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1. INTRODUCCION

Los hongos endofitos estan representados por una amplia variedad de especies de
micromicetos que colonizan los tejidos de su planta hospedera sin causar sintomas
aparentes de enfermedad, desarrollando con ésta una relacion de antagonismo,
comensalismo o mutualismo que estéa equilibrada por la virulencia del hongo y las defensas
de la hospedera. En esta relacion, los hongos enddéfitos encuentran un habitat y alimento
dentro de su hospedera, y a cambio, algunos de ellos, disminuyen la probabilidad de
enfermedad de la planta por patdgenos, gracias a los metabolitos secundarios que producen,
a la vez que incrementan las defensas quimicas de su hospedera contra patégenos,
competidores y factores adversos del ambiente (Arnold et al., 2003; Schulz y Boyle, 2005;
Gunatilaka, 2006).

Investigaciones recientes indican que los hongos enddéfitos son ubicuos dentro del
reino vegetal, y dado que existen mas de 300 mil especies de plantas y que s6lo una
pequefia proporcion de hospederos ha sido examinada, sobre todo en nuestro pais, los
hongos enddéfitos representan un vasto campo de estudio tanto de las relaciones endofito-
planta como de su potencial como fuente de nuevas moléculas (Faeth, 2002; Strobel et al,
2004; Gunatilaka, 2006; Ganguli y Deshmukh, 2007; Webster y Weber, 2007).

Debido a su elevada diversidad biologica y metabdlica, los hongos endofitos han
sido denominados por Strobel y Daysi (2004) como una mina de oro de metabolitos
secundarios. En el cuadro 1 se muestra una parte de la gran diversidad de especies de
hongos enddfitos aislados, asi como de sus metabolitos secundarios y la actividad bioldgica
de éstos.

El presente trabajo de tesis se desarroll6 como parte de un proyecto a largo plazo
que pretende estudiar la biodiversidad de hongos endofitos de especies de plantas de la
selva semi-decidua y la vegetacion secundaria de la Reserva Ecoldgica ‘El Edén’, Quintana
Roo. El proyecto comprende aspectos de la ecologia quimica de los hongos endofitos y su
potencial antagénico (Saucedo, 2004; Saucedo, 2006; Muria, 2007; Macias-Rubalcava et
al., 2008). El estudio de este tipo de organismos permite el descubrimiento de especies
desconocidas hasta el momento y contribuye al conocimiento de la diversidad fungica de
México. Ademas, permite entender la funcion ecoldgica de los hongos enddéfitos en la
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naturaleza, asi como profundizar en la comprension de las relaciones hospedero-endofito y
el papel que desempefian los productos de su metabolismo secundario en dicha relacion.

Por otra parte, este conocimiento abre posibilidades promisorias de aplicacion
racional de la diversidad fungica en materia agricola, ya que existe la oportunidad de
utilizar a los hongos como agentes de biocontrol y como fuente de novedosas sustancias
quimicas con actividad bioldgica y uso potencial como reguladores de crecimiento y
plaguicidas naturales biodegradables y, en lo posible, con menor impacto ambiental.
Ademas de su posible uso en medicina y en la industria, como productos naturales o
prototipos para sintesis de nuevas moléculas.

En este contexto, el presente proyecto de tesis se desarrollé con la finalidad de: 1)
estudiar el potencial aleloquimico de un hongo endofito nuevo para la ciencia: Edenia
gomezpompae, sobre diferentes hongos enddfitos aislados de nueve plantas tropicales; 2)
aislar los alelogquimicos responsables de la actividad biolégica demostrada por E.

gomezpompae que pueden ser parte de sus mecanismos quimicos de defensa.
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios con actividad bioldgica aislados de hongos endéfitos

Planta(s) hospedera

Cepa fungica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biolégica Referencia
Acremonium zeae Zea mays L. Antiflngico, Wicklow, 2005
(NRRL 13540) . -
o (Poaceae) antibacteriano He, 2002
(Hypocreales mitosporico)
1)
Pirrocidina A
Aspergillus clavatus Taxus mairei Antifangico, antiviral, Betina, 1992
cepa H-037 y Torreya grandis anticancerigeno, manejo Vurro, 1998
(Trichocomaceae) (Taxaceae) de malezas Zhu, 2000
Asperglcl:lij(sogusmlgatus Cynodon dactylon Antiflngico, Liu, 2004
(Poaceae) micotoxina Cole, 1997

(Trichocomaceae)

©)

Fumigaclavina C
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios de hongos endofitos con actividad bioldgica (continuacion)

Planta(s) hospedera

Cepa fungica (familia) producto(s) natural(es) Actividad biolégica Referencia
OAc
SN
%
Aspergillus fumigatus .
CY018 Cynodon dactylon Antiflngico, micotoxina Liu, 2004
. (Poaceae) Cole, 1997
(Trichocomaceae)
Aspergillus niger e
IEB-E003 Cynodon dactylon Antlfungl_co, |nr_1|b|dor de Song, 2004
: (Poaceae) xantina oxidasa
(Trichocomaceae)
()
Fonsecinona A
HO OH
. ce - (0]
Botrytis sp. Taxus brevifolia , Antibi6tico Stierle, 1998
(Sclerotiniaceae) (Taxaceae) H A 4
(6)
Ramulosina
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios de hongos endofitos con actividad bioldgica (continuacion)

Planta(s) hospedera

Cepa fungica (familia) producto(s) natural(es) Actividad bioldgica Referencia
HO OH
- H
O
HO K
H
()
6-hidroxiramulosina
Botrytis sp. Taxus brevifolia Antibiotico Stierle, 1998
(Sclerotiniaceae) (Taxaceae) HO | OH
45
H K
H
19
8-dihidroramulosina
(8)
o)
o}
OH . i
HO Antibacteriano Brady, 2000
OH
9)
Citosporona E
Cytospora sp. Conocarpus erecta P
CR 200 (Combretaceae)
(Valsaceae) Q
HO AN TSN N
o}
Antiflngico Brady, 2000
OH O citotoxico Xu, 2004
(10)

Citosporona B
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios de hongos endofitos con actividad bioldgica (continuacion)

Planta(s) hospedera

Cepa fungica (familia) producto(s) natural(es) Actividad bioldgica Referencia
HOM
(0] NH
y&/o\/ﬁ/\/\/ﬁ/\/\/\/\/
OH
(11)
Fulslflgl-ljlnglsp' Quercus variabilis cerebrosice Antibacteriand
inhibidor de xantina Shu, 2004
(Hypocreales (Fagaceae) .
: . oxidasa
mitosporico) HOM
0”7 "NH
%OV\‘/\/\/Y\/\/\/\/
OH
(12)
Fusarusida
COOH
H O
OH |
Hormonema sp. Juniperus communis o 236
ATCC 74360 P HO o Antifingico Pelaez, 2000
) (Cupressaceae) HO
(Dothioraceae) OH
(13)

Enfumafungina
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios de hongos endofitos con actividad bioldgica (continuacion)

Cepa fungica

Planta(s) hospedera
(familia)

producto(s) natural(es)

Actividad biologica

Referencia

Schmeda-Hirschmann,

2005
Penicillium janczewskii Prumnopitys andina Antibacteriano, antiviral, Dai, 2001
(Trichocomaceae) (Podocarpaceae) fitotoxico Kro_hr_l, 1997
H H Parisi, 1993
(14) Kusano, 2000
Meleina He, 2000
OHG o
Q H Antimicotico, inhibidor
Periconia s " 1 del crecimiento radicular
OBW—lSp. Taxus cuspidata HO y de la elongacion del Kim, 2004
. (Taxaceae) 5 hipocdtilo (a bajas conc.
(Halosphaeriaceae) N .
(15) e_stl_mulante (_jel
Periconicina A crecimiento radicular)
Pestalotiopsis jesteri Fragraea bodenii Antifingico Li, 2001

(Amphisphaeriaceae)

(Gentianaceae)

Jesterona
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Cepa fungica

Planta(s) hospedera
(familia)

producto(s) natural(es)

Actividad biologica

Referencia

o)
HO
OH
o

(Valsaceae)

(Fabaceae)

antiinflamatorio,

(17
Pestacina
Pestalotiopsis microspora | Terminalia morobensis OH o Antimicético, Harper, 2003
(Amphisphaeriaceae) (Combretaceae) antioxidante Li, 2001
(Lp
OH
ne
(18)
Isopestacina
OHOM
HO 5 Antibacteriano,
Phomopsis sp. Erythrina crista-galli antifingico, Weber, 2004
HO e

(19)
Fomol

ligeramente citotoxico
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2. ANTECEDENTES

2.1. RELACIONES ENDOFITO-PLANTA
2.1.1. Laecologiay la quimica

La ecologia, como ciencia que estudia la estructura y funcion de la naturaleza,
analiza la influencia que tienen los factores del ambiente (humedad, temperatura, luz,
salinidad, nivel de nutrimentos, factores bioticos, entre otros) sobre el desarrollo de una
especie o poblacion (autoecologia), y describe los fendémenos de interaccion dentro de una
comunidad de especies, como un proceso dindmico regulado (sinecologia) [Anaya, 2003].
Aunque se ha acostumbrado a tratar ambas vertientes por separado, la finalidad de la
ecologia es estudiar a la naturaleza como un ente multiorganico donde convergen estimulos
bidticos y abiodticos que representan la fuerza que lo mantiene vivo y lo impulsa al cambio.

Expuesto de esta forma, el propdsito de la ecologia no es una tarea facil, por lo que
requiere de la integracion de muchas ciencias, tales como la biologia animal y vegetal, la
taxonomia, la fisiologia, la genética, la meteorologia, la conducta, la edafologia, la
geologia, la sociologia, la antropologia, la fisica, la quimica, las matematicas y la
electronica, entre otras (Anaya, 2003). Sin embargo, el avance de la ecologia estd
circunscrito a la velocidad del desarrollo de algunas de estas disciplinas.

Indiscutiblemente, un parte aguas de la ciencias bioldgicas fue el descubrimiento del
mundo microscopico en el siglo XVII, que favorecio el salto hacia el espacio celular en el
cual, mas tarde, la bioquimica y la quimica darian cuenta de la importancia que tienen las
moléculas como portadoras de informacion en la comunicacion entre células y entre
organismos. De esta forma, las interacciones entre los organismos toman un nivel de
significancia mayor, explicando los cambios fisiolégicos en un organismo a razon del
ambiente quimico que le circunda.

En este contexto, la ecologia se conjuga con la quimica como una herramienta con
la capacidad para elucidar la naturaleza de los compuestos responsables de la interaccion
entre organismos de distinta especie, también llamados aleloquimicos. Estas moléculas
provenientes del metabolismo secundario de los organismos surgieron presumiblemente

como productos de desecho derivados del metabolismo primario, los cuales, a través de la
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evolucion, fueron adoptando un papel primordial en el lenguaje, complejo y especializado,
entre los organismos. De esta manera, la ecologia quimica investiga la organizacion y
regulacion de la naturaleza, desde el punto de vista de las relaciones quimico-biologicas

que ocurren entre los organismos.

2.1.2. Los hongos

Los hongos son organismos cosmopolitas que han colonizado una gran variedad de
nichos ecologicos; se les encuentra en zonas con climas ecuatoriales, tropicales,
subtropicales, templados, semidesérticos, desérticos y aun en los frios, desde el nivel del
mar hasta altitudes superiores a los 4000 metros; son organismos de vida libre y asociados
con una amplia variedad de otros seres vivos (Herrera y Ulloa, 1990). Algunas de las
formas en que se desarrollan son como sapréfitos, endofitos, epifitos, micorrizogenos,
patogenos y de vida libre. Junto con las bacterias, los hongos forman una parte importante
de los ecosistemas. Por ejemplo, los que habitan en el suelo intervienen en la desintegracion
de un gran nimero de desechos (excrementos, excreciones, caddveres animales y restos
vegetales) los cuales aprovechan ellos mismos, dejando el resto para ser aprovechado por
plantas y otros organismos. Por otra parte, los hongos simbiontes son indispensables para el
optimo desarrollo de otras especies, como es el caso de los hongos micorrizogenos que
participan en la nutriciéon de las plantas aportando nutrimentos y factores de crecimiento

(Herrera y Ulloa, 1990).

2.1.2.1. Los hongos enddfitos

A nivel mundial, se considera que existen, segun céalculos conservadores, mas de 1.5
millones de especies de hongos, de los cuales se conocen apenas cerca del 5% (Guzman,
1998; Hawksworth, 2001). De ¢éstos, los hongos enddfitos, que colonizan
asintomaticamente los oOrganos de las plantas, representan una porcion practicamente
inexplorada. Se calcula que tan sdlo los hongos endéfitos podrian alcanzar 1.62 millones de
especies, considerando la diversidad de plantas y el numero de especies de hongos
asociados a ellas. Esta clase de hongos, como todas las demads, constituyen una fuente
importante de nuevas moléculas bioactivas, no so6lo de interés agricola, sino también

médica e industrial (Gunatilaka, 2006; Webster y Weber, 2007).
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Las especies de plantas de las que se han logrado aislar hongos endofitos incluyen
aquellas que crecen en bosques tropicales, templados y boreales, plantas herbaceas de
diversos hébitats, musgos y helechos, angiospermas y gimnospermas, lo cual evidencia su
ubicuidad en el reino vegetal (Faeth, 2002; Strobel et al., 2004). Cabe destacar que existen
aproximadamente 300 mil especies de plantas, cuya diversidad de microbiota interna es
relativamente alta y, dado que una proporciéon comparativamente pequeiia de potenciales
hospederos ha sido examinada, los endofitos representan un nimero substancial de especies
de hongos atn por descubrir (Tan y Zou, 2001; Mueller, 2004; Ganguli y Deshmukh,
2007).

Los hongos endofitos se pueden clasificar basandose en el tipo de colonizacion que
realizan en: micorrizas, que colonizan la raiz; balansiaseos (endofitos de los pastos), que
colonizan sistémicamente a sus hospederos; y no balansiaseos (endofitos de las plantas
lefiosas), que se limitan a colonizar 6rganos o células especificas (Shulz y Boyle, 2005).

Comunmente, se considera a las micorrizas como hongos endoéfitos; sin embargo, es
un tema que se encuentra en discusion, por que si bien las micorrizas colonizan
asintomaticamente los tejidos de la raiz de su hospedera, también poseen una parte que esta
en contacto con el suelo e incluso con la raiz de otra planta (Herre et al., 2007). En afios
recientes, se ha hecho énfasis en el estudio de la relacion entre los hongos micorrizdégenos y
las plantas, el cual ha revelado la importancia que tienen sobre la nutricion y el desarrollo
de la hospedera. Gasoni y Stegman (1997) analizaron la influencia del hongo Cladorrhinum
foecundissimum que coloniza las raices de la planta de algodon (Gossypium hirsutum), y
encontraron que este end6fito aumenta el crecimiento de la planta, presumiblemente por
incremento en el transporte de nutrimentos como el fosforo. El hongo Piriformospora
indica promueve el crecimiento de Adhatoda vasica, una planta de interés medicinal (Rai y
Varma, 2005). Inclusive se ha explorado la posible aplicacion de los hongos endoéfitos en la
agricultura como promotores de crecimiento. Por ejemplo, el hongo Glomus intraradices, al
colonizar las raices de la planta de maiz, incrementa la produccion del &cido indol-3-
butirico, una fitohormona del crecimiento (Kaldorf'y Ludwig, 1999).

La relacion entre los hongos endofitos y las gramineas es la mas estudiada y mejor
comprendida debido a la importancia economica de muchos pastos. Se considera que

algunos de estos hongos viven en simbiosis con su hospedera, al grado de funcionar como
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un sélo organismo. Dentro de la planta encuentran su hébitat y alimento, y en retribucion,
algunos de ellos, a través de sus metabolitos secundarios, incrementan las cualidades de
competitividad y la resistencia de la planta a factores ambientales bidticos y abidticos
(Schulz y Boyle, 2005; Gunatilaka, 2006). Se sabe que algunos endoéfitos proveen de
proteccion a su hospedero contra la herbivoria, gracias a los alcaloides que producen, los
cuales son responsables, por ejemplo, del envenenamiento del ganado. Diversos pastos,
entre ellos Festuca arundinacea, se desarrollan mejor y aumentan su dominancia dentro de
las comunidades en que viven, cuando se encuentran infectados con el endofito
Neotyphodium coenophialum (Clay y Holand, 1999). Algunos hongos, como Chaetomium
spp. y Phoma sp., que colonizan endofiticamente las plantas de trigo (Tritricum sp.),
reducen la cantidad de pustulas ocasionadas por el hongo patégeno Puccinia recondita
(Dincgle y McGee, 2003). Redman (2002) encontré que el hongo endofito Curvularia sp.
incrementa la tolerancia de su hospedera a temperaturas superiores a 65 °C.

Los géneros de endofitos de gramineas son restringidos, principalmente
Neotyphodium y Ephelis y anamorfos de los ascomicetes Epichloé y Balansia (Shulz y
Boyle, 2005). Dentro de la hospedera, los hongos detienen su reproduccion por esporas, asi
que la propagacion la realizan de forma vertical al alojarse dentro de las semillas, aunque la
infeccion es factible por penetracion del hongo a través de los estomas y heridas en otros
organos de los pastos (Faeth, 2002).

El papel ecoldgico de los hongos endofitos de plantas lefiosas es poco conocido y
existen pocos estudios al respecto (Arnold et al., 2003). Ademas, su papel no es tan claro
como el de los endofitos de pastos, debido principalmente a dos factores: 1) existe una
amplia variedad de especies de hongos que colonizan simultaneamente a una planta, y 2)
como esta colonizaciéon es limitada y no sistémica como en las gramineas, es dificil
asegurar que los metabolitos secundarios producidos por los cultivos de los hongos in vitro
formen parte de las defensas quimicas de la hospedera. Sin embargo, es factible considerar
que el total de los hongos endofitos contenido en los 6rganos de la planta hospedera pudiera
dar proteccion a ésta contra patogenos, por efecto de la competencia y por el
fortalecimiento de las defensas quimicas de la hospedera (Arnold et al., 2003). Evans y
colaboradores (2003) observaron que la pérdida de biodiversidad flngica interna

incrementa la susceptibilidad a plagas y patogenos en individuos de Teobroma cacao
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extraidos de su ambiente de origen, aludiendo a la importancia de los endo6fitos de plantas
nativas del bosque como promotores de la resistencia natural contra patdogenos.

