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El presente trabajo se desarrolld en el drea de Productos Naturales,
compuestos orgdnicos derivados del metabolismo secundario de organismos vivos.
En este proyecto se utilizaron dos microorganismos de interés; la bacteria Bacillus
amyloliquefaciens y un hongo enddfito Fusarium sp, por lo cual este trabajo se ha

dividido en dos capitulos.

En el primer capitulo se presenta el estudio de los compuestos orgdnicos
aislados de la bacteria B. amyloliquefaciens ELI149, con ayuda de la resina
adsorbente Amberlita® XAD-16. Los compuestos estudiados son: de fipo
bacteriocina con un amplio espectro de actividad antibacteriana, las cuales
demostraron una alta resistencia al calor y pH (2-10) conservando su actividad, dos
lipopéptidos llamados Surfactina y Fengicina, con actividad antifUngica contra
hongos fitopatdgenos, y por Ultimo se aislaron dos compuestos tfipo policétidos
(macrolactinas) que con ayuda de la espectroscopia de RMN 1D y RMN 2D se
lograron identificar sus estructuras adecuadamente y se probd su actividad frente
a hongos fitopatdégenos en una concentraciéon minima (1 mg/mL) logrdndose
observar el dano celular producido por estos compuestos a microscopia de

contraste de fases.

En el segundo capitulo se presenta el estudio de los compuestos orgdnicos
obtenidos de un hongo enddfito llamado Fusarium sp. aislado de la planta Mentha
rotundifolia para evaluar su potencial biotecnoldgico. El extracto de esta cepa fue
capaz de inhibir el crecimiento de hongos fitopatdégenos. Mediante una
produccidén a gran escala se obtuvo un macro-extracto, fracciondndolo mediante
cromatografia en columna y posteriormente con cada fraccion se realizé una
nueva seleccion biodirigida para la localizacion de los compuestos responsables
de esta acftividad. Finalmente se realizdé la elucidacion estructural de los

compuestos obtenidos.



The presented PhD thesis was developed in the topic of organic chemistry of
natural products, which are organic compounds derived from secondary
metabolism of living organisms. In this project two different microorganisms were
investigated; Bacillus amyloliquefaciens bacterium and Fusarium sp. endophytic

fungus therefore this work was divided in two chapters.

In the first chapter, the study of the natural organic compounds isolated from
Bacillus amyloliquefaciens ELIT49 bacterium is realized with the help of an adsorbent
resin (Amberlite® XAD-16). The studied compounds are: bacteriocin like compounds
which were heat stable and were not sensitive to acid or alkaline conditions (pH 2—
10), with broad-spectrum antimicrobial activity, two lipopeptides called surfactin
and fengycin with antifungal activity against phytopathogenic fungi and at last two
polyketide compounds (macrolactins) which were completely elucidated with NMR
1D and 2D and were tested against phytopathogenic fungi in a minimum

concentration (1 mg/mL) observing a cell damage by contrast phase microscopy.

In the second chapter, the study of the organic natural compounds from
Fusarium sp. endophytic fungus, isolated from Mentha rotundifolia plant, is realized
to evaluate its biotechnological potential. This strain was able to inhibit the growth
of phytopathogenic fungi. Through a high scale production, a macro-extract was
achieved fractionating it by column chromatography to realize a new leaded
selection to localize the responsible compounds of this activity. Finally, the achieved

compounds were structurally elucidated.



odo se rige por reacciones quimicas; desde el universo al formar una

estrella hasta cuando una célula se divide para iniciar una vida. Es por

ello que son tan importantes para todo proceso. En los seres humanos
hay mds de 300 billones de células que realizan multiples reacciones teniendo
como resultado los metabolitos primarios, los cuales son esenciales para el
mantenimiento y funcionamiento de la célula. Eiemplo de este tipo de metabolitos
son carbohidratos, lipidos, proteinas y dcidos nucleicos. Todo este proceso se lleva
a cabo en células de humanos, pero de igual forma se realiza en otros organismos;
ahora bien, existen otras reacciones que se llevan a cabo y que no son vitales pero
que usualmente producen otros compuestos que ayudan a la supervivencia de las
mismas, estos son los metabolitos secundarios, también llamados productos

naturales. [1-4]

Es por ello que la exploracion de compuestos producidos por el metabolismo
secundario de células pertenecientes a plantas, insectos y mamiferos es muy
importante; sin embargo, otra fuente que no ha sido muy explorada son la de los
microorganismos tanto de bacterias y los hongos, siendo éstos un reservorio rico en
productos naturales de estructuras muy diferentes con multiples actividades para
el beneficio del ser humano. Los productos naturales pueden ser utilizados como

antibidticos, pigmentos, toxinas y promotores de crecimiento vegetal entre otros.

Los hongos también son ricos en metabolitos secundarios y por ello se estudio
de igual manera una coleccion de cepas de hongos enddfitos aislados de la
planta Mentha rotundifolia. Se trabajé con el hongo Fusarium sp. cuyo extracto
crudo se analizd para identificar los productos naturales responsables de inhibir el
crecimiento de hongos fitopatdgenos como son Alternaria alternata, Botrytis
cinérea y Fusarium oxysporum, que son los principales patdégenos responsables de

grandes pérdidas en la agricultura e incluso en cultivos postcosecha.
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En este trabajo se propuso la extraccion de productos naturales a partir de
un extracto tanto de la cepa de B. amyloliquefaciens como de Fusarium sp. y su
aislamiento y purificacion por técnicas cromatogrdficas para finalmente con
ayuda de técnicas espectroscdpicas y espectrométricas elucidar la estructura
total. También se realizaron pruebas bioldgicas de inhibicidn a bacterias y hongos

de los compuestos de interés.

11



La exploracion de productos naturales a partir de microorganismos es un
objetivo que estd emergiendo de la unién de la biologia y la quimica. El suelo es
uno de los hdbitats menos estudiados de la fierra, al que los humanos fratan como
algo sucio o contaminado; sin embargo, éste es el hdbitat mds Util de la tierra, ya
que en él se cultivan plantas, se realiza actividad de mineria (son ricos en minerales
de utilidad), se realiza la construccién de casas, edificios y algo mds importante

seria su uso para investigar productos quimicos medicinales.

Desde que el cientifico Selman Waksman descubriera la estreptomicina en
los actinomicetos, quimicos farmaceuticos y microbidlogos han cultivado diferentes
microorganismos del suelo y han realizado un escrutinio de los compuestos quimicos

con actividad de antibidtico que secretan los mismos. [1]

Alexander Fleming descubridé la peniciina en 1928 (Figura 1) y en
consecuencia se desencadend su desarrollo en la industria farmacéutica. Florey y
Chain en 1940 desarrollaron el descubrimiento de productos naturales a partir de
microorganismos como piedra angular en el descubrimiento de nuevos
compuestos en el siglo XX. A finales de este siglo algunos de los productos naturales
microbioldgicos han mostrado una gran aplicacion en el drea clinica como:
antfibacterianos, antifUngicos, antiparasitarios, anticancerigenos y agentes

inmMmunosupresivos.
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Figura 1. Alexander Fleming descubridor de la penicilina. Tomado de

https://www.biografiasyvidas.com/monografia/fleming/penicilina.htm

Sin embargo, ahora es la oportunidad de las companias farmacéuticas de
la mano con los investigadores para el descubrimiento de nuevos productos
naturales de origen microbiano. Varios factores resultan de este reto cientifico,
incluyendo el redescubrimiento de productos naturales frecuentemente
encontrados y los desafios técnicos asociados con la purificacion y la elucidacion

estructural de los mismos a partir de fermentaciones microbioldgicas. [2]

Los productos naturales son moléculas codificadas genéticamente que
tienen un impacto profundo en muchas dreas de investigacién, incluida la
medicina, quimica orgdnica y la biologia celular. Numerosos proyectos describen
la importancia de compuestos derivados de microorganismos, plantas y animales.
Estos compuestos mantienen una fuente importante para el descubrimiento de
farmacos y continta siendo una inspiracién para la quimica sintética por su

compleja arquitectura. [3]

