una fuente de principios
biodindmicos mediante la realizacién de ensayos biol6gicos de competencia directa

con diferentes especies de hongos fitopatégenos.
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2. Establecer las condiciones Optimas de crecimiento para G. polythrix,
mediante la realizacién de fermentaciones en pequefia escala, verificando el
desarrollo del microorganismo en diferentes medios de cultivo y diferentes

condiciones de incubacion.

3. Obtener los extractos organicos a partir del medio de cultivo y del micelio

de G. polythrix.

4. Evaluar cuantitativamente el posible efecto fitotoxico de los extractos
fingicos de G. polythrix, determinando el efecto de los mismos sobre la
germinaciébn y el crecimiento radicular de las semillas de Amaranthus

hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.

5. Cultivar en mediana escala el hongo y preparar los extractos orgénicos

correspondientes.

6. Verificar la actividad fitotoxica de los extractos organicos resultantes de
las fermentaciones en mediana escala utilizando el mismo bioensayo indicado en el

inciso 4.

7. Aislar los productos naturales responsables de Ia actividad fitotoxica a
partir de los extractos crudos derivados de los cultivos en mediana escala, a través
de un estudio quimico biodirigido utilizando un método bioautografico para

monitorear la actividad fitotdxica de las fracciones.
8. Determinar cuantitativamente el efecto fitotéxico de los metabolitos

aislados de las fracciones activas sobre la germinaci6n y el crecimiento radicular de

Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli.
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9. Evaluar el posible efecto de los compuestos puros sobre la proteina CaM.

10. Evaluar cuantitativamente el efecto de los metabolitos fitotéxicos sobre

la actividad de la enzima NAD cinasa dependiente de CaM.

11. Establecer la estructura molecular de los compuestos bioactivos
mediante la aplicacion de métodos espectroscopicos, espectrométricos,

quirodpticos y de difraccion de rayos X.

12. Fomentar la investigacién multidisciplinaria de los productos naturales

en México.
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V. PARTE EXPERIMENTAL.

1. MATERIAL FUNGICO.

El hongo Guanomyces polythrix Gonzalez, Hanlin y Ulloa fue aislado en 1978
a partir de guano de murciélago, obtenido de la zona III de la Cueva del Diablo en
Tepoztlan, estado de Morelos. La identidad del microorganismo fue establecida los
Drs. Maria del Carmen Gonzélez, Miguel Ulloa del Laboratorio de Micologia,
Departamento de Boténica, Instituto de Biologia UNAM, y por el Dr. Richard T.
Hanlin del Departamento de Patologia de Plantas, Universidad de Georgia, USA.

El microorganismo, fue liofilizado y conservado en nitrégeno liquido
durante 22 afios. Muestras de referencia de este nuevo microrganismo se
mantienen en el Herbario Nacional [MEXU, (voucher 24486)], Instituto de Biologia,
UNAM vy en la coleccién micolégica del Departamento de Patologia de Plantas,

Universidad de Georgia, USA [GAM, (voucher 5803)).

2. ENSAYOS BIOLOGICOS

2.1 Ensayos de competencia directa.

Para realizar el bicensayo de antagonismo directo se utilizaron cajas de Petri
estériles que contenian 20 mL de agar de papa-dextrosa. Cada una de las placas se

inoculé con el hongo y se incubé durante siete dias a 28 °C. La inoculacién se
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realiz6 por picadura y estria utilizando sélo un extremo de la caja. Transcurrido el
tiempo de incubacién, en el extremo restante de la caja de Petri se sembraron cada
uno de los microoganismos competidores. De nueva cuenta, las placas se
incubaron por siete dfas a 28 °C. Los ensayos se realizaron por cuadruplicado y los
resultados obtenidos se expresan de manera cualitativa comparando el crecimiento
de los microorganismos con respecto a los controles de crecimiento que se
desarrollaron paralelamente. Todo el procedimiento experimental se efectué en
condiciones de esterilidad bajo una campana de flujo laminar (Gloer vy
Truckenbrod, 1988; Weber y Gloer, 1988).

Los microorganismos competidores utilizados en este bioensayo fueron
cinco especies de hongos fitopatégenos: Alternaria alternata, Fusarium oxysporum,
Helmintosporium sp. Phoma sp. y Stachybotrys chartarum. Las cepas utilizadas en este
ensayo fueron proporcionadas por el Dr. Miguel Ulloa del Laboratorio de

Micologia, Instituto de Biologia de la UNAM.

2.2 Evaluacion cuantitativa del potencial fitotétoxico de los extractos y
compuestos puros aislados a partir de las fracciones activas.

La determinacion cuantitativa del potencial fitotoxico de los extractos
organicos y de los compuestos puros se realizé mediante la evaluacién del efecto
de los mismos sobre la germinacion y el crecimiento radicular de dos arvenses,
Amaranthus hypochondriacus L. (Amaranthaceae) y Echinochloa crusgalli (Beauv) L.
(Gramineae), utilizando el método en caja de Petri (Anaya et al., 1990; 1995). Las
semillas empleadas para las evaluaciones de fitotoxicidad fueron adquiridas en el
Valley Seed Service de Fresno, California, E.U.A.

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 6 cm de diametro que
contenian un disco de papel filtro (Whatman No. 1). Cada una de las muestras a
eyaluar se disolvi6 en diclorometano o en metanol y se prepararon disoluciones

con una concentraciéon de 1000, 100 y 10 pg/mL para el caso de los extractos. Para
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los compuestos puros se prepararon disoluciones con una concentraci6n de 100, 10
¥ 1 pg/mL. Posteriormente, 3 mL de las disoluciones se vertieron en las cajas de
Petri y se permiti6 la evaporacion completa del disolvente. A continuacién, se
inicié la germinacion de 60 semillas (20 por caja) de cada una de las especies de
prueba, humedeciendo previamente el papel filtro con 3 mL de agua destilada.

Las cajas de Petri se incubaron a 30 °C y la actividad fitot6xica se registro
midiendo la longitud de las radiculas y contando el numero de semillas
germinadas después de 24 hrs para el caso de Amaranthus hypochondriacus y 48 hrs
para las semillas de Echinochloa crusgalli. Paralelamente, se evaluaron controles
positivos y negativos. Como control positivo se emple6 el &4cido 24-
diclorofenoxiacético (2,4-D, SIGMA), y como control negativo CH>Cl> o CHsOH.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. Los resultados obtenidos se
evaluaron mediante la prueba estadistica de ANOVA (P < 0.5). Los valores de Clsp

se determinaron mediante el programa de analisis de probabilidad de Finney.

2.3 Bioautografia directa para el monitoreo de la actividad fitotoxica de las
fracciones.

Para monitorear la actividad fitoinhibidora del extracto total y de las
fracciones primarias se utiliz6 un método bioautografico. Los ensayos
correspondientes se efectuaron empleando placas de vidrio de 20 x 5 cm,
recubiertas de gel de silice (granulos de 0.63-0.2 mm, 230 mesh ASTM, Merck). En
cada placa se aplicaron 5.0 pg de las muestras a evaluar y, posteriormente, se
desarrollaron con un sistema de elucién adecuado empleando los métodos
convencionales para cromatograffa en capa fina. Concluido el proceso de elucion,
se permiti¢ la evaporacion completa del disolvente y las cromatoplacas se
cubrireron con 20 mL de una suspensién de agar bacteriolgico (DIFCO) al 1 %.
Una vez solidificada la suspension se colocaron las semillas de prueba hasta cubrir

completa y homogéneamente la superficie. Las placas se incubaron en una
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atmosfera hiimeda a 28 °C durante 24 hrs (A. hypochondriacus) o 48 hrs (E. crusgalli).
Transcurrido el periodo de incubacién, se observaron las zonas de inhibicién y se
determiné el factor de retencién (Ry) correspondiente a la misma (Inoue et al,, 1992;
Rahalison cf al., 1994; 1991). Este tltimo procedimiento se realizé por comparacién
con una placa conteniendo la muestra de prucbs, cluida en las mismas condiciones
y revelada con un agente cromdgeno apropiado (sulfate cérico). Como control

positivo se emple6 el 24-D, y todas las determinaciones se realizaron por

cuadruplicado.

2.4 Determinacién de la interaccién de los compuestos puros con la proteina
CaM.

Todos los reactivos utilizados en las pruebas bioquimicas se adquirieron en

SIGMA.
2.4.1 Eletroforesis desnaturalizante.

La posible interaccién entre los compuestos puros y la proteina CaM
(espinaca y cerebro de bovino) se determiné de manera preliminar mediante una
electroforesis desnarurahzante En primer. lugar se prepararon mezclas
conteniendo 10 pg del compuesto de prueba (10 uL de una disolucién de 1 ng/ mL
en DMSQ), 2 pg de CaM de espinaca o de cerebro de bovino y 3 puL de una
disolucién de CaClz 0 de EGTA 1 mM. La mezcla anterior se llevé a un volumen
final de 30 L con agua desionizada. Posteriormente, la mezcla se incub6é durante
90 minutos a 30 °C. Al término de la incubacién las muestras fueron sometidas a
ebullicién durante 5 minutos con la finalidad de facilitar la interaccién de los
compuestos con la proteina CaM de prueba. A continuacién, las mezclas se
enfriaron a temperatura ambiente y, finalmente, se les adicionaron 10 yL de buffer

de carga (Liao, ef al., 1996). Seguidamente, se llev6 a cabo una electroforesis vertical
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descendente en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE al 12%) para determinar
si la CaM tratada experimentaba algan cambio en movilidad electroforética. La
composicién de los geles y de las disoluciones utilizadas se indican en Cuadro 6. Es
importante mencionar que en todos los casos se utilizé quercetina como control

positivo (Nishino ef al., 1984). Cada determinacion se realizé por triplicado.

2.4.2 Cromatografia de afinidad.

La interaccion {covalente s no covalente) de los compuestos fitotoxicos con
la proteina CaM se determiné también mediante una cromatografia de afinidad
sobre CaM de cerebro de bovino unida a agarosa (Bonza, et al., 1998) seguida por el
andlisis espectrofotométrico de los eluatos de acuerdo a una modificacion del
procedimiento descrito por Sebille y Thuaud (1980).

En primer lugar, se registraron de forma independiente los espectros de
absorcién en el UV-visible de los compuestos de prueba realizando un barrido de
absorcidn en el intervalo comprendido entre 200 a 800 nm. Esta actividad permitié¢
obtener la longitud de onda de méxima absorcidn (hmax) de cada uno de los
compuestos activos. Las muestras utilizadas para este andlisis se prepararon
disolviendo 1 mg del compuesto en 1 mL de diclorometano o en 1 mL de metanol
A partir de esta disolucién, se prepararon las diluciones necesarias para obtener
absorciones méximas con una densidad 6ptica comprendida entre 0.7 y 1.0 nm,
utilizando un espectrofotémetro Cintra modelo 5.

En segundo lugar, se construyeron las curvas estdndar utilizando cinco
concentraciones de cada metabolito fitotoxico. Para ello 1 mg de cada una de las
muestras a evaluar se disolvié en 1T mL del disolvente apropiado {CH2Cl: o
CH30H) y se prepararon diluciones con una concentracién comprendida ente el

intervalo de 2.0 x 10> a 1.2 x 104 M (Cuadro 7).
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Cuadro 6. Composicion de los geles de acrilamida y de las disoluciones utilizadas

para llevar a cabo la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE al 12%)

GELES Y/O REACTIVOS CANTIDAD
DISOLUCIONES UTILIZADA
Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 1mL
Gel sellador TEMED 100 % 2pul
APS10 % 10pL
Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 3.7ml
Gel separador TRIS3M pH 8.8 117 mL
Agua 92 pL
TEMED 100 % 4.26 mL
APS10 % 10 uL
Acrilamida-Bis-acrilamida 30:08 625 uL.
TRIS-HC1 1M pH 6.8 625 ulL
Gel apilador SDS 10% 50 uL
Agua 3.67 uL
TEMED 100 % 35 uL
APS10 %
Trizma 60¢g
Disolucién de corrida Glicina 285¢g
SDS 20¢g
Agua 20L
pH 83
TRIS-HCI 1M pH 6.8 0.6 mL
Buffer de carga Glicerol 50% 5.0 mL
SDS 10% 20 mL
2-mercaptoetanol 0.5 ml
Azul de bromofenol 1% 10.0 mL
Agua 0.9 mL
Disolucién de tincién Metanol 20% 100.0 mL
Acido acético 0.5 % 25.0 mL
Azul de Coomassie R250 02g
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Cuadro 7. Resultados obtenidos en la realizacién de las curvas estandar de cada
uno de los metabolitos fitotoxicos, aislados a partir de G. polythrix.

METABOLITO CONCENTRACION | DENSIDAD GRAFICA
FITOTOXICO (M) OPTICA
12 "
e
6.6 x 10 02721400024 | £ e
1.3 x 105 0.4698 + 0.0036 3 o8 "
2.0x 105 0.6990 £ 0.0075 § 03 s ¥ = 0.0982x + 0.0450
(101) 2.6 % 105 0.8977 + 0.0049 0 . _Ri-owss
3.3 % 105 1.1431 £ 0.0031 0.00001 £.00O0Z 000003 0.00004
A'de 281 0 Concentracida M
16 4
ocHyOH © 6.0 x 104 0.2973+£0.0027 | £ 7] K
2t 1.2 % 10° 05494 £ 0.0081 | < os .
- e 1.8 x 105 0.8232+0.0024 | R
" ooy P 2.4 x 105 1083300065 | 5 °] e yropseom:
(102) 3.0 x 105 1.3396 + 0.0071 o o o oenr 000 ooso0s aamoos
Councentracion M
l.\[dx 280.5
111
m
CHOH O 6.9 x 10 0.1413+0.0036 | § o s
Y 1.4 x 105 0.2475 £ 0.0084 3 0 P
CHO o e, 21 % 105 0402200054 | £ o, F e
(103) 27 x10° 0.5118 + 0.0035 R? =0.95997
o4 . . —
35x105 0.6684 + 0.0023 0 00000t 0000J2 000003 0.00004
l,\[dx 2805 Concentracibn M
08 *
g 9 6.3 x 10% 0.1638£0.0025 | £ °° e
N 12 x 105 0.2993+0.0051 | 3 os ’
k' *
s o "‘c?Ha 1.9 x 105 0.4636 + 0.0075 E ooz = 24069x + 00088
OCH, 25 x 105 0.6068 + 0.0063 R = 09997
(104) 3.2x 107 0.7612 + 0.0021 ’ 000001 0.00002 D003 000004
Concentracida M
K.\[ax 280.5
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Cuadro 7. Resultados obtenidos en la realizacién de las curvas estandar de cada
uno de los metabolitos fitotoxicos, aislados a partir de G. polythrix (continuacion).

METABOLITO | CONCENTRACION | DENSIDAD GRAFICA
FITOTOXICO (M) OPTICA
1.2 4 N
rd
goragn 0 6.6 x 10 02621400022 | 3 °° A
i 1.3x 105 0.4489+0.0031 | ¢ oe/ s
CHiO o 2.0x10% 0.6695 + 0.0065 ; Wl
105 2.6 x 10 0.8669 + 0.0071 1o yoc2shu D0zaT
(105) 5 1.1081 + 0.0080 o - —
33x10° . : 0 000001 000002 000003 0.00004
A'M‘“ 2810 Concentracin M
1.8
-
OCH; OH  © 6.0 x 104 02754300021 | £ " o
£ 1.2x 10° 05199+0.0011 | 5 o .
CHs 1.8 x 105 0.8048 + 0.0025 | .
CHaO O & 04 - %+
bog 24 %10 1.0697 £ 0.0045 N
(106) 3.0x103 1.3598 + 0.0058 O 000001 00O0C2 000G 0004
Concentracién M
Antax 280.5
a8 -
ocKOH 2 7.0x 10 01741400052 | £ . ~
B 1.4 x10% 0.3225 + 0.0085 R d
CHy0” o ey | 21x 10> 7 0.4681 £+ 0.0042 E o2 o ¥ = 0.0611x + 0.0323
(107) 28x 105 1060891 0.0046" Tl Fheew -
35 10 0.7523 + 0.0074 O 000001 00002 00003 0.00004
;\-f\[ax 2760 Coaceatracién M
1.2
*
OCH O 0 6.6 x 10 0.1966+0.0047 | £ ™ o~
< 13x10% 0.4024£ 00061 | 3 °° P
CHyO 07 “CH; 2.0x105 0.6012 £ 0.0085 § 0.3 A y = 0-1003x + 0.0327
(108) 26x 105 0.7815 + 0.0073 L R = 09997
33x10° 0.9940 + 0.0058 0 000001 0002 0.00003 000004
A-Mm( 2765 Concentracion M
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Cuadro 7. Resultados obtenidos en la realizacién de las curvas estandar de cada
uno de los metabolitos fitotéxicos, aislados a partir de G. polythrix (continuacion).

METABOLITO | CONCENTRACION | DENSIDAD GRAFICA
FITOTOXICO (M) OPTICA
1.25
»
et 1.8 x 105 02385+ 0.0014 | § | o
T1 7T 3.5x 105 04374 £ 0.0025 | 3 -
5.3 x 105 0.6468 + 0.0051 " 7
o chy 7.0 x 105 0.8409 + 0.0011 081 ¢ yromsm.oon
(109) 8.8 x 10 1.0792.£.0.0031 ’ 0000025 000005 ©.000075 0001
A.M" 280.5 Comcentracica M
1
-
o8 -
M 3.7 x 10 0.2018 + 0.0024 3 .
7.4 x 105 0.3648 + 0.0041 3 . A
HO CHy 1.1 x 10+ 0.5190 +0.0087 | o
o 1.5 x 104 0.6946 + 0.0089 i I sehi
(110) 1.9 %104 0.8544 + 0.0032 ° 500008 00001 OoeaTe onaa
}\.de 2640 Concentracidn M
1
GOOCH; 1.3 x 105 0.1723 £ 0.0074 08 .
2.6 x 10 03326+ 0.0047 | % e
3.9 x 10 0.5055+0.0033 | z . .
OH 5.2 x 105 0.6623 + 0.0021 £ o o oasses 00083
(111) 6.5 x 105 0.8180 + 0.0014 I R7= 09693
0 Y Y v —
0.00002 0.00004 G.00006 0.00008
A.Max 250.0 Concentracidn M
0.9 4
GOOH 1.4 % 105 0.1562 + 0.0054 P
2.8 x 105 0.3376 £ 0.0091 | £ oe- .
43 x 105 0.4882£0.0075 | < .
OH 5.8 x 10 0.6536 + 0.0035 | % o3 .
(112) 72 x 105 0.8049 + 0.0028 | 4 o yromm.Dox
[+] Y v T —
kMax 2540 c0000Z 000004 000006 000006
Concentracién M
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Cuadro 7. Resultados obtenidos en la realizacion de las curvas estandar de cada
uno de los metabolitos fitotoxicos, aislados a partir de G. polythrix (continuacion).

METABOLITO | CONCENTRACION | DENSIDAD GRAFICA
FITOTOXICO M) OPTICA
08
e o 5.1x 105 01371 £ 0.0028 .
.. s 08 -
g L, 1.0 x 10+ 0.2682 + 0.0051 i .
o 1.5 % 104 0.3982 1 0.0065 3 =
2.0x 10+ 0.5387 + 0.0021 Bol " omreoms
(113) 25x 10+ 0.6848 + 0.0041 . ' woows
0.0001 ¢.0002 0.0003
?\-Max 2805 Conccntracidn M
07
8.0x 10% 0.1396 £0.0044 | g o e
1.6 x 10 0.2690 £ 0.0090 | & o« -
2.4 %103 03829+ 0.0047 | 1 o =
3.2x105 0494800052 | % o] w7 IOl
(114) 4.0x 105 0.6086 + 0.0061 0 |
A'de 3330 Conentracibn M
o8
[ ]
6.6 x 10% 0.1409+0.0054 | £ " A
1.3 x 103 0.2929+ 0.0021 g o4 ¢
20x 105 - 0.4454+ 0.0077 g o3 /" comeeon
26x 105 0.5767 + 0.0089 . T e
0 v r v ]
33x105 0.7168 £ 0.0072 0.00001 000002 00003 D DOOCA
Quercetina (115) Coaocentracifa M
(Control Positivo)
A-Max 2555
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Posteriormente, se determiné la densidad 6ptica de cada uno de los
estandares preparados a partir de los compuestos puros, midiendo su absorbancia
a la longitud de onda méxima (Amax). En cada caso, se realizaron seis réplicas
independientes y los resultados obtenidos se analizaron mediante un anélisis de
regresion lineal simple. En cada analisis se obtuvieron los siguientes pardmetros
estadisticos: ordenada al origen (b), pendiente de la recta (m), coeficiente de
correlacion (r) y coeficiente de determinacién (r2). En el cuadro 7 se resumen las
condiciones experimentales establecidas, asi como las curvas estandar obtenidas
para cada uno de los metabolitos fitot6xicos estudiados.

Una vez construidas las curvas estandar para cada metabolito se realizo el
proceso cromatogréfico sobre la columna de agarosa-CaM. Para ello se adicionaron
10 pg del compuesto de prueba (a partir de una disolucién en DMSO con una
concentracion final de 5 ug/ml) sobre 200 pL CaM de cerebro de bovino unida a
agarosa, previamente equilibrada con disolucién amortiguadora 1 (TRIS-HCI 20
mM, CaCl> 1 mM, DMSO al 2 % a pH 7.0). La mezcla anterior se incubé durante
90 minutos a 30 °C. Al término de la incubacién se realizé una cromatografia en
columna abierta para cada una de las muestras de prueba. En todos los casos el
proceso de elucién se efectud utilizando cinco disoluciones diferentes, las cuales
inducen cambios drasticos en las condiciones experimentales, permitiendo asi
determinar claramente si la interaccion entre los metabolitos fitotéxicos y la
proteina reguladora CaM es reversible o irreversible. Las disoluciones utilizadas
incluyeron: disolucién amortiguadora 1 de cloruro de calcio (TRIS-HCl 20 mM,
CaClz 1mM, DMSQ al 2 % a pH 7.0), disolucién amortiguadora II libre de calcio
(TRIS-HC1 20 mM, EGTA 1 mM, DMSO al2 % a pH 7.0), disolucion amortiguadora
Il de calcio a pH basico (TRIS-HCI 20 mM, CaCl; 1 mM, DMSQ al 2 % a pH 8.0),
disolucion NaCl 1M en DMSO al 2 %) y disolucién de urea (6 M en DMSO al 2 %).
En todos los casos el proceso de elucion se efectué utilizando cinco voltimenes de
200 pL. Cada una de las fracciones obtenidas se concentr6 al vacio y se analiz6

espectrofotométricamente, registrando su densidad optica a la longitud de onda de
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maxima absorcién determinada previamente para cada uno de los compuestos
activos.

Finalmente, el andlisis espectrofotométrico de cada una de las alicuotas
obtenidas con los diferentes sistemas de elucién permiti6é obtener la concentracién
de metabolito fitotéxico retenido en la columna de afinidad.

Se utiliz6 quercetina como control positivo y 3,4-dihidroxi-5-5'-
dimetoxibibenzilo (Estrada et, al., 1999) como control negativo. Este ultimo
metabolito no se retiene en la columna de afinidad después de eluir con el buffer

de calcio a pH 7.0. En todos los casos se efectuaron tres repeticiones.

2.5. Determinacién del efecto de los metabolitos fitotoxicos sobre la
actividad de la enzima NAD cinasa dependiente de CaM.

2.5.1 Obtencion de la enzima.

La enzima NAD cinasa fue parcialmente purificada por la Dra. Alicia
Gamboa de Buen (Instituto de Ecologia) a partir plantulas de chicharo germinadas
durante catorce dia segin el método de Harmon (Harmon et ai., 1984). La
metodologia empleada se describe a continuacién:

En un mortero se homogeneizaron 50 g de tejido vegetal, empleando
nitrégeno liquido -para facilitar-la operacién- de: molienda. Al homogenato se
adiciono6 buffer de extraccion (Tris-HCI 50 mM, KCI 100 mM, MgCl>3 mM, EGTA 1
mM, PMS 1 mM, benzamida 1 mM, benzamidina-HC] 1mM, 4cido amino caproico
5> mM, DTT 1T mM y leupeptina 2 nM a pH 7.5) hasta obtener una concentracién
final de 2 mL de buffer por gramo de tejido, mezclando suavemente durante cada
adicion. Todo el proceso de aislamiento se realizé a 4 °C.

A continuacion, el homogenato se filtr6 a través de cuatro capas de gasa y se
centrifug6 a 13700g durante 30 minutos. El sobrenadante se mezclé con 10 mL de
sulfato de protamina al 0.7 % y se agit6 durante 15 minutos. El precipitado

obtenido se recolect6 por centrifugacion a 2700g durate 15 minutos y se
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resuspendio en 15 ml de acetato de sodio 0.2 M, 1 mg/mL de pepstatina a pH 6.0.
Posteriormente, se centrifugd a 3000g durante 15 minutos. El sobrenadante se
recuperd y nuevamente el precipitado se resuspendi6 en 15 mL de acetato de sodio
0.2 My se centrifugé (3000g) durante 15 minutos.

Los sobrenadantes (30 ml) se combinaron y luego se afiadi¢ sulfato de
amonio hasta lograr una concentracion del 55 %. El precipitado obtenido se
centrifugé a 2700g durante 45 minutos. A continuacién, el precipitado se
resuspendi6 en 20 mL del buffer de extraccion a pH 7.0 y la suspension se mezcl6
con un volumen igual de DEAE sefacel, equilibrado previamente con el buffer de
extraccion a pH 7.0. La mezcia resultante se agit6 lentamente durante 30 minutos.
Transcurrido el periodo de agitacion, la suspension de DEAE sefacel se coloc6 en
una columna de separacién (cromatografia en columna abierta) y se recolecté el
liquido remanente; este ultimo contiene la enzima NAD cinasa. La proteina se
obtuvo afiadiendo sulfato de amonio hasta obtener una concentracion del 55 %. El
precipitado obtenido se centrifugé a 2700g durante 45 minutos. Las proteinas
precipitadas se resuspendieron en 1 mL de buffer de extraccién (pH 7.5) y se
llevaron a una concentraciéon de 5% en glicerol. Finalmente, se prepararon
alicuotas de 20 pL y se congelaron en nitroégeno liquido. La actividad de la enzima

permanece estable por un periodo de tres meses.

2.5.2 Determinacion del contenido total de proteinas en los extractos crudos
de enzima NAD cinasa.

La concentracion total de proteinas en los diferentes extractos crudos con
actividad de NAD cinasa se obtuvo de acuerdo con el método de Bradford
(Bradford, 1976).

La curva estdandar de proteinas se construyé utilizando como patrén de
referencia albamina sérica bovina en un intervalo de concentraciones 2.0 x 103 a

1.4 x 102 pg/mL y azul de Coomassie como agente colorimétrico. La concentracién
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de proteinas en los extractos crudos se obtuvo utilizando en todos los casos una

alicuota de 10 puL.

El cuadro 8 se resumen las condiciones experimentales utilizadas y la curva

estandar obtenida. En el Cuadro 9 se indica el contenido de proteinas de los

diferentes extractos crudos con actividad de NAD cinasa.

Cuadro 8. Resultados obtenidos para la curva estdndar (albimina sérica bovina)

realizada para determinar el contenido de proteinas en el extracto crudo de enzima
NAD cinasa aislada a partir de plantulas de chicharo. -

ALBUMINA
SERICA BOVINA DENSIDAD CURVA ESTANDAR
(ng/uL) OPTICA*
2.0 x 103 0.1687+ 0.0025 121
1 .
4.0 x 103 0.2972+ 0.0075 : osl e
:g_,- 056 ’
6.0 x 107 0.4392+0.0078 Il e *
2 i - v 6B 945x + 00258
8.0 x 103 0.5768  0.0063 °‘§ l  weowm
07171 0 0027 0 00025 0005 00075 001 00125 0015
1.0 x 102 ) +0.
Albimina sérica bovina (pg/pul;
1.2 x 102 (0.8437 + 0.0037
1.4 x 102 0.9987 + 0.0027

* Representa el promedio de seis repeticiones.

Cuadro 9. Determinacién del contenido de proteinas de los diferentes extractos
proteinicos con actividad de NAD cinasa aislados a partir de plantulas de chicharo.

MUSTRA PROBLEMA DENSIDAD CONCENTRACION DE
OPTICA* PROTEINAS (ug/uL)
Extracto crudo 1 0.8814 £+ 0.0055 0.0124
Extracto crudo 2 0.9187 + 0.0021 0.0130
Extracto crudo 3 0.9025 + 0.0033 0.0121
Extracto crudo 4 0.9240 £ 0.0058 0.0127

*Representa el promedio de seis repeticiones.
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2.5.3 Determinacion de la actividad de la enzima NAD cinasa en presencia
de diferentes concentraciones de CaM.

La actividad de la enzima NAD cinasa se determiné utilizando el método
experimental descrito por Harmon y colaboradores (Harmon et al., 1984). Este
procedimiento permite medir la actividad de la enzima mediante la utilizacion de
un ensayo acoplado que cuantifica la cantidad de NADPH generado a partir de
NADP por catélisis de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y en presencia de glucosa
6-fosfato. La cantidad final de NADPH cuantificado se correlaciona directamente
con la cantidad de NADP generado y éste a su vez con la actividad de la enzima
NAD cinasa.