La biodiversidad de los hongos endofitos de las plantas lefiosas es versatil y se
incrementa proporcionalmente a la edad de las hojas y a la biodiversidad del lugar. Las
especies de hongos involucradas, en su mayoria ascomicetes y deuteromicetes, son muy
variables al igual que la especificidad con su hospedero; algunas especies se comportan
como hospedero-especificos e incluso como oOrgano-especificos, mientras que otras se
comportan como generalistas (Fusarium spp., Pestalotiopsis spp., Xylaria spp., Phomopsis
spp.) [Carrol, 1988; Strobel y Daysi, 2004].

Shulz y Boyle (2005) sugieren que la relacion entre los endofitos y su hospedera no
es una relacion neutra, sino que se establece un equilibrio antagénico entre las defensas de
la hospedera y los factores de virulencia del hongo. De manera que la hospedera limita el
desarrollo del hongo, el cual se comporta como un patdégeno latente u oportunista y cuando
se reducen las defensas de la planta por estrés o senescencia, la virulencia del hongo
aumenta y sobreviene la enfermedad.

El origen de los hongos endoéfitos parece ser diverso, ya que existen especies que se
han adaptado especificamente al microambiente de la hospedera en un proceso de
coevolucion, al grado de perder su capacidad de formar estructuras de reproduccion e
incluso compartir genes que les permiten producir alguno de los tipos de metabolitos
secundarios que su hospedero produce; éste es el caso del hongo Taxomyces andreanae,
endofito del arbol Taxus brevifolia, que es capaz de sintetizar taxol al igual que su
hospedero (Tan y Zou, 2003; Strobel y Daysi, 2004). Incluso hay especies de endofitos que
no es posible aislar con los medios de cultivo convencionales por tener una fuerte
dependencia a su planta hospedera. Sin embargo, también se han considerado como
endofitos las especies de hongos fitopatogenos que han perdido sus factores de virulencia
(Redman et al., 1999), y los saprofitos y fitopatdogenos, que pasan parte de su ciclo de vida
como endoéfitos (Mueller y Bills, 2004; Herre et al., 2007; Ganguli y Deshmukh, 2007).

México se encuentra entre los cinco paises con mayor biodiversidad, con hébitats
desde clima desértico hasta selva tropical y con una gran cantidad de especies endémicas
(cactaceas y reptiles principalmente). Posee unas 200 000 especies de plantas vasculares y

tan solo se ha explorado la microbiota interna de unas cuantas, lo cual sita a nuestro pais
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como un vasto campo de estudio, en nuestro caso particular, el de las relaciones entre los

hongos asociados a plantas y el del descubrimiento de novedosas especies fingicas.

2.2. EL RETO DEL NUEVO MILENIO

En el siglo pasado, de 1950 a 2000 la poblacion mundial aument6 su nimero, de 2
mil 500 millones a 6 mil millones de habitantes, y se estima que la poblacidon crecera
ligeramente menos en los proximos 50 afos, de 2000 a 2050. Es asi que se requiere de un
incremento en la demanda de cosechas del 50% para el afio 2020, para la alimentacion tanto
de humanos como de animales (Plantegenest et al., 2007; Gilligan, 2008). Evidentemente,
el incremento en la demanda de alimentos determina la necesidad de optimizar las areas de
cultivo, la creacion de nuevas areas agricolas, y el uso racional de abonos y plaguicidas
para proteccion e incremento del rendimiento en las cosechas. (Montesinos, 2003;
Carvalho, 2006; Knowles, 2008).

Las pérdidas en las cosechas durante el cultivo o durante el almacenamiento de
productos agricolas, alcanzan de 38% a 48% de la produccién mundial y estan ocasionadas
por factores bidticos como las plagas, las enfermedades y las malezas (Plantegenest et al.,
2007; Gilligan 2008). En Estados Unidos, las pérdidas debidas a plagas (insectos,
patogenos de plantas y malezas) corresponden aproximadamente a un 37%. Los insectos
destruyen un 13%, los patogenos de plantas un 12% y las malezas un 12% de las cosechas
(Pimentel, 2005; Fletcher, 2006).

A nivel mundial, los cultivos de trigo, maiz, arroz y papa corresponden al 50% del
abasto de alimentos. Estos cultivos, al tener mayores extensiones de siembra, tienen mayor
probabilidad de ser atacados por distintas plagas y enfermedades (Waage, 2008). En el
cuadro 2 se muestran las principales enfermedades ocasionadas por microorganismos que
afectan a estos cultivos e ilustra el amplio margen de posibilidades que tiene estos cuatro
importantes cultivos de atacados por plagas.

Actualmente, el hongo Pyricularia oryzae (Ascomycete) es el responsable de
pérdidas anuales que van del 10% al 30% en los cultivos de arroz, mientras que
Phytophthora infestans (Oomycete), produce pérdidas superiores a los 5 billones de ddlares

en los cultivos de papa. Otras especies que causan serios problemas son Pythium
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aphanidermatum y Pythium myriotylum, los cuales son responsables del 42% al 62% de la
mortalidad del pimiento verde, al ocasionar la putrefaccion de las raices de esta planta

(Strange y Scott, 2005).

2.2.1. Los plaguicidas

Los plaguicidas (herbicidas, rodenticidas, fungicidas, alguicidas, insecticidas,
molusquicidas, nematicidas y antivirales) son sustancias quimicas con la capacidad de
erradicar, controlar, repeler o mitigar a los agentes bioldgicos causantes de pérdidas, ya sea
porque causan enfermedad o por herbivoria (plagas) [Margni et al., 2002].

En el siglo veinte, hubo un incremento en el conocimiento de las enfermedades de
las plantas y en sus causas. Sin embargo, debido a la ausencia de reglamentacion respecto
al uso de plaguicidas, las industrias comenzaron a generar una gran cantidad de productos
para el control de plagas. En la segunda mitad del siglo, y como consecuencia de la
maquinaria industrial desarrollada en la etapa de la posguerra, se introdujeron gran cantidad
de fungicidas sintéticos al mercado, compuestos con marcada toxicidad para muchos
organismos y con prolongados tiempos de permanencia. Desde finales del siglo XIX hasta
nuestros dias se han introducido gran variedad de compuestos quimicos para el control de
hongos fitopatdogenos, que al paso del tiempo han mejorado en selectividad y por lo tanto se
ha reducido la cantidad necesaria a aplicar por hectarea de cultivo. Un par de décadas
después de la integracion masiva de plaguicidas sintéticos al mercado agricola se hizo
evidente su dafio al ambiente, por lo que se generaron nuevos criterios para seleccionar bio-
racionalmente los agentes quimicos utilizados para el control de plagas. Sin embargo, en
paises en vias de desarrollo, con deficiente legislaciéon en materia agricola, aun siguen
empleandose plaguicidas que en paises desarrollados fueron prohibidos debido a su
toxicidad e impacto negativo hacia el medio ambiente (Russell, 2005).

Se conoce una gran cantidad de fungicidas, los cuales suelen ser clasificados como
fumigantes, protectores y erradicantes (terapéuticos), de acuerdo a su modo de aplicacion;
protectores y sistémicos, segiin su modo de accion; como especificos e inespecificos, con
base en su sitio diana de accion; y como naturales o sintéticos, dependiendo de su fuente de

origen.
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Cuadro 2. Principales enfermedades que afectan a los cultivos de trigo, maiz, papa y arroz (Strange y Scott, 2005)

Cultivo Enfermedad
Hongo Virus Bacteria Oomicete
Roya del tallo: Puccinia graminis f.sp. tritici
Roya de la hoja: Puccinia recondita f.sp. tritici
Trico Roya amarillz_a: Puccinia_striiformis
g . Tizoén: Cochliobolus sativus
(Triticum aestivum, Fusariosis: Fusarium spp. . . Rayado bacteriano o espiga negra:
Trigo de pan; Putrefaccion del tallo : Corticium rolfsii Enanismo amarillo: Xanth trans|
g pan; utrefaccion del tallo : Corticium rolfsii Luteovirus del enanismo amarillo de la cebada anthomonas translucens
Triticum turgidum, | Mancha amarilla: Pyrenophora tritici-repentis pv. undulosa
: Oidio: Erysiphe graminis (Blumeria graminis)
Trigo duro) Mancha de la hoja: Mycosphaerella graminicola
Quemadura de la hoja: Alternaria spp.
Carbon: Ustilago nuda f.sp. tritici
Podredumbre de la raiz: Rhizoctonia spp.
Afiublo : Magnaporthe grisea Enfermedad del arroz tungro: ) )
Arroz gnap g Machlovirus esférifco tungro del arroz, Plaga bacteriana de la hoja:
(Oryza sativa) Ojo de pajaro o mancha marrén : Cochliobolus Badnavirus baciliforme tungro del arroz. Xantcl;lOT;):as oryzae
miyabeanus . i X i Enanismo amarillo. p- 1Y
Plaga de la vaina: Rhizoctonia solani Luteovirus del enanismo amarillo de la cebada.
Marchitez bacteriana:
. . Ralstonia solanacearum
Pap a Enrrollamiento de la hoja: Pie necro: Tizon tardio:
Quemadura temprana: Alternaria solani virus del enrollamiento de hoja de la papa 1eET0: .
(SOI anum (Luteovirus) Erwinia carotovora Phytophthora infestans
. DR . - . . Sarna comun
tuberosum) Viruela de la papa: Rhizoctonia solani Ql/ﬂiz:lg(ods:\l':m; r:%gcs)(t)éxvirus) Streptomyces scabies Pudricién rosada:
‘ pap VIrus), Pudricién anular: Phytophthora erythroseptica
Virus Y de la papa (Potyvirus) . S .
Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus
Tizon nortefio: Helminthosporium
turcicum (Setosphaeria turcica) Enanismo clorético:
L . Machlovirus del enanismo clorético Marchitamiento de Stewart:
Maiz Tizén (_iel sur: H. maydis Erwinia stewartii
7 (Cochliobolus heterostrophus) Enanismo clorético: Moho lanoso:
( ea mays) Roya: Puccinia spp. Machlovirus del enanismo clorético Achaparramiento del maiz: Sclerospora spp.
Spiroplasma kunkelii
Tizén: Ustilago zeae Enanismo amarillo:
Pudricion del tallo: Gibberella zeae, Diplodia Luteovirus del enanismo amarillo de la cebada
spp.

SOJUOPIIANUY
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El uso indiscriminado de pesticidas a lo largo del siglo pasado y hasta nuestros dias
acarrea consecuencias graves al medio ambiente, contaminando mantos acuiferos, suelo y
aire y afectando con ello la vida de los organismos que alli se desarrollan (Gavrilescu,
2005; Arias, 2008; Chowdhury, 2008). Se estima que 4 millones de toneladas de
plaguicidas son aplicadas a cultivos anualmente en el mundo, pero menos del 1% alcanza el
organismo diana, por lo que una gran cantidad queda disponible para distribuirse en el

ambiente y dafiar severamente las cadenas troficas (Gavrilescu, 2005).

2.3. LOS HONGOS ENDOFITOS COMO FUENTE POTENCIAL DE AGENTES ANTIFUNGICOS

2.3.1. Los productos naturales

Debido a las implicaciones de los fungicidas sintéticos como contaminantes
ambientales y como tdxicos para mamiferos y humanos, se han desarrollado nuevas
estrategias para combatir el problema de las plagas en los cultivos agricolas con la
intencion de retirar del mercado a muchos de los fungicidas sintéticos mas perjudiciales.
Estas estrategias incluyen la rotacion de los cultivos, la aplicacion de agentes de biocontrol
y el uso de agroquimicos de origen natural (Montesinos, 2003; Strobel et al., 2004; Fravel,
2005; Rimando, 2006).

La ventaja que ofrecen los productos naturales como fuente o modelo para
plaguicidas, en comparacion con los fungicidas sintéticos, es que tienen un menor tiempo
de vida en el ambiente, son més especificos, las estructuras generadas por la naturaleza son
mucho mdas variadas y complejas que aquellas generadas incluso por la quimica
combinatoria. Sin embargo, la complejidad de algunas sustancias activas es muy alta, lo
cual dificulta o imposibilita su sintesis (Rimando, 2006). Por otra parte, la naturaleza
representa una fuente casi inagotable de moléculas nuevas, con actividades biologicas
diversas y, actualmente, con el aumento en la sensibilidad de técnicas cromatograficas,
espectroscopicas y espectrométricas, se ha facilitado el proceso de purificacion y
caracterizacion de los productos naturales; y con los recientes avances en biotecnologia, es
posible mejorar las caracteristicas del organismo productor para incrementar el
rendimiento. Por lo anterior y, debido al fracaso de la quimica combinatoria, los productos

naturales estan tomando un nuevo auge y se estdn explorando organismos de nichos
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ecologicos altamente competitivos, con la finalidad de obtener moléculas bioactivas. Tal es
el caso de la investigacion de los microorganismos asociados a plantas (microorganismos
de la rizosfera y endoéfitos), de los hongos coproéfilos y de los actinomicetos del lecho
marino, por mencionar algunos (Rimando, 2006).

Los fungicidas de la familia de la estrobilurina son un buen ejemplo de productos
naturales con mecanismos de accidn novedosos y exitosos en el combate contra las plagas
de hongos. Las estrobilurinas A (20) y B (21) fueron aisladas del hongo de la madera
podrida Strobilurus tenacellus (Basidiomycetae). Pertenecen al grupo de los inhibidores de
quinonas externas, fungicidas de amplio espectro que bloquean el flujo de electrones de un
segmento del citocromo bcl en el complejo III de la cadena respiratoria en la mitocondria
fingica. Posteriormente, se prepararon los derivados sintéticos azoxistrobina (22) y
orisastrobina (23) (Figura 1), siendo el primero de ellos, el fungicida mas vendido en el
mundo debido, en gran parte, a que en estudios de toxicidad agudos y subagudos ha
demostrado ser seguro para los humanos. Sin embargo, como es de esperarse, ya se han
reportado cepas resistentes a estos compuestos (Yamaguchi, 2005; Rimando, 2006;

Ravenzwaay, 2007).

)
/K}\
o) o
CN o} NP
H,C~ CH,
(20) R1=R2=H o
(21) R1=OCH3, R2=Cl (22)
CH,
HSC\O/N\ \N/o
@) PN
H,C \l?l N™ "CH,
ON N
CH, H™ "CH,
(23)

Figura 1. Estructura quimica de fungicidas naturales y sintéticos del grupo de la
estrobilurina
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2.3.1.1. Los productos naturales derivados de hongos endofitos

Histdéricamente, los mayores productores de metabolitos secundarios son los hongos
y los actinomicetos. Se han descrito cerca de 8600 compuestos bioactivos de hongos, de los
cuales 4900 son antibidticos y 3700 presentan otras actividades (Ganguli y Deshmukh,
2007). En particular, los metabolitos aislados de hongos endofitos poseen una gran
diversidad quimica, incluyendo esteroides, xantonas, fenoles, isocumarinas, derivados del
perileno, quinonas, furandionas, terpenoides, depsipéptidos y citocalacinas (Schulz y Boyle,
2005). Asociada a la diversidad estructural de estos productos naturales, sobreviene su
pluralidad funcional y por lo tanto su potencial como posibles agentes plaguicidas y
reguladores del crecimiento en agricultura (Strobel et al., 2004). En el cuadro 1
(Introduccion) se ilustran algunos metabolitos secundarios con actividad antifungica
producidos por hongos endoéfitos.

La diversidad metabdlica de los hongos endofitos se sustenta en que éstos se han
desarrollado en un proceso coevolutivo con las plantas. Son organismos que se han
especializado en un nicho biolédgico (los tejidos de las plantas), que si bien los protegen del
ambiente externo, los sitian en un ambiente extremadamente competitivo, en el cual deben
luchar por alimento y espacio con otros organismos endofitos y, ademas, contender contra
las defensas quimicas de la planta hospedera. Este estrés bidtico dentro de la hospedera es
el motor que impulsa la constante y exhaustiva innovacion quimica que han desarrollado
los hongos endofitos a lo largo de la evolucion y, al mismo tiempo, cada planta hospedera
representa un microhabitat unico en el que se desarrolla un nimero limitado de organismos
endofitos, lo cual implica que la diversidad metabolica de los hongos endoéfitos es tan
amplia como la de las especies de plantas hospederas (Strobel et al., 2004; Heinz et al.,
2006; Ganguli y Deshmukh, 2007).

La propiedad de los microorganismos endofitos de mejorar los mecanismos de
resistencia de la planta hospedera y defenderla de posibles enemigos, permite plantear
estrategias de seleccion de los posibles hospederos para incrementar la posibilidad de aislar
hongos endoéfitos con amplia actividad bioldgica. Strobel y Daysi (2004) describen algunas
de estas estrategias para seleccionar los especimenes vegetales:

1. Plantas que viven en situaciones ambientales Unicas, especialmente aquellas con

una biologia inusual y que poseen novedosas estrategias de supervivencia.
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2. Plantas que tienen un antecedente etnobotanico (con un uso utilitario).

3. Plantas que son endémicas, que tienen una inusual longevidad o que han ocupado
cierta extension de tierra desde la antigiiedad.

4. Plantas que crecen en areas con gran biodiversidad que, probablemente, alojan

endofitos también con gran biodiversidad.

2.3.2. El hongo endofito Edenia gomezpompae

El hongo endofito Edenia gomezpompae es un ascomiceto cuyo género y especie
son de reciente descubrimiento. Hasta el momento el tnico nicho descrito de este
microorganismo son las hojas de Callicarpa acuminata. Dado a que este hongo no forma
cuerpos fructiferos, su identificacion se basd Unicamente en su secuencia de ADN
ribosomal que permitié clasificarlo dentro de la familia Pleosporaceae (Pleosporales)
[Gonzalez et al., 2007].

La morfologia del hongo se observd mediante microscopia de luz, microscopia de
fluorescencia y microscopia electronica de barrido. Las colonias sobre papa-dextrosa-agar
(PDA) crecen rapidamente, inicialmente blancas y posteriormente de color rosado. El
reverso exhibe un color de rojizo-café a café (Figura 2a). Las estructuras de reproduccion
sexual y asexual son desconocidas. Forma hifas hialinas de pared delgada, rugosas,
septadas que frecuentemente presentan ramificaciones en angulos de 90°, se entrelazan y
forman rollos como cuerdas (Figura 2b y 2¢) [Gonzalez et al., 2007].