Existen varias hipdtesis sobre el origen y la funcién de los productos naturales.
La mds aceptada considera que estos compuestos son de desecho que bajo una
presion de seleccion natural, se transforman en moléculas mensajeras que deben
resistir el fiempo suficiente para desplazarse entre los diversos componentes de la
comunidad microbiana; este hecho explicaria la tendencia de algunos productos

naturales de pequeno tamano de tener funciones bioldgicas variadas. [4]
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Los productos naturales han realizado contribuciones importantes a la
biologia celular, debido a su excelente potencia y especificidad. Ademds, los
compuestos producidos por bacterias contindan siendo una fuente importante
para el descubrimiento terapéutico, por lo que encontrar nuevos productos
naturales se ha vuelto mds dificil y nuevos métodos son necesarios. Métodos
basados en la gendmica, como la ingenieria gendmica y la metagendmica
mantfienen una gran promesa para el descubrimiento de nuevos productos
naturales. Es importante destacar que los productos naturales suelen ser género,
especie y hasta cepa dependiente, es decir, aunque se cultiven cepas del mismo

género y sean idénticas pueden producir productos naturales diferentes. [5]

El uso mds importante de los productos naturales de diferentes fuentes ha
sido como farmacos de fipo antiinfeccioso, en el ano 2000, estos compuestos
comercializaron 55 mil millones de ddlares, pero en el ano 2007, el mercado de

antibidticos fue de 66 mil millones de ddlares. [6]
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Capitulo 1

1.1 Antecedentes: Bacteria “Bacillus amyloliquefaciens”

El género Bacillus consiste en diversas bacterias grampositivas con forma de
bastdon que son moviles y aerdbicas, ademds de que son capaces de producir
endosporas (lo cual les hace resistir a condiciones ambientales desfavorables). La
ventaja de formar esporas es que se pueden aplicar faciimente en formulaciones
y fienen una alta viabilidad en comparacion con las células vegetativas y aunado
a esto, su ventaja de tener una distribuciéon en el suelo lo que lo hace facilmente

accesible. [7]

Las especies de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,  Bacillus
amyloliquefaciens y Bacillus pumilus estdn estrechamente relacionadas. Hay
especies que son conocidas por ser patdégenas, las cuales incluyen: Bacillus
anthracis, patégeno mortal para humanos y animales y B. cereus, que causa
intoxicacion alimentaria. Por ofro lado, B. thuringiensis y B. sphaericus son patdégenos
para insectos especificos y estas caracteristicas especiales los hacen ser buenos

candidatos como agentes de control bioldgico. (Figura 2)

Figura 2. Bacteria Bacillus observada a microscopia de inmersién. Tomada de

https://www.ecured.cu/Bacillus_thuringiensis
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Se puede decir que este tipo de bacterias son muy estudiadas por ser
productoras de compuestos con actividad bioldgica como antifUngicos vy

antibidticos (actividad antagdnica contra hongos y bacterias).

1.1.1 Productos naturales de Bacillus sp

Como ya se menciond la bacteria del género Bacillus sp. produce una gran
cantidad de compuestos con diferentes estructuras que muestran una amplia
diversidad de actividades bioldgicas. Los productos naturales sirven como armas
competitivas usadas contra otras bacterias u hongos e incluso contra insectos,
como agentes transportadores de metales o como promotores de crecimiento

vegetal. [8, 9]

Estas capacidades metabdlicas versdtiles hacen de esta bacteria una
fabrica guimica generando diferentes estructuras quimicas con alto potencial para
su uso industrial. Esta versatiidad de compuestos ha atraido la curiosidad de
quimicos y la actividad biolégica de dichos compuestos ha inspirado a la industria
farmacéutica para la buUsqueda de nuevas estructuras en los extractos

microbianos. [8, 9]

Esta bUsqueda de nuevas estructuras ha sido incluso impulsada por otro
factor importante y determinante en los Ultimos anos que es la resistencia de los
microorganismos patdégenos y causantes de enfermedades a los fdrmacos que ya
estdn en uso clinico. Esta resistencia ha traido cepas multirresistentes con gran
capacidad de atacar al ser humano y causar enfermedad por lo que la bUsqueda
de estructuras con actividad antibacteriana o antibidtica se ha abierto paso en la

quimica multidisciplinaria.

Pero no solo la salud humana es de gran importancia en la busqueda de
nuevos compuestos también el enfoque agricola. La poblacion mundial ha venido
creciendo ano con ano y ello ha provocado un aumento en la demanda de
alimentos. Sin embargo, el uso continuo del suelo y grandes cultivos han traido
también plagas, que atacan a los cultivos extensos provocando millones de
pérdidas econdmicas. La mayor parte de las plagas ademds de insectos, se deben

a los llamados hongos fitopatdgenos que causan diversas enfermedades en
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diferentes cultivos. El uso indiscriminado de pesticidas quimicos ha provocado
danos al medioambiente y la salud humana por lo que son deseables ofros
métodos mds sostenibles y sustentables como es el control bioldgico. La bUsqueda
de productos naturales con efectos nocivos a estos hongos fitopatdégenos es un

terreno fértil de investigacion en los Ultimos anos.

1.1.2 Bacteriocinas

Entre los compuestos mds estudiados con actividad antibacterial y que no
pueden pasar desapercibidos se encuentran las bacteriocinas. Las bacteriocinas
son péptidos bacterianos de bajo peso molecular que inhiben o eliminan a
microorganismos que generalmente estdn estrechamente relacionados; aunque
no siempre, con la cepa productora. Este tipo de compuestos tiene caracteristicas
variables como: su peso molecular, espectros inhibitorios y mecanismo de accidn.
Muchas bacteriocinas tienen una alta actividad especifica contra bacterias de
importancia clinica que incluyen cepas multirresistentes, tienen mecanismos de
accion diferentes a los productos quimioterapéuticos actuales y ademds por su
naturaleza peptidica pueden ser manipulados por ingenieria genética. Aunque se
prefieren bacteriocinas de amplio espectro, también se han encontrado algunas
de espectro estrecho que confrolan a patdégenos concretos sin afectar

negativamente a la poblacion o al individuo. [10]

Las bacteriocinas tienen muchas propiedades que las hacen alternativas
viables a los antibidticos. Estas propiedades incluyen su potencia, baja toxicidad,
la disponibilidad de bacteriocinas tanto de amplio espectro como de espectro
estrecho, la posibilidad de producirlos en gran escala y ademds como ya se
comentd la posibilidad de su manipulaciéon mediante la bioingenieria genética.
[10]
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Las bacteriocinas se clasifican en diferentes grupos [11]:

e Clase I: lantibiéticos que son pequenos péptidos que se someten a una

extensa modificacién postraduccional para producir el péptido activo.

e Clase Il: Son péptidos termoestables, de bajo peso molecular, activos con la

membrana de los microorganismaos.

e Clase lll: Son proteinas grandes, inestables al calor.

A lo largo de los anos se han aislado varias bacteriocinas de diferentes especies

de Bacillus [12] tal y como se muestra en la Tabla 1:

Tabla 1: Bacteriocinas encontradas en diferentes especies de Bacillus.

Bacteriocina

Cepa de Bacillus

Kurstakina

B. thuringiensis

Thuricina

B. thuringiensis

Entomocina

B. thuringiensis

Lichenina

B. licheniformis

Megacina

B. megaterium

Bacturicina

B. thuringiensis

Tochicina

B. thuringiensis

Coagulina

B. coagulans

Cereina

B. cereus

Polifermenticina

B. polyfermenticus

Subtilosina

B. amyloliquefaciens

Amilolisina

B. amyloliquefaciens

En la siguiente figura 3 se observan las estructuras tan complejas de dos

bacteriocinas aisladas y caracterizadas de B. thuringiensis como son la kurstakina

[13] y la thuricina CD [14].
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L Thuricina CD Trna

Figura 3. Estructuras de la kurstakina y la thuricina CD.

B. amyloliquefaciens también ha sido reportada como una especie productora
de bacteriocinas. Por ejemplo, la subtilosina A y B fueron aisladas de B.
amyloliquefaciens con pesos moleculares de 3400 Da. [15] El lanfibidtico amylolisina
de 3300 Da demostrd ser activo contra L. monocytogenes. [16] Un compuesto de
tipo bacteriocina de peso molecular de 11 KDa fue identificado también de la

misma especie y demostrd tener actividad contra muchas bacterias. [17]

El hecho de que los productos naturales difieren entre las diferentes cepas de la
misma especie hace pensar que la cepa B. amyloliquefaciens ELIT49 con la que se

ha trabajado en el laboratorio pudiera tener diferentes bacteriocinas.

1.1.3 Lipopéptidos

Ofros compuestos importantes producidos por varias especies de Bacillus sp. son
los lipopéptidos. Los lipopéptidos de Bacillus son pequenos compuestos que
contienen estructuras ciclicas de siete o diez aminodcidos y una cadena de dcidos
grasos de nueve o trece carbonos. Tienen una amplia variedad de actividades
bioldgicas como son antifUngicos, antiinflamatorios, antitumorales y antivirales,

entre otfras; aungue entre todas ellas la que mds destaca es su fuerte actividad
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antifUngica. [18] Esta variedad de actividades ocasiona que estas estructuras sean

de alfo interés para la industria quimica, farmaceéutica, alimenticia y la agriculfura.