A cada una de las muestras a evaluar se adicioné una concentracion
diferente de CaM de espinaca o de cerebro de bovino [0.5 a 3.0 pg] y cantidades
apropiadas de la enzima NAD cinasa (0.010-.015 pg de proteinas). La mezcla
anterior se llevé a un volumen final de 500 pL. con el buffer de reaccién I (Tricina 50
mM, MgCl25 mM, CaCla1 mM, NAD 2 mM, ATP 3 mM, a pH 8.0). Es importante
mencionar que las concentraciones de NAD y de ATP utilizada en el buffer de
reaccion I son saturantes. Posteriormente, todas las muestras se incubaron durante
20 minutos a 25 °C. Al término de la incubacién las muestras fueron sometidas a
ebullicién durante 2 minutos. A continuacién se cuantificé la cantidad de NADP
producido durante la incubacion utilizando un método espectrofotocolorimétrico.
La metodologia experimental se describe a continuacion: Una vez que la mezcla de
reaccion alcanzé la temperatura ambiente, se adicionaron 500 pL de buffer de
reaccion Il (Tricina 50 mM, MgCl, 5 mM, EGTA 1 mM, Glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa 0.8 mM, benzamida 1 mM, metasuifato de fenazina 0.02 mg/mlL,
2 6-dicloroindolfenol 0.03 mg/mL a pH 80) y 2 pL de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (0.06 unidades). La concentracion de NADPH presente en el medio
de reaccion se cuantificé espectrofotométricarmnente mediante la determinacion de
la variacion de la densidad 6ptica a 600 nm. El andlisis mediante regresion lineal

simple de cada una de las curvas permite obtener las constantes de rapidez para
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cada una de las muestras evaluadas utilizadas. La interpolacién de estas constantes
en una curva patréon (de NADPH) permite determinar cuantitativamente la
concentracién de NADP producido y por ende la actividad de la enzima NAD
cinasa en cada tratamiento. Cada determinacién se realizé por triplicado.

La actividad de la enzima NAD cinasa en ausencia de CaM se determiné
empleado el método experimental indicado anteriormente, utilizando la misma
cantidad de extracto crudo que para la evaluacién de la actividad de la enzima
NAD cinasa en presencia de diferentes concentraciones de CaM (0.010-.015 pg de

proteinas).

2.5.4 Obtencion de la curva estdndar de NADP.

La curva estindar de NADP se construyé utilizando un método
espectrofotométrico registrando la variacién en la densidad éptica a 600 nm en
funcién del tiempo. Se emplearon cinco concentraciones de NADP [2.5 x 103,
5.0 x 103, 7.5 x 103, 1.0 x 102y 1.25 x 10-?] y seis replicas por concentracién. A cada
muestra se le adicionaron 1000 pL de buffer de reaccién II (Tricina 50 mM, MgClz
5 mM, EGTA 1 mM, Glucosa-6-fosfato 0.8 mM, benzamida 1 mM, fenazina 0.02
mg/mL, 2,6-dicloroindolfenol 0.03 mg/mL a pH 8.0) y 2 pL de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (0.06 unidades). La concentracién de NADPH presente en el medio
de reaccion se cuantifico mediante la determinacion en la variacion de la densidad
Optica a 600 nm. En la Figura 8 se representan cada una de las graficas obtenidas
para la construccién de la curva estandar de NADPH. De nueva cuenta, el anélisis
de regresion lineal simple de las curvas registradas permiti6 obtener las constantes
de rapidez para cada una de las concentraciones utilizadas. Es importante
mencionar que las concentraciones de NADP por arriba de 0.0125 mM no son
representativas debido a que en estos casos se ha alcanzado la saturacién del

sistema. Finalmente, la curva estindar de NADP se obtuvo mediante la realizacién
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de una grafica de rapidez de reaccion vs las diferentes concentraciones de NADP

evaluadas (Figura 9).

2.5.5 Determinacion del efecto de los compuestos fitotéxicos sobre la
enzima NAD cinasa dependiente de CaM.

El ensayo consiste en incubar diferentes concentraciones de los compuestos
de prueba [2.0 x 10, 3.0 x 105, 6.0 x 105, 9.0 x 105 y 1.2 x 104] (5 mg/mL en
DMSO0) con CaCl;, CaM en concentraciones saturantes (de espinaca y de cerebro
de bovino) y con la mezcla de reaccién para determinar la actividad de la enzima
NAD cinasa, de acuerdo con el procedimiento experimental descrito en el inciso
2.5.3 y realizando cada determinaci6n por triplicado.

Con base en la informacién obtenida a partir de la Figura 9, es posible
expresar cuantitativamente (mM de NADP/min) cada uno de los resultados
obtenidos en las determinaciones realizadas sobre la actividad del complejo
- enzimatico NAD cinasa-CaM en presencia de los diferentes compuestos fitotéxicos.

Los resultados obtenidos se evaluaron mediante la prueba estadistica de

ANOVA (P < 0.5).

2.5.6 Determinacion del efecto de los compuestos fitotéxicos sobre la
enzima NAD cinasa en ausencia de CaM.

La determinacién del efecto de los metabolitos fitotéxicos sobre la actividad
de la enzima NAD cinasa dependiente de CaM se verificé utilizando el método
experimental indicado en el punto anterior (inciso 2.5.5), en ausencia de la proteina

CaM.
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Figura 8. Curva estandar de NADP. Cada punto representan la media de tres
réplicas independientes.
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Figura 9. Velocidad de reaccion en mM de NADP min'! para diferentes
concentraciones de NADP.
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2.5.7 Determinacion del efecto de los compuestos fitotéxicos sobre la
actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

El efecto de compuestos fitot6xicos sobre la actividad de la enzima glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa se evalué utilizando una concentracién de NADP de
5.0 x 102 M y diferentes concentraciones de los metabolitos de prueba [2.0 x 107,
3.0 x 105, 6.0 x 105, 9.0 x 105 y 1.2 x 104] (5 mg/mL en DMSO), utilizando la

metodologia experimental descrita en el inciso 2.5.3.

3. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS PARA EL
CRECIMIENTO DEL HONGO COPROFILO GUANOMYCES POLYTIIRIX,

Las condiciones optimas del cultivo de G. polythrix se establecieron
realizando fermentaciones en pequefia escala (1 L) y verificando el desarrollo del
microorganismo en diferentes medios de cultivo y diferentes periodos de
incubacién. Posteriormente, se prepararon los extractos a partir de los cultivos

obtenidos y se evalud el potencial fitotdxico de los mismos.

En primer lugar, G. polythrix se cultivo en condiciones estaticas, utilizando
cinco medios de cultivo diferentes: papa-dextrosa, Saboraud, malta y dextrosa,
Czapek Dox y ocho verduras (Cuadro 10). En todos los casos se emplearon dos
periodos de incubacion (quince y treinta dias) y una temperatura de incubacién de
28 °C.

Para realizar las fermentaciones se utilizaron matraces Fernbach de 2800 mL
conteniendo un litro de medio de cultivo. El in6culo consistié en un cuadro de agar
de 1 cm? de un cultivo del microorganismo en medio sélido, previamente incubado
por un periodo de quince dias ‘en agar de papa-dextrosa. Al término del
crecimiento, se procedié a la preparacion de los extractos microbianos (Gamble et

al., 1995).
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El producto de la fermentacién de cada medio de cultivo se filtré a través de
cuatro capas de gasa, separando el medio de cultivo del micelio. El micelio
humedo obtenido durante la incubacién (quince y treinta dias) se sometié a un
proceso de maceracion con diclorometano, realizandose tres extracciones con un
volumen de un 1.5 L del disolvente, dejando entre cada extraccién un periodo de
tres dias. Al término de la maceracion, los extractos resultantes se filtraron, se

secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron al vacio.

Cuadro 10. Medios de cultivo empleados para el desarrollo de G. polythrix.

MEDIO DE CULTIVO COMPOSICION

Infusién de papa 200.0 g

Dextrosa 20.0 g
Agua destilada 1000 mL

Papa y dextrosa

Peptona de caseina5.0 g
Peptona de carne 5.0 g
Dextrosa 20.0 g

Agua destilada 1000 mL
pH=57

Sabouraud

Extracto de malta 40.0 g
Malta Extracto de levadura 5.0 g
Agua destilada 1000 mL

Jugo de verduras V-8 180 mL
Carbonato de calcio 2.0 g
Agua destilada 1000 mL
pH=55

Ocho verduras

Nitrato de sodio 2.0 g

Cloruro de potasio 0.5 g
Glicerofosfato de magnesio 0.5 g
Sulfato ferroso 0.01 g

Sulfato de potasio 0.35 g
Sacarosa 30.0 g

Agua destilada 1000 mL
pH=68

Czapek Dox
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Por otro lado, los extractos del medio de cultivo se obtuvieron mediante
Sucesivas particiones empleando también diclorometano como disolvente. La fase
organica resultante se secé sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio.

Cada uno de los extractos obtenidos a partir del micelio (10 extractos) y del
medio de cultivo generado en las distintas fermentaciones (10 extractos) se analizo
por cromatografia en capa delgada, observandose que cada par de extractos
(medio de fermentacion y micelio) eran cromatograficamente similares, por lo que
se decidié combinarlos (mismo medio de cultivo y periodo de incubacion)
obteniéndose asi dos extractos por medio de cultivo y uno por cada periodo de
incubacion (15 y 30 dfas). Cada uno de los extractos resultantes se ensay6 para la
determinar su potencial fitotoxico utilizando el método de la caja de Petri descrito
en el inciso 2.2.

Considerando que en condiciones estaticas el mejor rendimiento se obtuvo
con el medio de cultivo de papa y dextrosa, se procedié a realizar otra
fermentacién en este medio bajo condiciones de agitacién (200 rpm) y dos periodos
de incubacién (quince y treinta dias). Transcurrido el periodo de incubacién se
procedi6 a preparar los extractos organicos del medio de cultivo y del micelio, asi
como a verificar la actividad fitotoxica de los extractos obtenidos. Ambos procesos
se realizaron de acuerdo con los procedimientos experimentales indicados

anteriormente.

4. OBTENCION DE LOS CULTIVOS EN MEDIANA ESCALA.
4.1. Cultivo con agitacion.

Para la obtencién del cultivo en mediana escala (30 1) con agitacién se
utiliz6 la metodologia indicada en el punto 3, y las condiciones 6ptimas de

crecimiento establecidas previamente.
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La fermentacién se realiz6 en la planta piloto del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Para ello se utilizaron tres fermentadores
de 15 L de capacidad. A cada uno de los fermentadores se le adicionaron 10 L de
medio de cultivo de papa y dextrosa y como inéculo el contenido de una caja de
Petri con el microorganismo previamente incubado por un periodo de quince dias
en agar de papa y dextrosa. Cada uno de los fermentadores se incub6 durante
quince dias a 28 °C con una agitacion de 200 rpm mediante propelas y un flujo de
airede 8 a 10 L/ min.

El desarrollo del cultivo en mediana escala con agitacion y el efecto
fitotoxico del medio se monitorearon durante todo el periodo de incubacién. El
monitoreé se llevé a cabo los dias 6, 9 y 12 de la fermentacién. Para ello se tomaron
alicuotas de 100 mL del cultivo de cada uno de los fermentadores y se prepararon
los extractos orgénicos correspondientes. Cabe mencionar que en esta ocasién el
medio de cultivo y el micelio se extrajeron de manera conjunta debido a que la
muestra a procesar era muy pequeila. La verificacion del potencial fitotoxico de los
extractos organicos obtenidos a partir del monitoreo del cultivo en mediana escala
con agitacion se realiz6 de la forma indicada en el inciso 2.2

Una vez concluido el proceso de fermentacién, el micelio se separ¢ del
medio de cultivo mediante centrifugacién. Posteriormente, se procedié a preparar
los extractos totales del cultivo utilizando CHxCl2 como disolvente de extraccion.
Por ﬁlti;no, se verific6 la actividad fitotéxica de los extractos organicc;s resultantes.
Ambos procesos se realizaron de acuerdo a los procedimientos descritos en el

punto 3.

4.2. Cultivo estatico.

La fermentacién en mediana escala (10 L} en condiciones estaticas se realizé

en diez matraces Fernbach de 2800 mL. A cada uno de ellos se adiciond un litro de
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medio de cultivo de papa-dextrosa y, una vez inoculados con un cuadro de agar de
1 em? de un cultivo sélido del microorganismo, se incubaron estaticamente por un
periodo de treinta dias a 28 °C. Al término de la incubacién se obtuvieron los
extractos organicos y se verific6 su potencial fitotoxico siguiendo los

procedimientos experimentales descritos en los incisos 2.2 y 3.

5. ESTUDIO QUIMICO.
5.1 Procedimientos generales de andlisis.
5.1.1 Métodos cromatogrdficos.

Los extractos organicos obtenidos de las distintas fermentaciones de G.
polythrix se fraccionaron mediante cromatografia de adsorcién en columna abierta,
empleando como adsorbente gel de silice (Silica gel G-60 Merck, granulos de 0.2-
0.5 mm, malla 70-230). Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron
siguiendo las técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio recubiertas de
gel de silice (Silica Gel 60 GF254 Merck de 0.25 mm de espesor), varios sistemas de
eluyentes (Hex-CHzClz, CH2Clz, y CH2CI-CH30OH en diversas proporciones) y
como agente cromogénico se empleé una disolucién de sulfato cérico (12.0 g
sulfato cérico, 22.2 mL 4cido sulfirico concentrado y 350.0 g hielo); para obtener el
desarrollo del color fue necesario calentar cada cromatoplaca por dos minutos
aproximadamente a 110 °C (Ghisalberti, 1993; Stahl, 1969). La cromatografia
preparativa en capa delgada se realiz6 empleando placas de vidrio cubiertas con
gel de silice 60 GF2ss Merck de 20 x 20 cm y de 0.25 mm de espesor aplicando en

cada cromatoplaca aproximadamente 10 mg de muestra.
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5.1.2. Caracterizacién de los metabolitos activos.

5.1.2.1 Determinacién de las constantes fisicas, espectroscépicas y
espectrométricas.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se rpm
describen sin corregir. La rotacién 6ptica se registr6 en un polarimetro digital
JASCO DIP 360. Los espectros de dicroismo circular (DC) se determinaron en un
espectropolarimetro JASCO 720 a 25 °C en metanol. Los espectros de resonancia
magnética nuclear proténica (RNM H) y de carbono-13 (RMN 13C) se generaron
en un aparato Varian UNITY PLUS 500, el cual se oper6 a una frecuencia de 500
MHZ y de 125 MHZ, respectivamente. Los espectros de resonancia magnética
nuclear de los nuevos productos naturales se obtuvieron en un aparato Brucker
DM X500. Todos los espectros se registraron en CDCls y los desplazamientos
quimicos (8) se asignaron en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS) empleado
como referencia interna. Los espectros en el infrarrojo (IR) se registraron en un
espectrofotémetro de rejilla Perkin-Elmer, modelo 599B, en pastilla de KBr y en
pelicula. Los espectros en el ultravioleta (UV) se registraron en un
espectrofotometro Perkin-Elmer, modelo 202. Los espectros de masas se
registraron en un aparato JEOL JMS-AX505 HA mediante introduccién directa a 70
eV. El analisis de difracci6n de rayos X se efectué en el Instntuto de Quimica, en un

dlfractémetro Nicolet R3m

5.2. Fraccionamiento biodirigido.
5.2.1 Extracto del cultivo con agitacién.

El extracto activo combinado del medio de cuitivo y del micelio (7.6 g de un

s6lido de color café verdoso) se fraccion6 mediante una cromatografia en columna
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abierta, utilizando 200 g de gel de silice, obteniéndose un total de 465 fracciones de
50 mL cada una. Aquellas fracciones que presentaron caracteristicas
cromatograficas similares se combinaron para generar 12 fracciones primarias
(FIA-FXI1a). En el Cuadro 11 se resumen los sistemas de elucion empleados y las
fracciones combinadas. La actividad fitotéxica se concentr6 en los grupos de

fracciones FIV2 -FVIIla® de acuerdo con los resultados del ensayo bioautografico.

Cuadro 11. Fraccionamiento preliminar del extracto obtenido a partir del cultivo
con agitacién.

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA FRACCION
(%e) COMBINADAS COMBINADAP
" Heoxano CHCl 50:50 148 Flx

Hexano-CH»Cl, 40:60 49-72 FllA
Hexano-CH.Cl, 30:70 73-100 FIIA
Hexano-CHxCl, 20:80 101-135 FIV 2
Hexano-CHCl; 10:90 136-150 FVao
Hexano-CHClL, 100 151-164 FVIaa

CHCl> 99:1 165-189 FVII,s2
CH:Cl-MeOH 08:2 190-203 FVIHa
CH2Cl>-MeOH 95:5 204-265 FIXa
CH:Cl-MeOH 90:10 266-327 FXa
CH:C-MeOH 80:20 328-410 FXla
CH:Cl-MeOH 50:50 411-465 FXIla

aFracciones fitotéxicas.
bE1A-FXIIa = cultivo con agitacién.
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5.2.1.1 Separacién y purificacién de los metabolitos secundarios.
5.2.1.1.1 Obtencién los compuestos (101) y (109).

El compuesto 101 precipité de manera espontédnea como un s6lido cristalino
de color amarillo a partir de la fraccion primaria activa FIVa? (11.6 mg) [Cuadro
11], el cual se someti6 a sucesivas recristalizaciones con CHClo. Como resultado de
este proceso se obtuvieron 9.2 mg del compuesto 101 con un p. f. de 165-166 °C.

Por otra parte, el analisis cromatografico de las aguas madres de la fraccion
primaria revelé la presencia de un segundo compuesto mayoritario. Con la
finalidad de separar este metabolito se realizé una cromatografia preparativa en
capa delgada utilizando una eluciéon miltiple con CH2Clz. Después de procesar las
placas de la manera convencional, se obtuvieron 2.3 mg del compuesto 109 como
un solido cristalino de color anaranjado claro, soluble en CHxCl2 y con un p.f. de

197-198 °C.

5.2.1.1.2 Obtencibn de los compuestos (102)-(106).

De la fraccién activa FVa? (164.2 mg) [Cuadro 11] precipité un sélido amorfo
-.de color.amarillo. El analisis mediante cromatografia en capa fina de este sélirdo
demostr6 que se trataba de una mezcla de dos constituyentes mayoritarios. La
separacién de los productos naturales se realizé mediante una cromatografia
preparativa en capa delgada empleando como eluyente CHxCl, El proceso de
elucion se realizé cinco veces. Como resultado del procedimiento anterior, se
obtuvieron 10.5 mg del compuesto 102 en forma de un sélido cristalino de color
amarillo intenso, soluble en CH2Clz y con un p. f. de 153-155 °C. Por otra parte, se
obtuvieron 20 mg adicionales del compuesto 101.

Las aguas madres de la fraccién primaria FVa?, constituidas por una mezcla

compleja, se sometieron a un fraccionamiento secundario mediante una
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cromatografia en columna abierta (111.2 mg de fraccién y 15 g de gel de silice). Se
obtuvieron un total de 270 fracciones de 10 mL cada, las cuales se combinaron en
diez grupos de fracciones secundarias tomando en cuenta su similitud en
composicion por cromatografia en capa fina. En el Cuadro 12 se presentan las
fracciones combinadas y los sistemas de elucién empleados. Cada una de las
fracciones resultantes se evalué mediante el ensayo de bioautografia directa,
encontrdndose que la actividad fitotéxica se concentraba en las fracciones

secundarias FVa-52 y FV a-62.

Cuadro 12, Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria FVa2.

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA FRACCION
(%) COMBINADAS COMBINADA?
=_Hexano~CHzCIz ~50:50 1-8 FVa-1 ~

Hexano-CHxCl» 40:60 9-21 FVa-2
Hexano-CH.Cl, 20:80 22-40 FVa-3

CH.CL, 100 71-69 FVa-4
CH:Ci>-MeOH 99:1 70-156 FVa-5
CH:xCl,-MeOH 98:2 157-165 FV -6
CHCl:-MeOH 97:3 166-178 FVa-7
CHCL-MeOH 95:5 179-190 FVa-8
CH.Cl>-MeOH 90:10 191-218 FVa-9
CHCl>-MeOH 80:20 219-243 FVa-10
CHCl>-MeOH 70:30 244-258 FVa-11
CH:Cl-MeOH 50:50 259-270 FVa-12

aFracciones fitotdxicas.
bEV A1-FVa-12 = cultivo con agitacién.
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El analisis por cromatografia en capa fina de las fracciones activas demostr6
que la fraccién FVa-52 estaba constituida por cuatro compuestos mayoritarios en
tanto que la fraccién FVa-62 contenia dos metabolitos principales. Con la finalidad
de separar los constituyentes presentes en las dos fracciones activas, se realizaron
varias purificaciones por cromatografia preparativa en capa delgada, empleando
elucién maltiple (5x} con CH2Cl>-MeOH (99:1).

De la fraccién activa FVa-52, se obtuvieron 9.0 mg de la (+)-(25)-5-hidroxi-
6,8-dimetoxi-2-metil-2,3-dihidronaftopirona [103] y 5.0 mg de la (+)-(25)-5-hidroxi-
6,8,10-trimetoxi-2-metil-2,3-dihidronaftopirona [104]. De manera adicional, se
obtuvieron 3 mg de la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,-dimetoxihidroxi-2,3-dimetil-2,3-
dihidronaftopirona [101] y 4 mg de la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxihidroxi-
2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona [102].

De la fraccién activa FVa-62 se separaron 2.8 mg de la (+)-(25,3R)-5-hidroxi-
6,8-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dthidronaftopirona [105] y 2.1 mg de la (+)-(25,3R)-5-
hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona [106]. Los metabolitos
secundarios 103, 104, 105 y 106, aislados a partir las aguas madres de la fraccion
primaria FV -5 se obtuvieron como sdélidos cristalinos de color amarillo intenso,
solubles en CHxCl> y con puntos de fusion de 175-177, 160-162, 165-166 y

154-156 °C, respectivamente.

5.2.1.1.3 Obtencién de los compuestos (107), (108), (Ili), y (113).

La fraccion primaria activa FVIa2 (3163 mg) se someti6 a un
fraccionamiento secundario mediante una cromatografia en columna abierta
utilizando 30 g de gel de silice. El proceso de eluci6n se efectué con hexano,
diclorometano y metanol en diferentes proporciones. Se obtuvieron 325 fracciones
de 20 mL cada una, reuniéndose las que resultaron cromatograficamente similares,
para generar ocho grupos de fracciones secundarias. El monitoreo de la actividad
fitotoxica, mediante el método bicautografico, permiti6 observar que la actividad

fitot6xica se encontraba en las fracciones FVIa-62 y FVIa-72. En el Cuadro 13 se
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presentan los sistemas de elucién utilizados y las fracciones combinadas.

El andlisis por cromatografia en capa fina de las fracciones activas FVIa-62 y
FVIa-72 mostr6 que ambas estaban constituidas por dos compuestos mayoritarios.
Estas fracciones activas fueron sometidas a sucesivas purificaciones por
cromatografia preparativa en capa fina., utilizado CH>Cl> como eluyente Después
de cinco eluciones y de procesar las cromatoplacas de manera habitual se
obtuvieron 7.1 mg de rubrofusarina (107) [Galmarini et al., 1974; Gorst-Allam et al.,
1980; Leeper y Staunton 1984] y 7.0 mg de la 2,3-dimetil-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-
naftopirona (108) a partir de la fraccién secundaria FVIa-62. De la misma forma, de
la fraccion FVIa-72 se obtuvieron 6.8 mg de ergosta-4,6,8 [14], 22-teraen-3-ona (113)
con un p.f de 197-198 °C (Porter 1975; Seitz y Pausksfelis 1977) y 17.3 mg de
metilparabeno (111) con un p.f de 131 °C (Buckingham 1982).

Cuadro 13. Fraccionamiento secundario de la fraccién primaria activa FVIa2

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA FRACCION
(%) COMBINADAS COMEINADAD
Hexano-CHJCl 50:50 1-12 FVIa-1
Hexano-CH:CL 40:60 13-35 FV],-2
Hexano-CHCl; 30:70 36-84 FVIa-3
Hexano-CHxCl, 20:80 86-91 FVI1s-4
CH:Cl, 100 92-178 FVIa-5
CH:Cl>-MeOH 99:1 179-194 FVia-62
CHxCl-MeOH 98:2 195-235 FVIs-7a
CHCl;-MeCH. 95:5 236-249 FVIa-8
CH:Cl>-MeOH 90:10 250-265 FVIa-9
CHxCl>-MeOH 80:20 266-280 FVIa-10
CH:Cl>-MeOH 70:30 281-296 FVIa-11
CH:Cl>-MeOH 50:50 297-325 FVIa-12

aFractiones fitotéxicas.
bFVIal-FVIa-12 = cultivo con agitacién.
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5.2.1.1.4 Obtencion de la emodina (110).

La fraccién primaria FVIIa® (143.1 mg) se recromatografié en una columna
abierta empacada con 20 g de gel de silice. Este proceso permiti6é la obtencién de
175 fracciones de 10 mL cada una, mismas que fueron analizadas por
cromatografia en capa delgada con la finalidad de reunir las que presentaban
homogeneidad cromatogréfica. El procedimiento anterior permiti6 obtener 10
grupos de fracciones. La actividad fitot6xica se concentré en la fraccion secundaria
FVIIa-72. El Cuadro 14 resume este proceso cromatogréfico.

De la fraccién FVIIa-72 precipitaron espontdneamente 9.5 mg de emodina

(110), con un p. . de 256-257 °C (Melvin et al., 1988; Melvin y Giménez 1991).

Cuadro 14. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria FVI1a2.

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA FRACCION
(%) COMBINADAS COMBINADA®

Hexano-CH,Cly 50:50 10 1 FVII,1
Hexano-CH,Cl, 40:60 11-24 FVIIs-2
Hexano-CH>Cl; 30:70 25-36 FVIIA-3
Hexano-CHCL | 2080 37-49 FVIia-4

Hexano-CH.Cl, 10:90 ] - .50-68 ] - - FVIIA'S_ -
CH(C1; 100 70-86 FVIia-6
CHCl-MeOH 99:1 87-104 FVIIA-72
CH.Cl-MeOH 98:2 105-135 FVIIs-8
CH:Cl>-MeOH 95:5 136-150 FVIIs-9
CHCl>-MeOH 90:10 151-175 FVII5-10

#Fracciones fitotéxicas.
PFVI141-FVIIA-10 = cultivo con agitacién.
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5.2.1.1.5 Obtencién de la citrinina (114).

De la fraccién primaria FVIIIa2 (262.5 mg) precipité un sélido cristalino de
color café claro, el cual tras sucesivos lavados con una mezcla de hexano-CH>Cl»
(1:1) y de una recristalizacién de una mezcla de CH,Cl>-MeOH (9:1) gener6 55.0
mg de citrinina (114), con un p. f. de 170-173 °C.

El andlisis por cromatografia en capa delgada de las aguas madres de la
fraccion FVIIIa®, permiti6 detectar la presencia de un compuesto mayoritario. Este
compuesto se purificé mediante cromatografia preparativa en capa fina utilizando
una a elucién mdltiple (2 x) con CH:Cl-MeOH (97:3). Como resultado del
procedimiento anterior se obtuvieron 8.8 mg de acido-p-hidroxi benzoico (112}, con

un p.f de 138-139 °C (Mathieson v Whalley 1964;. Sankawa et al., 1983).

5.2.2 Extracto del cultivo estitico.

El extracto activo combinado del medio de fermentacién v del micelio (25g)
del cultivo estatico se fraccion6 mediante una cromatografia en columna abierta
sobre 50.0 g de gel de silice, obteniéndose un total de 450 fracciones de 30 mL cada
una, mismas que por similitud cromatografica en capa fina se reunieron en 12
grupos de fracciones primarias.

De acuerdo con los ensayos de bioautografia directa, los grupos de
fracciones del FIVg? al FVIIIg? presentaron actividad fitotéxica. En el Cuadro 15 se

resumen los sistemas de elucién empleados y las fracciones combinadas.
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Cuadro 15. Fraccionamiento primario del extracto obtenido a partir del cultive
estatico.

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA FRACCION
(%) COMBINADAS COMBINADAb
| Hexano-CH,Cl, 50:50 1-15 — Fl;
Hexano-CH:Clz 40:60 1640 Fllg
Hexano-CHCl; 30:70 41-90 Flllg
Hexano-CHCl; 20:80 91-140 FIVg2
Hexano-CH:Clz 10:90 141-310 FVg2
CH:Cl 100 311-333 FVIg2
CH;Cl>-MeOH 99:1 334-346 FVIIg2
CH:Cl,-MeOH 98:2 347-366 FVIIIg2
CH;Cl,-MeOH 95:5 367-370 FIXx
CH:Cl>-MeOH 90:10 371-408 FXe
CHxCl-MeOH 80:20 409-436 FXIg
CHxCl,-MeOH 50:50 437-450 FXIIg

aFracciones fitot6xicas.

PFIe-FXIIg — cultive estitico.

5.2.2.1 Separacién y purificacién de los metabolitos secundarios.

© 5.2.2.1.1 Obtencién de los compuestos (102)-(106).

De la fraccién primaria activa FVg? (95.7 mg) precipit6 un sélido amorfo, de
color amarillo; el analisis del mismo mediante cromatografia en capa fina revelé la
presencia de una mezcla de compuestos, por lo que se procedi6 a separarlos
utilizando una cromatografia en columna abierta de gel de silice (10 g). Se
recolectaron un total de 180 fracciones de 10 mL cada una. El analisis por
cromatografia en capa fina de cada una de las fracciones permiti6 reunirlas en diez
grupos de fracciones secundarias (Cuadro 16), concentrandose la actividad

fitotoxica en la fraccion FVg-52.
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Cuadro 16. Fraccionamiento secundario de la fraccién FVer.

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA FRACCION
(o) COMBINADAS COMBINADAb

Hexano-CH:Cl, 50:50 1-12 FVe-1
Hexano-CHzCl, 40:60 13-25 FVg-2
Hexano-CH.Cl, 30:70 26-54 FVg-3
Hexano-CH-Cl; 20:80 55-68 FVe-4
Hexano-CHxCl, 10:90 69-88 FVg-53

CH:Cl, 100 89-102 FVg-6
CHCl,-MeOH 99:1 102-135 FVg-7
CH2ClMeOH 98:2 136-145 FVi-8
CH:Cl,-MeOH 95:5 146-158 FVe-9
CH:Cl:-MeOH 50:50 156-180 FVg-10

aFracciones fitotéxicas.
bFVe-1-FVe-10 = cultivo estatico.