Durante la realizacion de un proyecto cuyo objetivo es estudiar la biodiversidad de
hongos endoéfitos asociados a arboles de la reserva ecologica ‘El Edén’ en el Estado de
Quintana Roo, investigando también el posible papel ecoldgico de los metabolitos
secundarios bioactivos, E. gomezpompae fue aislado de hojas sanas de C. acuminata. La
seleccion de la hospedera se efectué basada en un estudio previo sobre esta especie en el
cual se aislaron algunos metabolitos secundarios con actividad inhibitoria sobre el

crecimiento de plantas y microorganismos fitopatogenos (Anaya et al., 2003).
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Figura 2. Edenia gomezpompae aislado de las hojas de Callicarpa acuminata

2.3.2.1. Preusomerinas y palmarumicinas

En un estudio quimico inicial sobre el extracto organico del micelio de E.
gomezpompae realizado por Macias y colaboradores (2008), se identificaron cuatro
metabolitos secundarios mayoritarios con actividad antifingica sobre especies
fitopatogenas y endofitas: las preusomerinas EG; (36), EG; (38) y EGs (37) [dimeros de
hidroxi-naftoquinona enlazados por un puente bis-espiroacetal], y la palmarumicina CP,
(51) (hetero-dimero de naftalendiol e hidroxinaftoquinona enlazado por un puente
espiroacetal).

Cabe mencionar que Martinez y colaboradores (2008) aislaron de las hojas maduras
de Petrea volubilis L. (Verbenaceae), colectadas en el Parque Nacional de Coiba en
Panama, un hongo endoéfito caracterizado como Edenia sp. El estudio quimico permitio el
aislamiento y caracterizacion de cinco metabolitos secundarios con actividad
antileishmania: la preusomerina EG; (36), la palmarumicina CP, (51), la palmarumicina

CP;7 (64), la palmarumicina CP;5(85), y la palmarumicina CJ-12,371 (57).
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Las preusomerinas y palmarumicinas han sido aisladas de una gran variedad de
hongos: coprofilos, acuaticos, saprofitos, asociados a liquenes, a corales y a plantas.
Adicionalmente, existen dos reportes de aislamiento de estos compuestos en especies de
vegetales, sin embargo, es discutible la posibilidad de que sean producto del metabolismo
de hongos asociados a éstas (Ravindranath et al., 2004; Prajoubklang et al., 2005).

Las preusomerinas presentan reduccion del grupo cetona de los carbonos 1y 1° a
alcohol, asi como grupos hidroxilo, metoxilo o epoxido sobre los carbonos 2,3y 2°, 3°. En
contraste, las palmarumicinas presentan una diversidad estructural mayor al de las
preusomerinas, en general, conservan el grupo naftalendiol intacto y presentan diversas
oxidaciones y reducciones en la unidad de naftoquinona siendo los grupos funcionales
principales epoxido e hidroxilo.

En la literatura, los compuestos del tipo preusomerina se encuentran citados como
agentes microbicidas; fungicidas, antibacterianos (Gloer y Weber, 1991; McDonald, 1991;
Krohn et al., 2001; Macias-Rubalcava et al., 2008), antileishmania (Martinez et al., 2008) y
nematicidas (Dong et al., 2008). También es sobresaliente su posible aplicacion como
agentes anticancerigenos, al ser de los pocos compuestos inhibidores de la enzima farnesil
fosfotransferasa de Ras (FPTasa de RAS) que se conocen; esta enzima esta implicada en el
proceso de desarrollo del cancer (Singh et al., 1994; Vilella et al., 2000).

Por otra parte, las palmarumicinas se han reportado como antibacterianos y
fungicidas (Krohn, 1994; Hu, et al., 2006; Macias-Rubalcava et al., 2008; Martinez et al.,
2008), antimalaricos, alguicidas, antileishmania y citotoxicos (Bode et al., 2000;
Seephonkai et al., 2002; Prajoubklang, et al., 2005; Jiao et al., 2006). Adicionalmente, se
han reportado como inhibidores del sistema tioredoxin-tioredoxin reductasa, que esta
implicado en procesos malignos como cancer, VIH-SIDA 'y artritis reumatoide (Wipf et al.,
2001; Wipf, et al., 2005); inhibidores de la fosfolipasa C (Chu et al., 1996) y de la DNA
girasa (Sakemi et al., 1995). En el cuadro 3 se presentan algunos compuestos de la familia
de las preusomerinas, palmarumicinas y compuestos relacionados, asi como su fuente de

origen y la actividad biologica que ha sido evaluada.

22



Antecedentes

Cuadro 3. Metabolitos de la clase preusomerina, palmarumicina y compuestos relacionados

Metabolitos (estructura)

Organismo/Origen

Metabolitos (nombre)

OH OH

Preussia isomera Cain
hongo coprofilo

Preusomerinas
A-F (24-29)

Actividad Bioldgica Ref.
Antibacteriano, antifingico
(24,27-29) B. subtilis, S. Gloer,
aureus, 1991
(24-29) S. fimicola, A.
furfuraceus

Antibacteriano, antifiingico

L Bacillus subtilis Polishook,
Harmonema dematioides. Preusomerina D (27) Candida tropicalis U;tilago 1993
Zeae
. Singh
Hongo filamentoso Preusomerinas o >
Cepa MF5916 D (27). G, H, 1 (30-32) Inhibidor de FPTasa 1994
Hongo filamentoso Antitumoral
Ce i LL-37H248 Spiroxinas (39) carcinoma de ovario de McDonald,
p A-E (39-43) raton 1999

asociado a coral naranja
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Cuadro 3. Metabolitos de la clase preusomerina, palmarumicina y compuestos relacionados (continuacion)

Metabolitos (estructura) Organismo/Origen Metabolitos (nombre) Actividad Bioldgica Ref.
Sporormiella vexans O-desmetil-1- Antifingico Soman,

Hongo coprofilo epipreusomerina A. furfuraceus 1999

C(44)

Hongo filamentoso Preusomerinas Vilella,

Coelomycete tipo-Phoma G-1(30-32) (30) Inhibidor de FPTasa 2000

Coprofilo

Mycelia sterilia Preusomerinas Antibacteriano Krohn,

Endofito de o B. megaterium, M. violaceum 2001

J-L (33-35)
Atropa belladona
(39) (40) (41)
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Cuadro 3. Metabolitos de la clase preusomerina, palmarumicina y compuestos relacionados (continuacion)

Metabolitos (estructura) Organismo/Origen Metabolitos (nombre) Actividad Bioldgica Ref.
Microsphaeropsis sp Preusomerinas Antibacteriano, Antimalarico Seephonkai
Liquen Dirinaria E-1(28-32) M. tuberculosis, p ’
. 2002
applanata P. falciparum
Edenia gomezpompae Preusomerinas A solarﬁngfm{l;\grg:;tica p Macias,
Endoéfito de C. acuminata EG;- EG;(36-38) ' L) P U 2008
capsici, F. oxysporum
Edenia sp.
Endofito de Petrea Preusomerina Antileishmania Martinez,
volubilis EG, (36) L. donovani 2008
Hongo acuatico no Nematicida
identificado YM1(74513053)A-E Bursaphelenchus xylophilus 288%
YMF1.01029 i
(48) (49)
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Cuadro 3. Metabolitos de la clase preusomerina, palmarumicina y compuestos relacionados (continuacion)

Metabolitos (estructura) Organismo/Origen Metabolitos (nombre) Actividad Bioldgica Ref.
Antifingico, Antibacteriano,
Alguicida
(50,52) B. megaterium, E.
Palmarumicinas coli, Krohn
Coniothyrium palmarum. CP,, CP,, CP3, CP, (50-52) U, violacea, 1;’94’
\ (50-52) (52) M. microspora, (52)
" F. oxysporum,
s/ (50-52) E. repens,
(50) (51) (51,52) C. fusca
OH OH
_ ! o)
i~ H \\ o Cepa MF5916. De0x1pre1(1(ssgm§ {1)nas AyB Inhibidor de Ras FPTasa Sig%ﬁ’
(53) (54)
Q OH OH ©OH Hongo filamentoso Palmarumicinas _ . Sakemi,
: (Cepa N983-46) CJ 12371,CJ 12372 Inhibidor de DNA girasa 1995
(57-58)
HO /7,
o o o o “0 om
Hongo filamentoso .
“ Desconocido Scth;rgggur;lglngzz 5 Inhibidores de fosfolipasa C ?9}1911 6’
(56) 67 (58) Sapréfito (59’—60)
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Cuadro 3. Metabolitos de la clase preusomerina, palmarumicina y compuestos relacionados (continuacion)

Metabolitos (estructura) Organismo/Origen Metabolitos (nombre) Actividad Bioldgica Ref.
OH OH OH OH o OH . . Antifl’mgico
Conlot]g)r/lr(;ztr?tszzl?arum. Palmarumicinas Antibibtico Krohn,
Lamnium buroureum CP,,, CPs U. violacea, 1997
purp (53-54) B. megaterium
“ “ “ Deoxipreusomerinas .
(59) (60) (61) cﬁ&?@iﬂ:ag;egszzma AyB Inhibidores de Ras FPTasa Vzli)%:)a’
65, 51
H OH OH QH OH ( ’ )
Palmarumicina
C12 (62) Antibacteriano
Cladospironas (B-H) Alguicida
OO Hongo filamentoso (70-76) (71, 72) E. coli. S. aureus y Bode,
Sphaeropsidales sp. . . . biilli
(Cepa F-249707) Bisepoxicladospirona B. subtillis, _ 2000
(69) (72) Chlorella vulgaris,
Diepoxinas o, 8, N Chlorella sorokiniana
(66-68)
O".
11 L 1° L 1° Deoxipreusomerina A Antituberculosos y
Microsphaeropsis sp. P . y antimalaricos moderados Seephonkai,
. P Palmarumicina Cy; .
Liquen Dirinaria aplanata (65). (63) M. tuberculosis, 2002
’ P. falciparum
(65) (66) (67)
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Cuadro 3. Metabolitos de la clase preusomerina, palmarumicina y compuestos relacionados (continuacion)

Metabolitos (estructura) Organismo/Origen Metabolitos (nombre) Actividad Bioldgica Ref.
OH OH H OH OH
Jatropha curcas Palmarumicinas Antibacteriano Ravindranath,
Linn (Eup horbiaceous) CP,, JC1,JC2 S. aureus 2004
p (50, 55, 56)
Antimalarico, antifungico,
(68) (69) (70) antimicobacteriano,
citotoxico
Frutos de Palmarumicinas (55) L cel. I\{/ 1e g,;’ KB, NCI- Prajoubklang,
Diospyros ehretioides JC1,JC2 falci 2005
o o 5 o o (55. 56) (5_6) P. falciparum, _
’ C. albicans, M. tuberculosis
L. Cel; Vero, KB, NCI-H187,
BC
(72) (72) (73)
OH OH
: HO, b
A Antibacteriano, antifungico
(77-91) B. subtilis
HO HO Decaisnella thyridioides Decaspironas A-E (77-81), (77,79 y 80) S. aureus Jiao,
" on ? Hongo acuatico palmarumicina CP,(50) (77, 80, 81) C. albicans 2006
(77, 80) F. verticilloides
y A. flavus
(74) (75) (76)
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Cuadro 3. Metabolitos de la clase preusomerina, palmarumicina y compuestos relacionados (continuacion)

Metabolitos (estructura) Organismo/Origen Metabolitos (nombre) Actividad Bioldgica Ref.
OH = OAc O OH
T H
. - . Antibacteriano
Helicoma viridis Decaspironas . Hu,
82-84) P. aeruginosa,
O OH o o OH O OH Hongo saprofito F-H (82-84) ( (8)3) L Iac?is 2006
(77 (78) (79)
O  OH
(0] H OAC ?HH OH
Edenia gomezpomapea Palmarumicina A Solgﬂtl;un%; :;)sitica Macias,
O OAc 0 O OH o oH | Endofito de C. acuminata CP, (51) p 'capsici, F'%xysporunlw 2008
(80) (81) (82)
OH O
Edenia sp. Palmarumicinas
Fou f Jon EndiliodePaes | cp o1 Cor ycr, 0 | Aplosmams | Matine
(83) (84) (85)
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Hipotesis

3. HIPOTESIS

La hipotesis del presente proyecto considera que debido a que los hongos endofitos
son una fuente prometedora y poco explorada de produccién de aleloquimicos, se
encontraran, en el hongo Edenia gomezpompae, diversos metabolitos secundarios con
actividad bioldgica, que pueden ser indicadores adecuados para el estudio de los
mecanismos quimicos de defensa de este hongo y, a la vez, guias para investigar el papel

ecologico que desempefian en el equilibrio hongo endéfito-planta hospedera.
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4.

4.1.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el potencial alelogquimico del hongo endofito Edenia gomezpompae sobre

diferentes hongos endofitos aislados de diversas plantas tropicales y, mediante un

fraccionamiento quimico biodirigido, poner en evidencia a los metabolitos secundarios

responsables de la bio-actividad demostrada por E. gomezpompae. Asimismo, determinar el

potencial antifingico de estos metabolitos, mediante la evaluacion de su efecto sobre el

crecimiento de cuatro especies de microorganismos fitopatdgenos con importancia

econémica, y de esta manera, contribuir al conocimiento del posible papel ecoldgico de

estos compuestos en las complejas relaciones que E. gomezpompae establece con su planta

hospedera y con otros microorganismos asociados, y coadyuvar al posible desarrollo de

nuevos agentes de control de plagas y enfermedades de origen natural.

4.2.

OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar el cultivo en mediana escala (30 L) del hongo endofito Edenia

gomezpompae Y preparar los extractos organicos del micelio y medio de cultivo.

Determinar cuantitativamente el potencial antifingico de los extractos organicos,
evaluando su efecto sobre el crecimiento radial de diferentes hongos endofitos
aislados de nueve plantas tropicales, de dos hongos fitopatdgenos: Fusarium
oxysporum Yy Alternaria solani, y de dos fungoides fitopatdgenos: Phytophthora

parasitica y Phytophthora capsici, mediante el método de dilucién en agar.

Aislar y purificar los metabolitos secundarios con actividad antiflngica, de los
extractos crudos derivados del cultivo a mediana escala, por medio de un estudio
quimico biodirigido y utilizando el método de dilucién en agar para monitorear la

actividad bioldgica de las fracciones.



4. Establecer la estructura molecular de los compuestos bioactivos mediante la
aplicacion de métodos espectroscopicos, espectrométricos, quirodpticos y de

difraccion de rayos X.

5. Determinar cuantitativamente el potencial antifungico de los metabolitos aislados de
las fracciones activas sobre el crecimiento radial de cinco microorganismos
fitopatdgenos: Fusarium oxysporum, Phytophthora parasitica, Rhizoctonia sp.

Phytophthora capsici y Alternaria solani.



S. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. MATERIAL FUNGICO

El hongo endoéfito Edenia gomezpompae fue aislado de hojas sanas del arbol
Callicarpa acuminata Humb et al. (Verbenaceae) colectadas en la reserva ecologica ‘El
Edén’ en Quintana Roo. La identidad de este microorganismo fue establecida por métodos
moleculares ya que no forma estructuras reproductoras (Gonzalez et al., 2007). E.
gomezpompae fue liofilizado y conservado en nitrégeno liquido. Muestras de referencia
fueron depositadas en el Herbario Nacional [(MEXU) (clave 25346)] del Instituto de
Biologia, UNAM vy en el Herbario de Micologia J.H. Millar [(GAM), (clave 16175)] de la
Universidad de Georgia, EU.

5.2. MICROORGANISMOS DE PRUEBA

5.2.1. Microorganismos fitopatdégenos

Como organismos de prueba se utilizaron tres hongos fitopatdgenos con
importancia econdémica: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia sp. y Alternaria solani
(Eumycota) y dos fungoides (Oomycota) fitopatogenos: Phytophthora capsici y P.
parasitica. Todas las cepas fueron donadas por la Dra. Olga Gomez, del Colegio de

Postgraduados en Montecillo, Edo. de México.

5.2.2. Hongos endofitos

Se emplearon catorce hongos endofitos aislados de nueve especies de plantas de las
comunidades vegetales de la Reserva Ecologica ‘El Edén’. En el cuadro 4 se muestran las
claves de los endofitos y las plantas de las que fueron aislados. Como podré observarse, no
todos los hongos endofitos fueron identificados, ya que varios de ellos no formaron
estructuras reproductoras por lo que se utilizan las claves que se les asignaron como
morfotipos para referirse a ellos. La identificacion de los endofitos se esta estableciendo por

medio de métodos moleculares (Gonzalez et al., 2007).



Cuadro 4. Hongos endofitos aislados de nueve especies de plantas de la Reserva Ecologica
‘El Edén’, Quintana Roo

Plantas hospederas Hongo endofito y/o clave
_ _ AHC' (aislado de las hojas)
Acacia sedillense (Fabaceae) AEC” (aislado de las espinas)
CHB’
Chrysophyllum mexicana (Sapotaceac) Guignardia mangiferae

Muscodor sp.
G. mangiferae
Bursera simaruba (Burseraceae) Colletotrichum sp.

101°

Muscodor sp.

G. mangiferae
Callicarpa acuminata (Verbenaceac) Colletotrichum sp.

Phomopsis sp.

G. mangiferae
LH

Lonchocarpus castilloi (Fabaceae) LD1"

Pestalotiopsis sp.
G. mangiferae
Colletotrichum sp.
Phomopsis sp.

55"

Metopium brownei (Anacardiaceae)

Pteridium aquilinum (Dennstaedtiaceae) Xylaria sp.

Colletotrichum sp.
Sebastiania adenophora (Euphorbiaceac) 131"

Zuelania guidonia (Flacourtiaceae) G. mangiferae

* Claves asignadas como morfotipos a los hongos endéfitos no identificados que no forman
estructuras reproductoras

5.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

La determinacion cuantitativa del potencial antifungico de los extractos organicos,

fracciones primarias, compuestos puros y derivados acetilados, se realiz6 mediante la



evaluacion de su efecto sobre el crecimiento radial de los microorganismos fitopatogenos y
de los hongos endofitos de prueba utilizando el método de dilucion en agar.