Los lipopéptidos ciclicos, los cuales se muestran en la Tabla 2 vy figura 4, se han

dividido en tres grupos:

e Grupo lturina (iturinas, micosubtilinas y bacilomicinas)
e Grupo Surfactina

e Grupo Fengicina

Como se muestra en la Figura 4 las estructuras de estos compuestos son
complejas. Las surfactinas e iturinas son heptadepsipéptidos ciclicos mientras que
las fengicinas son decadepsipéptidos ciclicos. La mayoria de estos compuestos
tienen poderosa actividad surfactante y exhiben una accién de tipo detergente

en las membranas bioldgicas.

Tabla 2: Lipopéptidos aislados de diferentes cepas de Bacillus sp.

Lipopéptidos

Cepa de Bacillus

Surfactina A-D

B. subtilis

Bacircina

B. amyloliquefaciens

Halobacillina

B. licheniformis

Isohalobacillina

B. licheniformis

Lichenisina B. licheniformis
Daitocidina B. pumilus
Pumilacidina B. pumilus

Bacillomycina

B. amyloliquefaciens

lturina
Fengicina

Micosubtilina

B. amyloliquefaciens
B. amyloliquefaciens

B. subtilis

20



Mycosubtilin

Figura 4. Estructuras de algunos lipopéptidos

La surfactina es un poderoso surfactante con una cadena de siete
aminodcidos de secuencia (L-)-Glu-(L-)-Leu-(D-)-Leu-(L-)-Val-(L-)-Asp-(D)-Leu-(L-)-
Leu. El péptido estd unido a una cadena de B-acidos grasos mediante un enlace
de lactona. Los diferentes homologos de surfactina varian en la identidad de los
aminodcidos que se encuentran en la segunda, cuarta y séptima posicidon, puede
ser que cambien incluso el niUmero de dtomos de la cadena de dcidos grasos o
incluso la conformacién estructural. Al ser biosurfactante se inserta entre las capas
lipidicas, solubiliza los fosfolipidos, quelata los cationes y modifica la permeabilidad
de la membrana por formacién de canales causando disrupcion de la membrana

y solubilizacién de la membrana por un mecanismo similar a los detergentes. [18]
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La iturina tfambién tiene una cadena de siete aminodcidos con la secuencia
de  (L-)-Asn-(D-)-Tyr-(D-)-Asn-(L-)-GIn-(L-)-Pro-(D)-Asn-(L-)Ser. ~ Sus  compuestos
homologos micosubtilina, bacillomicina y bacillopeptina tienen cambios en
diferentes aminodcidos. Los compuestos de esta familia exhiben fuertes
actividades antifUngicas y hemoliticas, pero limitada actividad antibacterial. Su
actividad bioldgica se debe a su capacidad de formar poros conductores de
iones, provocando lisis osmotica (ruptura de la célula por un desequilibrio idnico).
[18]

En el caso de la fengicina es una cadena de diez aminodcidos con la
secuencia  (L-)-Glu-(D-)-Orn-(L-)-Tyr-(D-)-Thr-(L-)-Glu-(D-)-Ala-(Val)-(L-)-Pro-(L-)-GIn-
(D-)-Tyr-(L-)-lle y son producidas por varias especies de Bacillus sp, como B. subtilis,
B. cereus, B. amyloliquefaciens, and B. globigii. Muestran fuertes actividades
antifUngicas porque inducen cambios morfoldgicos en los hongos como son
vaciamiento y enrizamiento de las hifas (estructuras largas cldsicas de los hongos).
[9, 18]
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1.1.4 Policétidos

Ademds de los compuestos ya mencionados hay otra familia importante de
metabolitos de interés que son los policétidos los cuales tienen una actividad
relevante y se sintetizan de manera semejante a la ruta biosintética de los dcidos
grasos. Por ejemplo: la difficidina que tiene una actividad antibacteriana de amplio
espectro. Por otro lado, la macrolactina A es un compuesto con capacidad de

inhibir el crecimiento de bacterias estrechamente relacionadas. [?9] (Figura 5)

Difficidina
H Oxydifficidina

Bacillaeno Macrolactina A

oI

HO

Figura 5. Metabolitos tipo policétidos

La biosintesis de los policétidos se lleva a cabo por la polimerizacidon de
subunidades acetilo y propionilo obtenidas por la descarboxilacidon de malonil
coenzima A o metimalonil coenzima A, en un proceso similar a la biosintesis de
dcidos grasos (Condensacién de Claisen). Las enzimas involucradas en este
proceso son consideradas como una variante de las de dcidos grasos llamadas
policétido sintasas. Por lo que dependiendo del tipo podrian dar como resultado
tres tipos de compuestos: dcidos grasos, compuestos aromdticos y macrdlidos. [19]

(Figura 6)
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Figura 6. Ruta biosintética de los policétidos

1.1.4.1 Policétidos tipo macroélidos; Macrolactinas

Las macrolactinas son macrdlidos que en su estructura quimica contienen
fres unidades de tipo dieno separados en un anillo de lactona de 24 miembros, con
potentes actividades antibacterianas u otfras. La mayoria de estas macrolactinas
se derivan del metabolismo secundario de los microorganismos marinos, mientras
gue algunas de ellas también fueron producidas por algunos microorganismos del
suelo. [20] Las macrolactinas fueron descritas por primera vez por Gustafson en
1989, quien informd que estos compuestos tenian propiedades antivirales. Desde

entonces, se han aislado mds de veinte derivados. [21]

Originalmente la familia de macrolactinas clasificadas de la “A” a la “F"
(Figura 7) fueron aisladas de una bacteria marina que no habia sido clasificada. La
macrolactina A era de particular interés, debido a que demostrd propiedades
médicas muy interesantes ya que posee una actividad antfibacteriana selectiva. A

su vez tenia la capacidad de inhibir células cancerosas de melanoma en ensayos
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in vitro, asi como a los virus del herpes simple en mamiferos. Ademds, protege a las

células de linfoblastos contra el VIH, al inhibir la replicacion del virus.[21]

HO, OFA)H
(0] o OH

Macrolactina A Macrolactina B

o b
o Yo ) COOH
& - W

(0]

Macrolactina E Macrolactina F

Figura 7. Estructuras quimicas de macrolactinas A — F.

Con los anos la familia de las macrolactinas ha ido creciendo con el
descubrimiento de las macrolactinas de la “G” a la *M", asi como también la 7-O-
malonil macrolactina A, 7-O-succinil macrolactina A y macrolactina N (Figura 8).
[20] Un descubrimiento interesante fue la actividad anfibacteriana de 7-O-malonil
macrolactina A contra bacterias patdégenas de tipo gran-positivas, en particular su
accion contra Staphylococcus aureus resistente a metilciclina y enterococos

resistentes a vancomicina. [22]



HO HO

HO™ HO™

7-O-malonil macrolactina A 7-0O-succinil macrolactina A

Macrolactina N

Figura 8. Estructuras quimicas de 7-O-malonil, 7-O-succinil macrolactina A 'y de la

macrolactina N

Un estudio en 2007 logré la determinacion de macrolactinas como
productos naturales en la bacteria Bacillus amyloliquefaciens FZB42 ya que
identificaron en su genoma fres operones (grupos de genes completos que operan
para una determinada funciéon) pks1, pks2 y pks3 que codifican para la biosintesis
de policétidos. Los operones pksl y pks3 se le atribuyen a la producciéon de
bacillaeno y dificidina/oxidificidina, respectivamente, mientras que el operdn pks2
reveld que produce cuatro miembros de la familia de macrolactinas, macrolactina

Ay D, asi como 7-O-malonil macrolactina A y 7-O-succinil macrolactina A. [23]

La biosintesis de la macrolactina A se investigd utilizando experimentos de
adicién con BC-acetato, estos experimentos implican que el acetato/malonato
son los Unicos blogques de construccion utilizados para este esqueleto policétido. La
ruta biosintética comienza a partir del acetato y se logra mediante once
condensaciones de Claisen sucesivas que involucran once unidades de malonato.
Es muy probable que el acetato no se use directamente como iniciador porque no
se ha detectado una acil transferasa especifica de acetato en el operdn, asi que

es bastante probable que la ruta biosintética se inicie mediante la carga de un
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residuo de malonil catalizado por la enzima MInA-acil transferasa, seguido de la
descarboxilacion del malonato que proporciona la molécula iniciadora de
acetato en primera instancia. Posteriormente se realiza la elongacién hasta llegar

a las unidades correspondientes. [23]