El anélisis por cromatografia en capa delgada de la fraccion activa FVg-52
mostro la presencia de seis compuestos mayoritarios, mismos que se separaron y
purificaron mediante sucesivas cromatografias preparativas en capa fina,
empleando una elusiéon multiple (5 x) CH2Clz al 100% como sistema de elucion.
Después de procesar las placas de la manera habitual se obtuvieron 9.8 mg del
compuesto 101, 5.1 mg del compuesto 102, 4.1 mg del compuesto 103, 3.2 mg del
compuesto 104, 5.2 mg del compuesto 105, y 4.6 mg de compuesto 106.

5.2.2.1.2 Obtencion de los compuestos (107), (108), (111), y (113).

La fraccion primaria FVIg2 (1054 mg) se someti6 a un fraccionamiento

secundario, empleando de nueva cuenta una cromatografia en columna abierta
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empacada con 15 g de gel de silice. Se obtuvieron 165 fracciones de 10 mL. El
analisis cromatogréfico en capa delgada de las mismas condujo a su agrupamiento
en ocho fracciones secundarias (Cuadro 17). De acuerdo con los ensayos de
bioautografia realizados, la fraccién secundaria FVe-6* contenia los principios
fitotéxicos.

A partir, de la fraccion activa FVe-62 se obtuvieron los compuestos 107
(3.8 mg), 108 (3.5 mg), 111 (4.0 mg) y 113 (13.5 mg). Estos compuestos se aislaron y
purificaron mediante sucesivas cromatografias preparativas en capa fina,

empleando las condiciones cromatograficas descritas en el inciso anterior.

Cuadro 17. Fraccionamiento secundario de la fracciéon FVIge,

ELUYENTE PROPORCION FRACCIONES CLAVE DE LA FRACCION
(%) COMBINADAS COMBINADA®

Hexano-CH:Cl, 50:50 1-10 FVIp-1
Hexano-CH;Cl, 30:70 11-26 FVIe-2
Hexano-CH,Cl; 10:90 27-35 FVIe-3

CHxCl, 100 3645 FVIg-4
CH:Cl>-MeOH 99:1 46-79 FVIe-5
CH:Cl-MeOH 98:2 80-112 FVIe-6 )
CH:Cl-MeOH 95:5 113-145 FVIe-7
CH:Cl>-MeOH 50:50 146-165 FVI;-8

iFracciones fitotdxicas.
bEVIE-1-FVIE-8 = cultivo estatico.
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5.2.2.1.3 Obtencién del compuesto (109).

El analisis cromatogréfico de la fraccion secundaria FVg-42 permitié detectar
la presencia de un compuesto mayoritario, el cual se separ6 mediante la aplicaciéon
de la técnica cromatografica en capa fina en la modalidad preparativa. Como
sistema de elucién se utilizé diclorometano. Después de procesar las placas de la
manera convencional se obtuvieron 52 mg de la 8-hidroxi-6metil-1-
metoxicarbonil-xantona (109) como un sélido cristalino de color anaranjado claro,

con un p.f de 197-198 °C.

5.2.2.1.4 Obtencién de la emodina (110).

De la fraccién primaria FViIg cristalizé espontaneamente un sélido de color
anaranjado, el cual fue purificado por sucesivas recristalizaciones de cloroformo

para generar 5.2 mg de emodina (110).

5.2.2.1.5 Obtencidn de los compuestos (114) y (112).

Por ultimo, de la fraccién primaria FVIIIg (77.6 mg) precipité un sélido
cristalino. El analisis cromatografico en capa fina indicé que era una mezcla de dos
compuestos. Con la finalidad de separar estos compuestos se realizd una
cromatografia preparativa en capa delgada. Como eluyente se utiliz6 una mezcla
de CH-CH3OH 9733, eluvendo las placas dos veces. A partir de esta
cromatografia se obtuvieron 15.2 mg de la citrinina (114) y 53 mg del acido p-

hidroxi-benzoico (112).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

La presente investigacion se desarrollo utilizando las estrategias
convencionales para el descubrimiento de fitotoxinas fungicas (Charudattan, 1990;
Hoagland, 1990; Duke, 1995; Cramer, 2000; Evidente et al., 2001) y los resultados se
dividen en cuatro partes. La primera abarca todos los aspectos relacionados con el
proceso de seleccion primaria del hongo Guanomyces polythrix como una fuente
potencial de compuestos biodinamicos. La segunda comprende la determinacién
de las condiciones 6ptimas para el crecimiento del hongo en estudio y la
evaluacion del potencial fitotéxico de los extractos del micelio y del medio de
cultivo. La tercera parte se refiere al aislamiento y la caracterizacion de los
principios fitotéxicos. Por Gltimo, la cuarta parte se enfoca a la evaluacion biologica
de los metabolitos aislados mediante la determinacién de su efecto sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de dos arvenses. Asimismo se discuten los

efectos de las fitotoxinas sobre la proteina reguladora CaM.

1. SELECCION PRIMARIA DE GUANOMYCES POLYTHRIX.

La seleccién primaria del hongo se realizé fundamentalmente con base en la
consideracién de que la especie es nueva, y los organismos novedosos ofrecen
generalmente muy buenas perspectivas para el descubrimiento de productos

biodindmicos también novedosos.
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En segundo lugar, al realizar pruebas de antagonismo fiingico se encontré
que esta especie inhibe el crecimiento de una serie de organismos fitopatégenos.
Cabe resaltar que este tipo de pruebas que reflejan interacciones microorganismo-
microorganismo han constituido un punto de partida importante para la seleccién
de especies fingicas idoneas para el aislamiento de metabolitos bioactivos,
incluyendo aquellos con propiedades fitotéxicas (Gloer, 1995).

Los hongos utilizados en las pruebas de competencia directa fueron:
Alternaria alternata, Fusarium oiysporum, Helmintosporium sp., Phoma sp. y
Stachybotrys chartarum. En el Cuadro 18 se presentan las caracteristicas de los

microorganismos utilizados en las pruebas de antagonismo.,

Cuadro 18. Hongos fitopatégenos utilizados en los bioensayos de antagonismo
directo.

ESPECIE ' CARACTERISTICAS

Alternaria alternata Causa el marchitamiento y el tizén en cultivos de
papa, jitomate, frijol, zanahoria y tabaco.

Causa el marchitamiento y la pudricién de cultivos de
Fusarium oxysporum jitomate, platano, maiz, frijol, cebolla, calabaza,
: - -| espéarrago y cacahuate. . .

Produce tizones y manchas foliares en cultivos de

Helmintosporium sp maiz, arroz, trigo, cebada, avena, cana, manzana y
pera.
Phoma sp. Produce la pudricién y el tizén en cultivos de apio,

remolacha, jitomate y pimiento.

Stachybotrys chartarum. Causa la pudricién de cultivos de trigo, garbanzo,
haba, lenteja y en forrajes.

102



VI. Resultados y Discusién.

Esta determinaci6n permitié observar claramente que en todos los casos el
hongo coproéfilo de prueba inhibia el desarrollo de los hongos fitopatogenos
utilizados. Estos efectos se determinaron cualitativamente mediante la
comparacion del crecimiento de los microorganismos con respecto a los controles
de crecimiento que se desarrollaron paralelamente. En el Cuadro 19 se resumen las

observaciones referentes a este bioensayo.

Cuadro 19. Ensayos de competencia directa entre el hongo coproéfilo Guanomyces
polythrix y cinco especies diferentes de hongos fitopatégenos.

ESPECIE INHIBION DEL CRECIMIENTO RADIAL
Alternaria alternata xxx
Fusarium oxysporum xx
Helmintosporium sp. xxx
Phoma sp. xxxxx
Stachybotrys chartarum xxx
Control de crecimiento -

xEfecto escaso  xxEfecto moderado  xxxEfecto considerable xxxxEfecto intenso -— Sin efecto

2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO Y
EVALUACION DEL POTENCIAL FITOTOXICO.

A continuacion se establecieron las condiciones 6ptimas de crecimiento del
hongo mediante la realizacién de fermentaciones en pequefia escala, verificando el
desarrolio del microorganismo en diferentes medios de cultivo, distintas
condiciones de incubaci6n (estatica vs agitacion) y diferentes tiempos dé_
fermentacion (15 y 30 dias) a 28 °C. Posteriormente, se evalu6 cuantitativamente el
posible efecto fitotoxico de los extractos (medio de cultivo y micelio) de la especie

en estudio mediante la determinacion del efecto sobre la germinacién y el
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crecimiento radicular de las semillas de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa
crusgalli mediante el método de la caja de Petri.

Los medios de crecimiento seleccionados (Cuadro 10, seccién experimental)
para la optimizacién de las condiciones de cultivo son los mas utilizados para
realizar las fermentaciones de organismos fangicos (Wang et al., 1995; Gloer, 1995;
Whyte et al., 1996 inter alia). De cada una de las distintas fermentaciones se registré
la produccién de biomasa y se prepararon los extractos organicos a partir del
micelio y del medio de cultivo, utilizando CH2Cl2 como disolvente de extraccion.
En el Cuadro 20 se resumen los resultados obtenidos, observandose diferencias
considerables, tanto en la biomasa generada como en los rendimientos de extracto

en funcién del medio de cultivo empleado.

Cuadro 20. Comparacién de los rendimientos obtenidos en cada uno de los medios
de cultivo.

MEDIO DE PERIODO DE - BIOMASA EXTO. MICELIO | EXTO. MEDIO
CULTIVO INCUBACION ) (mg/L) DE CULTIVO
(dias) (mg/L)
Papa y dextrosa 15 4.82 237.17 39.87
30 5.64 539.50 58.15
Sabouraud 15 4.16 29.37 88.73
- - - 30 - 598 _ 28139 : 106.18
Malta 0.4% 15 1.43 63.50 45.78
30 1.63 110.36 48.00
Malta 4% 15 4.72 210.22 53.17
30 6.48 326.20 68.54
Ocho verduras 15 1.41 51.14 42.16
30 1.72 73.58 64.69
Czapek Dox 15 0.0 0.0 0.0
30 0.0 0.0 0.0
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En general, la cantidad de micelio y el rendimiento de los extractos son
mayores cuando el microorganismo se incub6 por un periodo de treinta dias. Sin
embargo, cuando se utiliz6 el medio Czapek Dox no se obtuvo crecimiento de G.
polythrix. Los rendimientos de los extractos obtenidos para el medio de cultivo son
menores a los del micelio, lo cual es un indicio de que la mayor parte de los
metabolitos secundarios producidos por el microorganismo no son liberados al
medio de cultivo. Los extractos obtenidos al utilizar como medio de cultivo papa-
dextrosa fueron los més abundantes, ademas de ser el medio que se extrae en
menor cantidad con el disolvente utilizado. A continuacién, cada uno de los
extractos obtenidos se analizé por cromatografia en capa fina, observandose
similitud en la composicion entre los extractos del medio de cultivo y del micelio,
por lo que se decidié combinarlos, obteniéndose dos extractos por fermentacion, es
decir uno por cada periodo de incubacion.

La determinacién cuantitativa del potencial fitotéxico de los extractos
resultantes se llevé a cabo mediante la evaluacién de su efecto sobre la
germinacion y el crecimiento radicular de las semillas de A. hypochondriacus y E.
crusgalli, utilizando el método en caja de Petri. En el cuadro 21 se presentan los
valores de Clsp expresados en ug/mL para cada uno de los extractos evaluados.
Los resultados obtenidos indican claramente que los extractos derivados de la
fermentacién del microorganismo por treinta dias son los mas fitotdxicos, siendo
aun mas evidente el potencial herbicida para los extractos generados de la
fermentacion en papa-dextrosa. De manera adicional, se puede observar que en
general los extractos orgédnicos muestran un mayor efecto fitotoxico sobre el
crecimiento radicular de las dos semillas de prueba en comparaciéon con el efecto
provocado sobre la germinacion.

Con respecto al proceso de germinacién ninguno de los extractos evaluados
demostré un efecto fitotéxico significativo para las semillas de E. crusgalli, sin
embargo, para las semillas de A. hypochondriacus se observa que los extractos

obtenidos al utilizar como medio de cuitivo papa-dextrosa, Saboraud, malta al 4%
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y ocho verduras, incubando el hongo por treinta dias, inhibieron de manera

moderada el proceso de germinacién.

Cuadro 21. Comparacién del efecto fitotéxico de cada uno de los extractos

obtenidos.
MEDIO DE | PERIODO DE Amaranthus Echinochloa
CULTIVO INCUzACION hypochondriacus crusgalli
as
(dias) CRECIMIENTO | GERMINACION { CRECIMIENTO | GERMINACIO
RADICULAR Clso (pg/ml) RADICULAR | N Cls (ug/mL)
Clso {ug/mL) Clso (pg/mL.)
Papay 15 430.94 707.95 845.25 >1000
dextrosa 30 25.14 165.98 254.26 >1000
Sabouraud 15 489.85 >1000 >1000 >1000
30 109.64 213.87 849.52 >1000
Malta 0.4% 15 933.25 >1000 >1000 >1000
30 251.28 777.57 >1000 >1000
Malta 4% 15 503.74 >1000 977.24 >1000
30 316.36 344.55 458.28 >1000
Ocho 15 504.87 >1000 >1000 >1000
verduras 30 69.28 198.5 512.85 =>1000
Czapek Dox 15 -— — - -
30 — — —

Posteriormente, el hongo se cultivé en pequefia escala en condiciones de
agitaciéon utilizando como medio de cultivo papa-dextrosa y se incub6é por un
periodo de quince y treinta dias a 28 °C con una agitacién de 200 rpm. De nueva

cuenta, los extractos organicos del medio de fermentacién y del micelio se

prepararon utilizando diclorometano como disolvente.

En el Cuadro 22 se observa que los rendimientos obtenidos de los cultivos
en agitacion son mayores a los obtenidos para los cultivos estaticos incubados
durante los mismos periodos de tiempo {quince y treinta dias). Por otra parte, se

puede observar que no existe una diferencia significativa entre los rendimientos
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obtenidos al incubar el microorganismo coproéfilo en condiciones de agitacion por

un periodo de quince o treinta dias.

Cuadro 22. Comparacién de los rendimientos obtenidos para los cultivos estaticos

y con agitacion.

CONDICION PERIODO DE BIOMASA EXTO. MICELIO EXTOQ. MEDIO

DE INCUBACION @® (mg/L) DE CULTIVO
CULTIVO (dias) (mg/L)
Estatico 15 4.82 27317 39.87
Estatico 30 5.64 539.50 58.15
Agitaci6n 15 6.63 624.28 15.11
Agitacién 30 7.05 659.49 15.36

A continuacién, se procedié a determinar el potencial fitotoxico de los

extractos orgdnicos mediante el método de la caja de Petri. En el cuadro 23 se

presentan los valores comparativos de la Clso expresados en pg/mL para los

extractos de los cultivos en papa-dextrosa estaticos y con agitacion. Estos

resultados permitieron determinar que el hongo condiciones de agitacion es capaz

de producir una mayor biomasa y un mejor rendimiento de los extractos

fitotoxicos en un periodo menor de incubacion. Ademas, el efecto fitotoxico de los

extractos es similar al obtenido para el extracto del cultivo estatico con un periodo

de incubacioén de 30 dias.
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3. AISLAMIENTO DE LOS PRINCIPIOS BIODINAMICOS.
3.1 Cultivo con agitacién.

El cultivo en mediana escala con agitacién se realiz6 utilizando como medio
de crecimiento papa-dextrosa; una agitacion a 200 rpm, un periodo de incubacién

de quince dias y una temperatura de incubacién de 28 °C (Cuadro 24).

Cuadro 23. Comparacion del efecto fitotéxico de los extractos obtenidos con
agitacion y estaticamente.

CONDICION PERIODO Amaranthus Echinochloa
DE DE hypochondriacus crusgalli
CULTIVO INCUBACION
(dias) CRECIMIENTO | GERMINACION | CRECIMIENTO | GERMINACION
RADICULAR CISD (]J.ymL) RADICULAR CISO (u mL)
Clso (pg/mL) Clso (ug/ml) 4
Estatico 15 430.98 707.95 845.25 >1000
Estitico 30 25.14 165.98 254.26 >1000
Agitacién 15 30.58 176.23 271.02 >1000
Agitacion 30 28.69 170.23 251.50 >1000

Cuadro 24. Condiciones 6ptimas de crecimiento de Guanomyces polythrix.

CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO

Medio de cultivo B - Papa y dextrosa
Temperatura de incubacién 28 °C
Periodo de incubacién 15 dias
Condiciones de cultivo Agitacién a 200 rpm
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Para verificar la reproducibilidad del cultivo en mediana escala con
agitacion con respecto a los cultivos en pequefia escala, se monitore¢ el desarrollo
del cultivo analizando $u perfil cromatografico y su potencial fitotéxico durante
todo el proceso de fermentacion. El desarrollo del cultivo se verificé a los 6, 9 y 12
dias de la fermentacion. En el Cuadro 25 se observan los rendimientos obtenidos y
como era de esperase los mejores rendimientos (biomasa y extracto) se obtienen a

los 12 dias.

Cuadro 25. Desarrollo del cultivo en mediana escala con agitacion.

PERIODO BIOMASA EXTRACTO DEL MEDIO
DE INCUBACION (8 DE CULTIVO Y DEL MICELIO
(Dias) (mg)
o 6 3.74 ~ 57.90
9 428 72.96
12 543 87.32

De igual forma se corroboré el potencial fitotoxico de los extractos organicos
obtenidos, utilizando el método en caja de Petri. En el Cuadro 26 se presentan las
concentraciones inhibitorias medias (Clso pg/mL), las cuales indican claramente
que el potencial fitotéxico también incrementd conforme aumenté el periodo de
incubacion, observandose la mayor actividad en los extractos obtenidos a los 12
dias de incubacion.

Una vez transcurridos 15 dias de fermentacion se procedi6 a la preparacion
de los extractos organicos totales del medio de cultivo y del micelio, utilizando
diclorometano como disolvente de extraccion. En el Cuadro 27 se indican los
rendimientos obtenidos.

~ Los resuitados de la confirmacion de la actividad biolégica de los extractos
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organicos totales obtenidos a partir del cultivo en mediana escala con agitacion se

indican en el Cuadro 26.

Cuadro 26. Efecto fitotéxico de Jos extractos del medio de cultivo y del micelio
generados del cultivo con agitacion.

PERIODO DE Amaranthus Echinochloa
EXTRACTO INCUBACION hypochondriacus cusgalli
(dias) CRECIMIENTO | GERMINACION | CRECIMIENTO | GERMINACION

RADICULAR Clso (ng/mL) RADICULAR Clso (ugfmL}

Clso {ng/mL) Clso (ug/mL)
Medio de cultivo 6 39.17 207.33 >1000 >1000
y Micelio
Medio de cultivo g 22.08 179.76 463.08 >1000
y Micelio
Medio de cultivo 12 5.08 142 51 206.19 769.92
y Micelio
Micelio 15 54.33 176.04 384.32 825.71
Medio de cultivo 15 60.19 175.20 400.50 860.44
y Micelio

Cuadro 27. Rendimientos del cultivo con agitacién.

CULTIVO EN MEDIANA ESCALA CON AGITACION.

Biomasa 10414 g
Extracto del micelio 710g
Extracto del medio de cultivo 479.80 mg

El analisis por cromatografia en capa delgada de los extractos orgénicos del

medio de cultivo y del micelio permitié observar que ambos extractos eran

similares por lo que se decidi6 reunirlos, obteniéndose 7.5 g de un extracto de color

café verdoso.
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3.2 Cultivo estético.

De manera simultdnea al establecimiento del cultivo en mediana escala con
agitacién, se realizé un cultivo estatico en mediana escala (10 L). Esta dltima
fermentacién se realiz6 con la finalidad de aislar los componentes minoritarios
diferentes que se detectaron en el cultivo estético en pequefia escala.

El cultivo estatico se realiz6 en papa-dextrosa durante 30 dias y a una
temperatura de 28 °C. En el Cuadro 28 se presentan los rendimientos de los

extractos organicos resultantes utilizando también diclorometano como disolvente

de extraccion.

Cuadro 28. Rendimientos del cultivo estatico.

CULTIVO ESTATICO EN MEDIANA ESCALA

Biomasa 1065 g
Extracto del micelio 210¢g
Extracto del medio de cultivo 450 mg

En el Cuadro 29 se resumen los resultados derivados de la determinacion
del potencial fitotoxico. Estos resultados fueron similares a los obtenidos para el

cultivo correspondiente en pequefia escala.
El perfil cromatografico de los extractos organicos del medio de
fermentacién y del micelio fue similar, por lo que se decidié combinarlos

obteniéndose 2.5 g de un extracto combinado de color café verdoso.
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Cuadro 29. Efecto fitotéxico de los extractos del cultivo estético.

Amaranthus Echinochloa
EXTRACTO hypochondriacus crusgalli
CRECIMIENTO GERMINACION CRECIMIENTO GERMINACION

RADICULAR Clso (ug/mL) RADICULAR Clso {ug/mL)
Clso (ug/mL) _ Clso (ug/mlL)

Medio de cultivo 39.17 207.33 >1000 >1000

y Micelio

Micelic 5433 176.04 384.32 825.71

4. FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO.

Una vez que se demostré el efecto fitotoxico de los extractos, se procedi6 al
aislamiento de los metabolitos secundarios biodinamicos a partir de los extractos
derivados de los diferentes cultivos en mediana escala utilizando un
procedimiento biodirigido. Como ensayo de monitoreo de la actividad fitotoxica se
utiliz6 el método bioautografico descrito por Inoue (Inoue et al., 1992).

El fraccionamiento biodirigido de los extractos activos utilizando diversos
procedimientos cromatograficos permiti6 el aislamiento v purificacién de 14
metabolitos secundarios, incluyendo siete derivados novedosos de la naftopirona:
la  (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona (101), la
(+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona  (102), la
(*+)-(25)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metil-2,3-dihidronaftopirona (103), la (+)-(25)-5-
hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2-metil-2,3-dihidronaftopirona  (104), la (+)-(25,3R)-5-
hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona (105), la (+)-(25,3R)-5-
hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona (106) v la 5-hidroxi-6,8-
dimetoxi-2,3-dimetil-naftopirona (108), una xantona la 8-hidroxi-1-metoxicarbonil-
6-metilxantona (109), y seis compuestos conocidos: la rubrofusarina B (107), la
emodina (110), el metilparaben (111), el 4cido-P-hidroxibenzoico (112), el ergosta-
4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (113), y la citrinina (114). En el Cuadro 30 se ilustran las
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estructuras de los compuestos aislados, su rendimiento, las condiciones de cultivo

utilizadas para su obtencién y las fracciones cromatogréficas de donde se aislaron.

Cuadro 30. Metabolitos secundarios aislados a partir del hongo Guanomyces
polythrix.
METABOLITO RENDIMIENTO* FRACCIONES®
SECUNDARIO :
B —
OCH;OH O FIVAa
CHy
“H 1.05mg/L FVa-5°
CH,0 0 o FVg-5a
(101)
OCHyOH O
o FIV e
CHiO 0" chy 049 mg/L FVa-52
OCH, FVg-5a
(102)
OCH, 0H ©
H
;oY 0.33 mg/L FVa-52
CH0 0 "'vCHH3 FVg-5e
(103)
OCH;OH O
H
H
CHO ) é'ﬂ, 0.21 mg/L FVa-5a
ocH, FVe-5a
(104)
OCHyOH O
CHy
=# 0.20 mg/L FVa-52
CHO o Vi FVg-5a
(105)
aFracciones fitotoxicas.
bF, = cultivo con agitacién; Fg = cultivo estatico.
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Cuadro 30. Metabolitos secundarios aislados de Guanomyces polythrix
(continuacién).
METABOLITO RENDIMIENTO* FRACCIONES®
SECUNDARIO
OCH;OM O
CHy
i 0.17 mg/L FVa-62
CHO o :H’ FVg-52
H
(106)
OCH,OH @
, 0.30 mg/L FVIa-62
CHO 07 CHy FVg-62
(107)
OCH;OH O
Y 0.26 mg/L FVIa6a
CH,O 07 CH, FVg-62
(108}
(&)
CH_-,D—C' 0D oM
019 mg/L FVab6a
FVg4a
o CH,
(109)
oM o on -
“‘ 0.37 mg/L FVa7a
HOT CHy FVg42
o]
(110)
COOCH, FV,.7
0.53 mg/L FIV,a
Fve-6a
OH
(111)

*Fracciones fitotéxicas.
*F . = cultivo con agitacién; Fr = cultivo estético.
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Cuadro 30. Metabolitos secundarios aislados de Guanomyces polythrix
(continuacion).

METABOLITO RENDIMIENTO* FRACCIONES?
SECUNDARIO
| — ——
cooH .
FVIla?
0.35mg/L FIVa2
o FVIIg2
(112)
gH
CH’&.,A : CHy
\B cHy FVIs-72
G 0.51 mg/L FVe-62
)
(113)
FVIIIA-72
1.76 mg/L FVIiIg

aFracciones fitotdxicas.
bE, = cultivo con agitacién; Fg = cultivo estético.

5. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS PRESENTES EN LOS EXTRACTOS ACTIVOS.

La caracterizacion de los compuestos aislados se realizé6 mediante la
aplicacion de métodos espectroscopicos, espectrométricos v quiroopticos
convencionales. En dos de los articulos derivados de la presente investigacion, y
que se anexan en el Apéndice 1], se discute en detalle la elucidacion estructural de
los compuestos aislados. Por lo tanto, a continuacién tan solo se presentan los
aspectos més relevantes de la determinacion de las estructuras de los metabolitos

novedosos.
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5.1 Caracterizacion de la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3
dihidronaftopirona [101] y de la (+)-(2S,3R)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3
dihidronaftopirona [105].

Las 23-dihidronaftopironas novedosas, 101 y 105, se obtuvieron como
sélidos cristalinos de color amarillo intenso solubles en diclorometano. En los
Cuadros 31-36 se incluyen sus constantes fisicas y espectroscopicas.

Los espectros en el infrarrojo (IR} de estos compuestos presentan bandas de
absorcién asociadas con su caracter aromatico (Vmax. ~1610 cm ) y con la presencia
de grupos hidroxilo (Umax ~3500 cm!') y carbonilo de y-pirona (Umax. ~1638 cm-1)
[Cuadro 32). La férmula molecular de los dos productos se estableci6 como
Ci7H1s0s mediante espectrometria de masas de alta resolucion. Esta férmula
permite calcular un indice de insaturacion de nueve.

Los espectros de resonancia magnética unidimensionales (RMN-'H y RMN-
13C) y bidimensionales (HMQC, HMBC, COSY y NOESY) permitieron establecer
que los dos productos naturales contienen un nicleo de dihidronaftopirona
(Gunatilaka, et al., 1984; Messana, et al., 1991; Khan, et al., 1996). A continuacién se
discute en detalle las caracteristicas principales de los espectros:

a) Los espectros de RMN-13C (Espectros 2 y 10; Apéndice 1) presentan
sefales para 17 4tomos de carbono en armonia con la férmula molecular
establecida por espectrometria de masas (Cuadro 32).

b) En la region arométicar;ie lo_s esbéctrog de RMl\fJH' (Esp-ectrosil y_9
Apéndice ) se observan dos protones aromaticos meta acoplados en 8 ~6.25 (J =
25 Hz) y ~6.50 (] = 2.5 Hz) y un prot6n aromitico aislado en &y ~6.50. Estas tres
sefiales presentan correlacion en los espectros HMQC con tres metinos de carécter
aromatico en 3¢ ~96.0, ~98.0 y ~101.0, respectivamente.

¢} En 81 ~14.30 muestran una sefial simple debido a la presencia de un
grupo hidroxilo quelatado. Esta observacién permitié proponer a priori que este

grupo debia encontrarse en C-5.

116



VI. Resultados y Discusién.

d) A campo alto, los espectros de RMN-1H presentan dos dobles centrados
en 8n ~1.20 y ~1.50, asignables a dos grupos metilo de caracter alifatico los cuales
correlacionan con las sefiales en ~8c 10.4 y ~19.8 en los espectros de correlacién
heteronuclear HMQC. También se observan dos sefiales dobles de cuadruples
centrados en 8y ~2.65 y ~4.20 que integran cada uno para un hidrégeno, asignables
a los metinos C-2 y C-3 del niicleo base y que se encuentran geminales a los grupos
metilo evidenciados anteriormente (Cuadro 33). Cada una de estas sefiales
presenta una correlacién en los espectros HMQC con los carbonos alifsticos en 8¢
~46.4 y ~78.0, respectivamente.

€) En 61 ~3.88 y ~3.96 se observan dos singuletes atribuibles a dos grupos
metoxilo; cada uno de ellos presenta una correlacién con los carbonos en 8¢ ~55.30
y ~56.00, respectivamente en el espectro HMQC (Cuadro 33).

f) Finalmente, los carbonos restantes observados en los espectros de RMN-
13C se asignaron con base en el analisis del espectro de RMN-13C en su modalidad
DEPT a un grupo carbonilo (3¢ ~200.1) y siete carbonos cuaternarios en 8¢ ~103.0,
~107.2 ~143.3, ~156.0, ~161.2, ~162.4 y ~165.1. De acuerdo con los desplazamientos
quimicos observados, cuatro de estos carbonos se encuentran unidos a funciones
oxigenadas (Cuadro 34).

El andlisis de las constantes de acoplamiento de los hidrogenos asignados a
los posiciones C-2 y C-3 permiti6 establecer que en el compuesto 101 éstos
presentan una relacion trans-diaxial [H-2 (J1=6.5Hz; J2=105Hz) v H-3 (J1 = 7.0
Hz; [ 2 = 10.5 Hz})]. En cambio, en el metabolito 105, estos hidrégenos tienen una
disposicion cis [H-2 (J1 =6.5Hz; J2=35Hz) y H-3 (J1 =75 Hz; [ =35 Hz)]. Enla
Figura 10 se presentan los desplazamientos quimicos y la multiplicidad observada
para los hidrégenos de las posiciones H-2 y H-3 de los productos naturales 101 y
105.