Los bioensayos se realizaron en cajas de Petri de 6 cm de didmetro. Cada una de las
muestras a evaluar se disolvid en acetona o en metanol (~100-500 uL) y se prepararon
disoluciones en PDA (1%) a 250 pg/mL para los extractos y fracciones, y a 100 ug/mL para
los compuestos puros y derivados acetilados. Los bioensayos se realizaron bajo un disefio
completamente al azar con cuatro repeticiones. Las cajas se incubaron de 3 a 10 dias,
dependiendo del microorganismo de prueba, a 28 °C con fotoperiodo luz-oscuridad (12:12
h) con luz fluorescente. Como controles negativos se utilizaron PDA (1%) y PDA
1(%)/acetona o metanol (~100-500 pL). Como control positivo se utilizé el fungicida
comercial Prozycar® 50 P.H (Carbendazim: Metilbencimidazol-2-il carbamato) [50
pg/mL]. Al final del bioensayo se tomaron dos medidas perpendiculares del diametro del
micelio de cada repeticion y de cada especie de hongo de prueba. Los promedios se
analizaron mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) modelo I (o = 0.05) y
una prueba de contrastes de Tukey HSD (utilizando el programa STATISTICA version 6.0)
[Mead et al., 2002; Macias-Rubalcava et al., 2008].

5.4. CULTIVO A MEDIANA ESCALA DEL HONGO E. GOMEZPOMPAE

Para la obtencion del cultivo a mediana escala (30L) con agitacion, se utilizaron las
condiciones Optimas de crecimiento establecidas previamente. La fermentacion se realizod
en la planta piloto del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Para ello se
utilizaron 3 fermentadores de 15 L de capacidad. A cada uno de los fermentadores se les
adicionaron 10 L de caldo-papa-dextrosa (CPD) preparado con papas frescas y como
indculo, el hongo endoéfito cultivado en pequenia escala (1L) por un periodo de quince dias
en CPD. Cada uno de los fermentadores se incubd durante 15 dias a 28 °C con una
agitacion de 200 rpm (mediante propelas), un flujo de aire de 8 a 10 L/ min. y un

fotoperiodo luz-oscuridad (12:12 h) con luz fluorescente (Macias-Rubalcava et al., 2008).



Una vez concluido el proceso de fermentacion, el micelio se separd del medio de
cultivo mediante centrifugacion. Posteriormente, se procedid a preparar los extractos

organicos del cultivo.

5.5.  OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS

El micelio humedo obtenido durante la incubacidon se sometid a un proceso de
maceracion con diclorometano (CH,Cl,), realizandose cinco extracciones con un volumen
de 2.0 L de disolvente, dejando entre cada extraccion un periodo de tres dias.
Inmediatamente después y con el mismo procedimiento, se realizaron cinco extracciones
mas con acetato de etilo (AcOEt). Al término de la maceracion, los extractos resultantes se
filtraron, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron al vacio. Los extractos
obtenidos se analizaron por cromatografia en capa delgada (CCF), observandose que eran
cromatograficamente similares, por lo que se decidié6 combinarlos.

Por otra parte, los extractos del medio de cultivo se obtuvieron mediante sucesivas
particiones empleando también CH,Cl, y AcOEt como disolventes de extraccion. La fase
organica resultante se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré al vacio. El
analisis por CCF de los extractos orgéanicos, indicé que son cromatograficamente similares,

por lo que se combinaron.

5.6. FRACCIONAMIENTO QUIMICO

5.6.1. Métodos cromatogréaficos generales

El extracto orgénico del micelio del cultivo en mediana escala del hongo endofito E.
gomezpompae se fracciond mediante cromatografia de adsorcion 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 andlisis cromatograficos en capa fina se realizaron siguiendo las
técnicas convencionales, utilizando placas de aluminio recubiertas de gel de silice (Silica
Gel 60 GF,s4 Merck de 0.25 mm de espesor), varios sistemas de eluyentes (Hex-CH,Cl,,
Hex-CH;COCHj3;, CH,Cl,, y CH,CI,-CH30H en diversas proporciones) y como agente

cromogénico se empled una disolucion de sulfato cérico (12 g sulfato cérico + 22.2 mL



acido sulfurico concentrado + 350 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 realizo
empleando placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60 GF,54 Merck de 20 x 20 cm y de

0.25 mm de espesor aplicando en cada cromatoplaca aproximadamente 10 mg de muestra.

5.6.2. Fraccionamiento biodirigido

El extracto activo del medio de cultivo (~10 g de un sélido de color café rojizo) se
fracciond mediante una cromatografia en columna abierta, utilizando 630 g de gel de silice,
obteniéndose un total de 241 fracciones de 200 mL cada una. Aquellas fracciones que
presentaron caracteristicas cromatograficas similares se combinaron para generar 15
fracciones primarias (I-XV). En el cuadro 5 se resumen los sistemas de elucion empleados
y las fracciones combinadas. El efecto antifingico de las fracciones primarias se evalu6 por
el método de dilucion en agar (inciso 5.3). La actividad bioldgica estuvo concentrada en el

grupo de fracciones VIII.

Cuadro 5. Fraccionamiento primario del extracto activo del micelio de E. gomezpompae

Eluyente Proporcion (%) Fracciones Clave

Hexano 100 1-26 |
Hexano-CH,Cl, 90:10 27-36 II
Hexano-CH,Cl, 80:20 37-44 111
Hexano-CH,Cl, 70:30 45-46 v
Hexano-CH,Cl, 60:40 47-64 A%
Hexano-CH,Cl, 50:50 65-70 VI
Hexano-CH,Cl, 40:60 71-82 VII
Hexano-CH,Cl, 20:80 83-89 VIIT*

CH,Cl, 100 90-102 IX*

CH,Cl1,-MeOH 99:1 103-146 X*
CH,Cl,-MeOH 98:2 147-151 XI*
CH,Cl1,-MeOH 97:3 152-204 XIT*
CH,Cl,-MeOH 96:4 205-207 XIIT*
CH,Cl1,-MeOH 95:5 208-210 XIV*
CH,Cl,-MeOH 90:10 211-217 XV
CH,Cl1,-MeOH 60:40 218-241

* Fracciones antifingicas



5.6.2.1. Separacion y purificacion de los metabolitos secundarios

5.6.2.1.1. Obtencién de las palmarumicinas CP; (51) y CP;7 (64)

Las palmarumicinas CP, (51) y CP;7 (64), precipitaron de manera espontanea como
solidos cristalinos de color amarillo claro a partir de las fracciones primarias inactivas V' y
VII, respectivamente. Los solidos se sometieron a sucesivas recristalizaciones con CH,Cl,.
Como resultado de este proceso se obtuvieron 488 mg del compuesto 51 (Krohn et al.,
1994; Macias-Rubalcava et al., 2008) con un p.f. de 169-170 °C y 61 mg de la
palmarumicinas CP,7 (64) [Martinez et al., 2008] con un p.f. de 200-201 °C.

5.6.2.1.2. Obtencién de la preusomerina EG; (36)
De la fraccion primaria activa VIII (262.5 mg) precipit6é un sélido cristalino de color
amarillo claro, el cual tras sucesivos lavados con una mezcla de Hex-CH,Cl, (1:1) y de una

recristalizacion de una mezcla de CH,Cl,-MeOH (99:1) generd 155 mg de palmarumicina

EG; (36) [Macias-Rubalcava et al., 2008; Martinez et al., 2008], con un p.f. de 215.7 °C.

5.6.2.1.3. Obtencion de la preusomerina EG, (86)

De la fraccidn activa IX (111.7 mg) precipitd un s6lido amorfo de color amarillo. El
analisis mediante cromatografia en capa fina de este s6lido demostr6 que se trataba de una
mezcla de dos constituyentes mayoritarios. La separacion de los productos naturales se
realiz6 mediante una cromatografia preparativa en capa delgada empleando como eluyente
CH,Cl,. El proceso de elucion se realizd dos veces. Como resultado del procedimiento
anterior, se obtuvieron 36 mg del compuesto 86 en forma de un sélido cristalino de color
amarillo claro, soluble en CH,Cl, y con un p.f. de 242.1-243.0 °C. Por otra parte, se

obtuvieron 56 mg adicionales del compuesto 36.

5.6.2.1.4. Obtencién de la preusomerina EG3; (37), de las palmarumicinas EG; (87) y
EG, (88) y de la ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (89)

La fraccion primaria activa X (767 mg) se sometio a un fraccionamiento secundario
mediante una cromatografia en columna abierta utilizando 135 g de gel de silice. El proceso

de elucion se efectué con hexano, CH,Cl,, y MeOH en diferentes proporciones. Se



obtuvieron 289 fracciones de 50 mL cada una, reuniéndose las que resultaron
cromatograficamente similares, para generar trece grupos de fracciones secundarias. El
monitoreo de la actividad antifingica, mediante el método de dilucion en agar, permitio
observar que la actividad antifingica se encontraba en la fraccion X-9. En el cuadro 6 se
presentan los sistemas de elucion utilizados y las fracciones combinadas.

El anélisis por cromatografia en capa fina de la fraccion activa X-9 (240 mg) mostro
que estaba constituida por cuatro compuestos mayoritarios. Esta fraccion fue sometida a
sucesivas purificaciones por cromatografia preparativa en capa fina, utilizando Hex-
CH;COCHj; (80:20) como eluyente. Después de procesar las cromatoplacas de manera
habitual se obtuvieron 11.8 mg de ergosta-4,6,8[14],22-tetraen-3-ona (89) con un p.f. de
197-198 °C (Tanaka et al., 1996; Fujimoto et al., 2004; Lee et al., 2005), 50 mg de la
preusomerina EG3 (37) con un p.f de 183.6-185.6 °C (Macias-Rubalcava et al., 2008), 8 mg
de la palmarumicina EG; (87) y 12.6 mg de la palmarumicina EG, (88) con un p.f. de
164.5-166.2 °C.

Cuadro 6. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria activa X

Eluyente Proporcion (%) Fracciones Clave
Hexano 100 1-38 X-1
Hexano-CH,Cl, 90:10 39-45 X-2
Hexano-CH,Cl, 80:20 46-51 X-3
Hexano-CH,Cl, 70:30 52-57 X-4
Hexano-CH,Cl, 50:50 58-76 X-5
Hexano-CH,Cl, 40:60 77-88 X-6
Hexano-CH,Cl, 20:80 89-94 X-7
CH,Cl, 100 95-118 X-8
CH,Cl1,-MeOH 99:1 119-150 X-9*
CH,Cl,-MeOH 97:3 151-238 X-10
CH,Cl,-MeOH 95:5 239-245 X-11
CH,Cl,-MeOH 90:10 246-272 X-12
CH,Cl,-MeOH 80:20 272-289 X-13

*Fracciones antifngicas



5.6.2.1.5. Obtencién de la preusomerina EG; (38)

La fraccion primaria XI (1.654 g) se recromatografio en una columna abierta
empacada con 149 g de gel de silice y mezclas de hexano, CH,Cl, y MeOH en diferentes
proporciones. Este proceso permitio la obtencion de 214 fracciones de 50 mL cada una,
mismas que fueron analizadas por cromatografia en capa delgada con la finalidad de reunir
las que presentaban homogeneidad cromatografica. El procedimiento anterior permitid
obtener 12 grupos de fracciones. La actividad antifingica se concentrd en la fraccion
secundaria XI-5. El cuadro 7 resume este proceso cromatografico.

De la fraccion secundaria activa XI-5 (392 mg) precipitdé de manera espontanea un
solido cristalino de color amarillo, el cual se sometido a sucesivas recristalizaciones con
CH,CI,-MeOH (9:1). Como resultado de este proceso se obtuvieron 18.5 mg de la
preusomerina EG; (38) con un p. f. de 224 °C (Macias-Rubalcava et al., 2008).

Por otra parte, la fraccion secundaria XI-2 (18 mg) se sometid a un proceso de
purificacion por cromatografia preparativa en capa delgada, empleando Hex-CH3;COCH;
(80:20) como eluyente. Después de dos eluciones y de procesar las cromatoplacas de

manera habitual se obtuvieron 5.0 mg adicionales de la palmarumicina EG, (88).

Cuadro 7. Fraccionamiento secundario de la fraccion primaria activa XI

Eluyente Proporcién (%) Fracciones Clave
Hexano-CH,Cl, 50:50 1-15 XI-1
Hexano-CH,Cl, 40:60 16-30
Hexano-CH,Cl, 30:70 31-44 XI-2
Hexano-CH,Cl, 20:80 45-62 XI-3
Hexano-CH,Cl, 10:90 63-82

CHCl, 100 83-108 XI-4
CH,Cl1,-MeOH 99:1 109-132
CH,Cl,-MeOH 98:2 133-158 XI-5%
CH,Cl1,-MeOH 97:3 159-172 XI-6
CH,Cl,-MeOH 96:4 173-185 XI-7
CH,Cl1,-MeOH 95:5 186-193 XI-8
CH,Cl,-MeOH 90:10 194-198 XI-9
CH,Cl1,-MeOH 80:20 199-206 XI-10
CH,Cl,-MeOH 70:30 207-212 XI-11
CH,Cl,-MeOH 50:50 213-214 XI-12

*Fracciones antifungicas.



5.6.2.2. Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas de
los metabolitos secundarios

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se describen sin
corregir. La rotacién Optica se registro 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 protonica (RNM-
'H) y de carbono-13 (RMN-"C) se generaron en un aparato Varian UNITY PLUS 500, el
cual se opero 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 CDCl; y los
desplazamientos quimicos (d) se asignaron en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS)
empleado como referencia interna. Los espectros en el infrarrojo (IR) se registraron en un
espectrofotometro 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 introduccion directa a 70 eV. El analisis de difraccion de rayos X se efectud en el

Instituto de Quimica, en un difractometro Nicolet R3m.

5.6.2.3. Obtencién de los derivados acetilados de las preusomerinas EG; (36) y EG,
(86) y de las palmarumicinas CP, (51) y CP,7 (64)

Para obtener los derivados acetilados de los productos naturales 36, 51, 64 y 86, se
utilizaron 0.5 mL de piridina anhidra y 0.5 mL de anhidrido acético por cada 10 mg de
muestra. La mezcla de reaccién se dejo a temperatura ambiente durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo, a la mezcla de reaccion se le adicion6 agua destilada y 10 mL de
CH,Cl, y se procedio a extraer con HCI 1N (3 x 10 mL); la fase organica remanente se lavo
con una disolucion de NaHCO; 10% (3 x 10 mL) y con agua desionizada (3 x 10 mL). Por
ultimo, la fase organica se secd sobre sulfato de sodio anhidro y se concentr6 al vacio.

En el caso de los productos naturales 51 y 86 el residuo resultante correspondio al
producto acetilado en forma pura, compuestos 51a y 86a, respectivamente.

El analisis por cromatografia en capa fina de la mezcla de reaccion de los

metabolitos 36 y 64, mostr6 que ambos estaban constituidos por dos compuestos



mayoritarios. Estos solidos fueron sometidos a purificacion por medio de CCFP, eluyendo
dos veces las placas con CH,Cl,-MeOH (99:1). Después de procesar las cromatoplacas de
manera habitual, se obtuvieron los derivados monoacetilados de la preusomerina EG; (36a)
y de la palmarumicina CPy7(64a) y los diacetil derivados de la preusomerina EG; (36b) y
de la palmarumicina CPy; (64b).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

La presente investigacion se desarrolld con la finalidad de investigar el potencial
aleloquimico del hongo endofito Edenia gomezpompae sobre diferentes hongos endofitos
aislados de diversas especies de plantas tropicales y, mediante un fraccionamiento quimico
biodirigido, poner en evidencia a los metabolitos secundarios responsables de la bio-
actividad demostrada por E. gomezpompae. Los resultados obtenidos se dividen en cuatro
partes. La primera corresponde a la obtencion del cultivo en mediana escala de E.
gomezpompae. La segunda comprende la evaluacion del potencial antagonico de los
extractos del micelio y del medio de cultivo sobre catorce microorganismos endofitos y
cuatro fitopatdgenos con importancia econdmica. La tercera parte se refiere al aislamiento y
la caracterizacion de los principales metabolitos secundarios. Por ultimo, la cuarta parte se
enfoca a la evaluacidon bioldgica de estos compuestos y de algunos de sus diferentes
derivados acetilados, mediante la determinacion de su efecto sobre el crecimiento de cinco

microorganismos fitopatdogenos.

6.1. CULTIVO EN MEDIANA ESCALA (30L)

El cultivo en mediana escala se realizd utilizando las condiciones Optimas de
crecimiento previamente establecidas: como medio de cultivo se utilizo CPD (fabricado
con papas naturales); una agitacion a 200 rpm mediante propelas, un periodo de incubacion
de quince dias, un flujo de aire de 8 a 10 L/ min y una temperatura de incubacion de 28 °C
(Macias-Rubalcava et al., 2008).

En el cuadro 8 se resumen los resultados obtenidos, observandose diferencias
considerables, tanto en la biomasa generada como en los rendimientos de extractos. En
todos los casos el extracto del micelio resultdé mas abundante. Sin embargo, la cantidad de
extracto obtenida de cada cultivo de 10 L resultd muy variable, lo cual indica que el éxito
de la fermentacion depende, ademds de las condiciones de cultivo, de la calidad del
indculo, es decir, del estado metabolico o de la recombinacion de genes del fragmento de
micelio seleccionado.

Cada uno de los extractos obtenidos a partir de las tres fermentaciones de 10 L, se

analizaron por cromatografia en capa delgada, observandose por una parte, similitud en la
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composicion entre los tres extractos del medio de cultivo y, por otra, también una similitud
entre los tres extractos del micelio, por lo que se decidid6 combinarlos, obteniéndose dos
extractos: uno del medio de cultivo y uno del micelio. Se obtuvieron 10.23 g de extracto del
micelio, que tenia un color café rojizo y 2.57g de extracto del medio de cultivo, con un
color café obscuro (cuadro 8). Con base en estos resultados, el extracto del micelio se

selecciono para realizar el fraccionamiento biodirigido.