1.1.4.2 Sintesis orgdnica de Macrolactina A

Debido a las interesantes actividades de la macrolactina A, desde hace
anos se estudiod su sintesis orgdnica en el laboratorio. Por lo que, en el ano de 1996
un grupo de la Universidad de Barcelona planted una estrategia en la cual los
dobles enlaces conjugados presentes en el esqueleto de la molécula Z E se
construyen mediante acoplamientos de dtomos de carlbono con hibridacion sp? y
el sistema conjugado E, E a través de una reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons
(desconexion C18-C9); los centros asimétricos en los C7 y C15 se formardn

mediante reacciones alddlicas (Esquema 1). [24]

Sintén A
Y OH Y
13
o%\ 0SiBu'Ph,
(0]
f—

N~ 15 19
HO o~ =

Macrolactina A ) o~

Sinton B

Esquema 1. Esquema retrosintético de la macrolactina A

Se plantea la desconexion de la macrolactina A en dos sintones: Ay B, via la
escisiéon en los enlaces de los carbonos C12-C13 y C23-OC1, respectivamente. Asi
mismo en el sintdbn A se propone nuevamente una desconexion en los carbonos
C7-Cé, C6-C5. Por ofro lado, el sintén B se desconecta solo en el C15-C14. Se sabe
que el resultado estereoquimico de la reaccion de aldehidos con enolatos quirales

derivados de etilcetonas, de propionatos, etc. (es decir, CHsCH2CQOY) [24a] puede
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controlarse con gran eficacia. Por el confrario, la estereoselectividad de
reacciones andlogas con metil cetonas derivados de acetato, (es decir, CHzCOY)
es generalmente mucho menos satisfactoria. Por lo que esta macrolactina A es un
desafio, ya que los aductos correspondientes pueden ser mds propensos a la

deshidratacion que las simples B-hidroxicetonas o ésteres. [24b]

Carreira y colaboradores proponen una sintesis total de la macrolactina A,
utilizando métodos de acoplamiento asimétrico catalitico C-C. Para ello emplean
reacciones de adicion de dienolato catalitico enantioselectivo para sintetizar los
dos fragmentos clave que contienen la mayor parte de la complejidad
estereoquimica de la molécula. Ademds, también emplearon el acoplamiento

Stille con Pd° para ensamblar los fragmentos principales. [25]

Su refrosintesis se basa en reconocer las tres regiones diferentes que
contienen los centros esterogénicos de la macrolactina A (Esquema 2). Analizando
su estructura, se encuentra un pafrén latente de oxigenacion 1,3 del macrociclo
acetogénico y esto guia a la desconexidn en tres subunidades clave de igual
complejidad: los fragmentos C(2)-C(2). C(11)-C(17) y C(18)-C(24). Proponen que los
dos primeros sintones de éstos podrian construirse con sus estereocentros hidroxi-
sustituidos mediante una reaccién de adiciéon de aldol acetoacetato. Por lo que
cada subunidad podria unirse entonces por pares mediante reacciones de

acoplamiento sp?-sp? catalizadas por Pd°. [25]
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BU3SH/\/CHO o o
Aldehido 1 2 0SiMe,

Dienolato 2

Esquema 2. Andlisis retrosintético de la macrolactina A

La sintesis comienza con el aldehido | que se hizo reaccionar con una
cantfidad catalitica de Il para dar el aducto alddlico acetoacetato protegido Il el
cual fue sometido a una corta secuencia de reacciones para obtener IV. Una 29
reduccién de IV al alcohol primario y la oxidaciéon de Swern generd el aldehido V,

como se muestra en el esquema 3. [25]
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Bu3Sn/\)LH BusSn” "o
1l
|
‘ ii-vi
tBuMe,SiO 0] tBuMe,SiO 0O
N AN -— ™ AN
BusSn H Vii-viii BusSn OBu
\) v
tBu
Soliy

oTisg  Br
SOLV
tBu

Esquema 3:i) 2 mol% II; i) NnBUOH, 80°C, 99%; iii) NaBH4, MeOH, 0°C; iv) MsCl, EtsN, 23°C,
71%; v) HF-py, THF, 23°C; vi) BuMe2SiCl, DMAP, CH2Clo, EtsN, 90%; vii) DIBAL-H, THF, -78°C; viii)

oxidacioén Swern, 80%.

Por otro lado, una reduccién selectiva del compuesto VI y una protecciéon
generd la acetonida VII. En un experimento separado el ioduro VI se alquild y una
ruptura ozonolitica de la hidrazina obtenida seguido de la olefinacion de Takai
genero el (E)-iodoalgueno IX. Se realizé una reaccidén de acoplamiento entre Vil y
IX para obtener el dieno X, el cual fue sujeto a varios pasos para obtener XI. La
condensacién de Xl con el fragmento V generd el hexadieno Xll el cual después
de tres pasos mds generd la macrolactina A, tal y como se muestra en el esquema
4. [25]
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Xl Macrolactina A

Esquema 4: i) MesNBH(OAC)3, MeCN, -10 °C, 87%; ii) Me2C(OMe)2, PPTS, 23 °C, 89%,; iii)
MeC(H)NNMey, LDA, THF, 0 °C, 75%; iv) Os, CH2Clz, -78 °C; v) CHal, CrClz, THF, 68%; Vi)
Pd2(dba)s, CdCly, iPraNEt, 69%; vii) DIBAL, -78 °C, THF, 80%; viii) Oxidacién Swern; ix) PhaP, CHalz,
KHMDS, THF, -78 oC, 78%; x) HF-py, THF, 23 °C, 80%; xi) (CF3CH20)2POCH2COCI, DMAP, CH2Cl2,
90%; xii) V, KHMDS, 18-C-6, THF, 60%; xiii) [Pd2(dba)s], N-Me-pirrolidinona, 58%; xiv) HF-py, THF,
23 oC; xv) Dowex-H, 23 oC, MeOH, 60%.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

Buscar y caracterizar productos naturales de origen microbiano producidos por la

bacteria Bacillus amyloliquefaciens ELI-149

1.2.2 Objetivos Particulares

= Obtener un exfracto metandlico con ayuda de la resina adsorbente
Amberlita® XAD-16.

= Fraccionar el extracto crudo de la bacteria seleccionada mediante técnica
de cromatografia en columna de gel de silice.

= Seleccionar de una manera biodirigida las fracciones para la bUsqueda de
los compuestos responsables de la actividad bioldgica contra bacterias
patdgenas y hongos fitopatdgenos.

= Aislar y purificar los compuestos; elucidar estructuralmente mediante

técnicas espectroscodpicas y espectrométricas.
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1.3 Discusion de Resultados

Para realizar la busqueda de metabolitos secundarios se selecciond una
cepa identificada como Bacillus amyloliquefaciens ELI-149. En trabajos previos de
laboratorio se habia observado que esta cepa tiene una alta capacidad de inhibir

el crecimiento de bacterias patégenas y hongos de interés agricola. [26]

Para el crecimiento de esta cepa, primeramente, se inoculd en un medio
liquido TSB, incubando por 7 dias a 29 °C con agitacion constante a 175 rom vy
adicionando 0.5 g/100 mL de Amberlita® XAD-16, con el fin de que la bacteria
tenga el tiempo suficiente para crecer y enseguida producir los compuestos de
intferés. Ya con el tiempo adecuado y con los compuestos adsorbidos en la
superficie de la resina se procede a decantar el medio cultivo dejando solamente
ésta, la cual se trata con lavados de metanol (20 mL) para desorber los compuestos
de su superficie (3 veces). Luego se procedio a filirar con ayuda de membranas de
25 uym para evitar el paso de células vegetativas y esporas. El liquido obtenido se
dejé secar hasta obtener un sélido marrdn con un rendimiento de 800 mg/L de

cultivo.

1.3.1 Fraccionamiento del exiracto y seleccién biodirigida de compuestos

antibacterianos

Se propone un primer protocolo para el fraccionamiento, el cual se realizé
mediante una cromatografia en columna de gel de silice, utilizando eluyentes con
un gradiente de polaridad. Después de varias pruebas con diferentes disolventes,
se encontrd el sistema adecuado para obtener una buena separacidén, como se

muestra en la fabla 3.
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Tabla 3. Primer protocolo de eluyentes utilizados para el fraccionamiento del extracto

Sistema Proporcion*
Hexano 100%
Hexano:AcOEt 10%
Hexano:AcOEt 25%
Hexano:AcOEt 50%
AcOEt 100%
AcOEt: MeOH 2%
DCM:MeOH 5%
DCM:MeOH 10%
DCM:MeOH 20%
DCM:MeOH 50%
DCM:MeOH 80%
MeOH 100%

*La proporcién es en porcentaje de acuerdo al disolvente de mayor polaridad.