El analisis detallado de los espectros de correlacion homonuclear (COSY y

NOESY) y heteronuclear (HMBC) permiti6 determinar la ubicacion de los grupos
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funcionales en el nicleo de naftopirona. Las conclusiones mas importantes se
resumen a continuacion (Cuadros 35 y 36).

a) En los espectros HMBC de los compuestos 101 y 105 el carbono del
carbonilo en 8¢ ~200.4 correlaciona con los protones del metilo en C-3 (8111.24), asi
como con los hidrégenos H-2 (3u ~4.40) y H-3 (3u ~2.66) [Figura 11; Compuesto
101]. Asi mismo las sefiales asignadas a los metinos en 8¢ ~76.0 (C-2) y ~45.5 (C-3)
correlacionan con metilos CHj3-2 (81 ~1.45) y CHa-3 (811 ~1.24). De manera adicional,
el metino en 8¢ ~76.0 (C-2) correlaciona con el miiltiplete en 8y ~2.66 (H-3) [Figura
12; Compuesto 101]. El grupo de correlaciones recién descritas permite ubicar a los

metilos en las posiciones C-2 (511 ~1.50) y C-3 (81 ~1.20).

OCH;OH ©O
@@ . CH;0-8 CH3;0-8
|
CHs2 CH
CH:O o Hs- 3
| H-2 H-3 l ‘
L . .
140
— 1
i
6 _-!L .
1 160
8 —§ ol m
—
3
Jf
I 1680
1
Co4  — ' ] 0 | e
wE com

-
w-
»
w
P

pOR

Figura 11. Correlaciones de C4 con H-2, H-3 y CH3-3 en el espectro de HMBC (500
MHz, CDCl3) de la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3 dihidro-
naftopirona [101].
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Figura 12. Correlaciones de C-2/H-3, CHj3-2, CH3-3 y C-3/CHj-3, CHs-2 en el
espectro de HMBC (500 MHz, CDCls) de la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,-dimetoxi-2,3-
dimetil-2,3 dihidronaftopirona [101].

Las correlaciones observadas en los espectros NOESY para H-2 y H-3
(H-2/CHs-3 y para H-3/ CH3-2) permiten corroborar esta propuesta (Cuadro 35).
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b) Los espectros HMBC (Cuadro 36) de los productos naturales 101 y 105
muestran que los carbonos en &c ~107.20 (C-4a), ~103.00 (C-5a) y ~165.5 (C-5)
correlacionan con el hidrégeno en 8y ~14.45, asignado a un grupo hidroxilo en C-5.
De manera adicional, en los espectros NOESY (Figura 13; Compuesto 101) se
observa una clara interacci6n entre el hidroxilo (51 ~14.45) y el grupo metilo en C-3
(8u ~1.26). Estas correlaciones proporcionan una evidencia adicional para la

ubicacion del grupo hidroxilo en C-5.

- .

w @ N 3 o
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e

IlllllltllllLllJ
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Figura 13. Correlacién homonuclear de los protones CH3-3 y OH-5 en el espectro
NOESY (500 MHz, CDCl3) de la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,-dimetoxi-2,3-dimetii-2,3
dihidronaftopirona [101].
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¢) Los carbonos cuaternarios en 8¢ ~98.3 (C-9), ~103.3 (C4a), y ~107.5 (C-5a),
muestran una correlacion a larga distancia con el hidrégeno aromético en & ~6.50
(H-10) [Figura 14; Compuesto 101]. Estas correlaciones, asi como la observada en el
espectro NOESY entre H-9/H-10, entre H-7/CH30-6 y H-9/CH30O-8 (Figura 13;

Compuesto 101) permiten ubicar a los grupos metoxilo en C-6 y C-8.

H-7

Pars

£100.0
2102.5
fie5.0

£107.5

i ppm

1
oom 6.5 6.4 6.3

Figura 14. Correlaciones de C-5a, C-9/H-7; C-5a C-7, C-10/H-9 y C+4a, C-5a, C-
9/10, en el espectro de HMBC (500 MHz, CDCl3) de la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,-
dimetoxi-2,3-dimetil-2,3 dihidronaftopirona [101].
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d) Las correlaciones restantes observadas en el espectro HMBC y que se
resumen en la Figura 14 y en el Cuadro 36 apoyan esta altima propuesta.

Con base en la informacién anterior, es factible proponer a priori dos
posibilidades diastereoisoméricas para cada compuesto: estructuras A y B para el

compuesto 101, y estructuras C y D para el compuesto 105.

OCH,0H O

Para discernir entre A-B y C-D se registro el espectro de dicroismo circular.
Estos expérimentos permitieron observar en los dos casos un efecto Cotton
negativo en ~314 nm (Figura 15). Estos resultados se compararon con el efecto
Cotton reportado para varias flavanonas y 3-hidroxi-flavanonas (Gaffield, 1970).
Las flavanonas de configuraciéon 2S presentan un efecto Cotton positivo ~330 nm.
Las de configuracién 2R presentan un efecto Cotton negativo en la misma region
(Khan, et al, 1996; Gaffield, 1970). Estas observaciones permiten asignar la
configuracion 25,3S en el compuesto 101, y 25,3R en el compuesto 105, y descartar

asi las posibilidades estructurales B y D.
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Figura 15. Espectro de dicroismo circular de la {(+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,-dimetoxi-
2,3-dimetil-2,3 dihidronaftopirona [101].

Con base en el anilisis detallado presentado anteriormente, se proponen

como estructuras para los compuestos 101 y 105 la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,-
y la  {+)(253R)-5-hidroxi-6,8,-

dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona
dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronaftopirona, respectivamente.
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Cuadro 32. Constantes espectroscopicas de UV, IR, DC y espectrométricas (EM-IE m/z) de los compuestos 101, 102, 103, 104, 105, 106 y 108.

METABOLITO UV (CH;OH) DC (CH;0H) Ae IR Vinax (KBr) EM-IE (rmv/z)
Amax (log €) :
g o |409.5 (3.85), 320 (3.97), 277.5 302 [M* (100)], 246 (90), 218 (12),
hHJmHm; (4.54), 252 (4.19), 235 (4.43),| -1.5x10¢(314) nm | 3500, 1638, 1610 cm! (203 (6), 190 (19); HRMS my/z
8 co:o 214 (4.26), 209 (4.27) nm. 302.1159 (cal. CiyHis0s, 302.1154).
o o 411 (3.34), 320 (3.46), 2775 332 [M* (98)}, 317 (90), 261 (100),
™ (4.07), 252 (3.71), 235 (3.96),| -1.6x10% (314) nm | 3500, 1638, 1610 cm 233 (66), 218 (14); HRMS m/z
o W ™| 214 (4.28), 209 (4.29) nm. 332.1255 (cal. C1sH2oOs, 332.1259).
(102)

o g 401.5 (4.10), 331 (4.23), 318 : 288 [M* (100)], 246 (50), 218 (10),
o ] ,,“,. (4.19), 278 (4.83), 232 (4.69),| -1.5x10¢(312) nm | 3500, 1639, 1611 cm~' | 190 (20); HRMS my/z 288.0992 (cal.

223 (4.16), 247 (4.46) nm.

CisHi60s, 288.0997).

413 (3.14), 332 (3.17), 3205
(3.24), 277 (3.85), 235.5 (3.74),
214 (3.52), 207 (3.55) nm.

-1.5x10* (313 ) nm

3490, 1640, 1610 cm?

218 [M" (100)], 246 (50), 218 (10),
190 (20); EIMS m/z 318 [M” (98)],
303 (90), 261 (100), 233 (45), 218
(20); HRMS m/z 318.1108 (cal.
Ci7H;50s, 318.1103).

409.5 (3.85), 320 (3.97), 277.5
(4.54), 252 (4.19), 235 (4.43),
214 (4.26), 209 (4.27) nm.

~1.5x 10" (314) nm

3500, 1638, 1610 cm-!

302 [M™ (100)], 246 (90), 218 (12).
203 (6), 190 (19); HRMS m/z
302.330 (cal. C};H,50s, 302.322)

411 (3.34), 320 (3.46), 2775
(4.07), 252 (3.71), 235 (3.96),
214 (4.28), 209 (4.29) nm.

-1.6x 10 314y nm

3500, 1638, 1610 cm™

332 [M" (98)], 317 (90), 261 (100),
233 (66), 218 (i4); HRMS m/z
332.351 (cal. CygH3O%, 332.348).

(105)
OCH OH
LHy
CHyO ] CH
OCH,
(106)
Hy
Hy
CHy O Hy
(108)

398.5 (3.47), 274 (3.64), 237.5
(3.18), 224.5 (3.4) nm.

3148, 1732, 1650 cm’’

300 (M" (100)], 282 (25), 271 (65),
254 (15), 229 (12), HRMS m/*
300.0994 (cal. C,;H,50s, 300.0997).
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Cuadro 34. Datos espectroscépicos de RMN-13C (125 MHz, CDCls) de los compuestos 101, 102, 103, 104, 105 y 106.

13C
POSICION ocmon ¢ . Hy OH -
Chyo n:.o\_MWG/\UM%} CHO .
OCHy
103 14 105 106
H — — 1 - _— |IIIW#
2 78.0 78.3 73.2 73.4 75.3 75.7
3 46.4 46.5 43.9 44,0 449 45.0
4 200.1 200.1 197.6 197.6 201.8 201.7
4a 103.0 102.6 103.1 103.4 103.5 102.8
5 165.1 161.6 165.3 161.8 165.5 161.7
5a 107.2 106.9 107.4 107.1 107.7 107.1
6 161.3 161.2 161.5 161.4 1613 161.5
7 96.4 92.6 96.6 92.8 96.4 926
8 162.3 162.7 162.5 162.9 1624 162.7
9 98.3 96.8 98.5 96.9 98.3 96.8
9a 1433 131.8 143.5 132.0 1433 132.0
g [10 101.2 162.7 101.4 162.9 101.3 162.7
% [10a 156.0 138.3 156.2 1384 155.8 138.3
2  |JCHs-2 19.7 19.8 21.2 21.0 16.4 16.4
w, CH,-3 10.4 108 | 0 e 96 9.6
@ |OCHs6 56.0 56.1 56.1 56.1 56.0 56.1
% JOCH:8 55.3 55.5 55.4 55.5 55.4 555
..tm OCHs-10 — 606 | 60.7 60.6
s |[OHs5
N
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VI. Resultados y Discusion.

Cuadro 36 . Correlaciones observadas en los espectros HMBC (500 MHz, CDCl3) de los noB_uﬂmmSm 101, 102, 103, 104, 105 y 106.

HMBC

POSICION RHoH o " ocH, o H:ao: o o

(©) " o ;huﬂHH,; 1w o gf\ﬂwr%\ﬂ.;

DCHy 1 OCHy
101 _ 102 103 _ 104 _ 105 106

1 —— T o —_— — S I —
2 H-3, CH3-2 H-3, CH3-2 H-34, H-3p, 4-2-CH; H-3,, H-3;, 1.2-CH; H-3, CH3-2 H-3, CH;-2
3 H-2, CH;-3 H-2, CHs-3 H-2, H-2-CH, H-2, H-2-CH, H-2, CH3-3 H-2,CH»-3
4 H-2, H-3, CH»-3 H-2, H-3, CHa\-3 H-2, H-3,, H-3: H-2, H-3,, H-3, H-2, H-3, CH,-3 H-2, H-3, CHa-3
4a H-3, OH-5, H-10 H-3, OH-5 H-3,, H-3y, OH-5, H-10 | H-3,, H-3p, OH-5 H-3, OH-5, H-10 H-3, OH-5
5 OH-5 OH-5 OH-5 OH-5 OH-5 OH-5
5a OH-5, H-7, H-9, H-10 OH-5, H-7, H-9 OH-5, H-7, H-9, H-10 OH-5, H-7, H-9 | OH-5, H-7, H-9, H-10 OH-5, H-7, H-9
6 H-7, OCHs-6 H-7, OCH:3-6 H-7, OCHs-6 H-7, OCH3x-6 H-7, OCH:-6 H-7, OCHa-6
7 H-9 H9 Ho HO . Ho H.9
8 H-7, OCH,-8, H-9 H-7, OCHs-8 ,H-9 H-7, OCH3-8, H-9 H-7, OCH;-8, H-9 H-7, OCH3-8, H- 9 H-7, OCH»-8 ,H-9
9 H-7, H-10 H-7 H-7, 10 H-7 H-7, H-10 H-7
9a H-9, H-10 H-9 H-9, H-10 H-9 H-9, H-10 H-9
10 H-9 H-9 H-9 H-9 H-9 H-9
10a H-2, H-10 H-2 H-2, H-10 H-2 H-2, H-10 H-2
CH;-2 H-2,H-3 H-2, H-3 H-2,H-3 H-2, H-3 H-2, H-3 H-2, H-3
CH,-3 H-3, H-2 H-3, H-2 - - H-3, H-2 H-3, H-2
OCH»6 O [ E—
OCH»8 — e E— e
OCH;10 — —
OH5 | —
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5.2 Caracterizacion de la (+)-(2S,35)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-
2,3 dihidronaftopirona [102] y de la (+)-(25,3R)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-
dimetil-2,3 dihidronaftopirona [106].

Las 2,3-dihidronaftopironas 102 y 106 se obtuvieron como s6lidos cristalinos
de color amarillo solubles en CH2Cl.. En los Cuadros 31-36 se indican sus
constantes fisicas y espectroscopicas. El andlisis detallado de sus constantes
espectrométricas y espectroscopicas permiten establecer que los productos
naturales 102 y 106 son muy similares a la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-
dimetil-2,3-dihidronaftopirona (101) y a la (+)-(25,3R)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-
dimetil-2,3-dihidronaftopirona (105), respectivamente. En los espectros de RMN-
'H (Espectros 3 y 11; Apéndice I) se observan como unica diferencia la
desaparicion de la sefial simple asignada al hidrégeno aromético H-10 (81 ~6.50) en
los compuestos 101 y 105. En su lugar se aprecia la presencia de una sefial en 8u
~3.89, asignable a un grupo metoxilo adicional. Los espectros de RMN-13C
(Espectros 4 y 12; Apéndice I) presentan por consiguiente un dtomo de carbono
adicional en 3¢ ~60.6 asignado al grupo metoxilo evidenciado en los espectros de
RMN-TH.

La configuracion absoluta de los centros quirales en C-2 y C-3 se establecié
como 25y 35 para el compuesto 102 y como 25 y 3R para el compuesto 106, con
base en el efecto Cotton negativo (~314 nm) observado en los espectros de
dicroismo circular de ambos compuestos. Con base en la informacién anterior, se
propone como estructura del compuesto 102 la de la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,10-
trimetoxi-2,3-dimetil-2,3 dihidronaftopirona y para el metabolito 106 la de (+)-
(25,3R)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-2,3 dihidronaftopirona.

Las propuestas estructurales se comprobaron mediante el anilisis de las
correlaciones observadas en los espectros HMBC y NOESY, mismas que se
resumen en los cuadros 35 y 36, respectivamente.

Cabe destacar que las correlaciones H-7 (81 ~6.37)/CH30-6 (811 ~3.97, s), H-9
(&1 ~6,91) / CH30-8 (611~3.94, s) y CH30-10 (81 ~3.89, 5) observadas en los espectros
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NOESY, asi como la interaccién entre el hidrégeno H-9 y el carbono cuaternario
asignado a la posicion C-10 (8¢ ~162.7) en los espectros HMBC, permiten confirmar

la ubicacién de los grupos metoxilo en los compuestos 102 y 106.

5.3 Caracterizacion de la (+)-(25)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metil-2,3
dihidronaftopirona [103] y de la (+)-(25)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2-metil-2,3
dihidronaftopirona [104].

Los metabolitos 103 y 104 se obtuvieron como sélidos cristalinos de color
amarillo, solubles en CH2Cl>. En los Cuadros 31-36 se presentan sus constantes
fisicas y espectroscopicas. De nueva cuenta, el anélisis exhaustivo de sus
constantes espectroscopicas y espectrométricas indicadas en los Cuadros 32 y 34
permiteron establecer que las dihidronaftopironas 103 y 104 corresponden a los
andlogos desmetilados en la posicién C-3 de las dihidronaftopironas 101 y 105,
respectivamente.

Esta propuesta estructural se confirmé principalmente con base en el
estudio de los espectros de RMN (Espectros 5-8 ;Apéndice I). Los espectros de
RMN-!H de los metabolitos 103 y 104 presentaron un sistema AB en 8na ~2.74
(J1=~17.0Hz ]2 =~4.0 Hz,} y 61 ~2.80 (J 1 =~17.0 Hz; ] 2 =~11.0 Hz) asignable a un
grupo metileno (H-3a, H-3b) B a la funcion oxigenada de la y-pirona, en lugar de
las sefiales correspondientes al metino y al metilo en C-3. Esfe grupo d;e sefiales
mostraron una correlacién con la absorcién del metileno en 8c ~44.0 en el espectro
HMQC (Cuadro 35). En 8y ~4.60 (J 1 =~10.5 Hz; ] 2 =~6.25 Hz; ] 5 =~4.0 Hz) se
observa una sefial doble de cuadruples dobles, que integra para un hidrégeno,
asignable al metino C-2 (Cuadro 33). Estas sefial presenta una correlacién en el
espectros HMQC con el carbono alifatico en 8c ~73.3. En la Figura 16 se presenta la
multiplicidad comparativa para las sefiales correspondientes a los hidrogenos de la

porcidn y pirona de los productos 101 y 103.
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Los compuestos 104 y 103 presentaron también un efecto Cotton negativo en
~314 nm, en el espectro de dicroismo circular. En consecuencia, la configuracion
absoluta en C-2 se designé como S. Con base en estas evidencias, la estructura del
compuesto 103 corresponde a la de la (+)-(25)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metil-2,3-
dihidronaftopirona y la del metabolito 104 a la (+)-(25)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-

2-metil-2,3-dihidronaftopirona.

5.4 Caracterizacion de la 5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetilnaftopirona
(108).

El producto natural 108 se aisl6 como un sélido cristalino de color amarillo,
soluble en CHxClz y con un punto de fusion de 195-197 °C. La férmula molecular
de este compuesto se estableci6 por espectrometria de masas como Ci7HisOs
(Cuadro 31), la cual permite un indice de insaturacién de diez.

En el Cuadro 31 se presentan las constantes fisicas y en los Cuadros 32 y 37
la constantes espectroscopicas de UV, IR y espectrométricas (EM-IE) del metabolito
fitotéxico 108. El analisis detallado de ios espectros de RMN (Espectros 13 y 14
Cuadro 37) permiti6 establecer que el producto natural 108 es el 2,3-dehidro
derivado de la (+)-(2S3S)-5-hidroxi-6,8,-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-dihidronafto-
pirona (101). La evidencia mas importante que apoya esta propuesta fue la
presencia en el espectro de RMN-13C de dos sefiales vinilicas en 8c167.4 y 119.2, en
lugar de los metinos en 8¢ 78.0 y 46.4 del compuesto 101. Asimismo, el espectro de
RMN-1H no present6 las sefiales dobles de cuadruples de H-2 y H-3 observados en
el espectro del compuesto 101. Por altimo, cabe resaltar que las sefiales de los
metilos se encontraron desplazadas paramagnéticamente en du 2.39 y 2.03 en
armonia con la disposicion de estos grupos sobre carbonos vinilicos.

Estas evidencias aunadas a la informacién proporcionada por los espectros
bidimensionales (COSY, NOESY y HMBC) [Cuadro 37] permitieron identificar al

producto natural 108 como la 5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetilnaftopirona.
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Cuadro 37. Datos espectroscopicos de RMN-H (500 MHz, CDCl3) y de RMN-13C
(125 MHz, CDCls) de la 5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetilnaftopirona (108).

POSICION 13C (3) 1H (3, mult,, ] en Hz) NOESY HMBC

1 —_— —— - —_

2 167.4 — — CHs-2

3 119.2 — — CHs5-3

4 184.1 — — CHs-3

4a 104.2 — — OH-5, H-10

5 160.6 — — OH-5

S5a 108.4 — — OH-5, H-7, H-9, H-10
6 1615 | 637d,)=24Hz — H-7, OCHs6

7 97.2 —- H-9, OCH3-6 H-9

8 162.6 6.57d,]=24Hz — H-7, OCHs-8, H-9
9 97.8 e H-7, H- 10, OCH»-8 H-7

9a 141.1 — — H-9, H-10

10 101.0 6.93 s H-9 H-9

10a 153.3 — — S

CHs-2 231 239s CHs-2, CH3-3 S

CH3-3 20.7 203s CH»-2, CH;-3 ——
OCH:-6 56.1 1.00 s H-7 —
OCH>-8 33.4 392s H9 I e

OH-5 e 15225 CH3-3 ——

5.5 Caracterizacion de la 8-hidroxi-1-metoxicarbonil-6-metilxantona (109).

El compuesto 109 se aislé como un solido cristalino de color naranja claro,
soluble en CHxCl> y con un punto de fusion de 197-198 °C. El espectro en el UV
presenta absorciones intensas en Amax 256, 233 y 207 nm caracteristicas de un
nucleo xantona. Por otra parte, el espectro en el IR presenté como caracteristica
relevante la absorcién para un grupo carbonilo conjugado en 1732 cm-. Su férmula
molecular se determiné por espectrometria de masas. El espectro de masa present6
un i6n molecular en una relacién de masa carga de 284 y permiti¢ establecer una

formula molecular de C1¢H1205 (Cuadro 38).
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Cuadro 38. Constantes espectroscépicas de IR, de UV y espectrométricas de la 8-
hidroxi-1-metoxicarbonil-6-metilxantona (109).

IR EM-IE m/z UV (CH;OH)
Umax, (KBr) cm? (INTENSIDAD RELATIVA) Ama M
— = = — — |
3148, 1732, 1650 284 [M* (48)], 252 (100), 223 (14),| 233, 256, 289, 300, 360.
139 (8), 127 (8), 77 (9).

El analisis de los espectros de RMN (Cuadro 39) permité establecer que el
producto natural presenta el nucleo estructural de una xantona (Tetsuro et al., 1992;
Munekezu et al., 1996; Hideaki ef al., 1986). Los espectros evidencian ademads la
presencia de un hidroxilo quelatado, un metilo sobre anillo aromatico y un grupo
carboximetilo (de un metil éster de un acido aromatico).

Asi, el espectro de RMN-13C (Espectro 16; Apéndice I) presenta sefiales para
16 stomos de carbonos. De estas sefiales, dos corresponden a grupos carbonilo (8¢
169.66 y 180.44), cinco a metinos aromaticos (8¢ 107.38, 111.73, 119.39, 122.50 y
134.75), seis a carbonos cuaternarios aromaticos (8¢ 155.69, 106.99, 117.59, 156.00,
119.40 y 149.40) y las ultimas dos sefiales corresponden a un grupo metilo sobre
anillo aromatico (6c 22.62) y a un grupo éster metilico (&c 53.09).7Cabe r_rlencioﬁar
que la discriminacién entre metilos, metilenos y metinos se realizé mediante el
andlisis del espectro DEPT (Cuadro 39).

Los datos generados por el espectro de RMN-TH (Cuadro 39, Espectro 15;
Apéndice I) confirman la presencia de cinco hidrégenos aromaticos, un grupo
hidroxilo quelatado (5u 1215 s), un grupo metil éster (8n 4.03 s) y de un metilo
sobre anillo aromatico (81 2.43 s). Tres de los hidrégenos arométicos conforman un
sistema ABC (84 7.304dd, J;=7.0Hz, [;=10Hz;7.74dd, y =82Hz, [,=75Hz;7.52
dd“, Ji = 8.7 Hz, ]2 = 1.0 Hz). Los otros dos aparecen en 31 6.64 (g) y 6.75 (q). La
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multiplicidad observada en cada caso indica que estos hidrégenos se encuentran

orfo a un grupo metilo (acoplamiento bencilico).

Cuadro 39. Datos espectroscopicos de RMN-1H (500 MHz, CDCl3) y de RMN-13C
(125 MHz, CDCl3) de la 8-hidroxi-1-metoxicarbonil-6-metilxantona (109).

POSICION 13C (5) H (5, mult., | en Hz) NOESY HMBC
1 156.0 _ — H-3
2 122.5 7.30dd, ]=70Hz; ]=1.0Hz H-3 e
3 134.8 7.74dd, ]=82Hz;]=75Hz H-2, H4 —
4 119.4 7.52dd, =87 Hz; ]=1.0Hz H-3 H-2
4a 133.6 — — H-3
5 107.4 6.644 H-7 H-7, CHs-6
5a 155.7 — — H-5
6 149.4 —_— — CH:-6
7 111.7 6.75 g H-5 H-5, CHs-6
8 615 | — H-7
8a 107.0 — — H-5
9 180.4 — — H-5
9a 117.6 — — H-2, H-4
CHs-6 226 2435 H-5, H-7 -----
OH-8 — 12155 — —_—
| CH;0CO-5 53.1 4.03s ——— —-
CHOOCS | 1697 [ = — — H-2

Para establecer la disposicién de los grupos funcionales y asignar los
carbonos cuaternarios, se procedi6 a realizar el analisis de los espectros de RMN de
correlacion homonuclear (COSY y NOESY) y heteronuclear (HMBC).

En el Cuadro 39y en la Figura 17 se indican las correlaciones mas relevantes
observadas en el espectro HMBC. Asi, las correlaciones observadas para la sefiales
en 8¢ 156.00 (C-1) [C-1/H-3), 8c 119.4 (C4) [C-4/H-2], 8¢ 119.40 (C4a) [C4a/H-3]
y 8¢ 117.6 (C-9a) [C-9a/H-2, H4] permiten ubicar al carboxi metilo en la posicién
C-1. Por otro lado, las correlaciones observadas en 8c 107.38 (C-5) [C-5/H-7, CH1-6],
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en 8¢ 111,73 (C-7) [C-7/H-5, CH3-6], en 3¢ 161.45 (C-8) [C-8/H-7] y en 8¢ 106.99 (C-
8a) [C-8a/H-5], permiten ubicar al grupo hidroxilo en C-8 y al metilo en C-6. Las
interacciones CH3-6/H-7, CH3-6/H-5 observadas en el espectro NOESY apoyan

esta dltima propuesta.

H-3 H-4 H-2 H5 H-7
5 8a
o &
7 o]
4
g 8 120
2
3
b-140
6
5a
1 D @ o
B T - e - 4160
CH,0CO-1 ®
CO-9 ©@ ' - 180
ppm
opm 7.5 7.0 6.5

Figura 17. Espectro de HMBC (500, MHz, CDCl3) de la 8-hidroxi-1-metoxicarbonil-
6-metilxantona (109).
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Con base en el anélisis espectroscépico anterior, la estructura del compuesto
109 se estableci6é como la de la 8-hidroxi-1-metoxicarbonil-6-metilxantona.

La estructura de la xantona se confirmé de manera inequivoca mediante un
analisis de difraccién de rayos X. En la Figura 18 se muestra una vista

estereoscopica de este compuesto.

Figura 18. Vista estereoscopica de la 1-hidroxi-8-metoxicarbonil-3-metilxantona
(109).

5.6 Caracterizacién de la rubrofusarina B (107), la emodina (110), el
metilparaben (111), el dcido-4-hidroxibenzoico (112), el ergosta-4,6,8(14),22-
tetraen-3-ona (113) y la citrinina (114).

La rubrofusarina B (107) [Galmarini et al., 1974; Gorst-Allam et al., 1980;
Leeper y Staunton 1984], la emodina (110) [Melvin et al., 1988; Melvin y Giménez
1991], el metilparaben (111) [ Buckingham 1982], el acido-4-hidroxibenzoico (112)
[Buckingham 1982, el ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (113) [Porter 1975; Seitz y
Pausksfelis 1977]y la citrinina (114) [Mathieson y Whalley 1964;. Sankawa et al.,
1983] se caracterizaron por comparaciéon de sus constantes fisicas y

espectroscopicas con las descritas previamente en la literatura.
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6. DETERMINACION DEL POTENCIAL FITOTOXICO DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS.

De acuerdo con los objetivos planteados y con la estrategia experimental
establecida para el desarrollo de la presente investigacion, se realizaron los
ensayos biolégicos conducentes a determinar el potencial fitotéxico de los
compuestos aislados. Para ello se evalu6 el efecto de los compuestos sobre la
germinaciéon y el crecimiento radicular, utilizando semillas de Amaranthus
hypochondriacus y de Echinochloa crusgalli; estas especies son representantes de
arvenses dicotiled6neas y monocotiledéneas, respectivamente.

Por otra parte, con la finalidad de explorar un posible blanco de accién de
las fitotoxinas en el metabolismo y/o fisiologia vegetal se analiz6 el efecto de los
compuestos activos sobre la proteina reguladora CaM. En primer lugar, se
investigé si las fitotoxinas alteraban la movilidad electroforética de las CaMs de
espinaca y de cerebro de bovino (SIGMA), mediante una electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE al 12%), o sf se retenian en una columna de afinidad
sobre CaM de cerebro de bovino unida a agarosa de cerebro de bovino (SIGMA).
Por ultimo, se analizé si los compuestos afectaban las propiedades moduladoras
enzimaticas de la CaM, utilizando como enzima blanco la NAD cinasa dependiente

de CaM.

6.1. Determinacion cuantitativa del efecto fitotéxico.

Los ensayos de fitotoxicidad se realizaron utilizando tres concentraciones
(1, 10 y 100 pg/mlL} de los productos naturales de acuerdo a la metodologia
descrita en el inciso 2.2 de la seccién experimental. Como control positivo se utilizé
el acido-2, 4-diclorofenoxiacético (2, 4-D).