Cuadro 8. Rendimientos obtenidos para cada cultivo de 10 L

Rendimiento (g)

Extracto - - .
Cultivo 1 Cultivo 2 Cultivo 3 Total
(10L) (10 L) (10 L) (30 L)
Biomasa 17.37 24.26 21.63 63.26
Micelio 1.73 5.02 3.48 10.23
Medio 0.34 1.05 1.18 2.57

6.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS
DEL MEDIO DE CULTIVO Y DEL MICELIO DE E. GOMEZPOMPAE

Se corrobor6 cuantitativamente el efecto antifungico de los extractos organicos (250
ug/mL) de E. gomezpompae sobre el crecimiento de tres hongos fitopatogenos: Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia sp. y Alternaria solani y de un fungoide fitopatdogeno
Phytophthora capsici. En el grafico 1 se presenta el efecto de los extractos del medio de
cultivo y del micelio sobre estos cuatro microorganismos. Aunque el extracto del medio de
cultivo presentd mayor actividad inhibitoria sobre los microorganismos de prueba, todos
éstos, excepto Rhizoctonia fueron inhibidos significativamente por ambos extractos. P.
capsici fue la especie mas afectada, alcanzando una inhibicion del 50% en presencia del
extracto del medio de cultivo, y de 38% con el extracto del micelio. La actividad biologica
demostrada por los extractos orgdnicos derivados de la fermentacion en mediana escala es
similar a la reportada en un estudio previo realizado con este endoéfito (Macias-Rubalcava

et al.,2008).
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Gréfico 1. Efecto de los extractos de medio de cultivo y micelio (250 pg/mL) sobre el
crecimiento radial de 4. solani, F. oxysporum, Rhizoctonia sp.y P. capsici.* n=4, p <0.05

6.3. EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIFUNGICO DE LOS EXTRACTOS ORGANICOS DEL
ENDOFITO E. GOMEZPOMPAE SOBRE DIFERENTES HONGOS ENDOFITOS AISLADOS DE
PLANTAS TROPICALES.

Con la finalidad de conocer el posible papel ecologico que E. gomezpompae
desempefia dentro de su planta hospedera, de determinar el tipo de relacién que establece
con otros endofitos que conviven con €l dentro de la misma hospedera, con algunos hongos
endofitos aislados de otras especies de plantas tropicales, y de establecer el papel que
desempefian los metabolitos secundarios bioactivos que E. gomezpompae produce,
evaluamos el grado de inhibicion del crecimiento que ejercen los extractos del medio de
cultivo y del micelio sobre catorce hongos endoéfitos aislados de nueve plantas tropicales.
Los hongos endofitos de prueba se aislaron principalmente de las hojas de A. sedillense, B.

simaruba, C. acuminata, C. mexicana, L. castilloi, M. brownei, P. aquilinum, S.



Resultados y discusion

adenophora y Z. guidonia, colectadas en la Reserva Ecologica ‘El Edén’, Quintana Roo
(cuadro 4 seccion experimental).

En el grafico 2 se muestra el efecto de los extractos del medio de cultivo y del
micelio de E. gomezpompae a una concentracion de 250 pg/mL, sobre el crecimiento de los
catorce hongos endofitos, incluyendo cuatro que fueron aislados de su misma planta
hospedera (Callicarpa acuminata). En este grafico se puede observar que las respuestas de
crecimiento de los hongos endodfitos a los extractos son muy diversas; la mayor parte de
ellos son inhibidos significativamente por los dos extractos organicos, con excepcion de los
endofitos LD1, Xylaria sp. y G. mangiferae. El morfotipo 131 mostré la respuesta de
crecimiento diferencial mas acentuada; es 100% inhibido por el extracto organico del

medio de cultivo pero el del micelio lo inhibe aproximadamente, cuatro veces menos.

110

100 # Medio de cultivo

90 B Micelio

% de inhibicion

131 AHC Phom Pest LH AEC Colle 55 154 Musc CHB LD1 Xyla Guig
Hongos enddbfitos

Grafico 2. Efecto de los extractos organicos del micelio y del medio de cultivo (250
ug/mL) del hongo enddfito E. gomezpompae sobre el crecimiento de catorce hongos
endofitos aislados de diferentes especies de plantas tropicales. Phomopsis sp. (Phom),
Pestalotiopsis sp. (Pest), Colletotrichum sp. (Colle), Muscodor sp. (Musc), Xylaria sp.
(Xyla), Guignardia mangiferae (Guig) * n=4, p<0.05
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6.4. FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DEL EXTRACTO ACTIVO DEL MICELIO DE E.
GOMEZPOMPAE

Una vez que se demostro el potencial aleloquimico de los extractos organicos, se
procedi6 al aislamiento de los principales metabolitos secundarios bioactivos a partir del
extracto del micelio, obtenido de los cultivos a mediana escala (30 L) utilizando un
procedimiento biodirigido. Como ensayo de monitoreo de la actividad biologica se utilizo
el método de diluciéon en agar empleando como microorganismos de prueba cuatro
fitopatdogenos con importancia econodmica A. solani, F. oxysporum, P. capsici y P.
parasitica (Anaya et al., 2003; Macias-Rubalcava et al., 2008).

El fraccionamiento biodirigido de 10 g del extracto activo del micelio, utilizando
una cromatografia en columna abierta, permitié obtener 16 fracciones primarias (Cuadro 5
seccion experimental). En el grafico 3 se muestra el perfil de la actividad antifungica de las
fracciones primarias de mayor polaridad (VIII a XV). En general, las fracciones evaluadas
inhiben significativamente el crecimiento de los cuatro microorganismos fitopatogenos de
prueba. Las fracciones VIII y IX mostraron menos selectividad en su actividad inhibitoria.
Las fracciones XIII y XIV solo inhiben significativamente el crecimiento de los fungoides
P. capsici y P. parasitica, los cuales fueron los mdas afectados por las fracciones
cromatograficas, en general, la inhibicion de su crecimiento es superior al 50%. La fraccion
XV unicamente inhibe de manera significativa el crecimiento de P. parasitica. Las
fracciones VIII a XII resultaron ser las mas activas ya que inhiben significativamente el
crecimiento radial de todos los microorganismos de prueba.

Debido a que las fracciones menos polares (I a VII) no son solubles en un disolvente
adecuado (metanol, agua o acetona) para realizar los bioensayos con microorganismos, no
se pudo determinar su efecto antifingico.

Como producto del fraccionamiento biodirigido del extracto activo del micelio,
utilizando diversos procedimientos cromatograficos, se aislaron y purificaron nueve
metabolitos secundarios, incluyendo un derivado novedoso de preusomerina: la
preusomerina EG4 (86) y dos derivados novedosos de deoxipreusomerina: la
palmarumicina EG, (87) y la EG; (88) y seis compuestos conocidos: la preusomerina EG;

(36), la EG; (38), la EGs (37), la palmarumicina CP; (51), la CPy; (64) y el ergosta-
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4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (89). En el cuadro 9 se ilustran las estructuras de los compuestos

aislados, su rendimiento y las fracciones cromatograficas de donde se aislaron.

100 1 ® A. solani
B F. oxysporum

O P. capcisi

P. parasitica

% de inhibicion

Vil IX X Xi Xil X XV
Fracciones

Gréfico 3. Efecto de la fracciones primarias del extracto organico del micelio (250 pg/mL)

del hongo endofito E. gomezpompae sobre el crecimiento radial de los microorganismos

fitopatogenos Fusarium oxysporum, Phytophthora parasitica, Phytophthora capsici y

Alternaria solani. * n=4, p<0.05

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

La caracterizacion de los compuestos aislados se realizd mediante la aplicacion de

métodos espectroscopicos, espectrométricos y quirodpticos convencionales.
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Cuadro 9. Metabolitos secundarios aislados a partir del hongo endéfito Edenia

gomezpompae
Metabolito NGMmero Peso | Rendimiento Fracciones
(Estructura (mg) (mg/L) (Clave)
o) OH (0] OH
51 488 16.3 \Y%
o) z"’o o) %O OH
(51) (64)
O  OH O OH
VIII
ét@ ¢© 36 211 7.0 X
0 6 o o b (o}
I I 86 36 1.20 IX
(@] (@]
(36) (86)
O OH
MeQ H OH X
37 50 1.67 .9
X
87 8 0.27 %.9
(87)
H.C, CH,
S
CH
3 X
89 11.8 0.40 .9
(@]
89
(89) X
X-9
88 17.6 0.58 X1
XI-2
XI
38 18.5 0.62 XL
(88) (38)
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6.5.1. Caracterizacion de las preusomerinas EG; (36) y EG, (86)

Las preusomerinas 36 y 86 se obtuvieron como soélidos cristalinos de color amarillo
solubles en diclorometano. En los cuadros 10-11 se indican sus constantes fisicas y
espectroscopicas.

Los espectros en el infrarrojo (IR) de estos compuestos presentan bandas de
absorcion asociadas con su caracter aromatico (Umax. ~1600 cm'l) y con la presencia de
grupos hidroxilo (Vmax. ~3400 cm™), carbonilo conjugado (Umax, ~1642 cm™) y un grupo
carbonilo a,B-insaturado (Lyax. 1690 cm'l) en la preusomerina EG; (cuadro 11).

La formula molecular de los productos naturales 36 y 86 se establecid como
CyoH1206 y Cy0H 1406, respectivamente mediante espectrometria de masas de alta
resolucion. Estas formulas permiten calcular un indice de insaturacién de quince y catorce,
respectivamente.

Los espectros de resonancia magnética unidimensionales (RMN-'"H y RMN-"C) y
bidimensionales (HMQC, HMBC, COSY y NOESY) permitieron establecer que los dos
productos naturales contienen un nticleo de preusomerina (Weber et al., 1990; Weber y
Gloer, 1991; Soman et al., 1999; McDonald et al., 1999; Bode et al., 2000; Krohn, 2001;
Seephonkai et al., 2002; Macias-Rubalcava et al., 2008; Martinez et al., 2008). A
continuacion se discute en detalle las caracteristicas principales de los espectros:

a) Los espectros de RMN-"°C (espectros 2 y 8; anexo I) presentan sefiales para 20
atomos de carbono en armonia con la formula molecular establecida por espectrometria de
masas (cuadro 12).

b) En la region aromatica de los espectros de RMN-"H (cuadro 13; espectros 1y 7
anexo I) se observan sefiales que indican la presencia de anillos aromaticos 1,2,3-
trisustituidos y 1,2,3,4-tetrasustituidos. Estas resonancias corresponden a un sistema de
protones aromaticos orto acoplado en el caso de la preusomerina EG4 en oy 6.91 (d, J=9.0
Hz, H-8) y 7.03 (d, J = 9.0 Hz, H-7), el cual correlaciona con los metinos de caracter
aromatico en d¢ 120.6 y 126.0 en el espectro de correlacion heteronuclear HSQC y a dos
sistemas de protones aromaticos orto acoplados en la preusomerina EG; en oy 6.91 (d, J =
9.0 Hz, H-8) y 7.01 (d, J=9.0 Hz, H-7) y en 6y 6.56 (d, J=9.5 Hz, H-2") y 7.17 (d, J= 9.5
Hz, H-3"). Estas cuatro sefales presentan correlacion en el espectro HSQC con los metinos

en O¢ 120.7, 126.2, 133.3 y 141.2, respectivamente. De acuerdo con los desplazamientos
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quimicos observados, el carbono en d¢ 141.2 (C-3”) es asignable a un carbono 3 a un grupo
carbonilo. Asimismo, las sefales para H-2' y H-3' son caracteristicas de un fragmento Z-
olefinico de un carbonilo a,B-insaturado.

¢) En la region aromatica de los espectros de RMN-'H (espectros 1 y 7 anexo I) se
observa para ambos compuestos, tres hidrégenos aromaticos conformando un sistema ABC
como sefiales doble de dobles alrededor de 6y 7.60 (J; = 7.5 Hz, J,= 1.0 Hz, H-7"), 7.38 (J;
=8.0 Hz, J,=7.5 Hz, H-8") y 7.5 (J; = 8.0 Hz, J,= 1.0 Hz, H-9").

d) Ambos compuestos presentan una sefial simple en oy 11.71 (36) y 11.69 (86)
debido a la presencia de un grupo hidroxilo quelatado. Esta observacion permitié proponer
a priori que este grupo debia encontrarse en C-9 (figura 3).

e) A campo alto, los espectros de RMN'-H presentan dos pares de sefiales doble de
doble de doble con desplazamientos quimicos alrededor de oy 2.90 (J; = 19.0 Hz, J,= 5.5
Hz, J;= 2.0 Hz; H-2a,) y 3.35 (J; = 19.0 Hz, J,= 13.5 Hz, J3= 5.5 Hz; H-2b ) y en 2.53 (J;
= 13.5 Hz, J,=13.5 Hz, J;= 5.5 Hz; H-3a) y 2.74 (J; = 13.5 Hz, J,= 5.5 Hz, J;= 2.0 Hz;
H-3b ) asignables a los metilenos C-2 y C-3 del ntcleo base los cuales correlacionan con
las sefiales en O¢ 33.7 y 32.6 (36) y en 33.7 y 32.7 (86) en el espectro de correlacion
heteronuclear HSQC. Adicionalmente, la preusomerina EG4 presenta dos pares mas de
sefales ddd centradas en &y 2.86 (J; = 19.0 Hz, J,= 5.5 Hz, J;= 2.0 Hz; H-2a’,) y 3.28 (J;
=19.0 Hz, J,=13.5 Hz, J;= 5.5 Hz; H-2b") y en 2.46 (J; = 13.5 Hz, J,=13.5 Hz, J;=5.5
Hz; H-3a’) y 2.74 (J; = 13.5 Hz, J,= 5.5 Hz, J;= 2.0 Hz; H-3b’), asignables a los grupos
metileno C-2’ y C-3’ los cuales correlacionan con las sefiales en d¢ 33.8 y 32.8 en los
espectros HSQC. Las sefiales en RMN-'H de los compuestos 36 y 86 se muestran en el
cuadro 13.

f) Finalmente, el experimento DEPT de RMN-"C permitid asignar el resto de los
carbonos observados, a dos grupos carbonilo conjugados alrededor de ¢ 202 (C-1) y 190
(C-17) y nueve carbonos cuaternarios d¢ 93 (C-4), 121 (C-5), 141 (C-6), 157 (C-9), 113 (C-
10), 92 (C-4’), 120 (C-5’), 150 (C-6") y 130 (C-10’) [cuadro 12, figura3]. De acuerdo con
los desplazamientos quimicos observados los carbonos alrededor de 6¢ 141 (C-6), 149 (C-
6’) y 157 (C-9) se encuentran unidos a funciones oxigenadas y las sefales

aproximadamente en o8¢ 92 (C-4’) y 94 (C-4) son caracteristicas para los carbonos
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espirocetales de las preusomerinas (Weber et al., 1990; Weber y Gloer, 1991; Singh ef al.,
1994; Krohn et al., 2001; Quesada et al., 2004; Macias-Rubalcava et al., 2008; Martinez et
al., 2008).

El analisis detallado de los espectros de correlacion homonuclear (COSY vy
NOESY) y heteronuclear (HMBC) permiti6é determinar la ubicacion del grupo hidroxilo en
el ntcleo preusomerina. Las conclusiones mas importantes se resumen en los cuadros 14 y
15.

Con base en el analisis espectroscopico anterior, la estructura del nuevo producto
natural (86) se establecié como la indicada en la figura 3 y se le asign6 el nombre trivial de
preusomerina EGy (86). Cabe sefialar que todos los datos espectroscopicos del producto
natural 36 se encuentran en armonia con los descritos previamente en la literatura (Macias-

Rubalcava et al., 2008).

86
Figura 3. Estructura de las preusomerinas EG; (36), EG; (38), EG; (37) y EG4 (86)

6.5.2. Caracterizacion de las preusomerinas EG; (38) y EG3 (37)

Las preusomerinas 38 y 37 se obtuvieron como sélidos cristalinos de color amarillo
claro y anaranjado, respectivamente, solubles en CH,Cl,. En los cuadros 15-20 se indican
sus constantes fisicas y espectroscopicas. El andlisis detallado de sus constantes
espectrométricas y espectroscopicas permiten establecer que los productos naturales 38 y
37 son muy similares a las preusomerinas EG; (36) y EG4 (86).

La comparacion de los espectros de RMN-'H del compuesto 38 con los de la

preusomerina EG; (36) mostraron como unicas diferencias la ausencia del doble enlace en
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C-2’°, C-3’ y la presencia de un grupo hidroxilo en OH-3’/C-3’ (dy/oc 2.38/70.3) y de una
sefial triple en oy 4.71 (pseudo-t dd, J; = 3.0 Hz, J, = 3.0 Hz; H-3") que integra para un
hidrogeno, asignable al metino C-3’ del nucleo base y que se encuentra geminal al grupo
hidroxilo evidenciado anteriormente. También se observan las sefiales caracteristicas para
dos protones alifaticos en oy 3.02 (1H, dd, J; = 3.0 Hz, J, = 18.3 Hz; H-2a’) y 3.38 (1H, dd,
J;=3.0,J,=18.3 Hz; H-2b").

La configuracion absoluta del centro quiral en C-3’ se establecidé como 3R, con base
en el efecto Cotton negativo en 334 y 218 nm observado en el espectro de dicroismo
circular del compuesto 38 (Krohn et al., 2001). La propuesta estructural se comprobd
mediante el analisis de las correlaciones observadas en los espectros HMBC y NOESY,
mismas que se resumen en los cuadros 14 y 15.

Cabe destacar que las correlaciones H-2a’(0y 3.02), H-2b’ (01 3.39) y H-3” (6u4.27)/
OH-3 (du 2.38, s) observadas en los espectros NOESY (cuadro 14), asi como las
interacciones entre los carbonos asignados a las posiciones C-4’ (¢ 94.0), C-5" (6c119.3) y
C-1" (8¢ 193.6), con el hidrogeno del OH en la posicion C-3’en el espectros HMBC,
permiten confirmar la ubicacion del grupo hidroxilo en el compuesto 38 (cuadro 15).