Cada fraccidén obtenida de la columna se evapord y se monitored por
cromatografia en capa fina. Se obtuvieron nueve fracciones y cada fraccion fue
testada en prueba de antibiograma contra cada bacteria patégena. En la figura
9 y tabla 4 se muestran las pruebas contra bacterias Gram-positivas, resaltando en

circulos amairillos el halo de inhibicidn que produce los compuestos testados.
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Tabla 4. Bioensayos de inhibicidn de crecimiento de bacterias Gram-positivas de interés

médico

Fraccién N2 St saprophyticus Listeria R Bacills S.
aureus monocytogenes luteus cereus agalactiae

Control
Positivo

St. saprophyticus Listeria
monocytogenes

—

Micrococcus luteus Bacillus S. agalactiae
cereus

Figura 9. Bioensayos de las fracciones frente a bacterias gram-positivas.

Del mismo modo se realizd el enfrentamiento de las fracciones contra

bacterias Gram-negativas obteniendo la tabla 5 y figura 10, de igual manera se
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resaltan en circulos amarillos el halo de inhibicion que presentan los compuestos

testados.

Tabla 5. Bioensayos de inhibicidon de crecimiento de bacterias de interés médico Gram-

negativas

Fraccion E. Nellagle] Vibrio Vibrio Klebsiella Shigella  Pseudo  Serratia
coli nella cholerae  paraha monas
ch emolity

Vibrio vibrio
cholerge parahaemolyticus

Klebsiella Shigella Pseudomonas Serratia

Figura 10. Bioensayos de las fracciones frente a bacterias Gram-negativas.



Analizando las tablas 4 y 5 se observa que la mayor actividad inhibitoria
recae en la fraccion 8 (figuras 9 y 10 encerrados con un circulo amarillo el halo de
inhibicién), ademds de que la cantidad era suficiente para poder analizar sin

ningun problema. Por lo cual se decidié estudiar esta fraccion.

Debido a que este tipo de compuestos son solubles en agua se procedidé a
realizar un estudio de RMN H en D:20. El espectro no reveld ninguna senal
interesante. Se utilizaron diferentes disolventes deuterados sin tener éxito. Cuando
se utilizd MeOD se observd un sélido precipitado el cual se separd por medio de
decantaciéon, obteniendo dos fracciones una sdélida y otra liquida en metanol.
Ninguna de las fracciones se pudo observar en RMN. Al tener dos fracciones 8A y
8B (sdlido vy liquido) se volvid a realizar bioensayos contra dos bacterias (Gram-

positiva y Gram-negativa) para observar si ambas fracciones tenian actividad

biolodgica diferenciada. Los resultados obtenidos se muestras en la Tabla 6 y Figura

1.

Tabla é. Pruebas de inhibicién a bacterias seleccionadas frente F8A y F8B.

Sensidisco Listeriac monocytogenes Vibrio cholerae
bacteria grampositiva bacteria gramnegativa

E = Extracto crudo 15 11
[l = Fraccidon 8 19 10

Il = F8 A (sdlido 12 =
IV = F8 B (liquido 10 10
Las medidas aqui presentadas son en milimetros (mm)

Figura 11. Antibiograma con las fracciones F8A y F8B con bacterias
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Como se observa en la Tabla 6, la fraccién 8 completa prdcticamente
retiene la actividad bacteriana de todo el extracto crudo. Cuando se observa la
actividad de las fracciones 8A y 8B por separado, se observa que la fraccion 8A
sélo es activa contra la bacteria Gram-positiva (L. monocytogenes) mientras que
para la bacteria Gram-negativa (V. cholerae) es resistente, por el contrario, la
fraccion 8B es activa para ambos tipos de bacterias. Esto hace pensar que ambas
fracciones contienen compuestos diferentes y al realizar una cromatografia en
capa fina se observan dos bandas, mostrando lo diferentes que son los
compuestos. El hecho de no poder observar las senales bien definidas de los
compuestos por RMN nos hace pensar que pueden ser de origen proteico ya que
las senales observadas son anchas, poco resueltas; mds parecido a curvas y con
poca solubilidad debido a las caracteristicas propias de los péptidos, aunado al
alto poder antibacterial que poseen, por lo que se considera que ambas fracciones
podrian corresponder a compuestos de origen peptidico de alto peso molecular,
estructura compleja y que no se pueden visualizar adecuadamente en RMN, por el
tipo de senales poco resueltas ya que este tipo de compuestos al ser unidades
repetitivas de aminodcidos se tfraslapan unas con otras . Es por esta razén que se
readliza un estudio de purificacidn de péptidos por medio de SDS-PAGE
(electroforesis en gel de poliacriiomida con dodecil sulfato de sodio) usando el
equipo Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories USA) con una
concentracién de poliacrilamida al 12% usando como tampdn de corrida el Tris-
glicina y utilizando un voltaje constante a 90 Voltios. Al preparar este gel siguiendo
los protocolos estandarizados y calculando la curva de calibracion, con la ayuda
de un estdndar dentro del gel, se puede obtener la masa molecular de las
fracciones: 2.6 KDa para F8A y 4.1 KDa F8B.

Este gel se prepard por duplicado para que una parte se pudiera tenir para
revelarlo y ofra parte pudiera ser enfrentado a la bacteria Vibrio cholerae y que se

pudiera observar su actividad bactericida. (Figura 12)
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Figura 12. Gel de electroforesis (izquierdo) tenido con azul de coomassie y derecho gel de
electroforesis sumergido en placa Petri con la bacteria indicadora Vibrio cholerae, se

observa un halo claro de inhibicion.

La segunda parte del gel reveld que, a pesar de haber tratado a las
fracciones liquida y sélida a condiciones de desnaturalizaciéon de proteinas para
preparar el gel de electroforesis, éstas seguian manteniendo su actividad
antibacteriana. Esto demuestra que este tipo de compuestos corresponden a
bacteriocinas (antibidticos peptidicos mencionados en los antfecedentes) que son
extremadamente resistentes a fuertes condiciones. Por ello se tratdé a estas
fracciones a condiciones de diferentes valores de pH y de temperatura para

posteriormente probar la efectividad de su actividad anfibacteriana.
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1.3.1.1 Evaluacién de la estabilidad de las bacteriocinas bajo diferentes pH y

temperaturas

Se analizé la estabilidad de las bacteriocinas exponiéndolas en un rango de
temperatura desde 60, 70, 80, 920, 100 y 121 °C por 15 minutos y de igual manera se
sometieron a diferentes valores de pH que fueron: 2, 6, 8 y 10 con HCI 4M y NaOH
4M siguiendo los procedimientos de Bizani y Brandelli [12], posteriormente al tratar
a estos compuestos en estas condiciones se volvian a probar con la cepa
indicadora Vibrio cholerae. El resultado obtenido fue que en un rango de
temperatura de 60 - 90 °C la actividad no se modifico; sin embargo, para 100 °C se
reduce Unicamente un 10% y en 121 °C se ve afectada completamente Ia
actividad, por ofro lado con los diferentes valores de pH no se altera la actividad

antfimicrobiana.
1.3.1.2 Seleccién biodirigida de metabolitos con actividad antifongica

Las mismas fracciones obtenidas del fraccionamiento general se enfrentan
a hongos fitopatdgenos de interés agricola: Fusarium oxysporum, Paecilomyces sp
y Mucor sp. De entre todas las fracciones, la fraccién 7 fue la que tuvo una notoria
actividad inhibiendo el crecimiento de estos hongos como se muestra en la

siguiente tabla 7 y figura 13.
Tabla 7. Bioensayos de las fracciones frente a hongos fitopatdégenos

Fraccion Fusarium Paecilomyces sp Mucor sp
oxysporum

Control positivo
Las medidas aqui presentadas son en milimetros , control positivo: miconazol
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Fusarium oxysporum Paecilomyces Mucor sp

Figura 13. Bioensayos de inhibicidon de crecimiento de las fracciones frente a hongos

Cabe destacar que la fraccion 6, que habia sido eluida con dicloro:metanol
70/30, al ser evaporada formo un cristal cuadrado muy definido, pero no tuvo
actividad antifngica. Sin embargo, la fraccién 7 eluida con dicloro:metanol 60/40

fue un polvo blanco la cual si presentd actividad antifUngica.