En el Cuadro 40 se indica el efecto de los compuestos sobre la germinacion y

el crecimiento radicular de las dos malezas de prueba, Amaranthus hypochondriacus
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v de Echinochloa crusgalli Los resultados se expresaron en términos de la
concentracion inhibitoria media (Clso M). En general, todos los compuestos
evaluados demostraron una actividad fitotéxica significativa y dependiente de la
concentracién sobre el crecimiento radicular de las dos malezas (Cuadro 40)
observandose, en algunos casos una Clse calculada menor a la del control positivo
(24-D). Los compuestos 103, 104, 106-108 y 111-114 son los més activos para las
semillas de Amaranthus hypochondriacus, en tanto que, los compuestos 102, 104, 106,
107, 109 y 110 demostraron un efecto fitotéxico mayor para las semillas de
Echinochloa crusgalli. El compuesto 109 fue el tnico que demostr6 un marcado
efecto inhibitorio sobre el crecimiento radicular de Echinochloa crusgalli. Con
respecto al proceso de germinacion, de manera general, los compuestos puros no

presentaron un efecto significativo a la maéaxima concentraciéon evaluada

(100 pg/mL).

Cuadro 40. Efecto fitotoxico de los metabolitos aislados de Guanomyces polythrix.

Amaranthus Echinochloa
hypochondriacus crusgalli
METABOLITO
CRECIMIENTO GERMINACION CRECIMIENTO GERMINACION
RADICULAR Clso (M) RADICULAR Clso (M)
Clso (M) __Cla (M)
OCH OH O
o 10X104:14 | 24X104+15 | 12X104+17 | 30X104+22
CHyO (St
(101)
oCHIOH O
E«HJ 6.5 X104 +1.5 >3.0X 104212 6.1X105x1.1 27X104+1.8
CHyO 07 "chy
OCHy
(102)

* desviacion estindar calculada a partir del crecimiento radicular y de la germinacién de las semillas

utilizadas.
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Cuadro 40. Efecto fitot6xico de los metabolitos aislados de Guanomyces polythrix
(continuacion).

Amaranthus Echinochloa
hypochondriacus crusgalli
METABOLITO
CRECIMIENTO GERMINACION | CRECIMIENTO | GERMINACION
RADICULAR Clso (M) RADICULAR Clso (M)
Clso (M) Clsi (M)
OCH;OH O
A
cmm 23X105+24 >3.4X107+£22 87X100+17 >34X104+15
CHy
(103)
OCH O O
H
fom
C“=°/(ij"’j;gm 13X105£1.3 >3.1X10*£1.38 40X105+£19 >3.1X104+14
OCH,
(104)
OCH,OH O
CHy

P Ve Fa e Vi 1.1X104+1.0 25X10+ 1.7 13X104+22 >3.3X 104+ 09

oo S 77X105+19 | >3.0X104+1.4 | 70X105£21 | >3.0X 104+ 09

m/&/\(il% 13X10521.7 | >35X10+£1.2 | 20X105:1.6 [>3.5X104%1.1

CHO " 8.0X10°+£1.4 >33 X104+1.5 17X104£18 >33 X104 1.0

é:l\/t)\ 15X104 1.7 >33X10-4+1.8 98 X106+ 19 >35X104£1.2
0 CHy

(109)

+ desviacién estindar calculada a partir del crecimiento radicular y de la germinacién de las semillas
utilizadas.
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Cuadro 40. Efecto fitotoxico de los metabolitos aislados de Guanomyces polythrix

(continuacion).
Amaranthus Echinochloa
hypochondriacus crusgalli
METABOLITO
CRECIMIENTO GERMINACION CRECIMIENTO | GERMINACION Cls
RADICULAR Clso (M) RADICULAR ™M)
o Clso (M) _ Clso {M) _
oH © DH
/@\ 13X104 =18 | >3.7X104£21 | 20X105+25 >3.7 X104+ 1.9
HO CHy
[o]
(110)
COOCH;
55X10°=17 >3.0X104+18 63X104+14 >3.0X104+19
OH
(111)
COOH
1.7X103=25 >3.0X104+1.7 23X104+15 >3.0 X104+ 2.0
OH
(112)
[
CHy, [
”"/\/\;1"‘:
o . 80X105=-14 >25X104+15 | 1.7X 104 +1.2 >25X104+18
(113)
ChHy CHad-I
o et
¢ 23X10°-14 >3.0X104+19 6.3 X104t 24 >3.0X104+21
HO—C
& om
(114)
24-D 1.8X10°=-1.2 >23X102+17 | 88X 104+ 22 >23X 102423

+ desviacion estandar calculada a partir del crecimiento

semillas utilizadas.

radicular y de la germinacién de las
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6.2. Interaccién de los principios fitotoxicos puros con CaMs de espinaca y
de cerebro de bovino.

La posible interaccién de las fitotoxinas con la proteina CaM (de espinaca y
de cerebro de bovino) se explor6, en primer lugar, mediante una electroforesis
vertical descendente en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE al 12%). La
interaccion de los compuestos fitotéxicos con la CaM altera la conformacion de la
proteina, provocando por consiguiente cambios en su movilidad electroforética
(Leung, et al., 1985).

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado en presencia de CaCl>
o de EGTA [(4cido tetraacético etilen glicol-bis B-aminoetil éter)-N,N,N',N'] un
agente quelante de calcio, utilizando quercetina como un control positivo (Nishino
et al., 1984). La interaccién de los compuestos fitotoxicos 101-108 con la proteina
(CaM (espinaca y de cerebro de bovino) se presenta en los electroforetogramas que
se ilustran en las Figuras 19 y 20, y la interaccién de los metabolitos 109-114 en [os
electroforetogramas de las Figuras 21 y 22. En general, todos los compuestos
modifican la movilidad electroforética de la CaM en ausencia y en presencia de
calcio. Los compuestos 102 y 106 retardaron notablemente la movilidad de ambos
tipos de proteina (de espinaca y de cerebro de bovino). El incremento o el retardo
en la movilidad de la proteina CaM provocado por las restantes fitotoxinas fue mas
evidente en presencia de Ca?*. En general, los metabolitos fitotoxicos aceleran la
movilidad de la protel’naien ausencia de calcio (Leung_"et al., 1984).

Posteriormente, se realiz6 una cromatografia de afinidad sobre CaM de
cerebro de bovino unida a agarosa. Este analisis permitié corroborar el tipo de
union (reversible vs no reversible) entre las fitotoxinas y la CaM, aunque las
condiciones desnaturalizantes de la electroforesis permiten proponer a priori que la
mayoria de las fitotoxinas ensayadas interaccionan de manera no reversible con las
CaMs de cerebro de bovino y de espinaca. La cantidad de compuesto retenido en
la columna se determin6 mediante el anélisis espectrofotométrico de los eluatos

obtenidos en diferentes condiciones tanto no desnaturalizantes (disoluciones
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amortiguadoras I y II) como desnaturalizantes (disolucién amortiguadora 111, NaCl
y urea). En la seccién experimental se indica la composicién de los eluyentes. -

En todas las determinaciones, la cantidad de la fitotoxina liberada de la
columna se determiné espectrofotométricamente interpolando la densidad Optica
registrada para los distintos eluatos en las curvas estandar construidas con cada
uno de los productos naturales (Cuadro 7; seccién experimental). Los resultados de
esta determinacion se resumen en los Cuadros 41 y 42. En general, todos los
compuestos en estudio fueron retenidos en la columna de afinidad en presencia de
Ca%, lo anterior sugiere que, en principio, la interaccién entre la CaM de cerebro
de bovino y los diferentes compuestos fitot6xicos es a excepcién del compuesto 114
es 100 % irreversible en presencia de Ca?*. En condiciones experimentales
desnaturalizantes, los metabolitos 101-108, 110 y 113 se retienen en la columna,
indicando que la interaccién con la proteina es no reversible. Ninguno de estos
productos se liber6 de la columna de afinidad bajo condiciones de eluci6n
des;iaturalizantes (pH bésico y urea) [Cuadros 41 y 42].

La interaccion de los compuestos 109, 111, 112 y la quercetina (control
positivo), no es 100 % irreversible. En ausencia de Ca?* (disolucién amortiguadora
de EGTA, condicién experimental no desnaturalizante) los metabolitos son
parcialmente liberados de la columna de afinidad. Ademas, se puede observar que
estos compuestos presentan una unién con la proteina reguladora CaM de tipo
reversible, ya que fueron liberados totalmente de la columna de afinidad después
de utilizar como eluyente urea 6 M (condicion experimental altamente
desnaturalizante). Por ultimo, el compuesto 114 presenta una interaccién
parcialmente covalente con la proteina CaM. Unicamente se liberaron 4 pg del
metabolito fitotéxico de la columna de afinidad bajo todas las condiciones

experimentales empleadas.
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OCH;0H O

103 OCH,

107 | 108

Figura 19. Electroforesis (SDS-PAGE 12%) en presencia de calmodulina de espinaca (A) y de cerebro de bovino (B): 2 pg
de calmodulina y 2 L de CaCl21 mM. Las muestras se incubaron durante 1.5 h a 30 °C. CaM (calmodulina), C- (DMSO),
C + (0.033 ug/mL quercetina en DMSO), I (101), II (102), III (103), IV (104), V (105), VI (106), VII (107) y VIII (108). En todos
los casos se aplicaron 0.033 ug/mL de compuesto en DMSQO. _
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112 113

Figura 21. Electroforesis (SDS-PAGE 12%) en presencia de calmodulina de espinaca (A) y de cerebro de bovino (B) : 2 pg
de calmodulina y 2 uL de CaCl> 1 mM. Las muestras se incubaron durante 1.5 h a 30 °C. CaM (calmodulina), C- (DMSQ),
C + (0.033 pg/mL quercetina en DMSO), IX (109), X (110}, XT (111), XII (112), XIII (113) y XVI (114). En todos los casos se
aplicaron 0.033 pg/mL de compuesto en DMSO.
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Cuadro 41. Cantidad de metabolito fitotéxico retenido en la columna de afinidad
(agarosa-CaM de cerebro de bovino) después de eluir en diferentes condiciones

experimentales.
METABOLITO MICROGRAMOS DE COMPUESTO FITOTOXICO RETENIDOS
FITOTOXICO EN LA COLUNMA DE AGAROSA-CAM
DISOLUCION 1 | DISOLUCION 11 | DISOLUCION 111 | DISOLUCEON 1V | DISOLUCION V
TRIS-H( 20 mM | TRIS-HCI 20 mM | TRIS-HCI 20 mM NaCl Urea
1 mM CaCl; 1 mM EGTA 1 mM CaCl; ™ &M
pH=7.0 pH=7.0 pH=8.0
OCH;OH O
ok
CHiO EH 110.0 £ 0.0056 | 10.0 £ 0.0021 | 10.0 £ 0.0045 | 10.0 £ 0.0014 | 10.0 £ 0.0041
(101)
OCH, OH O
ANe
£r:0 : 0 ~.CHH3 10.0 + 0.0089 | 10.0 £ 0.0033 { 10.0 + 0.0074 1 10.0 £ 0.0022 | 10.0 £ 0.0021
OCH3
(102)
OCH,0H ©
' A
i f H
CH:O ojT§H3 10.0 £ 0.0026 | 10.0 £ 0.0054 | 10.0 £ 0.0042{ 10.0 £ 0.0021 ; 10.0 £ 0.0024
(103)
OCH;0H © i .
H
-
CH:O o '---§H3 10.0 + 0.0051 | 10.0 £ 0.0048 | 10.0 + 0.0041 | 10.0 £ 0.0081 | 10.0 £ 0.0021
OCH;
(104)
OCH3 04 O
! CH3
I =—H
Chi0 o™ 10,0 + 0.0045 | 10.0 £ 0.0024 | 10.0 + 0.0030 | 10.0 £ 0.0040 } 10.0 + 0.0075
(105)
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Cuadro 41. Cantidad de metabolito fitotoxico retenido en la columna de afinidad
(agarosa-CaM de cerebro de bovino) después de eluir en diferentes condiciones
experimentales (continuacién).

METABOLITO | MICROGRAMOS DE COMPUESTO FITOTOXICO RETENIDOS
FITOTOXICO EN LA COLUNMA DE AGAROSA-CAM
DISOLUCION1 | DISOLUCION II | DISOLUCION III | DISOLUCION v DISOLUCION V
TRIS-HC120 mM | TRIS-HC1 20 mM | TRIS-HCI 20 mM NaCl Urea
1 mM CaCl; 1mM EGTA 1 mM CaCl; 1M oM
pH=7.0 pH=7.0 pH=8.0
OCH; OH ©
LCHs
H
cuaoﬁjirb:ﬁ* 10.0 £ 0.0058 | 10.0 + 0.0016 | 10.0 + 0.0025 | 10.0 £ 0.0078 | 10.0 + 0.0028
OCH;
(106)
OCH; QO ©
-
CHy0 0" emy | 10.0 £ 0.0019 | 10.0 £ 0.0089 | 10.0 + 0.0049 | 10.0 + 0.0047 | 10.0 + 0.0084
(107)
OCH,OH O
CHy
||
CHyO o >ewy | 10.0 1 0.0056 | 10.0 + 0.0074 | 10.0 + 0.0023 | 10.0 + 0.0045 | 10.0 + 0.0052
(108)
CH;O—E O oH
10.0£0.0059| 2.8 £0.0058 | 2.8 +0.0019 | 0.0+ 0.0021 | 0.0 + 0.0045
o) CHs
(109)
OH O OH
HO cwy | 10.0 1 0.0027 [10.0 £ 0.0026 | 10.0 £ 0.0026 | 10.0 + 0.0087 | 10.0 + 0.0012
o]
(110)
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Cuadro 41. Cantidad de metabolito fitotdxico retenido en la columna de afinidad
(agarosa-CaM de cerebro de bovino) después de eluir en diferentes condiciones
experimentales (continuacion).

METABOLITO MICROGRAMOS DE COMPUESTO FITOTOXICO RETENIDOS
FITOTOXICO EN LA COLUNMA DE AGAROSA-CAM
DISOLUCIONT | DISOLUCION II | DISOLUCION II1 | DISOLUCION IV | DISOLUCION V
TRIS-HC1 20 mM ] TRIS-HC1 20 mM | TRIS-HC1 20 mM NaCl Urea
1 mM CaCly 1 mM EGTA 1 mM CaCly M 6M
pH=7.0 pH=7.0 pH=8.0
COOCH;
10.0£0.0046 | 6.9+ 0.0024 | 6.9+ 0.0021 | 6.9+ 0.0033 | 0.0+ 0.0038
OH
(111)
COCH
10,0+ 00088 7100018 | 71 +£0.0022 | 71 +£0.0038 | 0.0+ 0.0050
O
(112)
) CHy o
o L
ﬁé\ﬁ'ﬁ 10.0 £ 0.0023 | 10.0 + 0.0056 | 10.0 + 0.0080 | 10.0 + 0.0054 | 10.0 + 0.0021
o
(113)
CH; CH,
o Tich
i H
HO—¢ o 6.0+00074 | 6.0£0.0052 | 6.0+ 0.0074 | 6.0+ 0.0045 | 6.0 0.0027
(s} CH
(114)
i 10.0 £ 0.0051 | 6.2+ 0.0038 | 6.2+ 0.0058 | 6.2+ 0.0074 | 0.0+ 0.0022
H O
Quercetina (115)
{Control positivo)
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Cuadro 42. Cantidad total de fitotoxina retenida o liberada de la columna de
afinidad (agarosa-CaM de cerebro de bovino) después de eluir en diferentes
condiciones experimentales.

METABOLITO CONCENTRACION | CONCENTRACION TIPO DE
FITOTOXICO TOTAL RETENIDA TOTAL LIBERADA INTERACCION
EN LA COLUMNA DE LA COLUMNA
OCH;OH QO
CHy
-4
CHy©O N 10ug 0.0 pg 100 %
(101) Irreversible
OCH;OH O
CHy
i “H
CHyO 0" er, 10 pg 0.0 ug 100 %
och Irreversible
(102)
OCHyOH O
H
[ I
CH30 0" "ewy 10 pg 0.0 pg 100 %
(103) Irreversible
OCH;OH O
H
| H
cHs0 0" on, 10pg 0.0 ug 100 %
OCH, Irreversible
(104)
OCH;OH  ©
..‘CH3
| ~CHs
CH;0 0 10 ug 0.0 pg 100 %
(105) Irreversible

153




VL. Resultados y Discusién.

Cuadro 42. Cantidad total de fitotoxina retenida o liberada de la columna de
afinidad (agarosa-CaM de cerebro de bovino) después de eluir en diferentes
condiciones experimentales (continuacién).

METABOLITO CONCENTRACION CONCENTRACION TIPO DE
FITOTOXICO TOTAL RETENIDA TOTAL LIBERADA INTERACCION
EN LA COLUMNA DE LA COLUMNA
OCH; 0
CHa
| ocw o
CHi0 0" N\ 10 pg 0.0 pg 100 %
OCH, Irreversible
(106}
OCHOH O
|
CHO 0”7 cHy 10 ug 0.0 ug 100 %
(107) Irreversible
OCH;OH ©
ad 10ug
CHyO 07 CHa 0.0 pug 100 %
{106) Irreversible
CH3O—(]',E 0 QH
0.0 pg 0pg 100 %
0 CHy Reversible
(109)
OH O OH
HO CH, 10 pg 0.0 pg 100 %
o Irreversible
(110)
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Cuadro 42. Cantidad total de fitotoxina retenida o liberada de la columna de
afinidad (agarosa-CaM de cerebro de bovino) después de eluir en diferentes

condiciones experimentales (continuacién).

METABOLITO CONCENTRACION | CONCENTRACION TIPO DE
FITOTOXICO TOTAL RETENIDA TOTAL LIBERADA INT ERACCION
EN LA COLUMNA DE LA COLUMNA
COOCH,
00 pug 10 ug 100 %
o4 Reversible
(111)
COOH
0.0 pg 10 pg 100 %
OH Reversible
(112)
o CHy
oL
k- 10 ug 0.0 pg 100 %
o Irreversible
(113)
CH; CH,
o ""ﬂcn,
: H
HO—¢ © 6.0 ug 4.0 ug 60 % .
0 o Irreversible
(114)
OH
H 0. oH
I o
on 00 pug 10 pg 100 %
L. Reversible

Quercetina (115)
(Control Positivo)
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6.3 Determinacion del efecto de los metabolitos fitotéxicos sobre la
actividad de la enzima NAD cinasa dependiente de CaM.

Los experimentos anteriores permitieron establecer que las fitotoxinas
interaccionan con CaM. Sin embargo, los mismos no indican si esta interaccion
afecta las propiedades reguladoras enzimaticas de la CaM.

Para determinar si las fitotoxinas afectan la habilidad de la CaM para
interaccionar con sus proteinas blanco, se determiné el efecto de los productos
naturales sobre la actividad moduladora de la CaM empleando como enzima de
prueba a la NAD cinasa dependiente de CaM {complejo Ca?*-CaM-NAD cinasa)
purificada parcialmente de chicharo. Esta enzima se seleccion6 como proteina
blanco debido a que es modulada por CaM s6lo en vegetales Lee ef al., 1995, 1999,
2000; Liao et al., 1996; Liu et al., 1998). Por otro lado, el hallazgo reciente de que esta
enzima es activada exclusivamente por algunas de las isoformas de la CaM in vitro
la hacen un blanco altamente especifico para agentes herbicidas potenciales (Lee et
al., 1995, 1999, 2000; Liao et al., 1996; Liu ef al., 1998).

La estrategia experimental utilizada para determinar si los metabolitos
fingicos afectan las propiedades reguladoras de la CaM fue estandarizada como
parte del desarrollo del presente trabajo. El procedimiento comprende cuatro fases: '

a) Purificacién parcial de la enzima NAD cinasa a partir de plantulas de

_ . . chicharo. ) 7 -

b) Determinacién de la viabilidad del preparado enziméatico en presencia de
diferentes concentraciones de CaM (de espinaca y de cerebro de bovino).

¢) Determinaciéon del efecto de las fitotoxinas sobre las actividades de las
enzimas NAD cinasa en ausencia de CaM y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Esta
ultima enzima se emplea en un ensayo enzimatico acoplado para determinar la
actividad de la enzima NAD cinasa.

d) Evaluacién de la habilidad de las fitotoxinas para inhibir el efecto

modulador enzimaético de la CaM.
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A continuacion se describen en detalle los resultados obtenidos en cada una

de ellas.

6.3.1 Purificacion parcial de la enzima NAD cinasa.

El crudo proteinico conteniendo la actividad de la enzima NAD cinasa, libre
de CaM endégena, se obtuvo de acuerdo con el método de Harmon (Harmon ef al.,
1984) a partir de plantulas de chicharo germinadas durante 14 dias. La cantidad de
proteinas totales se cuantifico de acuerdo con el método de Bradford (Bradford,
1976), utilizando 10 pL de extracto. La densidad Optica obtenida se interpol6 en
una curva estindar de albimina sérica bovina (Cuadro 8 seccién experimental). En
el Cuadro 9 (seccién experimental) se indica el contenido proteinico de cada uno
de los extractos semi purificados con actividad de NAD cinasa utilizados en este

bioensayo.

6.3.2 Viabilidad de la preparacion enzimdtica.

Una vez que se cuantitic6 el contenido de proteinas se procedio a verificar la
viabilidad del extracto enzimatico, utilizando diferentes concentraciones de CaM
de espinaca o de cerebro de bovino (0.5-3.0 pg de proteina), en presencia de
concentraciones saturantes de NAD y ATP.

La actividad de la enzima se correlaciona con la velocidad de formacién del
NADP. La velocidad de formacién del NADP se determina midiendo la velocidad
de su conversion en NADPH por accion de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa en presencia de glucosa-6-fosfato. A su vez, la velocidad de
formacién del NADPH se cuantificé midiendo la disminucién de la absorbancia a

600 nm en funcién del tiempo en presencia de dos colorantes redox, el 2,6-
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dicloroindolfenol y el metasulfato de fenazina. La velocidad de formacion de
NADPH es proporcional a la cantidad de NADP (NADPH) presente en el medio
de reacci6én. En la Figura 23 se resumen las reacciones enzimaticas acopladas
involucradas en la determinacién de la actividad de la enzima NAD cinasa y en la
Figura 24 se presenta un ejemplo de las curvas obtenidas al cuantificar
espectrofotométricamente la concentracién de NADPH presente en el medio de la

reaccién, en presencia de diversas concentraciones de CaM de espinaca.

1 CaM + Ca2* -=—>» (CaM-Ca?*
1 CaM-Ca2*+ NAD cinasa ——» (CaM-Ca2*-NAD cinasa
ATP ADP

1 NAD \\/ NADP

CaM-Ca2+-NAD cinasa

NaADP NADPH

H-"'CI—OH H_(I:_OH
H—(IZ—OH o H_(I:—OH o
v HO—C—H HO—C—H

H""(F-"OH H*"CII—OH

H_(|: N Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa H“‘,: 2
CH,0P0, CH,0PO;

Glucosa-6- 6-Fosfoglucono-

fosfato S-lactona

Figura 23. Reacciones bioquimicas involucradas en la determinacién de la
actividad de la enzima NAD cinasa dependiente de CaM.
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—&— NAD cinasa

—O—NAD cinasa + 0.5 ug de calmodulina
-—&— NAD cinasa + 1.0 ug de calmodulina
—X— NAD cinasa + 1.5 ug de calmodulina
—A— NAD cinasa + 2.0 ug de calmodulina
—&—NAD cinasa + 2.5 ug de calmodulina
68— NAD cinasa + 3.0 ug de calmodulina

0.3 -

0.2 -

Densidad 6ptica (600 nm)
]
=

0.1 -

-----

Tiempo (s)

Figura 24. Efecto de la concentracién de CaM de espinaca, sobre la actividad de la
enzima NAD cinasa de chicharo. Cada punto representan la media de tres réplicas
independientes.

La interpolacion de la constante de rapidez obtenida en cada caso en una
curva patron de NADP (Figuras 8 y 9; Seccion experimental), permitié determinar
cuantitativamente la concentracion de NADPH (NADP) generado y, por ende, la
actividad de la enzima NAD cinasa en cada tratamiento (mM de NADP/min). En
la Figura 25 se muestran los porcentajes de activacion de la enzima NAD cinasa en
presencia de diferentes concentraciones de CaM de espinaca o de cerebro de
bovino. La proteina vegetal estimul6 en un 230 % la actividad de la enzima NAD

cinasa ,en tanto que, la CaM de cerebro de bovino en un 160 %.
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Figura 25. Actividad de la enzima NAD cinasa dependiente de CaM en presencia
de diferentes concentraciones de CaM de espinaca o de cerebro de bovino y ATP
(3 mM) y NAD (2mM). Los valores se expresan como porcentajes de maxima
actividad enzimatica. Las barras de error representan el error estandar de la media
de tres réplicas independientes.

6.3.3 Efecto de las fitotoxinas sobre la actividad de las enzimas NAD cinasa
en ausencia de CaM y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

El efecto de las diferentes fitotoxinas sobre las actividades de las enzimas
NAD cinasa en ausencia de CaM y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se determin6
con la finalidad de descartar un efecto directo de la fitotoxinas sobre ambas

enzimas.
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Los resultados de estas evaluaciones indicaron que ninguna de las
fitotoxinas afecta la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La
quercetina utilizada como un control positivo en los experimentos de electroforesis
inhibe en un 50 % la actividad de este enzima a la maxima concentracién de prueba

utilizada (1.2 x 104 M). En la Figura 26 se representan los resultados de esta

evaluacion.

110 -

—&— Fitotoxinas 101-114

% de Actividad de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa

30 +
20 4 —— Quercetina
10 A
] T T T T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

Concentracion (mM)

Figura 26. Actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en presencia
de diferentes concentraciones de las fitotoxinas 101-114 o de quercetina. Los
valores se expresan como porcentajes de maxima actividad enzimaética. Las barras
de error representan el error estindar de la media de tres réplicas independientes.
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En las Figuras 27 y 28 se presentan los porcentajes de actividad de la enzima
NAD cinasa en ausencia de CaM y en presencia de los compuesto fitotoxicos
evaluados. A excepcion de las 2,3-dihidronaftopironas 103 y 104, las fitotoxinas
restantes no interfieren significativamente con la actividad de la enzima NAD
cinasa en ausencia de CaM, observandose en general una inhibicién de 20230 % a
la maxima concentracion estudiada (1.2 x 10 M). En los Cuadros 43 y 44 se indican
los porcentajes de inhibicién alcanzados por los metabolitos fitotéxicos sobre la

actividad de las enzimas estudiadas a la maxima concentracion utilizada y los

valores de Clso (M), respectivamente.

100 # —-—101
T ——102
o5 | —%—105
—0-106
—a— 107
§ 90 - —&—108
>
Z s
7]
©
=80
75. -
70 T T T L] L] Ll 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

Concentracién (mM)

Figura 27. Actividad de la enzima NAD cinasa en ausencia de CaM y en presencia
de diferentes concentraciones de los compuestos fitotéxicos 101, 102, y 105-108 y
concentraciones saturantes ATP (3 mM) y NAD (2 mM). Los valores se expresan
como porcentajes de maxima actividad enzimatica. l.as barras de error representan
el'error estandar de la media de tres réplicas independientes.
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Figura 28. Actividad de la enzima NAD cinasa en ausencia de CaM y en presencia
de diferentes concentraciones de los compuestos fitotoxicos 109-114 y
concentraciones saturantes ATP (3 mM) y NAD (2 mM). Los valores se expresan
como porcentajes de maxima actividad enzimatica. Las barras de error representan

el error estdndar de la media de tres réplicas independientes.

Con respecto al efecto de los metabolitos fitotoxicos 103 y 104 sobre la
actividad de la enzima NAD cinasa en ausencia de CaM, en la Figura 29 se observa
que estas 2,3-dihidronaftopironas inhiben drasticamente la actividad de la cinasa
alcanzando en ambos casos un 100 % de inhibicién. La dihidronaftopirona 104
(Clso 0.026 mM), con un grupo metoxilo adicional en la posicién C-10, es mucho

mas activa que el compuesto 103 (Clso 0.048mM).

163



VI. Resultados y Discusidn.

OCH; OH O
H
..... H
g
. CHyO O ..I'CH;;
(103) (104)

Por otra parte, en la Figura 29 también se presenta el efecto de la quercetina

la cual inhibe en 46 % la actividad de la cinasa a una concentracion de 1.2 x 104 M.

100
90 -
80
70
60

—4—103
104

—8— quercetina

50 4
40 -
30 4
204 .
10 4
0- T .

0 0.02 0.04 0.06 0.08 01 0.12 0.14

Y% de Actividad

Concentracion (mM)

Figura 29. Actividad de la enzima NAD en ausencia de CaM y en presencia de
diferentes concentraciones de las fitotoxinas 103, 104 o de quercetina y de
concentraciones saturantes de ATP (3 mM) y NAD (2 mM). Los valores se expresan
como porcentajes de maxima actividad enzimatica. Las barras de error representan
el error estandar de la media de tres réplicas independientes.
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6.3.4 Efecto de las fitotoxinas sobre la habilidad de la CaM para activar la
enzima NAD cinasa dependiente de CaM.

El analisis del efecto de las fitotoxinas sobre la actividad de la NAD cinasa
en presencia de CaM de espinaca o cerebro de bovino permitié clasificar a las
fitotoxinas en cuatro grupos. El primero incluye a los compuestos que demostraron
un efecto inhibitorio selectivo sobre la activacion de la NAD cinasa en presencia de
CaM de espinaca. Este grupo esta representado por los compuestos 101, 102, 105 y
106. El segundo grupo, esta integrado por las fitotoxinas 109, 110 y 113, que
presentaron un efecto inhibitorio indistinto sobre la capacidad de la CaM (vegetal
0 animal) para activar la NAD cinasa. En el tercer grupo se ubican los metabolitos
fitotoxicos 107, 108, 111 y 112, que demostraron un efecto inhibitorio sobre la
activacion de la cinasa en presencia de CaM de espinaca y un efecto estimulante
sobre la actividad de la enzima en presencia de CaM de cerebro de bovino. Por
ultimo, el cuarto grupo incluye a la citrinina (114), que no presenté un efecto
inhibitorio significativo sobre la enzima NAD cinasa dependiente de CaM en
presencia de ambos tipos de CaM.