Por otra parte, en el espectro de RMN-"H (espectros 3 y 5; anexo I) del compuesto
37 se observa como unica diferencia con respecto a la preusomerina EG; (38) la
desaparicion de la sefal simple ancha debida a la presencia en la molécula de un grupo
hidroxilo en 6 2.38 (OH-3") en el compuesto 38. En su lugar se observa la presencia de
una sefial simple en 8y;3.51, asignable a un grupo metoxi en C-3’. El espectro de RMN-"C
(espectro 4 y 6; anexo I) presenta por consiguiente un atomo de carbono adicional en d¢
59.2 asignado al grupo metoxi, evidenciado en los espectros de RMN-'H. Es importante
mencionar que, al igual que en el espectro de RMN-'H no se observan otros cambios
importantes en las sefiales restantes. Esta propuesta estructural se comprobod mediante el
analisis de las correlaciones observadas en los espectros HMBC y NOESY, y que se
indican en los cuadros 14 y 15. De la misma forma las correlaciones entre H-2a’(dy 3.08
dd, J; = 18.0 Hz, J,= 3.0 Hz), H-2b’(0u 3.39 dd, J; = 3.0 Hz, J,= 18.0 Hz) y H-3" (65 4.27
pseudo tdd, J; = 3.0 Hz, J, = 3.0 Hz)/CH;30-3 (0g 3.51, s) observadas en los espectros
NOESY (cuadro 14), asi como la interaccion entre el carbono asignado a la posicione C-3’

(0c 79.3) con los hidrégenos H-2a’, H-2b’ y los hidrogenos del CH30/C-3’en el espectro
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HMBC, permiten confirmar la ubicacion del grupo metoxilo en el compuesto 37. De nueva
cuenta, la configuracion absoluta del centro estereogénico en C-3 se establecié como 3R,
con base en el efecto Cotton negativo (314 nm) observado en el espectro de dicroismo
circular del compuesto 37 (Krohn et al., 2001).

Con base en la informacién anterior, la estructura de los productos naturales 38 y 37
se establecid como la indicada en la figura 3 y se les asignaron los nombres triviales de
preusomerina EG, (38) y EG; (37), respectivamente. Cabe senalar que todos los datos
espectroscopicos de estos productos naturales, se encuentran de acuerdo con los descritos

previamente en la literatura (Macias-Rubalcava et al., 2008).
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Cuadro 10. Constantes fisicas de las preusomerinas 36, 38, 37 y 86

METABOLITO

p.f

[a]lo (c 1 mg/mL);

P.M.

F.M.
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o}
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O,
(e}
(e}
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(o]
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o]
e}
(e}
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o

I

224 °C
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Cr0H1407

o}
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I

o

o]
[e]
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m/z 380

C21H607

o}
Q
I

o

o
o

:8:

(88)

242.1-246.0 °C

m/z 350

C20H1006

“CH,Cl,, ¥CHCl;, 3CH;0H
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Cuadro 11. Constantes espectroscopicas de UV, IR, DC y espectrométricas (EM-IE m/z) de las preusomerinas 36, 38, 37 y 86

METABOLITO

uv
(Amax, 10g €)

DC (Ag)

IR Vimax (KBI)

EM-IE (m/z)

O OH
;"o

(¢}

(e}

O,

348 (3.10), 307 (2.72), 264 (3.29),
252 (3.24), 232 (3.66) nm.

3078, 1679, 1642, 1592,
1472, 1359, 1330, 1297,
1274, 1231 cm™

348 [M* (81)], 303 (4), 191 (4), 175
(31), 174 (100), 173 (4), 147 (8), 146
(11), 118 (6) 75 (7); HRMS m/z
348.0631 (cal. CyoH,,04, 348.0633).

(36)
(o] OH
él:@ 366 [M* (100)], 348 (7), 337 (18), 323
(6), 295 (6), 282 (12), 277 (6), 266 (6),
g 359.(3.10), 333 (2.94), 318 (3.04), 3452, 1692, 1648, 1596, | 238 (13), 192 (23), 176 (20), 175 (10),

283 (2.63), 258 (3.66), 243 (3.49),
221 (3.95) nm.

-1.0x 10° (219) nm
-4.8 x 10%(334) nm®

1471, 1329, 1291, 1226
cm’!

174 (11), 163 (9), 147 (6), 91 (8), 55
(8), 18 (26); HRMS m/z 366.0737 (cal.
CaoH 1405, 366.0739).

362 (3.71), 335 (3.17), 316 (3.31),

3375, 2929, 2856, 1739,

380 [M" (100)], 365 (10), 347 (7), 321
(7), 294 (8), 293 (10), 277 (7), 266 (8),
265 (8), 238 (23), 210 (5), 192 (6), 189

., 1696, 1651, 1598, 1471,
L ome 283 (3.04). 261 (3.89).209 253) | 3 10¢ aaaymm® | 1412 1361, 1332, 1280, | (O 175 (14). 174 (10), 147 (4). 119 (4)
nm. : AT 91 (6), 75 (5), 55 (6); HRMS m/z
o ’ 380.0892 (cal. C21H1607, 3800896)
37N
(o] OH
.
75 360 (3.65), 332 (3.47), 315 (3.56), 3434, 3085, 1690, 1642, | >0 M (100)], 332 (7), 305 (4), 192
g 281 (3.12),258 (4.17),243.5 | e 1593, 1473, 1365, 1331, (3)1%6(32;’11(314)‘(374;)’(41)7 55§1(95)) l(i;
(4.01). 220 (4.48) . 1291, 1230, cm’  CuHuOe, 350.0790)
2051146, .
(o]
(86)

“CH,Cl,, ¥*CHCl,, 3CH,OH
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Cuadro 12. Datos espectroscopicos de RMN-"*C (125 MHz, CDCl;) de las preusomerinas 36, 38, 37 y 86

13C
Preusomerina EG; (36) Preusomerina EG; (38) Preusomerina EG3 (37) Preusomerina EG, (86)
POSICION
1 201.9 202.0 202.2 202.2
2 33.7 33.7 33.8 33.7
3 32.6 32.7 32.8 32.7
4 93.7 93.4 93.2 93.3
5 119.5 120.1 120.3 120.0
6 141.4 140.9 140.9 141.4
7 126.2 126.0 126.0 126.0
8 120.7 120.9 120.7 120.6
9 157.3 157.5 157.3 157.2
10 112.6 113.0 113.0 113.0
1 184.1 193.6 193.7 195.8
2’ 133.3 41.3 40.4 33.8
3 141.2 70.3 79.3 32.8
4 89.6 94.0 94.4 93.3
5’ 120.6 119.3 119.9 122.5
6’ 149.5 150.8 150.6 149.4
7 120.4 121.5 121.6 120.5
8’ 130.8 131.1 130.9 130.8
9’ 120.6 120.4 120.3 121.4
10’ 130.4 130.8 130.9 130.9
OH-3’
OH-9
CH;0-3’ 59.2
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Cuadro 13. Datos espectroscopicos de RMN-'H (500 MHZ, CDCls) de las preusomerinas 36, 38, 37 y 86

'H (8, mult., J en Hz)

POSICION | Preusomerina EG; (36) Preusomerina EG, (38) Preusomerina EG; (37) Preusomerina EG, (86)
1 — — — —
2a 2.90 (1H, ddd, 19.0,5.5,2.0) | 2.91 (1H, ddd, 18.8, 13.5,5.5) | 2.90 (1H, ddd, 18.6, 5.5, 2.0) 2.90 (1H, ddd, 19.5, 5.5, 2.0)
2b 3.35(1H, ddd, 19.0, 13.5,5.5) | 3.37 (1H, ddd, 18.8,5.5,2.0) | 3.37 (1H, ddd, 18.6,13.55.5) | 3.36 (1H, ddd, 19.5, 13.5, 5.5)
3a 2.53 (1H, ddd, 13.5,13.5,5.5) | 2.50 (1H, ddd, 13.5, 13.5,5.5) | 2.50 (1H, ddd, 13.5, 13.5, 5.5) | 2.50 (1H, ddd, 13.5, 13.5, 5.5)
3b 2.74 (1H, ddd, 13.5,5.5,2.0) | 2.77 (1H, ddd, 13.5,5.5,2.0) | 2.80 (1H, ddd, 13.5,5.5,2.0) | 2.71 (1H, ddd, 13.5, 5.5, 2.0)
4 — — — —
5 — _— — —
6 - --- ---0. -
7 7.01 (1H, d, 9.0) 7.04 (1H, d, 9.0) 7.02 (1H, d, 9.0) 7.03 (1H, d, 9.5)
8 6.91 (1H, d, 9.0) 6.94 (1H, d, 9.0) 6.92 (1H, d, 9.0) 6.91(1H, d, 9.5)
9 — — — —
10 - --- --- -
1’ — — — —
2a’ 6.56 (1H, d, 9.5) 3.02 (1H, dd, 3.0, 18.3) 3.08 (1H, dd, 3.0, 18.0) 2.86 (1H, ddd, 19.0, 5.5, 2.0)
2b’ 3.38 (1H, dd, 3.0, 18.3) 3.39 (1H, dd, 3.0, 18.0) 3.28 (1H, ddd, 19.0, 13.5, 5.5)
3a’ 7.17 (1H, d, 9.5) 4.71 (1H, pseudo ¢ dd, 3.0, 4.27 (1H, pseudo ¢ dd, 3.0, 2.46 (1H, ddd, 13.5, 13.5, 5.5)
3b’ 3.0) 3.0) 2.74 (1H, ddd, 13.5, 5.5, 2.0)
4 — — - —
5 — — — —
6 — — — —
7 7.59 (1H, dd, 7.5, 1.0) 7.09 (1H, dd, 8.0,1.0) 7.08 (1H, dd, 8.0,1.0) 7.62 (1H, dd, 1.0, 8.0)
8’ 7.38 (1H, dd, 8.0, 7.5) 7.41 (1H, dd, 8.0, 8.0) 7.38 (1H, dd, 8.0, 8.0) 7.39 (1H, dd, 8.0, 8.0)
o’ 7.03 (1H, dd, 8.0, 1.0) 7.66 (1H, dd, 8.0, 1.0) 7.63 (1H, dd, 8.0, 1.0) 7.07 (1H, dd, 1.0, 8.0)
10° --- --- --- ---
OH-3’ 2.38 (1H, s)
OH-9 11.71 (1H, s) 11.71 (1H, s) 11.71 (1H, s) 11.69 (1H, s)
CH,0-3’ 3.51(3H, s)
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Cuadro 14. Correlaciones observadas en los espectros NOESY (500 MHz, CDCl;) de las preusomerinas 36, 38, 37 y 86

NOESY
POSICION Preusomerina EG; (36) Preusomerina EG; (38) Preusomerina EG3 (37) Preusomerina EG, (86)
1 — — — —
2a 2b, 3a, 3b 2b, 3a, 3b 2b, 3a, 3b 2b, 3a, 3b
2b 2a, 3a, 3b 2a, 3a, 3b 2a, 3a, 3b 2a, 3a, 3b
3a 2a, 2b, 3b, 2a, 2b, 3b 2a, 2b, 3b 2a, 2b, 3b,
3b 2a, 2b, 3a 2a, 2b, 3a 2a, 2b, 3a 2a, 2b, 3a
4 — — — —
5 — — — —
6 — — — —
7 8, OH-9 8 8 8
8 7, OH-9 7, OH-9 7, OH-9 7, OH-9
9 — — — —
10
1’ — — — —
2a’ 3 2b’, 3’ 2b’, 3’ 2b’, 3a’, 3b’
2b’ 2a’,3’ 2a’, 3’ 2a’,3a’, 3b’
3a’ 2’ 2a’, 2b’, OH-3 2a’, 2b’, CH;0-3’ 2a’, 2b’, 3b’
3b’ 2a’, 2b’, 3a’
4’ — — — —
5’ — — — —
6’ — — — —
7 8,9 8’ 8’ 8,9
8’ 7,9 7,9 7,9 7,9
9’ 8,7 8,7 8,7 8,7
10° - --- - ---
OH-3’ - 2a’,2b’, 3’ - ---
OH-9 8 8 8 8
CH;0-3’ - --- -—- ---
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Cuadro 15. Correlaciones observadas en los espectros HMBC (500 MHz, CDCl;) de las preusomerinas 36, 38, 37 y 86

HMBC (C— H)
POSICION Preusomerina EG; (36) Preusomerina EG; (38) Preusomerina EG3 (37) Preusomerina EG, (86)
1 2a, 2b, 3a, 3b, 8 2a, 2b, 3a, 3b, 8 2a, 2b, 3a, 3b, 8 2a, 2b, 3a, 3b, OH-9
2a 3a, 3b 3a, 3b 3a, 3b 3a, 3b
2b
3a 2a, 2b 2a, 2b 2a, 2b 2a, 2b
3b
4 2a, 2b, 3a, 3b, 7 2a, 2b, 3a, 3b, 7 2a, 2b, 3a, 3b, 7 2a, 2b, 3a, 3b, 7
5 3a,3b,7,8 3a,3b, 7,8 3b,7,8 3a, 3b, 7, 8
6 3b, 7,8 3b, 7,8 3b,7,8 3a,3a’, 3b, 3b’, 7, 8
7 OH-9 8, OH-9 8, OH-9 8, OH-9
8 7, OH-9 7, OH-9 7, OH-9 OH-9
9 7, 8, OH-9 7, 8, OH-9 7,8 7, 8, OH-9
10 2a,7, 8,0 H-9 2a, 7, 8, OH-9 2a,7, 8,0 H-9 2a,7,8,0H-9
r 2°,3,7,8 2a’,2b’,3°,8,9 2a’,2b,3°, 8,9’ 2a’, 2b’, 3a’, 3b’
2a’ 3a’, 3b°
2b’
3’ --- 2a’, 2b’, 2a’, 2b’, CH;0-3’ 2a’, 2b’,
4 2,3,7,9 2a’,3,7°,9 22°,3,7,9 2 .2b’,3a’,3b, 7,9’
5’ 3,7,8,9 3,7,8,9 3,7,8,9 3a’,3b’,7,8,9
6’ 3a,3,7°,8,9 3a,7°, 8,9’ 3a,7,8,9 3a, 3a’, 3b,3b’,7°,8°,9°
7 8,9 8,9 8,9 8,9
8’ 79 79 7,9 7,9
9 2°,7,8 78 7,8, OH-9 7,8
10° 2,89 22°,7,8 9 22°,7,8 9 22°,7,8 9
OH-3’
OH-9
CH;0-3’ 2b’, CH;0-3’
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6.5.3. Caracterizacion de las palmarumicinas EG; (87) y EG; (88)

Las palmarumicinas novedosas 87 y 88 se aislaron como sdélidos cristalinos de color
amarillo claro, solubles en CH,Cl,. Los espectros en el UV presentan absorciones intensas
en Amax 226 y 296 nm, sugiriendo la presencia de una porcion naftalénica. Por otra parte, los
espectros en el IR presentan como caracteristicas relevantes la absorcidon para grupos
hidroxilo en ~3400 cm™ y para bandas asociadas con su caracter aromatico en ~1600 cm’.
Su formula molecular se determind por espectrometria de masas de alta resolucion. Los
espectros de masas presentan un i6n molecular en una relacion de masa carga (m/z) de 350
y 334, y permiten establecer las formulas moleculares de CyHisOs y Cy1HigOs4,
respectivamente (cuadro 17).

El anélisis de los espectros de RMN (cuadros 18-21) permite establecer que los
productos naturales presentan el ntcleo estructural palmarumicina o deoxipreusomerina
(Krohn et al., 1994a; Krohn et al., 1994b; Ragot et al., 1999; Wipf et al., 2001; Bode et al.,
2000; Jiao et al., 2006; Hu et al., 2006).

Asi, el espectro de RMN-'H (cuadro 19, espectro 13; anexo I) del compuesto 87
presenta sefiales para dos grupos hidroxilo en 8y 7.03 (OH-6, s) y 7.57 (OH-9, s), un grupo
metoxilo en Oy 3.48 (CH30-1, s) y ocho hidrégenos aromaticos. Seis de los hidrégenos
aromaticos conforman dos sistemas ABC en el nucleo naftalénico 1,8 dioxi sustituido
ubicadas alrededor de &y 7.56 (dd, J; = 8.0 Hz, J,= 1.0 Hz; H-1°, H- 9°), 7.46 (dd, J; = 8.0
Hz, J,= 7.5 Hz; H-2°, H-8"), 7.01 (dd, J; = 7.5 Hz, J,= 1.0 Hz; H-3°, H-7). Los otros dos
corresponden a un sistema de protones aromaticos orto acoplados en oy 6.94 (d, J=9.0 Hz,
H-7)y 6.96 (d, J = 9.0 Hz, H-8).

A campo alto, el espectro presenta cuatro sefiales multiples centradas en oy 1.90 y
2.50, asignables a dos metilenos de caracter alifatico. También se observa una sefal pseudo
triple centrada en oy 4.85 (dd, J; = 6.25 Hz, J, = 7.75 Hz, H-1) que integra para un
hidrogeno, asignable al metino C-1 del nucleo base y que se encuentra geminal al grupo
metoxilo evidenciado anteriormente (Oy 3.48).

Los datos generados por el espectro de RMN-"C (espectro 14, anexo I) confirman
la presencia de 21 atomos de carbono. De estas sefiales, ocho corresponden a metinos
aromaticos (6¢ 110.4, 110.5, 119.2, 120.0, 121.2, 121.6, 127.5 y 127.6), cuatro a carbonos

cuaternarios aromaticos (3¢ 113.8, 119.5, 122.1 y 134.2), una a un carbono espirocetal (d¢
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102.5), cuatro a carbonos aromaticos unidos a funciones oxigenadas (3¢ 146.5, 147.1,
149.4 y 149.5), una a un metino alifatico unido a funcidn oxigenada (d¢ 75.5) y las tltimas
tres sefiales corresponden a dos grupos metileno (8¢ 22.5 y 27.2) y a un grupo metoxilo (8¢
54.2). Cabe mencionar que la discriminacion entre metilos, metilenos y metinos se realizo
mediante el analisis del espectro DEPT (cuadro 18).

Para establecer la disposicion de los grupos funcionales y asignar los carbonos
cuaternarios, se procedid a realizar el andlisis de los espectros de RMN de correlacion
homonuclear (COSY y NOESY) y heteronuclear (HMBC). Las conclusiones mas
importantes se resumen a continuacion:

1) El espectro HMBC del compuesto 87 muestra que los carbonos cuaternarios base
de oxigeno en oc 149.4 (C-9) y 149.5 (C-6) muestran una correlacion con el protéon
aromatico en Oy 6.94 (H-7) [estructura 87 A]. Por otro lado, las sefiales para estos dos
carbonos y el carbono cuaternario en d¢ 119.5 (C-10) muestran una correlacién a larga

distancia con el hidrégeno aromatico en oy 6.96 (H-8) [estructura 87 B].