Con la informacidn anterior, donde su aspecto fisico es diferente de ambas
fracciones y sospechando que pudieran tener compuestos diferentes, se realizaron
pruebas hemoliticas que consisten en poner estos dos compuestos de las fracciones
6y 7 en un medio que contiene sangre (eritrocitos). Esta prueba daria una idea de
si los compuestos eran hemoliticos (lisaban los eritrocitos generando halos
alrededor de los discos) y se observd que solo la fraccidn que tenia actividad
antifingica (fraccién 7) tenia la capacidad de lisar a los eritrocitos generando un
halo de lisis, no asi la fraccion 6. La fraccidn é (cristalina) fue sometida a difraccién

de rayos X; sin embargo, el resultado solo pudo arrojar que era una sal binaria.

Por los datos de la literatura, en donde la mayoria de compuestos
antifUngicos son de la familia de los lipopéptidos, se propuso que ambas fracciones
correspondian a lipopéptidos diferentes. Ambas fracciones fueron sometidas a
espectrometria de masas confirmando que la fraccidn que no tenia actividad
(fraccidn 6) correspondia a la surfactina; un lipopéptido con baja actividad
antifUngica por si solo, pero con sinergismo con ofros lipopéptidos. La fraccion 7
que si tenia actividad correspondia a la fengicina; un lipopéptido con fuerte

actividad antifUngica.
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Respecto al andlisis espectrométrico de masas se pudo observar que la
fraccion 6 mostraba un grupo de picos muy definidos con valores de 994 - 1074 m/z
gue son valores homologos a la surfactina. Ademds, presentaba picos en [M+H]*
de m/z =994, 1008, 1022 y 1036 revelando diferencias de 14 Da correspondientes a
los metilenos (CHz2) de las cadenas dlifaticas. Los picos en m/z de 1046 y 1060
podrian ser atribuidos a los aductos de potasio [M+K]*, mientras que los picos en
m/z de 1058 y 1074 podrian corresponder a los aductos de sodio [M+Na]*. La
fraccion 7 mostraba un grupo de picos bien definidos en valores de 1436y 1493 m/z
que son atribuidos a compuestos de tipo fengicina, el cual es el mayor de los
lipopéptidos, como ya se ha comentado en los antecedentes (Figura 14). Todos los
datos obtenidos fueron comparados con los reportados por la literatura

observandose la similitud de datos obtenidos con los ya reportados.
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Figura 14. Espectrometria de masas de los compuestos tipo lipopéptidos. (A) Espectro del
lipopéptido surfactina obtenido por FAB+MS, picos en un rango de m/z = 994, 1008 y 1036
Da fueron detectados. (B) espectro del lipopéptido fengicina obtenido por EI-MS picos en
elrango de m/z = 1436 — 1493 Da.
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1.3.1.3 Deteccidn de la actividad antifdngica y daio celular de los lipopéptidos en
hongos fitopatéogenos

Los compuestos fengicina y surfactina se evaluaron por separado y en
conjunto para observar si pudiera haber sinergismo entre ambos compuestos

(Figura 15).

Figura 15. Determinacién de la actividad antifungica de fengicina (F) y surfactina (S) por
medio de difusion en agar: (A) Fusarium oxysporum, (B) Fusarium avenaceum, (C) Mucor

sp y (M) miconazol como confrol positivo. 23

Para evaluar la actividad antifUngica de los compuestos surfactina y
fengicina, se tomd una muestra de la orilla del halo de inhibicion para su
observacion a microscopia de contraste de fases. Esto se realizd con la finalidad
de observar el dano producido por los lipopéptidos en los hongos probados Mucor

sp. F. oxysporum y F. avenaceum, como se observa en la figura 16.



Figura 16. Dano de las estructuras fungicas por los lipopéptidos por microscopia de

contraste de fases; (Ay D) Mucor sp., (By E) F. oxysporumy (C vy F) F. avenaceum.

En la imagen anterior se observa el dano provocado por los compuestos. Los
controles en donde se encuentran los hongos sin compuestos aparecen en |os
paneles A, B, C mientras que los hongos tratados con los lipopéptidos aparecen en
los paneles D, E y F. En los paneles inferiores se observa una disminucion en todas
las estructuras fungicas (micelios y esporas). Ademdas, las hifas (estructuras
alargadas y tfubulares de los hongos) aparecen curvadas (flecha roja), delgadas y
mal tenidas. Este cambio tan drdstico pone de manifiesto el dano celular
producido por la presencia de los compuestos que le impiden al hongo crecer de
manera correcta, provocando la lisis de la hifa y por ende una disminucion

considerable de las esporas.
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1.3.2 BUsqueda de metabolitos de tipo policétido

Del fraccionamiento inicial, como ya se comentd, se obtuvieron nueve
fracciones siendo las fracciones 7 y 8, las que tuvieron actividad antifingica y
antibacterial. Sin embargo, habia otras fracciones de interés que se analizaron del
mismo extracto que fueron compuestos de tipo “dicetopiperazinas” ya
anteriormente analizados y reportados [27]. Sin embargo, una de ellas era la
obtenida con acetato de etilo y metanol al 2% (fraccién 5) que no parecia ser
ningun compuesto anteriormente identificado. Las fracciones analizadas
anteriormente (6, 7 y 8) eran las que se obtenian en mayor proporcion por lo que la
cantidad no era un obstdculo. Lo contrario ocurria con esta nueva fraccion 5 la
cual se obtenia en cantidad reducida. Por este motivo se realizaron adecuaciones
a la columna, tratando de controlar la obtencidn en mayor proporcidon de esta

fraccion de interés. Se utilizaron las polaridades que se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Fraccionamiento en columna de gel de silice para obtencion de la

fraccion 5.

Fraccion Sistema Proporcién
M1 Hexano 100%
M2 Hexano 100%
1A AcOEt 100%
1B AcOEt 100%
1C AcOEt 100%
2A AcOEt: MeOH 2%
2B AcOEt: MeOH 2%
2C AcOEt: MeCOH 2%
3A DCM:MeOH 5%
3B DCM:MeOH 5%
3C DCM:MeOH 5%
4A MeOH 100%
4B MeOH 100%

4C MeCOH 100%
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Se analizé por medio de RMN de 'H los extractos y en la fraccion de 2B
(AcOEt: MeOH 2%) con un peso de 15 mg se observaban senales muy interesantes
a lo largo del espectro que iban de 7 ppm a 2 ppm por lo que se denomina como

compuesto 1 el cual se procede a purificar.

Para su purificacidon se utiliza una columna de gel de silice de
aproximadamente 12 cm de largo y un didmetro de 1 cm utilizando sistemas de
hexano, acetato de efilo y metanol en diferentes proporciones. El compuesto 1 se

observo en el sistema de AcOEt:MeOH 10% v se procedid a su caracterizacion.
1.3.2.1 Caracterizacion de 7-O-succinil macrolactina A

Se obtuvo un espectro de infrarrojo (IR) el cual nos muestra informacion
acerca de los posibles grupos funcionales presentes en la estructura quimica del

compuesto 1, como se muestra en la Figura 17.
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Figura 17. Espectro de IR del compuesto 1

En la figura 17 se observan bandas en 3300 cm! que puede corresponder a
grupos hidroxilo de dcidos o alcoholes, también se observa otra banda presente

en 2900 cm! correspondiente a enlace C-H de grupos metilo y metileno. En la
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region de 1700 cm™' se observa una banda ancha y pronunciada que corresponde
a grupos funcionales de tipo lactona vy tipo polieno. Cabe mencionar que se
observa una banda muy pronunciada en 2300 cm ! que es un remanente de CO2

por parte del equipo usado.

Se procedid a realizar el andlisis de los espectros obtenidos por resonancia

magnética nuclear de 'H de 500 MHz en CDCls, como se observa en la Figura 18.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz en CDCls del compuesto 1

En el espectro de RMN de 'H se observan diferentes senales con sus
diferentes multiplicidades para los diferentes hidrogenos presentes. Haciendo una
rdpida visualizaciéon de las senales se puede observar en la region de 6.5-4.5 ppm
senales multiples que podrian ser asignadas a hidrogenos olefinicos, en la region de
3.0-1.0 ppm podrian ser hidrégenos de carbonos con hibridacién sp3, vecinos a un

atomo mads electronegativo.
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Dada la complejidad que tiene el espectro de 'H se tuvo que obtener y
analizar de manera exhaustiva y por medio de expansiones el espectro 2D COSY
para poder asignar inequivocamente el espectro de H. Primeramente se analiza
la expansidn del espectro COSY que comprende la regidn de 7.2 a 4.5 ppm, como
se muestra en la figura 19. Se realiza el andlisis de los espectros de RMN de H y

COSY simultdneamente.
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Figura 19. Expansidon 7.2 — 4.5 ppm del espectro 2D COSY del compuesto 1

En el espectro de RMN de 'H en 7.10 ppm (H4) se observa una senal que
integra para 1H, teniendo una multiplicidad de doble de dobles (dd) (J =14, 11 Hz),
la cual se observa que en el espectro COSY se correlaciona con otras dos senales;
la primera la senal en 6.50 ppm (H3) que es un triple (J = 11 Hz) que integra para un
hidrégeno y una segunda senal en 5.95 ppm (H5) que es una senal multiple que
integra para cuatro hidrogenos; sin embargo, uno de éstos es con quien se acopla
la senal en 7.10 ppm por lo que los ofros hidrégenos son de ofra senal fraslapada

en el mismo desplazamiento.