En el Cuadro 43 se indica la méaxima inhibicion provocada por las
fitotoxinas sobre la actividad de las enzimas NAD cinasa (en ausencia y en
presencia de calmodulima) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. De manera
adicional, en los Cuadros 4 y 45 se incluyen los valores de Clso y la cantidad de
NADP (mM de NADP/ rﬁin) producido en presencia de los compuestos a la

maxima concentracién empleada, respectivamente.

6.3.4.1 Efecto de los compuestos 101, 102, 105 y 106 sobre la actividad de la
enzima NAD cinasa dependiente de CaM en presencia CaM de espinaca y de
cerebro de bovino.

En la Figura 30 se presenta el efecto de los compuestos fitotoxicos 101, 102,

105 y 106 sobre la actividad de la enzima NAD cinasa en presencia de CaM de

165



VL Resultados y Discusion.

espinaca. En esta misma Figura se observa que todos los compuestos inhiben la
activacién de la cinasa en forma creciente en el intervalo de concentraciones de
2.0x 105 a 1.2 x 10¢ M. Los compuestos 102 y 106 alcanzan aproximadamente un
100 % de inhibicién a la maxima concentracién evaluada, y los metabolitos 101 y

105 inhiben alrededor de un 80 % la actividad de la cinasa en presencia de CaM de

espinaca.

100
90 -+
80 4

70 1

% de Actividad

20 -

10 4

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

Concentracion (mM)

Figura 30. Actividad de la enzima NAD en presencia de diferentes concentraciones
de las fitotoxinas 101, 102, 105 y 106 y de concentraciones saturantes de CaM de
espinaca (2ug), ATP (3 mM) y NAD (2 mM). Los valores se expresan como
porcentajes de maxima actividad enzimatica. Las barras de error representan el
error estandar de la media de tres réplicas independientes.
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El efecto de los metabolitos secundarios sobre la capacidad de la proteina
CaM de cerebro de bovino para activar la enzima NAD cinasa es mucho menor. En
la Figura 31 se presenta el efecto de los metabolitos (101, 102, 105 y 106) sobre la

actividad de la enzima NAD cinasa en presencia de CaM de cerebro de bovino.

CH3O

OCH;4
(102)

Con base en los resultados presentados en las Figuras 30 y 31, se puede
concluir que las 223-dihidronaftopironas 102 y 106 son inhibidores de la
propiedades moduladoras de la CaM vegeta. Sin embargo, cuando la proteina
animal fue empleada como activador las fitotoxinas no provocaron una
modificacion apreciable de la actividad de la enzima NAD cinasa; por lo que estos

productos naturales parecen ser inhibidores especificos de CaM vegetal.
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Figura 31. Actividad de la enzima NAD en presencia de diferentes concentraciones
de las fitotoxinas 101, 102, 105 y 106 y de concentraciones saturantes de CaM de

cerebro de bovino (2pg), ATP (3 mM) y NAD (2 mM). Los valores se expresan
como porcentajes de maxima actividad enzimatica. Las barras de error representan

el error estandar de la media de tres réplicas independientes.

6.3.4.2 Efecto de los compuestos 107, 108, 111 y 112 sobre la actividad de la
enzima NAD cinasa_dependiente de CaM en presencia CaM de espinaca y de
cerebro de bovino. ' I "

Las naftopironas 107 y 108 indujeron una inhibicién de la actividad
enzimatica de la NAD cinasa en presencia de CaM de espinaca, provocando 100%
de inhibicién a una concentracién de 6.0 x 105 M. La rubrofusarina (107) inhibe en
82% la actividad de la enzima NAD cinasa a una concentracién molar de 3.0 x 10,
en tanto que a la misma concentracion, el compuesto 108 inhibe en 90 % la
actividad de la cinasa. Los porcentajes de méxima inhibicién de la actividad de la
enzima en presencia de las fitotoxinas 111 y 112 fueron del 54 % y del 75%,

respectivamente (Figura 32).
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Los compuestos 107 y 108 presentan un efecto estimulante de la actividad de
la NAD cinasa en presencia de CaM de cerebro de bovino. Asi la rubrofusarina
(107) provoca una activacién de un 700 % y la naftopirona 108 de un 780 %. Las

fitotoxinas 111 y 112 provocaron un efecto similar (Figura 33).

OCH;OH © OCH;OH O COOCH; COOH
CHs
) 998
CH,0 0”7 “CHy CHyO 0" “CHa
OH OH
(107) (108) (111) (112)

% de Actividad

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

Concentracién (mM)

Figura 32. Actividad de la enzima NAD en presencia de diferentes concentraciones
de las fitotoxinas 107, 108, 111, y 112 y de concentraciones saturantes de CaM de
espinaca (2ug), ATP (3 mM) y NAD (2 mM). Los valores se expresan como
porcentajes de maxima actividad enzimatica. Las barras de error representan el
error estandar de la media de tres réplicas independientes.
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Figura 33. Actividad de la enzima NAD en presencia de diferentes concentraciones
de las fitotoxinas 107, 108, 111, y 112 y de concentraciones saturantes de CaM de
cerebro de bovino (2ug), ATP (3 mM) y-NAD (2 mM)- Los valores se expresan
como porcentajes de maxima actividad enzimatica. Las barras de error representan
el error estindar de la media de tres réplicas independientes.

6.3.4.3 Efecto de los compuestos 109, 110 y 113 sobre la actividad de la
enzima NAD cinasa dependiente de CaM en presencia CaM de espinaca y de

cerebro de bovino.

En las Figuras 34 y 35 se presenta el efecto de la 8-hidroxi-6-metil-1-
metoxicarbonil-xantona (109), de la emodina (110) y del ergosta-4,6,8 [14], 22-

teraen-3-ona (113) sobre la actividad de la enzima NAD cinasa en presencia de
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CaM de espinaca y de cerebro de bovino, respectivamente. Estas Graficas indican
que estas fitotoxinas inhibieron las propiedades activadoras tanto de la proteina
animal como de la vegetal. La 8-hidroxi-6-metil-1-metoxicarbonil-xantona (109)
demostr6 el mayor efecto inhibitorio sobre la capacidad de la proteina CaM, tanto
de origen animal como vegetal, para activar la enzima NAD cinasa. Los

compuestos 109, 110 y 113 se pueden considerar como inhibidores de la CaM

vegetal y animal.
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Figura 34. Actividad de la enzima NAD en presencia de diferentes concentraciones
de las fitotoxinas 109, 110, v 113 y de concentraciones saturantes de CaM de
espinaca (2ug), ATP (3 mM) v NAD (2 mM). Los valores se expresan como
porcentajes de maxima actividad enzirnéatica. Las barras de error representan el
error estandar de la media de tres réplicas independientes.
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Figura 35. Actividad de la enzima NAD en presencia de diferentes concentraciones
de las fitotoxinas 109, 110, y 113 y de concentraciones saturantes de CaM de
cerebro de bovino (2ug), ATP (3 mM) y NAD (2 mM). Los valores se expresan
como porcentajes de méxima actividad enzimatica. Las barras de error representan
el error estandar de la media de tres réplicas independientes.

6.3.4.4 Efecto de la citrinina (114) sobre la actividad de la enzima NAD
cinasa dependiente de CaM en presencia de CaM de espinaca y de cerebro de
bovino.

En la Figura 36 se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion de la
citrinina (114) sobre la actividad de la enzima NAD cinasa dependiente de CaM en
presencia de CaM de espinaca y de cerebro de bovino. Los resultados obtenidos
indican claramente que la citrinina (114) no afecta significativamente la actividad

de la enzima NAD cinasa en presencia de las dos CaMs.
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Los porcentajes de maxima inhibicion de la actividad enzimatica en
presencia de CaM de espinaca y de cerebro de bovino fueron del 13 % y de 11%,

respectivamente.
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Figura 36. Actividad de la enzima NAD en presencia de diferentes concentraciones

de citrinina (114) y de concentraciones saturantes de CaM (2ug), ATP (3 mM) y
NAD (2 mM). Los valores se expresan como porcentajes de maxima actividad
enzimadtica. Las barras de error representan el error estandar de la media de tres

réplicas independientes.
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Cuadro 43. Porcentajes de maxima inhibicién de la actividad de la enzima NAD
cinasa dependiente de CaM y de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en
presencia de 1.2 x 10+ M de fitotoxina (maxima concentracién utilizada).

% DE MAXIMA INHIBICION DE LA ENZIMA NAD CINASA
DEPENDIENTE DE CAM Y DE LA ENZIMA
METABOLITO GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA
CAM CAM DE CEREBRO NAD CINASA GLUCOSA-6-FOSFATO
DE ESPINACA DE BOVINO DEPENDIENTE DE DESHIDROGENASA
CAM
OCHOH O
Lt 80.0 % 14.0 % 15.0% 0.0 %
I CHy
CH0 Q
(101)
OCH,;0H ©
u.cm
" 970 % 23.0 % 20.0 % 0.0 %
CHyO ;o "CHy
OCH,
(102)
OCH;OH O
NPNPP D N.D* 100.0 % 0.0 %
CHyYO 07 g,
OCHy
(103)
OCHy;OH ©
1 H
o
| L N.D* N.D* 100.0 % 0.0 %
CH;0 0" “ch,
OCH,
(104)
OCH; OH
A L£Hy 780 % 30.0 % 16.0% 33.34 %
| .
CH:O o CHy
(105)

*N.D Efecto no determinado.
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Cuadro 43. Porcentajes de maxima inhibicién de la actividad de la enzima NAD
cinasa dependiente de CaM y de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en
presencia de 1.2 x 104 M de fitotoxina (maxima concentracién utilizada)

[continuacion].
% DE MAXIMA INHIBICION DE LA ENZIMA NAD CINASA
DEPENDIENTE DE CAM Y DE LA ENZIMA GLUCOSA-6-
METABOLITO FOSFATO DESHIDROGENASA
CAM CAM DE CEREBRO NAD CINASA GLUCOSA-6-
DE ESFINACA DE BOVINO DEPENDIENTE DE FOSFATO
CAM DESHIDROGENASA
OCH,OH O
CHy
“=H 950 % 210 % 220 % 00%
CHyO o S
OCH,
(106)
OCH, OH O
| 100 % 0.0% , 700 % 270% 00%
CH,O Q CH,
(107)
OCH,0H O
et 100.0 % 0.0% ,780* % 30.0% 0.0%
CH,0 o~ eH,
(108)
9
el 84.0 % 100.0 % 32.0% 0.0 %
Q CHs
(109)
oH O OoH
71.0 % 55.0 % 200 % 0.0 %
HO CHy
8]
(110)

*N.D Efecto no determinado.

**% De activacién sobre la actividad del complejo enzimatico NAD cinasa-CaM de cerebro de

bovino.
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Cuadro 43. Porcentajes de maxima inhibicion de la actividad de la enzima NAD
cinasa dependiente de CaM y de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en
presencia de 1.2 x 10* M de fitotoxina {(maxima concentracién utilizada)

[continuacion].
% DE MAXIMA INHIBICION DE LA ENZIMA NAD CINASA
DEPENDIENTE DE CAM Y DE LA ENZIMA GLUCOSA-6-
METABOLITO FOSFATO DESHIDROGENASA
CAM CAM DE CEREBRO NAD CINASA GLUCOSA-6-
DE ESPINACA DE BOVINO DEPENDIENTE DE FOSFATO
CAM DESHIDROGENASA
COOCH;
54.0 % 0.0 %, 290.0 %** 280 % 13.26 %
OH
(111)
COCH
75.0 % 0.0 %, 264.0 %** 26.5 % 0.0 %
OH
(112)
Gty
CHy., ~_-CH
cnaE j’cmjc"’ 50.0 % 100.0 % 5.0 % 0.0 %
o
(113)
CH; CHy
L :l- CH,y L
| H - -
g o 13.0 % 11.0% 17.0 % 0.0 %
o] OH
(114)
OR
HO O\m
g o N.D* N.D* 46.0 % 50.0 %
OH
CH O

quercetina (115)
(Control positivo)

*N.D Efecto no determinado.

**% De activacion sobre la actividad del complejo enzimatico NAD cinasa-CaM de cerebro de

bovino.
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VL. Resultados y Discusion.

Cuadro 44. Concentracién inhibitoria media de la actividad de la enzima NAD
cinasa dependiente de CaM y de la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa.
Cls; DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA NAD CINASA
DEPENDIENTE DE CAM Y DE LA ENZIMA
M
ETABOLITO GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA
CAM CAM DE CEREBRO NAD CINASA GLUCOSA-6-FOSFATO
DE ESPINACA DE BOVINO DEPENDIENTE DE DESHIDROGENASA
CAM
OCH; OH O
YA | 0.040mM N.D* N.D* N.D*
CH0 o Ve
(101)
OCHOH O
z.f_,“’
|
o A | 002mM N.D* N.D* N.D*
OCH;
(102)
OCH, OH O
H
MI: N.D* N.D* 0.048 mM N.D*
CHiO” 07 "ch,
(103)
OCH;OH @
H
“H
- A, N.D* N.D* 0.026 mM N.D*
OCH,
{104)
HyOH O
I | EHy
CHSO/(EU);EHJ 0.042 mM N.D* N.D* N.D*
(105)

*N.D Efecto no determinado.
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VL. Resultados y Discusion.

Cuadro 44. Concentracion inhibitoria media de la actividad de la enzima NAD
cinasa dependiente de CaM y de la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (continuacion).

Clso DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA NAD CINASA
DEPENDIENTE DE CAM Y DE LA ENZIMA GLUCOSA-6-
METABOLITO FOSFATO DESHIDROGENASA
CAM CAM DE CEREBRO NAD CINASA GLUCOSA-6
DE ESPINACA DE BOVINO DEPENDIENTE DE FOSFATO
CAM DESHIDROGENASA
0.024 mM N.D* N.D* N.D*
OCHOH O
] 0.017 mM N.D* N.D* N.D*
CH;O 07" ™ CH,
(107)
OCH; OH O
CH;
0.013 mM N.D* P* D
CHyO™ N gy, ™ N N N.D
(108)
b
CH0—C (8] OH . - - . - - . . _ .
0.036 mM 0.016 mM N.D* N.D*
[3] CH;y
(109)
OH 0O OH
0.048 mM 0.090 mM N.D* N.D*
HO CHy
Q
(110)

*N.D Efecto no determinado.
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VI. Resultados y Discusidn.

Cuadro 44. Concentracién inhibitoria media de la actividad de la enzima NAD
cinasa dependiente de CaM y de la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (continuaci6n).

Clss DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA NAD CINASA
DEPENDIENTE DE CAM Y DE LA ENZIMA GLUCOSA-6-

quercetina (115)
(Control positivo)

METABOLITO FOSFATO DESHIDROGENASA
CAM CAM DE CEREBRO NADD CINASA GLUCOSA-6-
DE ESPINACA DE BOVINO DEPENDIENTE DE FOSFATO
CAM DESHIDROGENASA
COOCH;
0.090 mM N.D* N.D* N.D*
OH
(111)
COOH
0.052 mM N.D* N.D* N.D*
OH
(112)
CHa
CHa, o CHy
CH(\/\CI/HJ
‘Ccéjg 0.090 mM 0.025 mM N.D* N.D*
(o)
(113)
CH: CH,
o, L Men,
H * * * e
o J N.D N.D N.D N.D
o om
(114)
OH
oo L,
m N.D* N.D* N.D* 0.120 mM
OH
oH O

*N.ID Efecto no determinado.
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VI Resultados y Discusion.

Cuadro 45. Concentracién maxima de NADP producida por la enzima NAD cinasa
dependiente de CaM y por la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en
presencia de las fitotoxinas aisladas.

mM de NADP/t‘nin EN PRESENCIA DE1.2 X104 M DE FITOTOXINA
METABOLITO (MAXIMA CONCENTRACION UTILIZADA).
CAM CAM DE CEREBRO NAD CINASA GLUCQSA-6-FOSFATO
DE ESPINACA DE BOVINO DEPENDIENTE DE DESHIDROGENASA
CAM
CONTROL 3.0x 103 21 x 103 9.0 x 104 5.0 x 10
OCH; OH O
m"’ 6.0x 104 1.8 x 10 76 x 104 5.0x 103
CHLO (o] o
(101)
OCH,0H O
i N
- , 9.0 x 105 1.6 x 102 72 x 104 5.0 x 10
CHO 07 “CH,
OCH;
(102)
OCH.QH O
H
m N.D* N.D* 0.0 5.0 %107
CH,0 Q '."CHg
(103)
OCH,OH O N - B
H
ﬁﬂi‘: N.D* N.D* 0.0 5.0 %107
CH30 0 "'CHJ
OCH;,
(104)
HyOH O
CH;3
i
cHO o N 6.6 x 104 1.5x103 7.5 x 104 7.5 x 104
(105)

*N.D Efecto no determinado.
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VI. Resultados y Discusién.

Cuadro 45. Concentracién méaxima de NADP producida por la enzima NAD cinasa
dependiente de CaM y por la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en

presencia de las fitotoxinas aisladas (concentracion).

mM de NADP/min EN PRESENCIA DE 1.2 X 10+ M DE
FITOTOXINA (MAXIMA CONCENTRACION UTILIZADA).

METABOLITO
CAM CAM DE CEREBRO NAD CINASA GLUCOSA-6-
DE ESPINACA DE BOVINO DEPENDIENTE DE FOSFATO
CAM DESHIDROGENASA
OCHsOH ©
_,..fi'H:
CHy0 o e 1.5 x 105 1.6 x 102 7.0 x 10~ 5.0 x 103
OCH,
(106}
OCH;OH ©
| 0.0 1.5x 102 6.5 x 10+ 5.0 x 10
CH0 07 “CH,
(107)
OCH,OH ©
CH,
By 0.0 1.6 x 102 6.3 x 107 5.0 x 103
CHy0 0" ™CH,
(108)
?
CHO-C © OH
48 x 104 0.0 6.0 x 10~ 50x103
8] CHy
(109)
O O OH
8.7 x 104 95x 104 7.2x104 50x103
HO CHy
0
(110)

*N.D Efecto no determinado.
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VI Resultados y Discusion.

Cuadro 45. Concentracién maxima de NADP producida por la enzima NAD cinasa
dependiente de CaM y por la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en
presencia de las fitotoxinas aisladas (concentracién).

mM de NADF/min EN PRESENCIA DE1.2 X104 M DE
METABOLITO FITOTOXINA (MAXIMA CONCENTRACION UTILIZADA).
CAM CAM DE CEREBRO NAD CINASA GLUCOSA-6-
DE ESPINACA DE BOVINO DEPENDIENTE DE FOSFATO
CAM DESHIDROGENASA
0OCHy
(5 1.4 x103 6.0 x 10 6.4 x 10+ 4.3 x 105
OH
(111)
COOH
7.5 x104 5.5x105 6.5 x 104 5.0x103
OH
(112)
oy
c”’mc"’a
,\‘iﬁd:j ore 15x 103 0.0 6.5 x 104 5.0 x 10
(113)
CH; CH;
0 "i:,‘.CHg _ ~ 7 ) ]
oc 5 2.6x 105 1.8x 10s 7.5x 10+ T 5.0x109
6 o
{114)
OH
HO o o
| N.D* N.D* 4.8 x 10+ 25x103
OH
OH O
quercetina (115)
(Control positivo)

*N.D Efecto no determinado.
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VII. RESUMEN Y CONCLUSIONES.

Los resultados de la presente investigacion corroboran una vez mds que la
preseleccién de organismos fingicos mediante la aplicacion de un criterio
ecolégico garantiza la obtencién de productos biocactivos. Asimismo, éstos
indican que la investigacién de nuevos organismos efectivamente puede
conllevar a la obtencién de productos biodindmicos novedosos. Asi, el estudio
quimico biodirigido de los extractos activos del hongo coprofilo Guanomyces
polythrix permiti6 la obtencién de siete derivados novedosos de naftopironas
con propiedades fitotoxicas: la (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetil-
2,3-dihidronaftopirona -(101), la  (+)-(25,35)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-
dimetil‘-2,3 dihidronafto-pirona (102), la (+)-(25)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2-metil-
2,3-dihidronaftopirona (103), la (+)-(25)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2-metil-2,3-
dihidronaftopirona (104), la (+)-(2S,3R)-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-dimetil-2,3-
dihidronaftopirona (105), la (+)-(25,3R)-5-hidroxi-6,8,10-trimetoxi-2,3-dimetil-
2,3-dihidronaftopirona (106) y la 2 3-dimetil-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-
naftopirona (108). Estos metabolitos son analogos de dihidronaftopironas
diméricas de origen fingico (Koyama y Natori, 1988; Koyama y Natori, 1987;
Sekita et al., 1980; Koyama et al., 1980;} . Sin embargo, los monémeros no se
habian descrito con anterioridad. También se obtuvo una xantona, la 8-hidroxi-
1-metoxicarbonil-6-metilxantona (109), con un patrén de sustitucién poco

comun. La elucidacién estructural de estos compuestos se realizé por métodos
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espectroscopicos y espectrométricos. En el caso de la xantona, la estructura se
confirm6 de manera inequivoca mediante un anélisis de difraccién de rayos X.
Adicionalmente, se obtuvieron seis compuestos conocidos: la rubrofusarina B
(107), la emodina (110), el metilparabeno (111), el 4cido-4-hidroxibenzoico (112),
el ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (113), y la citrinina (114).

Todos los compuestos aislados a partir del hongo Guanomyces polythrix
presentaron una actividad inhibitoria significativa sobre el crecimiento
radicular de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crusgalli. La xantona 109
demostré un marcado efecto inhibitorio sobre el crecimiento radicular de
Echinochloa crusgalli (Clx 9.8 X 10 M). El proceso de germinacion no se afecté

considerablemente en presencia de los metabolitos fingicos.

Todas las fitotoxinas modifican la movilidad electroforética (SDS-PAGE al 12%)
de la proteina CaM de origen vegetal (espinaca) y animal (cerebro de bovino)
en ausencia y en presencia de calcio. Los metabolitos 102 v 106 retardan
considerablemente la movilidad de la proteina. El retardo en la movilidad
electroforética de la proteina CaM provocado por las fitotoxinas fue mds

notable en presencia de Ca?*. En general, en ausencia de Ca?* las fitotoxinas

aceleran la movilidad de la proteina CaM, lo que permite especular que en

ausencia de Ca ?* la interaccion de los compuestos con la proteina altera la
conformacién de la misma de tal forma que queda expuesta en menor grado la

region hidrofébica de la proteina.

La aplicacién de la cromatografia de afinidad sobre agarosa unida a CaM de
cerebro de bovino permitié corroborar que la unién entre las fitotoxinas 101-
108,110 y 113 y la proteina CaM es irreversible. Los compuestos 109, 111, 112 y
la quercetina (control positivo), se unen a la proteina de manera reversible, ya

que fueron liberados totalmente de la columna de afinidad. La citrinina (114)



(v)

VII. Resumen y Conclusiones.

presenta una interaccion parcialmente reversible con la proteina CaM, ya que es

retenida por la columna en un 60 %.

La presente investigacién permiti6 la estandarizacion de un procedimiento que
permite cuantificar la interaccién de fitotoxinas con CaM vegetal ,utilizando
como enzima blanco a la enzima NAD cinasa aislada de chicharo. La aplicacion
de este método con las fitotoxinas aisladas del hongo Guanomyces polythrix
permitié comprobar que las 2,3-dihidronaftopironas novedosas, con grupos
metilos en C-2 y C-3, inhiben especificamente la habilidad de la CaM de

espinaca para interaccionar con su proteina blanco.

OCH;OH O
ChHy
l H
CH
CH:0 o N
(105)

Aparentemente, el cambio de configuracion absoluta en los centros quirales en
C-2 y C-3 no afecta las propiedades inhibidoras de las dihidronaftopironas. Sin
embargo, la presencia de un grupo metoxilo en C-10 incrementa notablemente

el efecto antagonista sobre la CaM vegetal.
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La ausencia de un metilo en el carbono de la posiciébn C-3 confiere a las

naftopironas un efecto inhibitorio de la enzima NAD cinasa en ausencia de

CaM.,
OCH;OH O
H
&
H
CH;0 (8] ‘I"CH:;
(103) (104)

Las naftopironas con doble ligadura en la posicion C-2 y C-3 aceleran la
actividad de la enzima NAD cinasa en presencia de CaM de cerebro de bovino,

pero inhiben la actividad de la enzima en presencia de CaM vegetal.

OCH, OH O OCH;OH O
| CH,
CH O™ 7 ™"™p" ~cH; . CHOT ™ T 0T CHg
(107) (108)

Las fitotoxinas aisladas del hongo Guanomyces polythrix, a diferencia de las
fenotiazinas (Lee et al., 2000), parecen no interaccionar con las proteinas blanco
de la CaM (en este caso con la enzima NAD cinasa), por lo que su empleo como
instrumentos de investigacién para estudiar los procesos fisiologicos vy

bioquimicos en los que participa la proteina CaM es altamente recomendable.
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(vii) El procedimiento experimental estandarizado en el presente trabajo de tesis,
utilizando a la NADcinasa como enzima blanco de la CaM, podria ser de
utilidad para el estudio de aquellas isoformas de CaM que regulan

especificamente la actividad de la enzima NAD cinasa.

(viii)  El presente trabajo doctoral constituye una aportacién al conocimiento de los

organismos flingicos de México y por lo tanto a la biodiversidad de México.
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VIII. PERSPECTIVAS

(i} Determinar el efecto pos y preemergente de las fitotoxinas 101-113 sobre

distintas especies de plantas nocivas y plantas de interés agricola.

(ii} Iniciar los estudios conducentes a determinar el sitio de unién a la CaM de los

productos 101, 102, 105 y 106

(i) Determinar la habilidad de los productos naturales de afectar las propiedades

moduladoras enzimatica de la CaM en presencia de otras enzimas blancos.

(if) Estudiar el efecto de las fitotoxinas sobre aquellas isoformas de CaM que regulan

especificamente la actividad de la enzima NAD cinasa.
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Espectro 4. Espectro de RMN 3C (500 MHz, CDCl) de la (+)-(2S
dihidronaftopirona [102].
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X. Apéndice I.

Espectro 8. Espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCL) de la
naftopirona (104).
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X. Apéndice I.

Espectro 10. Espectro de RMN
dihidronaftopirona [105].
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Espectro 14. Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCl3) de la 2,3-dimetil-5-hidroxi-6,8-dimetoxi-2,3-naftopirona (108).
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Abstract

Reinvestigation of the fermentation broth and myeelium of the coprophilous fungus Guanomyces polythrix, grown in static con-
ditions, led to the isolation of several phytotoxic compounds, including two new naphthopyranene derivatives, namely (25, IR)-3-
hydroxy-6,8-dimethoxy-2,3-dimethyl-2.3-dihydro-4-H-naphtho[2.3-b]-pyran-4-one and (25, 3R}-5-hydroxy-6,8,10-trimethoxy-2.3-
dimethyl-2,3-dihydro-4-H-naphtho[2.3-b]-pyran-4-one. The structures of the new compounds were established by spectral and
chiroptical methods. In addition, the structure of 8-hydroxy-6-methyl-9-oxo0-9H-xanthene-l-carboxylic acid methyl ester was
unambiguously determined by X-ray analysis. The isolates caused significant inhibition of radicle growth of two weed seedlings
(Amaranthus hypochondriacus and Echinochioa crusgalii) and interacted with both spinach and bovine brain calmodulins. © 2001

Published by Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Keywords: Guanomyees polvihrix; Amaranthus hypochondriecus, Echinochlou crusgalli; Calmodulin; Affinity chromatography; (25, 3R)-5-Hydroxy-
6.8-dimethoxy-2,3-dimethyl-2.3-dihydro-4-H-naphtho{2.3-b]-pyran-4-one: (25, 3IR)-5-Hydroxy-6.8.10-trimethoxy-2,3-dimethy!- 2. 3-dihydro-4-H-
naphtho{2.3-b}-pyran-4-one; 8-Hydroxy-6-methyl-9-oxo-9H-xanthene-1-carboxylic acid methyl ester; Ergosta-4,6,8(14).22-tetracn-3-one; 4-Hydroxy-

benzoic acid

1. Introduction

As part of our systematic search for new herbicidal lead
structures from natural sgurces, we have recently reported
the isolation and structure elucidation of several phyto-
toxins from the mycelium and culture broth of the copro-
philous fungus Guanomyces polythrix grown in agitation
conditions. Fourteen compounds (1-14) were isolated, of
which the phytotoxic compounds included the five new
dihydronaphtopyrones derivatives (1-5). rubrofusarin B
(11). emodin (12), citnnin (¥3) and 4-hydroxy-benzoic
acid methyl ester (14). The isolates caused noted inhibition
of radicle growth of two weed seedlings [Amaranthus
hypochondriacus L. and Echinochloa crusgalli (L.) Beauv.]
and behaved as plant calmodulin (CaM) interactors

% Taken in part from the PhD thesis of Martha Macias,
* Corresponding author. Tel: + 52-5-623-5289; [ax: +52-5-622-
5329.
E-mail address: rachel@servidor.unam.mx (R. Maia).

{Macias et al., 2000). For this reason, we have under-
taken the further chemical investigation of G. polythrix
grown in static conditions. Herein, we report the isola-
tion and structure elucidation of two additional novel
naphthopyranone derivatives (6 and 7) along with several
known compounds. In addition, the phytotoxic properties
of the isolates and the potential role of CaM as molecular
target of the phytotoxic action are described.