87 A 87B

2) Las senales para el carbono cuaternario base de oxigeno en o¢ 149.5 (C-6) y para
el carbono ardmatico en 6¢ 119.2 (C-7) correlacionan con el hidrégeno en 8y 7.03 asignado
a un grupo hidroxilo en C-9. Asimismo, el carbono cuaternario en d¢c 149.4 (C-9) y la sefial
para el carbono ardématico en d¢ 120.0 (C-8), muestran una correlacion a larga distancia con

el hidrogeno en 0y 7.57 asignado a un grupo hidroxilo en C-9 (estructura 87 C).
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87C

3) La sefial para el carbono alifatico unido a funcion oxigenada en 6¢ 75.48 (C-1), el
carbono cuaternario en o¢c 119.5 (C-10), el carbono del metileno en d¢ 22.5 (C-3) y el
carbono espirocetal en ¢ 102.5 (C-4), muestran una correlacion a larga distancia con los

hidrogenos en oy ~ 1.90-2.13 (H-2) [estructura 87 D].

87D

4) El carbono del metileno en o6¢ 27.2 (C-2), el carbono del metino alifatico unido a
funcion oxigenada en o¢ 75.5 (C-1), el carbono cuaternario en d¢ 122.1 (C-5) y el carbono
espirocetal en d¢ 102.5 (C-4), correlacionan con los hidrogenos en 8y 2.13 (H-3) [estructura
E]. De manera adicional, en los espectros COSY y NOESY, se observan las correlaciones

entre H-2a/H-2b, H-3, entre H-3/ H-2a, H-2b y entre H-1/ H-2, H-3 (estructura 87 F).
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5) El espectro HMBC de la palmarumicina 87 muestra que el carbono cuaternario
base de oxigeno en oc 149.4 (C-9), los carbonos cuaternarios en d¢c 119.5 (C-10) y 122.1
(C-5) y los metilenos en 6¢22.5 (C-3) y 27.2 (C-2), muestran una correlacién con el proton
en oy 4.85 (H-1") [estructura 87 G]. El grupo de correlaciones descritas en los incisos 3-5,
permiten ubicar al grupo metoxilo en la posicion C-1. De manera adicional, en el espectro
NOESY se observa una clara interaccion entre el metoxilo en oy 3.48 (CH;0-1) y el
hidrogeno del grupo hidroxilo en &y 7.57 (OH-9) y los hidrégenos en oy 2.13 (H-3) y 4.85
(H-1). Estas correlaciones proporcionan una evidencia adicional para la ubicacion del grupo

metoxilo en C-1" (estructura 87 H).
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6) La sefial para el carbono cuaternario base de oxigeno en d¢ 146.5 (C-4’)
correlacionan con los hidrégenos aromaticos en oy 7.00 (H-3") y 7.46 (H-2"). Por otro lado,
el carbono cuaternario en d¢ 147.0 (C-6’), muestra una correlacion a larga distancia con los

hidrogenos en 8y 7.02 (H-7’) y 7.47 (H-8) [estructura 87 I].

7) El carbono cuaternario en d¢ 113.8 (C-5’), muestra una correlacion con los
hidrégenos aromaticos en oy 7.00 (H-3’), 7.02 (H-7°), 7.56 (H-1") y en 7.57 (H-9’)

[estructura 87 J].

87J
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8) El espectro HMBC del producto natural 87 muestra que el carbono cuaternario en
Oc 134.2 (C-10) correlaciona con los hidrogenos en éy 7.56 (H-1"), 7.46 (H-2"), 7.47 (H-

8”), y en 7.57 (H-9’) asignados a metinos aromaticos (estructura 87 K).

9) Los carbonos de los metinos en 8¢ 110.4 (C-3”) y en 121.2 (C-1") correlacionan
con el hidrogeno en oy 7.46 (H-2’). El carbono en &¢ 110.4 (C-3°) también muestra una
correlacion a larga distancia con el hidrogeno aromatico en oy 7.56 (H-1). Por otro lado,
los carbonos en &¢ 110.5 (C-7°) y en 121.6 (C-9’) correlacionan con el hidrogeno en oy
7.47 (H-8). El carbono del metino en &¢ 110.7 (C-7’) ademas, muestra una correlacién con
el proton aromatico endy 7.57 (H-9’). Por ultimo, los carbonos de los metinos en d¢ 121.2
(C-1")y 121.6 (C-9’) correlacionan con los hidrogenos aromaticos en 0y 7.57 (H-9%) y 7.56
(H-17), respectivamente [estructura 87 L]. De manera adicional en los espectros COSY y
NOESY, se observan las correlaciones entre H-1’/H-2’, H-3’, entre H-2’/ H-1°, H-3’, entre
H-3°/ H-2’, H-1°, entre H-7°/H-8’, H-9°, H-8/ H-7’, H-9’ y entre H-9’/ H-7’, H-8’
(estructura 87 M).
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87 M

En los espectros de RMN-"H del compuesto 88 (espectros 13 y 15; anexo I) se
observa como Unica diferencia la desaparicion de la sefal simple asignada al hidroxilo en
C-9 (0y 7.57; OH-9) en el compuestos 87. En su lugar se observa la presencia de un
hidrégeno aromatico, conformando ahora un sistema ABC (6y7.42 dd, J; = 8.0 Hz, J,=1.0
Hz, H-6; 7.36 dd, J; = 8.0 Hz, J,= 8.0 Hz, H-7; 7.00 dd, J; = 8.0 Hz, J,= 1.0 Hz, H-8) con
los hidrégenos aromaticos orfo acoplados (0y 6.94 (d, J=9.0 Hz, H-7y 6.96 d, /= 9.0 Hz,
H-8) en el compuesto 87.

Los compuestos 87 y 88 presentan un efecto Cotton negativo en 307 y un efecto
positivo 330 nm, en el espectro de dicroismo circular. En consecuencia, la configuracion
absoluta en C-1 se designé como S (Sakemi et al., 1995).

Con base en la informacion anterior, la estructura de los nuevos productos naturales
87 y 88 se establecido como la indicada en la figura 4 y se les asignaron los nombres

triviales de palmarumicinas EG; (87) y EG; (88), respectivamente.
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o) OH [e) OH
o I”O o '/”’O OH
87 88 ol 64

Figura 4. Estructuras de las palmarumicinas EG; (87), EG; (88), CP, (51) y CPy7 (64)

La estructura de la palmarumicina EG; (88) se confirmé de manera inequivoca
mediante un andlisis de difracciéon de rayos X. En la figura 5 se muestra una vista

estereoscopica de este compuesto.

Figura 5. Vista esterecoscopica de la palmarumicina EG, (88)
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6.5.4. Caracterizacion de las palmarumicinas CP; (51) y CP17 (64)

Los productos naturales 64 y 51 se aislaron como solidos cristalinos de color
amarillo, soluble en CH,Cl, y con un punto de fusion de 200.4-201.5 °C y 169.5-171.2 °C,
respectivamente.

Las formulas moleculares de estos compuestos se establecieron por espectrometria
de masas como Cy0H1405 y Cy0H 1404, respectivamente (cuadro 16), las cuales permiten un
indice de insaturacion de catorce.

En el cuadro 16 se presentan las constantes fisicas y en el cuadro 17 las constantes
espectroscopicas de UV, IR y espectrométricas (EM-IE) de los metabolitos 64 y 51.

De nueva cuenta, el andlisis exhaustivo de sus constantes espectroscopicas y
espectrométricas indicadas en los cuadros 17-21 permitieron establecer que los productos
naturales 64 y 51 corresponden a los analogos desmetoxilados en la posicion C-1 de las
palmarumicinas EG; (87) y EG; (88), respectivamente.

Las evidencias mas importantes que apoyan esta propuesta son la ausencia en los
espectros de RMN-">C (espectros 10 y 12; anexo I) de la sefial en 8. 54.1 asignada al grupo
metoxilo en la posicion C-1 y la presencia de una sefial alrededor de 6¢ 202.5, en lugar del
metino en d¢ 76.0 observado en los compuesto 87 y 88.

En los espectros de RMN-'H (espectros 9 y 11; anexo I) se observan como unicas
diferencias la desaparicion de las sefiales simples asignadas al hidrogeno en
aproximadamente &y 4.90 y al metoxilo en oy 3.50 asignadas al C-1 en los compuestos 87 y
88. Por ultimo, cabe resaltar que las sefiales de los metilenos H-2 y H-3 se encuentran
desplazadas paramagnéticamente alrededor de 6y 2.80 y 2.50 en armonia con la disposicion
de estos grupos vecinos a un carbonilo. Es importante mencionar que, al igual que en el
espectro de RMN-">C no se observan otros cambios importantes en las sefiales restantes.

Estas evidencias aunadas a la informacion proporcionada por los espectros
bidimensionales (COSY, NOESY y HMBC) [cuadros 20-21] permiten identificar a los
productos naturales 64 y 51 como las palmarumicinas CP;;7 (64) y CP, (51).

Todos los datos espectroscopicos de estos productos naturales, se encuentran de
acuerdo con los descritos previamente en la literatura (Krohn et al., 1994a; Macias-
Rubalcava et al., 2008; Martinez et al., 2008). La palmarumicina CP;; (64) se reportd por

primera vez como metabolito secundario del hongo endéfito Edenia sp. (Martinez et al.,
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2008). Ademas, junto con las palmarumicinas EG; (87) y EG; (88) y las preusomerinas
EG; (36), EG; (38), EG; (37) y EG4 (86), son hasta el momento metabolitos secundarios
exclusivos del género Edenia.

La estructura de las palmarumicinas CP;; (64) y CP, (51) se confirmé de manera
inequivoca mediante un analisis de difraccion de rayos X. En las figuras 6 y 7 se presenta

una vista estereoscopica de estos productos naturales.

Figura 6. Vista estereoscopica de la palmarumicina CP; (51)
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Figura 7. Vista estereoscopica de la palmarumicina CP;; (64)

6.5.5. Caracterizacion del ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (89)

El producto natural 89 se aisldé de la fraccion secundaria 119-150 X-9 mediante
CCFP, como un solido amarillo fluorescente, soluble en CH,Cl,. El compuesto se identificd
como el ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (89) [figura 8] mediante la comparacion de su
comportamiento cromatografico con el de una muestra auténtica y mediante la comparacion

de sus constantes fisicas y espectroscdpicas con las descritas previamente en la literatura

(Tanaka et al., 1996; Fujimoto et al., 2004; Lee et al., 2005)

O
Figura 8. Estructura del ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (89)
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Cuadro 16. Constantes fisicas de las palmarumicinas 51, 64, 87 y 88

p.f
METABOLITO

P.M.

F.M.

(o}

(o]
T

>§§i

O
o

169.5-171.2 °C

&

[~
a1
N

—

m/z 318

Cy0H 1404

O
o
I

O
O
o
I

200.4-201.5°C

&

(64)

m/z 334

Cy0H1405

MeO H OH

o
O
o
I

&

(87)

m/z 350

C,1H,505

MeQ H OH

o
o]

164.5-166.2 °C

&

(88)

m/z 334

C21H18C)4
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Cuadro 17. Constantes espectroscopicas de UV, IR, DC y espectrométricas (EM-IE m/z) de las palmarumicinas 51, 64, 87 y 88

METABOLITO

uv
(Amax 10g €)

IR Vimax (KBI)

EM-IE (m/z)

o}
o
I

O,
O

&

ol
[N
N

327.5 (3.97), 323.5 (3.87), 314 (3.94),
309 (3.87), 299.5 (3.95), 270.5 (3.52),
254.5 (3.91), 244 (3.79), 255 (4.81)
nm

3057, 1639, 1456, 1411,
1380, 1333, 1270, 1100 cm’'

318 [ M' (100)], 301 (27), 170 (6), 159 (24),
160 (5), 131 (17), 18, (4) (cal. CxH,404
318.0892)

(o]
T

O
O
o
I

&

(64)

366.5 (3.76), 334 (3.48), 327 (3.74),

323 (3.61), 312.5 (3.77), 309 (3.75),

298 (3.89), 272.5 (3.64), 259 (3.78),
251.5 (3.75), 266 (4.81) nm®

3420, 3058, 1642, 1611,
1447, 1409, 1378, 1264,
1232, 1173 cm™

334 [ M' (100), 317 (13), 210 (7), 165 (6),
160 (29), 115 (10), 105 (22), 77 (6), 18 (15),
(cal. CxoH 405 334.08412)

MeOQ H OH

O
O
o
T

&

(87)

3453, 3063, 1608, 1468,
1409, 1376, 1264, 1053 cm’

350 [M" (19)], 318 (100), 301 (7), 300 (7),
273 (7), 175 (7) 160 (24), 144 (7), 131 (8),
115 (5), (cal. CoH,505350.11542)

MeQ H OH

o
o]

&

(88)

328.5 (3.39), 325.5 (3.24), 314.5
(3.53), 311 (3.49), 300.5 (3.66), 296
(3.64), 289 (3.7), 253 (3.11), 266.5
(4.43), 213 (4.25), 207 (4.27) nm’

3294, 3057, 2957, 1607,
1641, 1411, 1379, 1273,
1067 cm’™

334 [ M' (19)], 302 (100), 285 (13), 284 (9)
160 (6), 131 (7), 115 (14) (cal. Cy H;504
334.1205)

“CH,Cl,, ¥CHCl;, 3CH;0H
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Cuadro 18. Datos espectroscopicos de RMN-"C (125 MHz, CDCls) de las palmarumicinas 51, 64, 87 y 88

13C
POSICION
Palmarumicina EG; (87) | Palmarumicina EG; (88) | Palmarumicina CP, (51) | Palmarumicina CP;; (64)
1 75.5 76.2 203.3 202.4
2 27.2 28.0 34.1 33.8
3 22.5 23.1 29.4 29.0
4 102.5 99.5 98.4 102.0
5 122.1 136.5 140.8 119.7
6 149.5 117.9 116.7 147.7
7 119.2 130.0 137.2 128.9
8 120.0 118.8 119.6 121.9
9 149.4 156.2 162.4 157.2
10 119.5 121.8 115.4 114.5
r 121.2 120.4 120.9 121.9
2’ 127.5 127.4 127.5 127.6
3 110.4 109.4 109.4 110.5
4’ 146.5 147.8 147.4 146.3
5 113.8 113.6 113.3 113.5
6’ 147.1 148.0 147.4 146.3
7 110.5 109.3 109.4 110.5
8’ 127.6 127.5 127.5 127.6
9’ 121.6 120.5 120.9 121.9
10’ 134.2 134.2 134.2 134.2
OH-6 - - - ---
OH-9 - - - ---
CH;0-1 54.2 54.1 - -—-
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Cuadro 19. Datos espectroscopicos de RMN-"H (500 MHZ, CDCls) de las palmarumicinas 51, 64, 87 y 88

'H (8, mult., J en HZ)

POSICION
Palmarumicina EG; Palmarumicina EG, Palmarumicina CP, Palmarumicina CP47
(87) (88) (51) (64)

1 4.85 (1H, Pseudo t dd, 6.0, 7.5) 4.93 (1H, Pseudo t dd, 6.0, 8.5) --- ---

2a 1.98 m 1.93m 2.841(6.5) 2.76 1 (6.5)

2b 242m 243 m

3 2.13m 220m 2.49 t (6.5) 2.51t(6.5)

4 — —— —— —

5 _— — — —

6 7.42 (1H, dd, 8.0, 1.0) 7.45 (1H, dd, 7.5, 1.0)

7 6.94 (1H, d, 9.0) 7.36 (1H, dd, 8.0, 8.0) 7.62 (1H,  8.0) 7.25 (1H, d, 9.0)

8 6.96 (1H, d, 9.0) 7.00 (1H, dd, 8.0, 1.0) 6.91 (1H, dd, 8.5,1.0) 7.07 (1H, d, 9.0)

9 — — — —

1 _— — — —

1’ 7.56 (1H, dd, 1.0, 7.5) 7.5 (1H, dd, 1.0, 8.0) 7.53 (1H, dd, 8.5,1.0) 7.60 (1H, dd, 9.0, 1.0)
2’ 7.46 (1H, dd, 7.5,7.5) 7.42 (1H, dd, 8.0, 8.0) 7.45 (1H, dd, 8.5, 7.5) 7.48 (1H, dd, 9.0, 7.5)
3 7.00 (1H, dd, 1.0, 7.5) 6.92 (1H, dd, 1.0, 8.0) 6.97 (1H, dd, 7.5, 1.0) 7.05 (1H, dd, 7.5, 1.0)
4’ — —— —— —

5’ — — — —

6’ — — — —

7’ 7.02 (1H, dd, 1.0, 7.5) 6.94 (1H, dd, 1.0, 8.0) 6.97 (1H, dd, 7.5, 1.0) 7.05 (1H, dd, 7.5, 1.0)
8’ 7.47 (1H, dd, 7.5, 8.5) 7.43 (1H, dd, 8.0, 8.0) 7.45 (1H, dd, 8.5, 7.5) 7.48 (1H, dd, 8.5, 7.5)
o’ 7.57 (1H, dd, 1.0, 8.5) 7.5 (1H, dd, 1.0, 8.0) 7.53 (1H, dd, 8.5, 1.0) 7.60 (1H, dd, 8.5, 1.0)
10’ - - - -—

OH-6 7.57 (1H, s) 12.36 (1H, s)
OH-9 7.03 (1H, s) 8.25 (1H, s) 12.44 (1H, s) 7.64 (1H, s)
CH;0-1 3.48 (3H, s) 3.51 (3H, s)
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Cuadro 20. Correlaciones observadas en los espectros NOESY (500 MHz, CDCls) de las palmarumicinas 51, 64, 87 y 88

- NOESY
POSICION
Palmarumicina EG; (87) | Palmarumicina EG, (88) | Palmarumicina CP, (51) | Palmarumicina CP17 (64)
1 3, 2a, CH;0-1, OH-9 3 - —
2 2b, 3 2b, 3 3, OH-9 3, OH-9
2a, 3 2a, 3
3 1, 2a, 2b, CH;0-1 1,2a,2b 2, OH-9 2, OH-9
4 — — — —
5 - — — .
6 7
7 6 6,8 8, OH-6
8 7 7, OH-9
9 — — — —
10
i 2,3 2,3 2,3 2,3
2’ 1’,3 1,3 1’,3 1’,3
3’ 22,10 22,10 1,2 1°,2
4’ — — — —
5’ — — — —
6’ — — — —
7 8,9 8,9 8,9 8,9
8’ 7,9 7,9 7,9 7,9
9’ 8,7 8,7 7,8 7,8
10 --- - — —
OH-6 2,3 7
OH-9 1, CH;0-1 — — 2,3,8
CH;0-1 1,3, OH-9 -— — —
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Cuadro 21. Correlaciones observadas en los espectros HMBC (500 MHz, CDCls) de las palmarumicinas 51, 64, 87 y 88