48



Seguida aparece la senal en 6.64 ppm (H?) la cuales dd (J =11, 15 Hz) que
integra para un hidrégeno, la cual correlaciona en el COSY con dos senales; la
primera con la senal en 6.04 ppm (H10) la cual se observa como una senal multiple
traslapadas con otras que integran para 4 hidrogenos donde solo uno de ellos se
acopla con esta senal; la segunda senal es en 5.68 ppm (H8) la cual es una senal

dd (J =15, 3.5 Hz) que integra para un hidrégeno.

En 6.50 ppm se encuentra la senal de H3, descrita anteriormente ya que se
acopla con H4, que también tiene un acoplamiento con una senal en 5.59 ppm
(H2) que es una senal multiple donde uno de los hidrégenos presentes en esa senall
es con quien se acopla H3. La senal H2 solo tiene un acoplamiento con H3, por lo
que se puede inferir que el carbono C2 estd unido a un dtomo el cual no posee

mas dtomos de hidrégeno.

En 6.11 ppm (H17) se observa una senal la cual estd dentro de una senal
multiple traslapada, sin embargo, se logra identificar el tipo de multiplicidad que es
dd (J = 15, 10 Hz) la cual tiene dos acoplamientos en el espectro 2D COSY: el
primero dentro de esa misma region traslapada; 6.06 ppm (H18) la cual se observa
como una senal multiple que integra para un hidrégeno. A su vez esta senal de H18
se encuentra acoplada con 5.63 ppm (H19) el cual es una senal multiple que
integra para un hidrégeno. El segundo acoplamiento es con una senal en 5.53 ppm
(H16) la cual integra para un hidrégeno. En esta region también se encuentra H10
el cual se acopla con H? y con una senal en 5.35 ppm (H11) la cual es una senal

multiple que integra para un hidrégeno.

En 5.68 ppm se observa la senal de H8 que se acopla con HY, sin embargo,
presenta otro acoplamiento con la senal en 5.60 ppm (H7) el cual se encuentra en
la regidon de traslapado de senales donde se observa que uno de los cuatro

hidrégenos a los cuales integra la senal es con quien se acopla H8.

En 5.53 ppm se observa a H16 quien se acopla con H17, anteriormente
mencionado, y también con la senal en 4.58 ppm (H15) el cual denota una

multiplicidad triple (1) (J =7 Hz) la cual integra para un hidrégeno.
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Con los datos analizados hasta ahora se puede asignar una parte del

espectro de RMN H del compuesto 1, tal y como se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Expansién 7.2-4.5 ppm del espectro de RMN de 'H a 500 MHz del compuesto 1.

Siguiendo con el andlisis del espectro se redliza la expansidon de la regién

4.30-1.30 ppm del espectro 2D COSY, tal y como se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Expansién del espectro COSY compuesto 1 de la regién 4.30 - 1.30 ppm

En la region de 4.13 ppm (H13) se observa una senal multiple que integra
para un hidrégeno la cual se acopla con la senal de 3.0 ppm (H12a) que denota
una multiplicidad de doble de triples (dt) (J = 10, 13 Hz), ademds tiene un segundo
acoplamiento con otra senal en 2.34 ppm (12Hb) que es una senal multiple que
infegra para un hidrégeno. La senal de H12a se acopla a su vez con H12b por lo
que se puede decir gue forman parte de un metileno pegado a un centro quiral y
por eso los hidrégenos son diastereotépicos. Ambas senales H12a y H12b se

acoplan con H11 en 5.35 ppm como ya se menciond anteriormente.

En 2.68 ppm (H3') y 2.62 ppm (H2') se observan dos senales multiples que
infegran ambas para dos hidrégenos y se acoplan Unicamente entre ellas. La
siguiente senal es en 2.58 ppm (Hé) la cual muestra una multiplicidad friple (t, J =7
Hz) que integra para dos hidrégenos, esta senal se acopla con la sefal H5 y H7,

anteriormente mencionadas.
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Las siguientes senales en 2.19 ppm (H20b) y 2.09 ppm (H20a) se observan
como senales multiples que integran para un hidrégeno y se acoplan con la senal
en 1.51 ppm (H21) la cual es un multiple que integra para dos hidrogenos. La
siguiente es la senal en 1.86 ppm (H14) que es una senal multiple que integra para
dos hidrégenos y tiene un acoplamiento con H15 y H13. La siguiente senal aparece
en 1.57 ppm (H22) como una senal multiple que integra para dos hidrégenos y que
se acopla con H21 y H23 (4.8 ppm, multiple e infegra para un hidrégeno). La
siguiente senal aparece en 1.51 ppm (H21) la cual exhibe una multiplicidad multiple
con una integraciéon de 2 hidrégenos y que se acopla con H22 y con H20a y H20b.
Por Ultimo, se observa una senal doble en 1.29 ppm (H23-Me) (d, J =6 Hz) la cual
tiene solo un acoplamiento con H23 (4.98 ppm). Con este andlisis se asignan las

senales en el espectro 1D de RMN H a 500 MHz, como se observa en la Figura 22.
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Figura 22. Expansidn 4.3 — 1.3 ppm del espectro de RMN de 'H a 500 MHz del compuesto 1
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También se adquirié el espectro de RMN de 3C vy se realizd una asignacion
primaria, en donde se observaron 28 carbonos presentes en el compuesto 1, como

se observa en la Figura 23.
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Figura 23. Espectro de RMN de 3C a 125 MHz en CDCls del compuesto 1.

Se observan entre180 ppm y 165 ppm tres senales que por la regién son de
tipo carbonilo. Las sehales que aparecen en la regién de 145-115 ppm indican que
los carbonos son de hibridacién sp? (dobles enlaces); en la regién de 75-70 ppm se
muestran los carbonos de hibridacién sp3, pero con la particularidad de que son
terciarios lo que indica gue son CH que por el mismo desplazamiento que exhiben
denotan que uno de los dtomos vecinos es de mayor electronegatividad que el
propio dtomo de carbono. Por Ultimo, en la regidon de 40-15 ppm se presentan los
carbonos de hibridaciéon sp3 de tipo alcanos. Sin embargo, para una correcta
asignacion de los carbonos con su correspondiente senal de hidrogeno se

procedid a la obtencién del espectro 2D HSQC, como se observa en la Figura 24.
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Figura 24. Espectro HSQC del compuesto 1.

Se puede observar que los tres carbonos que aparecen en la regidon entre 180
ppm y 165 ppm no fienen correlacion con ningun hidrégeno por lo que confirma
que son carbonilos. Para disipar las dudas entre los grupos CH, CH2 y CHa se realiza
un experimento DEPT 135, ya que este experimento establece que las senales
pertenecientes a los grupos CHs y CH aparecen como senales hacia arriba, en
cambio los grupos CH2 aparecen como senales hacia abajo, como se observa en

la Figura 25.
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Figura 25. Espectro DEPT 135 del compuesto 1.

Todo el andlisis presentado de los espectros de RMN de 'H, COSY, RMN de
13C, HSQC y DEPT 135 se resumio en la siguiente tabla 9 para la elucidacion del

compuesto 1.

Tabla 9. Resumen de las senales de los espectros.

Correlacion Tipo de carbono
Hppm 13C ppm DEPT 135

- 175.5 -

- 174.2 -

- 166.7 -
6.50 142.1 CH
5.95 138.0 CH
5.63 135.5 CH
5.53 132.2 CH
6.11 131.5 CH
5.68 131.1 CH
6.04 130.4 CH
6.06 130.2 CH
7.10 130.0 CH

5.35 127.6 CH
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6.64 125.2 CH

5.59 118.7 CH
5.60 72.4 CH
4.98 71.6 CH
4.13 70.6 CH
4.58 70.3 CH
2.58 39.4 CHz
1.86 39.0 CHz
1.57 34.8 CHz
3.0, 2.34 34.5 CH2
2.19, 2.09 32.0 CHz
2.68 29.6 CHz
2.62 28.8 CHz
1.51 24.4 CHz
1.29 20.6 CHs

Con la informacién de los espectros de RMN e IR, se propone la estructura

quimica del compuesto 1, que se muestra en la figura 26.