2. Results and discussion
2.1, Bigactivity-guided isolation

G. polvthrix was grown-in liquid-substrate fermenta-
tion on PDB (potato dextrose broth), The mycelium and
fermentation broth were extracted with CH,Cl,. The
combined extract exhibited significant phytotoxic activ-
ity on seedlings of 4. hypochondriacus and E. crusgalli
(Table 1). Bioassay-guided fractionation of the active

0031-9422/01/3 - see front maiter @ 2001 Published by Elsevier Science Lid. All rights reserved.
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OCHsOH O
9984
CH30 0~ “CHs
(1) Ri=H, R= CHs, Rs= H, Re= H, Rs= CH3 (5) R=CHs
{2) Ry=CHs0, Rz=CHs, R3=H, R+=H, Rs= CHs (t1) R=H

(3) R=H,R>=CH;,R==H,R=H,Rs=H
{4) Ri= CH;0, R2=CHs, R==H,Rs+=H,Rs=H
{6) Ri=H, Rz= CH3, Ry= H, Re= CH3, Rs= H

{7) Ri=CH30, Rz=CHj, Ri=H,Re=CH3,Rs=H

COOR

OH

(8) R=H
{14) R=CH;

(12)

extract led to the isolation of two new naphtophyranone
derivatives identified as (25, 3R)-5-hydroxy-6,8-dime-
thoxy-2,3-dimethyl-2,3-dihydro-4-H-naphtho[2,3-b}-
pyran-4-one (6), and (25, 3R)-5-hydroxy-6,8,10-tri-
methoxy-2,3-dimethyl-2,3-dihydro-4-H-naphtho[2,3-b}-
pyran-4-one (7). In addition, compounds 1-5, rubrofu-
sarin B (11), emodin (12), citrinin (13), p-hydoxybenzoic
acid methyl ester (14), p-hydroxybenzoic acid (8) 8-
hydroxy-6-methyl-9-oxo0-9H-xanthene- | -carboxylic acid
methyl ester (9) and ergosta-4,6,8{14),22-tetracn-3-one
(10) were obtained. Compounds 8-10 are new to this
species. Compounds 1-5 were identified by compartson
with.authentic samples (Macias et al., 2000) and com-
pounds 8 and 10 were identified from their IR and 'H
NMR spectroscopic data, which were identical to those

I
G OH
(13)

previously described in the literature (Porter et al., 1975;
Seitz and Paukstelis, 1977).

2.2. Structure elucidation of compounds 6 and 7

The molecular formulae of compounds 6 and 7 were
established as C;;H ;305 and C,3HQOs, respectively, by
HREIMS and were tdentical to those of compounds 1
and 2, respectively, suggesting that each set of com-
pounds were isomers. The uni and bidimensional NMR
(Table 2) spectra of compounds 6 and 7 were almost
identical to those of 1 and 2, respectively (Maacias et al..
2000) indicating that the new natural products have the
same 2,3-dimethyl-2,3-dihydro4-H-naphtho[2,3-b}-pyran
-4-one skeleton and that the position of the hydroxy and
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Table |

Phytogrowth-inhibitory activity of the CH,Cl, extract and isolaied
compounds [rom Guanomyces polythrix on radicle clongation (1Csp
M) of A. hypochondriacus and E. crusgalli

Compound Amaranthus Echinochloa
hvpochondriucus crusgalfi

Extract 54.3* 334.3°

6 1.1x104 E3x1074

7 7.5%x10~% 7.0x1073

8 1.7x10-% 23x10*
9 L5x10-% 9.8x107
10 8.0x 103 1.7x 104
2.4-D? 1.8x10-% B.Bx10-*

* Expressed in pg/ml.
b Positive standard control.

methoxyl groups along the dihydronaphtopyrone core
was the same. The most obvious differences between the
NMR spectra of 6 and 7 and those of 1 and 2 were: (i)
the chemical shifts and coupling constants of the
mcthines attributable to H-2/C-2 [8y/8c 4.59 (dg,
J=6.5, 3.5 Hz){75.26 in 6 and 4.66 (dg. F=3.5, 10 Hz)/
75.73in 7 vs 4.20 (dgq, J=6.5, 10 Hz)/78.0 in 1 and 4.28
(dgq, J=6.5, 10 Hz)/78.3 in 2]; and (ii) the chemical shift
values of the methyl groups at C-2 and C-3 [8y/6¢ 1.40/
16.38 (C-11), 1.22/9.6 (C-12) in 6 and 1.45/16.4 {C-11),
1.24/9.6 (C-12) in 7 vs 1.50/19.8 (C-11), 1.26/10.4 (C-12)
in 1 and 1.57/19.8 (C-11), 1.28/10.8 (C-12) in 2]. The
small J».3 value (3 Hz) clearly indicated that the methyl
groups at C-2 and C-3 in 6 and 7 were cis rather than
trans as in 1 and 2. The CD spectra of 6 and 7 showed a

Tabie 2

negative Cotton effect around 314 nm, supporting the
depicted 2§ absolute configuration (Gaffield, 1970;
Macias et al., 2000). Automatically the configuration at
C-3 was established as R due to the efs relationship of
the methyl groups. Altogether, these observations
revealed that compounds 6 and 7 were the correspond-
ing epimers at C-3 of compounds 1 and 2, respectively.
Consequently compounds 6 and 7 were identified as (2.5,
3R)y5-hydroxy-6,8-dimethoxy-2,3-dimethyl-2,3-dihydro-4-
H-naphtho[2,3-b]-pyran-4-one, and (25, 3R)-5-hydroxy-
6,8,10-trimethoxy-2,3-dimethy!-2,3-dihydro-4-H-naph-
tho[2,3-b]-pyran-4-one.

2.3. X-ray crystallographic analysis of compound 9

The structure of compound 9 was unequivocally
established as 8-hydroxy-6-methyl-9-0x0-9H-xanthene-
1-carboxylic acid methyl ester by X-ray crystallography.
The ORTEP-ltke view as obtained by the single-crystai
X-ray analysis is shown in Fig. 1. Except for the ester
group, the compound is planar (root-mean-square-
deviation 0.048 A). The mean plane defined by the
atoms of the methyl ester is almost perpendicular (77.9°)
to the plane of the tricyclic moiety. The hydroxyl group
at C-8 is intramolecularly hydrogen bonded [O1-HI...
02 1.83(3) A}. In the crystal, molecules of 9 stack into
columns along the ¢ axes in an anti-parallel fashion with
an adjacent molecule, while the main molecule axis
makes an angle of 65.8° in the opposite direction. Both
types of stacking are almost perfect, as judging the

NMR spectral data for (25, 3R)-5-hydroxy-68-dmethoxy-2,3-dimethyl-2,3-dihydro-4-H-naphtho[2.3-b]-pyran-4-one (6). and (25. IR)-5-hydroxy-
6.8.10-trimethoxy-2,3-dimethyi-2,3-dihydro-4-H-naphtho}2,3-b}-pyran-4-one (7

6 7
Position C () 8y (Juw in Hz) NOESY HMBC "C(5) 8y (Jynin Hz) NOESY HMBC
1
2 75.26 4.59 dg. (6.5, 3.5) CH5-11, H-3. CH5-12 3. CH;-11, 75.73  4.66dg, (3.5, 6.5) CH;-11, H-3. CH;y-12 3 CHy-11.
3 4493 2.69dg,(7.5,3.5) CH;-12, H-2. CHi-11 2,CH;-12 4496 275 dg, (3.5, 7.0) CH;-12, H-2, CH;-11 2, CHy-12
4 201.84 2,3, CH3 12 201.69 2,3. CHy-12
4a 103.50 1 3.0H-5.10 102.84 3, OH-§
5 165.49 OH-5 161.68 OH-5
5a 107.71 OH-5,7,9.10 107.12 OH-5,7.9
6 161.27 7. OCH;-6 161.54 7. 0CHy-6
7 9641 6294 (2.5 9, OCH;-6 9 92.59 6344 (2.0) 9, OCH;-9 9
8 162,38 1. 0CH»-8,% 162.75 — 7. OCH;-8.9
9 98.27 6.554.(2.5) 7. 10, OCH.-8 7.10 96.79 691 4, (2.0) 7. 10, OCH,-8, OCH3-10 7
9a 1431.31 $.10 131.9% 9
10 101.30 6.50¢ 9 9 162.75 9
10a 155.81 2,10 1383 2
CH5-11  16.38  1.40 4, (6.5) H-2, H-3. CH;-12 2.} 1644 1454 (6.5) H-2, H-3, CH,-12 2.3
CH,-12 958 1.224.(1.5) H-3, H-2. CH;-11, 0H-5 3.2 9.62 1.244d (7.0) H-3, H-2, CHy-11,0OH-5 3.2
OCH,-6 35599 3965 7 56.14 3975 7
OCH;-8 5536 389 9 5551 3955 9
OCH;-10 CH;-12 60.64 3835 9
OH-5 14.41 5 14.23 5 CHy-12

= Spectra were recorded in CDCly ('H, 500 MHz and '*C, 125 MHz).
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angles among the mecan planes of 0.0 and 3.6°, and as ICsq values (50% inhibitory concentration). As in the
mean planes separations of 3.44 and 3.32 A, respec- case of compounds 1-5 and 11-14 (Macias et al., 2000),
tively. It is important to point out that this compound the phytotoxins 6-10 were more potent as radical growth
was previously isolated from the fungus Monilinia fruc- inhibitors than as germination inhibitors. Compound 9
ticola (Hideaki and Takeshi, 1996). In that occasion was the most active against E. crusgalli (ICsq was
only UV, MS and 'H NMR spectroscopic data were 9.8x10-% M), being more potent than the positive con-
described. trol 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D, IC5;=8.8x
10—* M). However, A. hypochondriacus was more sensi-
2.4. Phyiogrowth-inhibitory activity of the tive to compounds 7--10.
phytochemicals
2.5. Interaction of phytetoxic compounds with spinach
Natural products 6-10 were evaluated for their ability and bovine brain calmodulins
to inhibit the seed germination and seedling growth of 4.
hypochondriacus and E. crusgalli. Table | summarizes the Calmodulin (CaM) is an intracellular receptor for Ca®*
phytotoxic effect of the isolates compounds at three dif- in eukaryotes which modulates enzymatic response to
ferent concentrations. The results in Table 1 are expressed calcium. This protein plays a leading role in plant signal

Fig. I. ORTEP-like view of the molécular siructure of 8-hydroxy-6-methyl-9-ox0-9H-xanthene-l-carboxylic acid methyl ester (%). Thermal ellip~ ~

soids at 30% probability levet.

. - -
-
A B C D E ¥ G H A B C P E F G H
a b

fig. 2. SDS-PAGE of spinach (a) and bovine {b) calmodulins after treatment with compounds 6-10. Electrophoresis of 2 pg samples of catmodulins
in the presence c:l' I mM CaCl,. Pretreatments of the calmodulin samples: 1.5 b at 30 °C in the presence of CaCly (A) control: B, DMSO; C, 0.033
ug/ml quercetin in DMSO: (D) &; (E) 7: (F) 9 (G) 10; (H) 8. In all cases were applied 0.033 pg/m! of compounds (6-10) in DMSO.
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Tabte 3
Retention of phytotoxic compounds {(1-14) {rom Guanomyces polythrix in a calmodulin-agarose column
Compound pg the compound retained in the agarose column

Trs-HCI 2 mM Tris-HCl 20 mM Tris-HC1 20 mM NaCl 1 M Urea 6 M

| mM CaCl, pH=7.0 1 mM EGTA pH=7.0 1 mM CaCl, pH=8.0
1 10.0£0.0056 10.0£0.0021 10.0£0.0045 10.01+0.0014 10.0+0.0041
2 10.0 £0.0089 10.0+0.6033 10.0+0.0074 10.0+0.0022 10.0+0.0021
3 10.0£0.0026 10.0+6.0054 10.0+0.0042 10.0£0.002] 10.00.0024
4 10.04+0.0051 10.0+0.0048 10.00.0041 10.0+0.0081 10.0+0.0021
5 10.0£0.0056 10.0+0.0074 10.0£0.0023 10.0£0.0045 10.04:0.0052
6 10.0£0.0045 10.0+0.0024 10.0£0.0030 10.040.0040 10.0.£0.0075
7 10.0 +0.0058 10.0£0.0016 10.04£0.0025 10.0£0.0078 10.0+0.0028
8 10.0 £0.0046 6.9+0.0024 6.910.0021 6.94£0.0033 0.0+£0.0038
9 10.0+:0.0059 2.8+0.0058 2.8+0.0019 0.0+0.0021 0.01£0.0045
10 10.040.0023 10.0£0.0056 10.0+0.0080 10.04+0.0054 10.0+0.0021
11 10.0+0.0019 10.0+0.008% 10.0+0.0049 10.0+0.0047 10.0+0.0084
12 10.0+0.0027 10.0+0.0026 10.0+0.0026 10.0+0.0087 10.6+£0.0012
13 6.0+0 0074 6.0+0.0052 6.0+0.0074 6.0+0.0045 6.01£0.0027
14 10.04:0.0088 1.1 £0.0018 1.1+£0.0022 7.1£0.0038 0.0£0.0050
Quercetin 10.0+0.0051 6.2+0.0038 6.2+0.0058 6.2+0.0074 0.040.0022

transduction during germination and plant growth mod-
ulating the activity of several important plant enzymes
(Snedden and Fromm, 1998). Thus, continuing with our
search of potential herbicides agents that could interact
with CaM, the phytotoxic compounds were further eval-
uated for their ability to bind spinach and bovine brain
Ca?*-CaM complex. The interaction of any compound
with Ca?*-CaM complex alters its conformation and
changes its electrophoretic mobility as detected in a SDS-
PAGE electrophoresis (Leung et al., 1984, 1985). Fig. 2
shows that spinach CaM treated with Ca?* (1 mM) and
the isolates (0.033 pg/ml) had a lower electrophoretic
mobility than untreated calmodulin. The strongest effect
was observed with compound 7. The mobility shift of
bovine brain CaM (Fig. 2) in the presence of com-
pounds 6-10 was similar to that of spinach CaM. Once
more compound 7 exerted the strongest effect.
According to the results shown in Fig. 2 and those
previously reported for compounds 1-5 and 11-14
(Macias et al., 2000), the interaction of compounds 1-14
with both spinach and bovine-brain CaMs could be trre-
versible (covalent), although the denaturing conditions in
the SDS-PAGE electrophoresis would release any phyto-
toxin bound non-covalently. Thus, to obtain more infor-
matton about the nature (covalent vs noncovatent) of the
interaction of compounds 1-14 with CaM, an affinity-
based chromatographic procedure employing a bovine
brain CaM-agarose column was used (Bonza et al.,
1998). After application of the phytotoxic compounds,
the CaM-agarose column was eluted under non-dena-
turing (buffers 1 and II) and denaturing conditions
(buffers 1II, NaCl and urea). In all cases, the eluents
were analyzed spectrophotometrically to detect quantita-
tively the amount of bound compound (Table 3). Accord-
ing to the results summarized in Table 3, the interaction of

compounds 1-7 and 10-12 with bovine brain CaM 1s
irreversible (covalent). These phytotoxins remained
attached to the CaM-agarose complex after extensive
washing in non-denaturing and denaturing conditions.
Compounds 8, 9, 14 and quercetin, however, were initially
absorbed by the CaM-agarose conjugate, subsequently
partially eluted with EGTA [ethylene glycol-bis(B-ami-
noethyl ether}-N, N, N’ N -tetraacetic acid} containing buf-
fer II and then totally removed on additon of urea 6M.
The last set of results indicated that the interaction of 8.
9, 14 and quercetin with bovine brain CaM requires cal-
cium and that the nature of the binding is non covalent.
Finally, compound 13 showed a different elution profile
and almost half of the phytotoxin remains attached o
the CaM-agarose matrix after eluting in different con-
ditions.

The aromatic compounds from G. polythrix interact
directly with bovine brain and spinach CaM suggesting
that these compounds may exert their phytotoxic action
by inhibiting CaM-dependent process, although thev
could also interfere with other cellular metabolic phe-
nomena. Affinity chromatography on CaM-agarose
beads indicated that in most cases the interaction is
covalent. Apparently the phytotoxins interact with the
protein at different binding sites. Further work with
calmodulin dependent enzymes will provide new insight
about the interaction sites.

3. Experimental

3.1. General

Melting points were determined on a Fisher-Johns
apparatus and are uncorrected. IR spectra were obtained
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using KBr disks on a Perkin-Elmer FT 1605 spectro-
photometer. UV spectra were obtained on a Lambda 1
UV spectrometer in MeOH solution. Optical rotations
were taken on a Perkin-Elmer 241 polarimeter. CD spec-
tra were performed on a JASCO 720 spectropolarimeter
at 25 °C in MeOH solution. NMR spectra including
COSY spectra, NOESY, HMBC and HMQC experi-
ments were recorded on a Bruker DMX500, in CDCl,,
either at 500 ('H) or 125 (}3C) MHz, using tetra-
methylsilane (TMS) as an internal standard. El mass
spectra were performed using a JEOL SX 102 mass spec-
trometer. X-ray analysis of compound 9 was accom-
plished on a Siemens P4/PC diffractometer equipped with
graphite-monochromated radiation. Open column
chromatography: silica gel 60 (70-230 mesh, Merck).
Analytical and preparative TLC were performed on pre-
coated silica gel 60 F254 plates (Merck).

3.2. Fungal material

The fungus G. pelythrix was isolated from bat guano
in Tepozotlan, Morelos, México. Voucher specimens
(24486) have been deposited in the National Herbarium
(MEXU), Instituto de Biologia, Universidad Nacional
Auténoma de México, México D.F and in the mycolo-
gical collection of the Department of Plant Pathology
{GAM 5803) University of Georgia, Athens, GA, USA.

Ten 2-t Erlenmeyer flasks, each conmaining 1000 m] of
potato dextrose broth (PDB, Difco). were individually
inoculated with one I-cm? agar plug taken from a stock
culture of G. polythrix maintained at 4 °C on potato
dextrose agar (D!fco) Flask cultures were incuhated in

static conditions at 28 °C for 30 days.
3.3. Extraction and isolation

After incubation, the flask contents were combined

_and filtered. The culture filtrate (10 1) was extracted

exhaustively with CH,Cl, (3x10 1). The combined
organic phase was filtered over anhydrous Na,$0, and
concentrated in vacuo to give a green solid {615.6 mg).
In addition, the mycelium was extracted with CH,Cl,
(3x2 1). The combined mycelial extract was evaporated
to yield 1.9 g of a green solid. The extracts (culture and
mycelial) were combined (2.5 g) and subjected to col-
umn chromatography on silica gel (50 g) eluting with a
gradient of hexane—CH,Cl, (5:5—0:10) and CH,Clp-
MeOH (9.9:0.1—0:10). Four hundered and fifty Fractions
(30 ml each) were collected and pooled on the basis of
their TLC profiles to yield 12 major fractions (FI-
FXII). Bioactivity in the phytogrowth bioautographic
bioassay (BPIB) showed five active pools: FIV (38.1
mg), FV (95.7 mg), FVI (105.4 mg), FVII (49.8 mg) and
FVIII (77.6 mg). Active fraction FIV, eluted with hexane—
CH,Cl, (2:8), was resolved by preparative TLC (CH,Cl,)
to yield 9 (5.2 mg). Phytotoxic fraction FV. eluted with

hexane~-CH5Cl; (1:9), was applied to a on silica gel (10 g)
column which was eluted with a gradient of hexane-
CH,Clz (5:5-»0:10) and CH,Cl;-MeOH (9.9:0.1-35:5).
Ten secondary fractions were obtained (FV-1-FV-10).
According to the BPIB, the phytotoxic activity was con-
centrated in secondary FV-5, eluted with CH,Cl,.
Extensive TLC (CH,Cl,) of fraction FV-5 yielded 6 (5.2
mg) and 7 (4.6 mg), 1 (9.8 mg), 2 (5.1 mg), 3 (4.1 mg)
and 4 (3.2 mg). Primary fraction FVI, eluted with
CH-Cl,, was further resolved on another silica gel (15 g)
column using the same elution system as for fraction FV
to yield eight secondary fractions (FVI-1-FVI-8). The
phytotoxic activity was found in secondary fraction FVI-
6, eluted with CH,Cl,-MeQH (99:1). Further purification
of this fraction by successive preparative TLC (CH,Cl;)
yiclded 10 (13.5 mg), 5 (3.5 mg), 11 (3.8 mg) and 14 (4.0
mg). From active fraction FVII, eluted with CH,Cl>-
CH;0H (99:1), spontaneously crystallized 12 (5.2 mg).
Finally, fraction FVIII, eluted with CH»Cl,-CH,0H
(97:3), was resolved by preparative TLC [CH;Cl,-
CH;OH (97:3)] to render compounds 8 (5.3 mg) and 13
(15.2 mg).

3.4. Spectral data of compounds

Compound 6 [(2S, 3 R)-5-hydroxy-6,8-dimethoxy-2,3-
dimethyl-2,3-dihydro-4-H-naphtho{2,3-b]-pyran-4-one].
Yellow crystalline needles, mp 165-166 °C; [a)p +128°
(MeOH; ¢ 1); UV (MeOH) 4., nm (log £) 409.5 (3.85),
320 (3.97), 277.5 (4.54), 252 (4.19), 235 (4.43), 214 (4.26),
209 (4.27); CD (MeOH) Ag (nm) —1.5x 10° (314); IR vy
(KBr)cm™!: 3500, 1638, 1610; EIMS m/z 302 [M* (100)],
246 (90), 218 (12). 203 (6), 190 (19); HRMS m/z 302.330
(caled for C;sH50s, 302.322); 'H and "*C NMR
(Table 2).

Compound 7 {(2S, 3R)-5-hydroxy-6,8,10-trimethoxy-
2,3-dimethyl-2,3-dihydro-4-H-naphtho-[2,3-b]-pyran-4-
one]. Yellow solid, mp 154-156 °C; [a]p + 150° (MeOH;
c 1), UV (MeOH) Ap,, nm (log €) 411 (3.34), 320 (3.46),
277.5 (4.07), 252 (3.71), 235 (3.96). 214 (4.28), 209
(4.29); CD (McOH) Ag (nm) —1.6x10% (314); IR vyx
(KBr) em=%; 3500, 1638, 1610; EIMS m/z 332 [M * (98)],
317 (50), 261 (100), 233 (66), 218 (14); HRMS nmi/z
332.351 (calc. for Ci3Hz0q, 332.348). 'H and "C
NMR (Table 3).

Compound 9 [8-hydroxy-6-methyl-9-ox0-9H-xan-
thene-1-carboxylic acid methyl ester). Pale yellow nee-
dles, mp 197-198 °C; UV (MeOH) /., nm 233, 256,
289, 300, and 360: IR vy, (KBr) cm™' 3148, 1732 and
1650; EIMS my/z (rel. int.): 284 [M ™ (48)), 252 (100), 223
(14), 139 (8), 127 (8), 77 (9); ¥C NMR NMR (CHCl;,
125 MHz) & 180.44 (C-9), 169.66 (CH;00C-8), 161.45
{C-1), 156.02 (C-8), 155.69 (C-4a), 149.39 (C-3), 134.75,
133.61 (C-10a), 122.50 (C-7), 119.40 (C-5), 117.57 (C-8),
111.73 (C-2), 107.38 (C-4), 106.99 (C-9a), 133.6]1 (C-
10a), 53.09 (CH,00C-8), 22.62 (CH;-3).
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Fig. 3. Author please supply.

3.5. X-ray crystallographic analysis of compound 9

Suitable crystal of 9 was obtained from EtOAc by
slow evaporation. The crystal belongs to the monoclinic
system, space group C2/c with a=21.014(1) A,
6=10.4145(3) A, c¢=13.5140(4) A, B=114.5%5) °,
Z=8, V=2689.75(17) A} D.=1404 g ¢m~3, and
M(Cuk,)=0.882 mm~'. Of the 3733 reflections col-
lected, only 1809 were used for structural analysis. The
structure was solved by direct methods (SIR92) (Altomare
et al,, 1994) and refined by the full matrix-least squares
methods using SHELXTL97 (Sheldrick, 1997) based on F2
to a final R=0046 and Rw=0.134 with w-'=
[6%(Fo?) +(0.0779P)? + 1.1731 P] where P=(Fo®+ 2Fc?))3.
The hydrogen atoms attached to carbon atoms were
included at idealized positions following a riding model,
the hydrogen atom of the hydroxyl group was identified
by difference Fourier methods and its positional para-
meters refined.

Crystallographic data for the structure reported in this
paper have been deposited at the Cambridge Crystal-
lographic Data Center. Copies of the data can be
obtained, free of charge, on application to the Director,
CCDC, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ, UK (Fax:
+44-1223-336033; e-mail: deposit@ccde.cam.ac.uk).

3.6. Bioassays

3.6.1. Phytogrowth-inhibitory bicassays

The phytogrowth inhibitory activity of the extract
and pure compounds was evaluated on seeds of dmar-
anthus hypochondriacus L. and Echinochloa crusgalli {L.)
Beauv by using a Petri dish bioassay (Mata et al., 1998). In
addition, a direct biocautographic bicassay system was
employed to guide secondary fractionation and speed up
the isolation of active compounds. The direct bicauto-
graphic assay was carried out as previously described, The
results were analyzed by ANOVA (P <0.05), and ICs,
values were calculated by Probit analysis based on per-

cent of radicle growth or germination inhibition. The
extract was evaluated at 10, 100 and 1000 pg ml~'. The
pure compounds were tested at 1, 10 and 100 pg ml~%,
2,4-D was used as the positive control. The bioassays
were performed at 28 °C.

3.6.2. SDS-PAGE of compounds 1-5 with spinach and
bovine brain calmodulins

The interaction of the isolated compounds with both
spinach and brain calmodulins (Sigma) was performed
using SDS pgel electrophoresis (SDS-PAGE). SDS-
PAGE was done according to previously described
procedures using 15% polyacrylamide gels (Leung, et
al., 1984, 1985; Liao et al., 1996). The interaction of the
phytotoxins with both calmodulins was determined by
observing the difference in electrophoretic mobility in
the presence of Ca?*. The experimental conditions are
described briefly in the legend of Fig. 3. In each case the
electrophoresis run was done in triplicate. Quercetin
was used as the positive control (Nishino et al., 1984).

3.6.3. CaM affinity chromatography

The non-reversible effect of the compounds was
determined by affinity chomatography employing a
bovine brain calmodulin-agarose (SIGMA) column
(Bonza et al., 1998). One milligram of each compound
was dissolved in 1 mi of DMSO and 10 pi of this mixture
was loaded to 200 ul bed volume of calmodulin-agarose
previously equilibrated with buffer I (20 mM Tris-HCI,
pH 7.0, 1 mM CaCly). The column was eluted con-
secutively with five volumes of buffer I, five volumes of
buffer I (20 mM Tris-HC], pH 7.0, | mM EGTA), five
volumes of buffer I (20 mM Tris—-HCI, pH 8.0, I mM
CaCly), five volumes of NaCl 1 M and five volumes of urea
(6M). In each case aliquots of 200 ul were collected, con-
centrated in vacuo and analyzed spectrophotometrically to
determine the retention of each compound. 3.4'-Dihy-
droxy-$5,5'-dimethoxybibenzyl, obtained from Sea-
phyglotiis livida (Estrada et al., 1999), was used as a
negative control since this compound was not retained
in the column after eluting with buffer 1.
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Bioactivity-directed fractionation of the fermentation broth and mycelium of the coprophilous fungus
Guanomyces polythrix led to the isolation of several phytotoxic compounds, including five new naphtho-
pyranone derivatives (1-5). In addition, rubrofusarin B, emodin, citrinin, and 4-hydroxybenzoic acid
methyl ester were obtained. The structures of the new compounds were established by spectral and
chiroptical methods. The isolates caused significant inhibition of radicle growth of two weed seedlings
(Amaranthus hypochondriacus and Echinochioa crusgalli} and interacted with both spinach and bovine

brain calmodulins.

As a part of our search for potential herbicide agents
from natural sources, we describe in this investigation the
isolation and structure elucidation of the major phytotoxic
principles from the culture broth and mycelium of the new
coprophilous fungus G. polythrix. In addition, the potential
role of calmodulin as molecular target of the phytotoxic
action of the isolated compounds was investigated. Cal-
modulin is a highly conserved calcium-medulated protein
that appears to be ubiquitous among eukaryotes. In plants,
this protein is a fandamental component of calcium signal
transduction pathways during germination and plant
growth. It modulates the activity of several important plant
enzymes such as NAD-kinase, glutamate decarboxylase,
and Ca?"-ATPase.?~? Plant calmodulins share many struc-
tural and functional features with their homologues from
animals, but the expression of multiple protein isoforms
appears to be a distinctive feature of higher plants.
Therefore, calmodulin and the proteins it regulates could
be important targets for the action of many phytotoxins,
In this context, it has been previously deseribed that some
fungal phytotexins such as ophiobolin A%® and several plant
aromatic compounds®® interact with calmodulin and inhibit
its enzyme activator properties.

G. polvthrix is a new species of coprophilous fungus
related to the genus Chaeetomium (Chaetomiaceae). Mor-
phological. physiological, and molecular studies on this
fungus revealed that it belongs to a new genus. Its
description will be published soon.? The new fungus was
isolated in 1979, from bat guano obtained from zone I1I of
the cave “Cueva del Diablo” or “Ocotlitlan”, in Tepozotlan,
Morelos, México.

Results and Discussion

The new fungus G. polythrix was grown in liquid—
substrate fermentation on potato dextrose broth (PDB). The
culture broth and the mycelium were extracted with
CH;Cl;. The combined extract showed phytotoxic activity
(Table 1) when evaluated on seedlings of Amaranthus
hypochondriacus L. and Echinochloa crusgalli (L.) Beauv.
using a Petri dish bicassav.!® Bioactivity-guided fraction-

* To whom correspondence should be addressed. Tel: 1525) 622-5289.
Fax: 1525} 622-5329. E mail: rachel @servidor.unam.mx.

' Facultad de Quimica.

*Instituto de Biologia.

t Instituls de Ecologia.