. HMBC (C— H)
POSICION
Palmarumicina EG; (87) | Palmarumicina EG, (88) | Palmarumicina CP, (51) | Palmarumicina CPy7 (64)
1 CH;0-1, 2a, 2b, 3 CH;0-1, 2a, 2b, 3 2,3 2,3
2 3,1 3 3 3
3 1,2a,2b 2a, 2 2
4 2a, 2b, 3 2a, 2b, 3,6 2,3,6,7 2,3,7
5 1,3 1,7 3,6,7 3,7,8, OH-6
6 7, 8, OH-6 8 7,8, 10 7, 8, OH-6
7 OH-6 --- 6, 8, 8, OH-6
8 OH-9 6, OH-9 6, 7, OH-9 7, OH-9
9 1,7,8, OH-9 7, OH-9 7, 8, OH-9 7, 8, OH-9
10 1,2b,7,8 1, 6,8 OH-9 2,6,8, OH-9 2,7,8, OH-9
1 3’ 3,0 3’ 3,2
2’ — — — —
3’ 1,2 P 1,2 1,2
4 1,2°,3 2,3 1,2°,3 1,2°,3
5’ 1’,3,77,9 1’,3,7,9 ’,3,77,9 1’,2,3,7,8,9
6’ 7,8,9 7,8 7,8,9 7,8,9
7 8,9 9’ 8,9 8,9
8’ — — — —
9’ 7 7 7 7,8
10° 1°,2°,8,9 1°,2°,8,9 1°,2°,8,9 1°,2°,8,9
OH-6 - - -—- -
OH-9 -—- -—- -—- -—-
CH;0-1 1 1 - -
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6.6. BIOSINTESIS PROPUESTA PARA LAS PALMARUMICINAS Y PREUSOMERINAS

Se ha propuesto que tanto las palmarumicinas como las preusomerinas, se
biosintetizan a partir de la ruta de los policétidos (figura 9), teniendo como precursor un
pentacétido que da origen al intermediario 1,8-dihidroxinaftaleno, que por un proceso de
oxidacion fenodlica y ataque de los grupos hidroxilo sobre los carbonos 1’ y 9’ al carbono 4,
dimeriza para formar el nucleo espiroacetal de las palmarumicinas, y que tras posterior
oxidacion de los carbonos 6 y 6’ y ataque 6-9° da lugar al nucleo bis-espiroacetal de las

preusomerinas (Bode ef al., 2000).
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Figura 9. Biosintesis propuesta para las palmarumicinas y preusomerinas
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6.7. EFECTO DE LOS METABOLITOS PUROS Y DE LOS DERIVADOS ACETILADOS SOBRE EL
CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS FITOPATOGENOS

La evaluacion del efecto antifungico de los compuestos puros y de sus derivados
acetilados se realiz6 sobre cuatro especies de microorganismos fitopatdogenos utilizando el
método de dilucion en agar, y a una concentracion de prueba de 100 pg/mL.

En el grafico 4 se presenta el efecto inhibitorio comparativo de las preusomerinas
EG; (36), EG; (38), EG; (37) [Macias-Rubalcava et al., 2008] y EG4 (86), aisladas de E.
gomezpompae sobre el crecimiento radial de dos hongos fitopatdogenos con importancia
economica; F. oxysporum y A. solani y dos fungoides fitopatdégenos: P. parasitica y P.
capsici. La preusomerina EG; (36), con excepcion de A. solani inhibe el 100% del
crecimiento de los microorganismos de prueba. Las preusomerinas EG; (38) y EGs (37)
inhiben significativamente el crecimiento radial de los cuatro microorganismos evaluados.
Sin embargo, la preusomerina EG4 (86) no inhibe de manera significativa el crecimiento de

ninguno de los fitopatogenos de prueba.

120 4

A. solani
100 1 B F. oxysporum
O P. capsici

P. parasitica

80 4

60 4

% Inhibicion

40 4

20 1

36b 38 37
Compuestos

Grafico 4. Efecto de las preusomerinas EG; (36), EG; (38), EG; (37) y EG4(86) y de los
derivados acetilados EG; (36a), EG; (36b) y EG4 (86a) [100 pg/mL], del hongo E.
gomezpompae sobre el crecimiento radial de diferentes microorganismos fitopatogenos. *
n=4, p<0.05
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Con la finalidad de estudiar la relacion estructura actividad de las preusomerinas
mayoritarias y/o de las mas activas, se obtuvieron derivados acetilados de las
preusomerinas EG; (36) [Macias-Rubalcava et al., 2008] y EG4 (86). El tratamiento del
metabolito secundario 36 con piridina/Ac,O generd la monoacetilpreusomerina 36a y la
diacetilpreusomerina 36b (figura 10). La preusomerina 36b fue obtenida por medio de la
reaccion de adicion de Michael (adicion de un grupo ‘acetato’ a una cetona-o,f insaturada).
Por su parte, la preusomerina EG4 (86) origin6 el derivado monoacetilado 86a (figura 10).
En el grafico 4 se observa que, en general, los tres derivados acetilados presentan un efecto
inhibitorio significativo sobre el crecimiento de los cuatro microorganismos fitopatégenos
de prueba. A diferencia de la preusomerina EG; (36), su derivado monoacetilado 36a inhibe
significativamente el crecimiento de 4. solani. Asimismo, en contraste con el producto
natural 86, su derivado monoacetilado 86a inhibe significativamente el crecimiento radial
de los cuatro fitopatdégenos evaluados.

La preusomerina EG; (36) y su derivado monoacetilado 36a poseen la mayor
actividad biolégica sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatdogenos de prueba;
posiblemente esta actividad se deba a la presencia de la cetona-o,[3 insaturada sobre los
carbonos C-2° y C-3°. La actividad bioldgica relacionada con esta caracteristica estructural
es evidente en su andloga la preusomerina inactiva EG4 (86). Sin embargo, la presencia de
grupos nucleofilicos en C-3’ en las preusomerinas 36b, 38 y 37 incrementa la actividad
inhibitoria sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatdogenos. El mecanismo de
accion del metabolito secundario 38, posiblemente se deba a la capacidad de la cetona-a.,f3
insaturada de sufrir reacciones de adiciéon con moléculas nucleofilicas, como por ejemplo
los grupos tiol y amino presentes en muchas enzimas bioldgicas, asi como con los grupos
amino de las bases puricas y pirimidinicas del ADN, interfiriendo de esta manera en los
procesos celulares. Asimismo, el nicleo preusomerina presenta cierta actividad inhibitoria
sobre el crecimiento de los microorganismos, inherente al anillo bis-espiroacetal.

El grupo hidroxilo sobre C-9 no es indispensable para la actividad biologica. Sin
embargo, al sustituirlo por un grupo acetilo, como en las preusomerinas 36a y 86a se
favorece la actividad biologica. La preusomerina monoacetilada 36a amplia su espectro de
accion de tres a cuatro organismos; y el derivado monoacetilado (86a) de la preusomerina

118 incrementa en un 50% su actividad inhibitoria sobre el crecimiento de los

UoQISNISIp K sopensay
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microorganismos fitopatogenos de prueba. Esto quizda se deba a que se aumentd la
permeabilidad de las membranas biologicas, al reducir el caracter polar de las moléculas,

facilitindose el transporte a través de la membrana fingica.

o] OH OCOCH, o] OCOCH,
i-,_ Piridina / Ac,O i i
o o ,0 _—

338

i ; ~OCOCH,

(36) (36a) (36b)
(¢] OH [¢] OCOCH,
i-__ Piridina / Ac,0 ;
o o_—’ (] o] 0___ EO
(¢] (¢]
(86) (86a)

Figura 10. Derivados acetilados de las preusomerinas EG; (36) y EG4 (86)

En el grafico 5 se presenta el efecto inhibitorio de las palmarumicinas CP, (51) y
CPy7(64) y de sus derivados acetilados CP;, (51a), CPy;(64a) y CP;;(64b) [figura 11] sobre
el crecimiento radial de los microorganismos de prueba: F. oxysporum, Rhizoctonia sp., A.
solani y P. capsici. En contraste, con la actividad bioloégica demostrada por las
preusomerinas aisladas de E. gomezpompae, las palmarumicinas y sus derivados acetilados,
presentan una limitada actividad antifiingica sobre el crecimiento de los microorganismos
evaluados a la concentracion de prueba que fue de 100 pg/mL, corroborando asi, que el

anillo bis-espiroacetal es indispensable para la actividad biologica.
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Gréfico 5. Efecto de las palmarumicinas CP, (51) y CPy7(64) y de los derivados acetilados
CP; (51a), CPy; (64a) y CPy; (64b) [100 ug/mL] del hongo E. gomezpompae sobre el
crecimiento radial de diferentes microorganismos fitopatogenos. * n=4, p<0.05

Los resultados de las evaluaciones biologicas de los compuestos puros permiten
confirmar que la actividad antifingica demostrada por las fracciones primarias VIII-XI se
debe principalmente a la presencia de las preusomerinas EG; (36), EG; (38) y EGs (37),
siendo la preusomerina EG; (36) el metabolito secundario mas activo aislado de E.
gomezpompae.

Finalmente, el ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (89) no presenta actividad
inhibitoria significativa sobre el crecimiento de los microorganismos de prueba, lo cual no
es sorprendente ya que el precursor de este compuesto es el ergosterol, un constituyente
ubicuo en el reino de los hongos e indispensable para su desarrollo. En general, muchos
hongos producen metabolitos secundarios derivados del ergosterol.

El ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-3-ona (89) se ha aislado de una amplia variedad de
hongos y se han reportado diferentes actividades bioldgicas: antibacteriana (Lu et al.,
2000), antitumoral sobre las lineas celulares Hep3B, HT-29, HeLa229 y AGS (Lee et al.,
2005), moderada actividad inmunosupresiva (Fujimoto ef al., 2004), diurética (Yuan et al.,

2004) y moderado efecto inhibidor de las cicloxigenasas 1y 2 (Zhang et al., 2002).
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Figura 11. Derivados acetilados de las palmarumicinas CP, (51) y CP;7 (64)

6.8. METABOLITOS SECUNDARIOS DE CALLICARPA ACUMINATA

Como se menciond en los antecedentes, la eleccion de C. acuminata como una
hospedera importante para el estudio de sus hongos endofitos, se realizdé con base en su
potencial alelopatico previamente demostrado por Anaya y colaboradores (2003). El
estudio quimico biodirigido sobre el extracto organico de hojas de C. acuminata condujo al
aislamiento de cinco metabolitos secundarios: el 4cido isopimarico (90), el
sandaracopimaradie-19-nol (91), el akhdarenol (92), la a-amirina (93) y la salvigenina (94)
[figura 11]. De estos componentes, la a-amirina (93) mostrd actividad fitotoxica sobre el
crecimiento de la raiz de Amaranthus hypochondriacus y Echinochloa crus-galli; el 4cido
isopimarico (90), demostré actividad antifingica sobre Helmintosporium longirostratum y
A. solani. Cabe mencionar que ninguno de los metabolitos secundarios aislados del extracto
del micelio de E. gomezpompae esta relacionado quimicamente con los aislados de C.
acuminata. Lo cual no es sorprendente ya que en la literatura se encuentra claramente
establecido que las preusomerinas y las palmarumicinas son metabolitos exclusivos de

hongos.
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Figura 12. Metabolitos secundarios aislados de C. acuminata: acido isopimarico (90),
sandaracopimaradie-19-nol (91), akhdarenol (92), a-amirina (93) y salvigenina (94)

El papel que desempeiian los metabolitos secundarios producidos por FE.
gomezpompae en la relacion planta (C. acuminata)-endofito (E. gomezpompae), parece ser
el de antagonistas de microorganismos fingicos. La colonizacion de los tejidos de C.
acuminata por E. gomezpompae, posiblemente promueve la resistencia de €sta al ataque por
hongos patogenos, debido quizéd a la produccion de las preusomerinas y, particularmente,
de la preusomerinas EG; (36), las que pudieran inhibir la colonizaciéon de los
microorganismos fitopatogenos (Wilson, 1993; Saikkonen et al., 1998); o bien, por
competencia directa por espacio y nutrimentos entre ambos organismos (endofito-
fitopatdgeno). Sin embargo, los mecanismos responsables de estas complejas interacciones

requieren de mayores investigaciones.
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7. CONCLUSIONES

El estudio quimico biodirigido del hongo enddfito E. gomezpompae permitié el
aislamiento y caracterizacion de metabolitos secundarios con actividad antifungica, de los
cuales tres presentan estructuras quimicas novedosas, corroborando de esta manera que el
criterio de seleccion basado en el potencial antagonico de esta especie de hongo enddfito es

importante para ampliar la posibilidad de obtener compuestos novedosos bioactivos.

La inhibicién causada por los extractos organicos derivados del medio de cultivo y
del micelio de E. gomezpompae, sobre el crecimiento de los hongos endofitos de prueba,
aislados de plantas tropicales, y la actividad antifungica demostrada por los metabolitos
secundarios producidos por E. gomezpompae confirman que este novedoso endéfito posee
un alto potencial alelopatico. Esto sugiere que el principal mecanismo mediante el cual este
enddfito compite por espacio y nutrimentos, pudiera ser la fungitoxicidad ejercida por
algunos de sus metabolitos secundarios, a diferencia de otros hongos endoéfitos que
incrementan su competitividad por su plasticidad para colonizar diversas especies de

hospederas y extenderse a través de la produccion de esporas.

El estudio quimico biodirigido del extracto activo del micelio del hongo endofito E.
gomezpompae permitid la obtencion de un derivado novedoso de preusomerina: la
preusomerina EG4 (86) y dos derivados novedosos de palmarumicina: la palmarumicina
EG; (87) y la EG; (88), y cinco compuestos conocidos: la preusomerina EG; (36), EG; (38)
y la EG; (37); la palmarumicina CP; (51) y la CP17 (64), y el ergosta-4,6,8(14),22-tetraen-
3-ona (89). La elucidacion estructural de estos compuestos se realizd por métodos
espectroscopicos y espectrométricos. En el caso de las palmarumicinas 64, 51 y 88, la

estructura se confirmé de manera inequivoca mediante un analisis de difraccion de rayos X.

Las preusomerinas EG; (36), EG, (38), EG; (37) y EG4 (86), asi como las
palmarumicinas CP;; (64), EG; (87) y EG; (88) constituyen metabolitos secundarios a la

fecha exclusivos del género Edenia.



Las preusomerinas EG; (36), EG, (38) y EG;3 (37), aisladas a partir del hongo E.
gomezpompae, asi como sus derivados acetilados presentan en general, una actividad
inhibitoria significativa sobre el crecimiento radial de F. oxysporum, A. solani, P.
parasitica y P. capsici. La preusomerina EG; (36) y su derivado monoacetilado 36a poseen
la mayor actividad bioldgica sobre el crecimiento de los microorganismos fitopatdgenos de
prueba, posiblemente esta actividad se deba a la presencia de la cetona-o,3 insaturada sobre

los carbonos C-2’ y C-3°.

En contraste con el potencial antifingico demostrado por las preusomerinas aisladas
de E. gomezpompae, todas las palmarumicinas evaluadas, asi como sus derivados acetilados
presentan una menor actividad inhibitoria sobre el crecimiento radial de los

microorganismos fitopatdgenos de prueba.

El presente estudio constituye una importante contribucion al conocimiento del
posible tipo de relacion ecoldgica que establece E. gomezpompae con otros
microorganismos asociados a diferentes plantas hospederas de la selva semi-decidua de la
Reserva Ecolodgica ‘El Edén’, Quintana Roo, asi como al posible papel de sus metabolitos
secundarios en estas complejas relaciones. Ademas, demuestra que los estudios sobre la
ecologia quimica de los hongos enddfitos son de gran importancia para el conocimiento de
los mismos, de las interacciones bioldgicas que establecen y para la busqueda de novedosos
compuestos con actividad bioldgica y posible utilidad en el control de algunas plagas y

enfermedades.



8. PERSPECTIVAS

e Obtener cantidades adicionales de las palmarumicinas novedosas EG; y EG;
aisladas del extracto del micelio de Edenia gomezpompae, mediante la preparacion
de un nuevo cultivo en mediana escala (60 L), lo que nos permitird evaluar la
actividad antifingica de estos compuestos y explorar los posibles mecanismos de

accion de todos los aleloguimicos aislados.

e Aislar y purificar los metabolitos secundarios responsables de la actividad
antifngica demostrada por el extracto del medio de cultivo de Edenia
gomezpompae, a través de un estudio quimico biodirigido utilizando el método de

dilucion en agar para monitorear la actividad bioldgica de las fracciones.

e Determinar cuantitativamente el efecto antifungico de los aleloquimicos aislados de

las fracciones activas.

e Establecer la estructura molecular de los compuestos bioactivos mediante la
aplicacion de métodos espectroscopicos, espectrométricos, quirodpticos y de

difraccion de rayos X.

e Determinar el efecto citotdxico de los extractos organicos y de los aleloquimicos
aislados sobre diversas lineas celulares con la finalidad de establecer posibles
efectos toxicos sobre el hombre y los animales.

e Profundizar en el estudio de las relaciones hospedero-endofito y en el papel que

desempefian las palmarumicinas y las preusomerinas aisladas en dicha relacion.
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Espectro 2. RMN-'*C (125 MHz, CDCls) de la preusomerina EG; (36)
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Espectro 7. RMN-'H (500 MHz, CDCls) de la preusomerina EG, (86)
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Espectro 8. RMN-'*C (125 MHz, CDCls) de la preusomerina EG, (86)
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Espectro 10. RMN-C (125 MHz, CDCl5) de la palmarumicina CP, (51)
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| OXaUY




€T

=)
. >
o = ~
- ] -
™ r @
©
- L

4'y6

Espectro 12. RMN-C (125 MHz, CDCl5) de la palmarumicina CPy7 (64)

| OXaUY



CH,O-1

2 Z
T %)
[e] C:l =
> o @ =
= . ~ oo
- ™ W o~

~

l t -
T T I T T T T I
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
T.en 1.00 Ll.l.s 2.62
a4.66 4.62 2.87

Espectro 13. RMN-'H (500 MHz, CDCls) de la palmarumicina EG; (87)
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Espectro 14. RMN-C (125 MHz, CDCl5) de la palmarumicina EG; (87)
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