Table 1. Phytogrowth-Inhibitory Activity of the CH2Cl;
Extract and Isolated Compounds from Coprophilous Fungus on
Radicle Elongation (ICso, M) of A. hypochondriacus and E.
crusgalli

compound A hypochondriacus E. crusgalli
extract 54.3° 384.3°
1 10 x 104 1.2 x 1074
2 65 x 1075 6.1 x 10°3
3 2.3 x 1075 8.7 x 1073
4 1.3 x 1075 4.0 x 1073
5 8.0 x 1079 1.7 x 1074
6 1.3 x 10-5 8.7 x 10°%
7 1.3 x 10— 2.0 x 1075
8 85 x 1075 6.3 x 105
9 2.3 x 1075 6.3 x 1074
2,4-D¢ 18 x 1074 8.8 x 104

® Expressed in ug/mL. ¢ Positive control (2,4-dichlorophenoxy-
acetic acid).

ation of this extract led to the isolation of nine phytotoxins
{see Experimental Section). Compounds 1-5 are new
natural products and were characterized by spectroscopic
and chiroptical methods as (25,35)-5-hydroxy-6,8-dimethoxy-
2,3-dimethyl-4H-2,3-dihydronaphtho{2,3-b]-pyran-4-one (1)
(25,35)-5-hydroxy-6,8,10-irimethoxy-2,3-dimethyl-4H-2 3-
dihydronaphtho(2,3-5]-pyran-4-one (2); (25)-5-hydroxy-6,8-
dimethoxy-2-methyl-4H-2,3-dihydronaphtho(2,3-b)-pyran-
4-one (3); (25)-5-hydroxy-6,8,10-trimethoxy-2-methyl-4F-
2,3-dihydronaphtho(2,3-5]-pyran-4-one (4); and 5-hydroxy-
6,8-dimethoxy-2,3-dimethyl-4H-naphtho[2,3-b]-pyran-4-
one (5). In addition, the known compounds rubrofusaric B
(6),1'713 emodin (7),14'% citrinin (8),)%17 and 4-hydroxy-
benzoic acid methyl ester (9)'® were obtained. The spectral
properties of the known compounds, including IR, 'H NMR,
and 13C NMR data, were identical to those previously
described in the literature.

Compound 1 has a melecular formula of C,;H,50s (nine
unsaturations) as inferred from HREIMS and 13C NMR.
The NMR spectra (Table 2) were similar to those of other
2.3dihydronaphthopyran derivatives.!® These spectra dem-
onstrated the presence of a carbonyl group; a chelated
hydroxyl functionality; two methoxvl groups; two m-related
and one isolated aromatic protons; two methyl groups, each
attached to an aliphatic methine; and several nonproton-
ated sp® carbons. From the'H-!H COSY spectrum, the
methines [dp/dc 4.20 (dq, J = 10.5, 6.5 Hz, H-2) and 2.65

10.1021/np990534h CCC: $19.00 © 2000 American Chemical Society and American Society of Pharmacognosy
Published on Web 04/27/2000
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Table 2. NMR Data for (25,35)-5-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2,3-dimethyl-2,3-dihydro4H-naphtho(2,3-bl-pyran-4-one (1»

position 13C (5) H (8, mult., J in Hz) NOESY HMBC

1

2 78.01 4.20 (dq, 6.5, 10.0) 11-CH3, 3-H, 12- CH, 3,11-CH;

3 46.43 2.65 (dg, 6.5, 10.0) 12-CHa, 2-H, 11- CH3 2, 12- CHy

4 200.06 2,3,12- CH,
4a 102.99 3,0H-5,10

5 165.11 OH-5

5a 107.17 OH-5,7,9, 10
6 161.28 7, 6-OCH;

7 96.39 6.27(d, 2.5 9, 6-0CH; 9

8 162.30 7, 8-OCH;, 9
9 98.27 6.43(d, 2.5) 7, 10, 8-OCH, 7,10

9a 143.30 9, 10

10 101.22 6.48 (s) 9 9

10a 156.00 2, 10
CH;3-11 19.75 1.50 (d, 6.5) 2-H, 3-H, 12- CH; 2,3
CHs-12 10.44 1.26(d, 7.00 3-H, 2-H, 11- CHs, 5-OH 3,2
OCH;-6 56.00 3.96(s) 7

OCH,-8 55.34 3.88 (s) 9

OH-5 14.49 (s) 12-CH,

@ Spectra were recorderd in CDCl; (1H, 500 MHz and *C, 125 MHz).

ng H, RIE CH3
R|= CH;O, Rz""' CH3
R|=

R,

1
2
3
4

H, Rf‘“ H
= CH]O, R= H

OCH;OH O

R
99
CHO Q CHy

5 R=Cli
6 R=H

(dq, = 10.5, 6.5 Hz, H-3)/78.0 and 46.4] were adjacent,
and the coupling constant value (J = 10.5 Hz) indicated a
trans-diaxial relationship. Cursory inspection of the
NOESY and HMBC spectra (see Table 2) indicated the
position of the methoxy, hydroxy, and methyl groups on
the dihvdronaphthopyranone skeleton. The application of
chiroptical methods for the assignment of the absolute
configuration of benzo-y-dihydropyrones such as flavanones
and 4-hydroxyflavanones is well documented.?® In fla-
vanenes, the configuration 25 shows a positive Cotton effect
around 330 nm; conversely, the configuration 2R shows a
negative Cotton effect in the same region. The presence of
a trans hydroxy group at C-3 does not modify the relation
between the sign and configuration. Thus, the stereogenic
centers C-2 and C-3 were each determined to have the S
absolute configuration on the basis of the negative Cotton
effect around 314 nm in the CD spectrum.

Compound 2 had the composition C13H205 {nine unsat-
urations) as determined by HREIMS and 3C NMR. dif-
fering from 1 by 30 mass units. This observation, as well
as the NMR data (Table 3}, suggested that 2 was the C-10
methoxy derivative of 1. The NMR spectra of 2 were almost
identical with those of 1, except for the presence of an
additional methoxyl signal (ép/d¢ 3.89/60.6) in place of the
isolated aromatic proton signal. As in the case of compound
1, the disposition of the substituents along the 2,3-dihy-
dronaphthopyranone nucleus was established by the analy-
sis of the NOESY and HMBC correlations (see Table 3).

The strong interactions observed both in the '"H-'H COSY
and NOESY spectra between the signal at dy 6.91 (H-9)
and those at oy 3.94 and 3.89 (CH30-8 and CH30-10,
respectively) were consistent with the placement of the
third methozyl group at C-10. Once more, the absolute
stereochemistry at C-2 and C-3 was assigned on the basis
of the negative Cotton effect around 314 nm in the CD
spectrum.? Consequently, the structure of compound 2 was
determined to be (25,38)-5-hydroxy-6,8,10-trimethoxy-2,3-
dimethyl-4H-dihydronaphtho(2,3-b]-pyran-4-cne.

The HREIMS of compounds 3 and 4 showed the molec-
ular ions at m/: 288.0992 and 318.1108, respectively, and,
together with the 3C NMR, indicated the molecular
formulas of CygH,505 and C,7H,304, respectively. The NMR
and CD characteristics of 3 and 4 (see Experimental
Section) were highly similar to those of 1 and 2, respec-
tively. in the NMR spectra of 3 and 4, signals attributable
to a methylene group replaced those corresponding to the
methyl and methine groups at C-3 of 1 and 2. In addition,
a marked difference in chemical shift for H-2 (dy 4.60 in
both cases} was observed. The CD spectra of both com-
pounds again showed a negative Cotton effect around 314

_hm, supporting the depicted 25 absolute configuration.
These observations, in conjuction with the data obtained

using the same array of NMR techniques as in the
structure determination of 1 and 2, altowed the identifica-
tion of compounds 3 and 4 as (25)-5-hydroxy-6,8-dimethoxy-
2-methyl-4H-2 3-dihydronaphtho(2,3-b]-pyran-4-one and
(2S5)-5-hydroxy-6,8,10-trimethoxy-2-methyl-44-2,3-dihy-
dronaphtho {2,3-b]-pyran-4-one, respectively.

HREIMS and NMR data for compound & indicated a
molecular formula of C,7H;30% (ten unsaturations) differing
frem 1 by two mass units. This cbservation, as well as the
NMR spectra (see Experimental Section), suggested that
5 was the 2,3-dehydro derivative of 1. The most obvious
difference between the NMR spectra of 5 and 1 is the
presence of two nonprotonated vinylic signals (3¢ 167.4 and
119.2) in 5, instead of the resonances attributed to H-2/
C-2 and H-3/C-3 in 1. In addition, the chemical shift values
for the methyl groups on the pyrone ring were shifted
paramagnetically in comparison to those in 1. Thus, the
structure of compound 5 was established as 5-hydroxy-6,8-
dimethoxy-2,3-dimethyl-4H-naphthol2,3-b]-pyran-4-one.

Natural products 1-9 were evaluated for their ability
to inhibit seed germination and seedling growth of A.
hypochondriacus and E. crusgaiii. Table 1 summarizes the
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Table 3. NMR Data for (25,35)-5-Hydroxy-6,8,10-trimethoxy-2,3-dimethyl-2,3-dihydro4H-naphtho[2,3-b|-pyran-4-one (2F

position 13C (&) 1H (4, mult.. J in Hz) NOESY HMBC
1
2 78.32 4.28(dq, 6.5.10.0) 11-CHj, 3-H, 12- CH; 3,11-CH;,
3 46.54 2.68 (dq, 7.0,10.00 12-CH;, 2-H, 11- CH; 2,12- CH;
4 200.09 2, 3,12-CH;
4a 102.65 3.0H-5,10
5 161.63 OH-5
5a 106.95 OH-5,7,9
6 161.20 7, 6-OCH;
7 92.59 6.34 (d, 2.5) 9, 6-0CH; 9
8 162.68 7,8-0OCHs, 9
9 96.78 6.91(d, 2.5) 7, 10, 8-0CHj;, 10-OCH; ¥i
9a 131.83 9
10 152.68 9
10a 138.27 2,10
CH;-11 19.85 1.57 (d, 6.5) 2-H, 3-H, 12- CH; 2,3
CH;-12 10.75 1.28(d, 7.0 3-H, 2-H, 11- CH4, 5-0H 3,2
OCH3-6 56.15 3.97(s) 7
OCH;-8 55.48 3.94 (s) 9
OCH;-10 60.63 3.89(s) 9
OH-5 14.30(s) 12-CH;

“ Spectra were recorderd in CDCl; ('H, 500 MHz and 13C, 125 MHz).
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Figure 1. SDS—PAGE of bovine (a and b) and spinach (¢ and d) calmodulins after treatment with compounds 1-9. Electrophoresis of 2-ug samples
of calmodulins in the presence of 1 mM CaCl; (a and ¢} or EGTA b and d). Pretreatements of the calmodulin samples, for 1.5 h at 30 °C in the
presence of CaClz (a and c) or EGTA (b and d). A, no additions: B. DMSO; C, 0.083 ug/ml. quercetin in DMSO; D, 1. E, 3: F, 2: G. 4; I. 5; 1,6;4d.
7K 8; L. 9. In all cases 0.033 ug/mL of treatment (1-9) in DMS0 were applied.

phytotoxic effects of the isolates on seedling growth. The
results are expressed as IC; values (50% inhibitory
concentration). In general, the tested compounds showed
significant phytotoxic effect and were more potent as
radicle growth inhibitors than the positive control [2.4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D)). The nine compounds
reduced the radicle growth of both target species in a
concentration-dependent manner. Compounds 3, 4, 6. and
9 were the most active against A. Aypochondricus; however,
E. erusgalli was more affected by emodin.

In an attempt to discover potential herbicides with an
effect on the protein calmodulin, the phytotoxic compounds
were further evaluated for their ability to bind spinach and
bovine brain calmodulin-Ca?* complex. The interaction of
any compound with calmodulin-CaZ* complex alters its
conformation and changes its electrophoretic mobility as
detected in a SDS—PAGE.*¢ Figure 1 shows that bovine
calmodulin treated with Ca?~ (1 mM} and the isolates
(0.033 ug/mL) has a lower electrophoretic mobility than
untreated calmodulin. The strongest effect was observed

with compound 2. The inhibition of bovine calmodulin
induced by compounds 1 and 39 seems to be dependent
on Ca?*, Phytototoxins 1 and 3—9 in the presence of CaZ*
retarded the electrophoretic mobility of calmodulin. Upon
conducting the same assay in the presence of EGTA
(ethylene glycol-bis(8-aminoethyl ether)-N.N.N' N'-tetra-
acetic acid), a calcium-chelating agent, the mobility of cal-
modulin is not retarded (Figure 1). In the case of compound
2. however, the effect seems to be independent of Ca?*
because in the presence of EGTA the retardation on the
electrophoretic mobility of calmodulin provoked by this
compound was the same as in the presence of Ca?-.
Because the isolates are phytotoxins, their effects on a
plant calmodulin were investigated. Spinach calmodulin
was also found to interact with compounds 1-9. Once
again, compound 2 demonstrated the stronger interaction,
and its effect was independent of Ca?* (Figure 1).

In conclusion, the results of this study showed that the
compounds isolated from the fungus G. polythrix are
calmodulin-Ca?" inhibitors and possess promising phyto-
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growth inhibitory activity. Further work is in progress to
determine the nature (covalent vs noncovalent} of the
interaction of compound 2 with calmodulin.

Experimental Section

General Experimental Procedures. Melting points were
determined in a Fisher-Johns apparatus and are uncorrected.
IR spectra were obtained using KBr disks on a Perkin-Elmer
599 B spectrophotometer. UV spectra were obtained on a
Shimadzu 160 UV spectrometer in MeOH solution. Optical
rotations were recorded on a JASCO DIP 360 digital polarim-
eter. CD spectra were performed on a JASCO 720 spectro-
polarimeter at 25 °C in MeCOH solution. NMR spectra, includ-
ing COSY spectra, NOESY, HMBC, and HMQC experiments
were recorded on a Varian UNITY PLUS 500 spectrometer in
CDCl; or CDCl;—DMSO-d; either at 500 MHz ("H) or 125 MHz
(*3C), using tetramethylsilane (TMS) as an internal standard.
EIMS were performed using a JEOL JMS-AX505 HA spec-
trometer, at an ionization energy of 70 eV. Column chroma-
tography: Si gel 60 (70—230 mesh, Merck). Analytical and
preparative TLC were performed on precoated Si gel 60 Fysy
plates (Merck).

Fungal Material. The fungus G. polythrix was isolated
from bat guano, obtained from zone ITI of the cave “Cueva del
Diablo” or “QOcotlitldn”, in Tepozotlin, Morelos, México, in
1979. Since then, cultures of the fungus have been preserved
lyophilized in liquid nitrogen. Subcultures were obtained in
several culture media, such as PDA, V8 agar, and others.
Cultures of this new fungus are maintained at the National
Herbarium (MEXU, voucher: 24486), Instituto de Biologia,
UNAM, México, and in the mycological collection of the
Department of Plant Pathology (voucher: GAM 5803}, Uni-
versity of Georgia, Athens, Georgia.

Thirty 2-L Erlenmeyer flasks, each containing 400 mL of
PDB (Difce), were individually inoculated with one 1-cm? agar
plug taken from a stock culture of G. poiythrix maintained at
4 °C on potato dextrose agar. Flask cultures were incubated
at 28 °C and aerated by agitation on an orbital shaker at 150
rpm for 15 days.

Extration and Isolation of 1-9. After incubation. the
flask contents were combined and filtered. The culture filtrate
(12 L) was extracted exhaustively with CH2Cl: (3 x 12 L). The
combined organic phase was fltered over anhydrous Na,50,
and concentrated in vacuo to give a green solid (1.4 g). In
addition. the mycelium was extracted with CH,Clp (3 x 2 L).
The combined mycelial extract was evaporated to yield 5.7 g
of a green solid. The extracts (culture and mycelial) were
-combined (7.1 g) and subjected to Si gel (200 g} column
chromatography eluting with a gradient of hexane— CHJCl, (5:
5—0:10+ and CH:Cl,~MeOH (9.9:0.1—0:10). In all, 465 frac-
tions (50 mL each) were collected and pooled on the basis of
their TLC profiles to yield 12 mayor fractions (FI-FXII}.
Bioactivity in the bioautographic bioassay showed five active
pools: FIV (113.6 mg), FV (164.2 mg), FVI (316.3 mg). FVII
(143.1 mg), and FVIII (262.5 mg). From the active fraction FIV,
eluted with hexane—CH,Cl; (2:8), crystallized 9.2 mg of
compound 1. From fraction FV eluted with hexane—CH,Cl,
{1:9), cocrystallized a mixture (53 mg)of 1 and 2. The mixture
was resolved by preparative TLC (CH;Clz) to yield 1 (20 mg)
and 2 (10.5 mg). The mother liquors from phytotoxic fraction
FV (164.2 mg} were rechromatographed on a Si gel (15 g)
column eluting with a gradient of hexane—CHClz (5:5—0:10)
and CH:Cl;—MeOH (9.9:0.1—5:5). Ten secondary fractions
were obtained (FV-1-FV-10). According to the bioautegraphic
bioassay, the phytotoxic activity was concentrated in secondary
fraction FV-5. Extensive TLC (CH.Cl;) of fraction FV-5 vielded
3 (9.0 mg) and 4 (5 mg). Primary fraction FV]I (316.3 mg),
eluted with CH,Cl;, was further resolved on another Si gel
(30 g} column using the same elution system as for fraction
FV to vield eight secondary fractions (FVI-1-FVI-8). The
phytotoxic activity was found in secondary fraction FVI-6,
eluted with CHzCl;~MeOH (99:1). Further purification of this
fraction by preparative TLC (CH:Cly) yielded 6 (7.1 mg). 5 (7
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mg), and 9 (8 mg). Active fraction FVII (143.1 mg), eluted with
CH:Cl:—MeCH (99:1), was rechromatographed on a Si gel
column using the solvent gradient systems of hexane~CH,Cl,
(5:5—0:10) and CH;Cl;-MeOH (9.9:0.1—0:10). In all, 10
secondary fractions were obtained (FVII-1-FVII-10}, the phy-
totoxic activity being in fraction FVII-7. From this fraction
crystallized spontaneocusly 9.5 mg of 7. Finally, from the
phytotoxic fraction FVIII crystallized 55 mg of compound 8,
(28,35)-5-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2,3-dimethyl-4H-2,3-
dihydronaphtho{2,3-b)-pyran-4-one (1): yellow crystalline
needles, mp 165—167 °C; [a]p +128° (¢ 1 mg/mL. MeOH);, UV
(MeOH) A, (log €) 409.5 (3.85), 320 (3.97), 277.5 (4.54), 252
(4.19), 235 (4.43), 214 (4.26), 209 (4.27) nm; CD (MeOH) Ae
{(nm) —1.5 x 10* (314); IR vaa. (KBr) 3500, 1638, 1610 cm™;
'H and 3C NMR, see Table 2; EIMS m/z 302 [M* (100)], 246
(90), 218 (12), 203 (6), 190 (19); HRMS m/z 302.1159 (calcd
for C17H1805, 302.1154).
(25,3S)-5-Hydroxy-6,8,10-trimethoxy-2,3-dimethyl-4H.
2,3-dihydronaphthel2,3-b)-pyran<4-one (2): yellow solid,
mp 153-155 °C; [a)p +150° (¢ 1 mg/mL MeOH); UV (MeOH)
Amax (log €) 411 (3.34), 320 (3.46), 277.5 (4.07), 252 (3.71), 235
(3.96), 214 (4.28), 209 (4.29) nm; CD (MeOH) Ae (nm) —1.6 x
10* (314); IR v, (KBr) 3500, 1638, 1610 ¢cm™); 'H and 2C
NMR, see Table 3; EIMS m/z 332 [M* (98)], 317 (90), 261 (100),
233 (66), 218 (14); HRMS m/z 332.1255 {(calcd for C;sH20Os,
332.1259).
(25)-5-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2-methyl 4H-2,3-dihy-
dronaphtho[2,3-b]-pyran-4-one (3): pale yellow needles, mp
175—177 °C; [alp +87.5° (¢ 1 mg/mL MeOQOH); UV (MeOH) A5a,
(log €) 401.5 (4.10), 331 (4.23), 318 (4.19), 278 (4.83), 232 (4.69),
223 (4.16), 247 (4.46); CD (MeOH) A¢ (nm) -1.5 x 10* (312);
IR ¥4y (KBr) 3500, 1639 and 1611 em™!; 'H NMR (CDCl;, 500
MHz) 6 14 46 (1H, s, OH-5), 6.52 (1H, s, H-10), 6.45 (1H, d, J
= 2.5 Hz, H-9), 6.30(1H, d, J = 2.5 Hz, H-7), 4.58 (1H, dqd, /
= 11.0, 6.25, 3.5 Hz, H-2), 3.97 (3H, s, OCH;-6), 3.89 (3H, s,
OCH;-8), 2.81(1H, dd, J = 17.0, 11.0 Hz, H-3;), 2.73 (1H, dd,
J =117.0, 3.5 Hz, H-3,), 1.51 (3H, d, J = 6.5 Hz, CH;-11); \*C
NMR (CDCl;, 125 MHz) 8 197.60 (C-4), 165.31 (C-5), 162.48
(C-8), 161.46 (C-6), 156.21 (C-10a), 143.50 (C-9a), 107.39 (C-
5a), 103.13 (C-4a), 101.41 {(C-10), 98.49(C-9), 96.58 (C-7), 73.16
(C-2), 56.06 (OCH;-6), 55.38 (OCH;-8), 43.86 (C-3), 21.16 (CH;-
11); EIMS m/z 288 [M* (100)], 246 (50}, 218 (10}, 190 (20);
HREMS m/z 288.0992 (caled for CicH160s5, 288.0997).
{25)-5-Hydroxy-6,8,10-trimethoxy-2-methyl-4H-2,3-di-
hydronaphtho[2,3-b]-pyran-4-one (4): pale yellow needles,
mp 160—-162 °C; [alp +145.8° {c 1 mg/mL MeOH); UV (MeOH)
Amax (log €) 413(3.14), 332 (3.17), 320.5(3.24), 277 (3.85), 235.5
(3.74), 214 (3.52), 207 (3.558); CD (MeOH) Ae (nm) — 1.5 x 10+
(313); IR vy, (KBr) 3490, 1640, and 1610 em™Y; 'H NMR
(CDCl, 500 MHz) 6 14.21 (1H, s, OH-5), 6.92(1H, d, J = 2.5
Hz, H-9), 6.35 (1H, d, J = 2.5 Hz, H-7), 4.60 (1H, dqd, J =
10.5, 6.25, 4.25 Hz, H-2), 3.97 (3H, s, OCHx-6), 3.95 (3H, s,
OCHj;-8), 3.89(3H, s, OCH;-10), 2.80 (1H, dd, J = 17.0, 10.5
Hz, H-3y), 2.75 (1H, dd, J = 17.0, 4.25 Hz, H-3,), 1.57 (3H, d,
f = 6.5 Hz, CH;-11); 3C NMR (CDCl;, 125 MHz) 6 197.65(C-
4), 162.88 (C-8), 162.88 (C-10), 161.83 (C-5), 161.36 (C-6),
138.45 (C-10a), 132.03 (C-9=a), 107.10 (C-5a), 103.36 (C-4a},
96.90 (C-9), 92.76 (C-7), 73.42 (C-2), 60.66 (OCH;-10), 56.15
(OCHj;-6), 55.49 (OCH;-8), 43.97 (C-3), 21.00 (CH;3-11); EIMS
miz 288 [M™ (100)], 246 (50), 218 (10}, 190 (20); EIMS m/z 318
[M™ (98)}, 303 (90), 261 (100}, 233 (45), 218 (20); HRMS m/z
3181108 (cajcd for CnHwOﬁ, 318.1103).
5-Hydroxy-6,8-dimethoxy-2,3-dimethyl-dH-naphtho-
[2,3-b)-pyran-4-one (5): pale yellow needles, mp 195-197
°C; UV (MeOH) A (log €) 398.5(3.47), 274 (3.64), 237.5(3.18),
224.5 (3.46); IR vma (KBr) 3148, 1732, and 1650 cm™!; '"H NMR
(CDCl;, 500 MHz) & 15.22 (1H, s, OH-5), 6.93 (1H, s, H-10),
6.57 {1H, d, J = 2.4 Hz, H-9), 6.37 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-7),
4.00 (3H, s, OCH;-6), 3.92 (3H, s, OCH,-8), 2.39 (3H, s, CH3-
11) 2.03 (3H, s, CH3-12); '*%C NMR (CDCl;, 125 MHz) 4 184.13
(C-4), 167.40 (C-2), 162.61 (C-8), 161,50 (C-6), 160.62 (C-5),
153.30 (C-10a), 141.09 (C-9a), 119.22 (C-3), 108.40 (C-5a),
104.21 (C-4a), 101.04 (C-10), 97.80 (C-9), 97.23 (C-T), 56.08
{OCH;-6), 55.40 (OCH;-8), 23.12 (CH;-11) 20.68 (CH;-12)
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EIMS m/z 300 M+ (100)], 282 (25), 271 (65), 254 (15), 229 ( 12),
HRMS m/z 300.0994 (caled for Cy7H,1605, 300.0997).
) Ph_ytogrowth-lnhibitory Bioassays. The phytogrowth
inhibitory activity of the extract and pure compounds was
evz.aluated on seeds of A. hypochondriacus and E. crusgalli by
using a Petri dish bioassay.’ In addition, a direct bioauto-
graphic bioassay system was employed to guide secondary
fractionation and speed up the isolation of active compounds.
The direct bicautographic assay was carried out as previously
described.?® The results were analyzed by ANOVA (p < 0.05),
and ICso values were calculated by Probit analysis based on
percent of radicle growth or germination inhibition. The
extract was evaluated at 10, 100, and 1000 ug mLL. The pure
compounds were tested at 1, 10, and 100 gg mL-1. 2,4-D was
lzxge:lcas the positive eontrol. The bioassays were performed at
Evaluation of the Interaction of Compounds 1-9 with
Spinach and Bovine Brain Calmodulins. The interaction
of the isolated compounds with both spinach and brain
calmodulins (Sigma) was performed using nondenaturing
homogeneous electrophoresis (SDS~PAGE). SDS—-PAGE was
performed according to previously described procedures using
15% polyacrylamide gels.*-¢ The interaction of the phytotoxins
with both calmodulins was determined by observing the
difference in electruphoretic mobility in two different condi-
tions, in the presence of Ca?* and in the presence of EGTA.
The experimental conditions are described briefly in the legend
of Figure 1. In each case the electrophoresis run was done in
triplicate. Quercetin was used as the positive control.

Acknowledgment. This work was supported by a grant
from CONACyT (27978N). We wish to thank the following
people: Isabel Chavez, Beatriz Quiroz, Luis Velasco-Tbarra,
Javier Pérez Flores, and Rocio Patifie {Instituto de Quimica,
UNAM) for recording NMR, Mass CD and UV spectra;

Journal of Natural Products, 2000, Vol. 63, No. 6 761

Marisela Gutiérrez and Graciela Chavez for registration of IR
spectra. The technical assistance of Samuel Aguilar Ogarrio,
Perla Castafieda, and Laura Acevedo is also acknowledged.
M.M. acknowledges the fellowship awarded by CONACyT to
carry out graduate studies.

References and Notes

{1) This work represents part of the Ph.D. thesis that will be submitted
to the graduate School of Chemistry, UNAM, by Martha Macias.

(2) Zielinski, R. E. Annu, Rev. Plant. Mol. Biol. 1998, 49, 697725,

(3) Poovaiah, B. W_; Takezawa, D.; Han, T. J. J. Plant Physiology 1996,
149, 553—-558.

(4) Liao, B.; Gawienowski, M. C.; Zielinsid, R. E. Arch. Biochem. Biophys.
1996, 327, 53—60.

(3) Leung, P.C.; Taylor, W. A; Wang, J. H.; Tripton, C. L. J. Biol. Chem.
1984, 259, 2742-2747.

(6) Leung, P. C.: Taylor, W. A.; Wang, J. H.; Tripton, C. L. Plant Physiol.
1985, 77, 303—-308.

(7) Nishino, H.; Naitoh, E.; Iwashima; Umezawn K. Experientia 1984,
40, 184-185.

(8) Paliyath, G.; Poovaiah, B. W. Plant Cell Physiol. 1985, 26, 201—209.

(9) Gonzdlez, M. C; Hanlin, R. T.; Ulloa, M. Mycologia 2000, in press.

(10) Mata, R.; Macias, M.; Rojas, S.; Lotina-Hennsen, B.; Toscano, R.;
Anaya, A. Phytochemnistry 1998, 49, 441-449,

(11) Gorst-Allam, C.; Steyn, P.; Rabie, C. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1
1980, 24742479,

(12) Galmarini, O.; Mastronardi, I; Priestap, H. Experientia 1974, 60, 586.

(13} Leeper, F.; Staunton, J. J. Chem. Soc.. Perkin Trans, 1 1984, 1053—
1059.

(14) Melvyn, G,; Giménez, A.; Mckenzie, R. J. Nat. Prod. 1988, 51, 1251 —
1256.

{15) Melvyn, G; Giménez, A. Phytochemistry 1991, 30, 951~955.

(16) Sankawa, U.; Ebizuka, Y.; Noguchi, H.; Isikawa, Y.; Kitaghawa, S.;
Yamamoto, Y.; Kobayashi, T.; litak, Y. Tetrahedron 1983, 39, 3583 —
3591.

(17) Mathieson, D.; Whalley, W. JJ. Chem. Soc. 1964, 4640—4641.

(18) Buckingham, J. (ed.) Dictionery of Organic Compounds, 5th ed,;
Chapman and Hall: London, 1982; p 299.

(19) Koyama, K.; Natori, S. Chem Pharm. Bull. 1988, 36, 146—152.

(20} Gaffield, W. Tetrahedron 1970, 26, 4093-4108.

NP990534H