Figura 26. Estructura propuesta para el compuesto 1.

De los datos que se tienen en la literatura, tal y como ya se describid en los
antecedentes, la bacteria Bacillus amyloliquefaciens es capaz de producir
compuestos del tipo “policétido-macrdlidos” que poseen diversas actividades
bioldgicas. Al realizar una comparacion de la estructura obtenida se pudo
identificar que se frata de la 7-O-succinil macrolactina A. La estructura coincide
con la informacién obtenida; sin embargo, debido a que es una molécula quiral

con cuatro carbonos asimétricos, para poderle asignar la estereoquimica se
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procedi® a obtener su rotacidén optica. El dato obtenido mediante el uso del

polarimetro fue de:
[a]3* = —46.46 (c = 0.99, MeOH)

Se compard el resultado obtenido con lo reportado por Romero-Tabarez y
colaboradores en 2006 [22] quienes obtuvieron una rotacién déptica de [a]3? =
—19.9 (c = 0.7, MeOH). Se observa que el signo es el mismo y la diferencia puede
ser incluso por la cantidad o alguna impureza pequena que pudiera tener el
compuesto. Con los resultados obtenidos se asignd la estereoquimica del
compuesto 1 y su hombre, que fue 7-O-succinil macrolactina A, tal y como se

muestra en la Figura 27.

HO

HO"

Figura 27. Estructura con estereoquimica del compuesto 1, 7-O-succinil macrolactina A.

1.3.3 Estudio de medios para posible aislamiento de otras macrolactinas

Revisando la literatura se puede observar que existen reportadas una
variada gama de macrolactinas aisladas de diferentes cepas [20]. Con la inquietud
de analizar si cambiando el medio de cultivo se podrian obtener otros compuestos
de tipo macrolactinas se procedid a cultivar en ofros medios de cultivo a la

bacteria B. amyloliquefaciens ELI149.



Se procedid a seleccionar un medio de cultivo menos nutritivo que el que se
habia empleado, tripticaseina de soya (TSB), por lo que se selecciond el medio
“Luria Bertani” (LB) el cual contiene menos nutrientes que el (TSB), pero es un medio
medianamente rico. Por lo que se procedid a obtener el respectivo extracto de
este nuevo medio obteniendo 700 mg de extracto crudo a partir de un litro de
cultivo. Este se sometié a un fraccionamiento general para la bUsqueda de
macrolactinas. El resultado fue interesante ya que se obtuvo el mismo compuesto.
Esto podria ser un indicativo de que el medio no era una condicion tan
determinante como lo es la propia especie. El medio TSB y LB poseen en su
composicion peptonas y extracto de levadura por lo que no eran muy diferentes
en constitucion, pero en cantidades el medio TSB contenia mayor proporcién de

nutrientes por litro que el medio LB.

Por lo que, se procedid a volver a cambiar el medio de cultivo a uno
extremadamente pobre con un minimo de nutrientes llamado TrisG el cual sdlo le
aporta una fuente de carbono (glucosa) y el resto sélo son sales (principalmente
este medio se utiliza para la induccién del proceso de esporulacién). Este se
sometid a un fraccionamiento general para la bUsqueda de macrolactinas y se
observa que en la fraccion 5B el cual fue obtenida de un sistema AcOEt 100%, se
obtuvo un espectro de RMN de 'H con senales muy parecidas a 7-O-succinil
macrolactina A, pero con algunas diferencias en la integracién de senales, asi
como algunos desplazamientos, por lo que se procedié a purificar para identificar

el compuesto 2.

Para su purificacion se utilizd una columna cromatogrdfica con soporte de
gel de silice, de 10 cm de largo con un didmetro de 1 cm utilizando sistemas de
hexano y acetato de etilo en diferentes proporciones. El compuesto 2 se observd

en el sistema Hex:AcOEt 90% y se procedid a su caracterizacion.
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1.3.3.1 Caracterizacion de macrolactina A

Para la adecuada caracterizacion del compuesto 2 se obtuvieron los

espectros de RMN 1D y 2D. En la siguiente figura 28 se observa el espectro de RMN
de 'H a 500 MHz en CDCls.
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Figura 28. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz en CDCls del compuesto 2.

Cuando se analiza este espectro de 'H de RMN, se observa que tiene senales
muy similares al espectro obtenido de la 7-O-succinil macrolactina A, sin embargo,
se notan unas pequenas diferencias en los desplazamientos quimicos. Hay que
tener en cuenta la cantidad de macrolactinas reportadas que tienen el mismo
ciclo de 24 dtomos de carbono con sustituyentes diferentes. Por lo que se tenia que
analizar el espectro cuidadosamente y al igual que para el compuesto anterior se
analizard por medio de las expansiones en dos secciones. En la figura 29 se muestra

la expansion de la regidn 7.25-3.5 ppm del espectro de RMN de 'H.
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Figura 29. Expansién de 7.25-3.5 ppm del espectro de RMN de 'H del compuesto 2

En 7.23 ppm (H4) se observa una senal dd (J = 11.5, 12 Hz) que integra para
un hidrogeno. En 6.60 ppm (H?) y 6.54 ppm (H3) se observan dos senales traslapadas
dando un aspecto de sefal cuddruple que integran para dos hidrégenos siendo
diferentes cada uno de ellos. Estas dos senales estaban separadas y diferenciadas

en el espectro de H del compuesto 1.

En la region de 6.3-5.9 ppm se observa una senal multiple con una
infegracion para cuatro hidrébgenos que corresponden a los hidrogenos H17, H10,
H5y H18. En 5.78 ppm se observa la senal (H8) con una multiplicidad dd (J = 5.5, 5.5

Hz) y que integra para un hidrogeno.

En la region de 5.7-5.55 ppm se observa una senal multiple que integra para
tres hidrogenos y que corresponde a H19, H16 y H2. En el espectro del compuesto
1 en esta regién (5.60 ppm) se observaba el hidrégeno H7; sin embargo, en este
espectro del compuesto 2 no se observa, esta es una clara diferencia que el

compuesto es diferente, pero contiene el nicleo de la macrolactina.
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En 5.51 ppm (H11) se observa una senal cuddruple (J = 9, 9 Hz) que integra
para un hidrogeno. También se observan una senal multiple en 5.03 ppm (H23) que
infegra para un hidrégeno y una senal multiple en 4.53 ppm (H15) que integra para

un hidrégeno.

Llama la atencién una senal multiple que se observa en 4.36 ppm y que
infegra para un hidrégeno, la cual es una senal que no se observaba en el espectro
del compuesto 1y que se sospecha que pudiera ser el hidrogeno H7. Esto debido
a que la mayoria de macrolactinas tienen la diferencia en el sustituyente del C7.
También se observa en 3.98 ppm (H13) una senal multiple que infegra para un

hidrogeno.

En la figura 30 se analizard la expansion del espectro de RMN de H de 2.6-
1.20 ppm analizando cada una de las senales presentes. Esta regidn del espectro
se caracteriza por contener los hidrégenos correspondientes a carbonos de

hibridacion sp? unidos a dtomos mds electronegativos.
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Figura 30. Expansién de 2.6-1.20 ppm del espectro de RMN de 'H del compuesto 2
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En la region de 2.55 - 2.35 ppm se observa una senal multiple que integra
para cuatro hidrogenos correspondientes a H12a, H12b y 2Hé. Se observan en 2.26
ppm (H20), 1.73 ppm (H14), 1.64 ppm (H21) y 1.56 (H22) ppm senales anchas
multiples que integran para dos hidrégenos cada una. Finalmente, en 1.28 ppm se
observa una senal doble (J = 6 Hz) que integra para tres hidrégenos, lo cuadl

corresponde a un CHa.

Este andlisis se complementd con el espectro de dos dimensiones COSY con
el fin de poder asignar los hidrégenos del compuesto 2 inequivocamente y observar

alguna diferencia con el compuesto 1 (Figura 31).
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Figura 31. Espectro COSY del compuesto 2.

La mayoria de senales coincidian con las observadas para el compuesto 1;
sin embargo, para poder confirmar que la senal observada en 4.36 ppm
correspondia al H7 se analizé la expansion del COSY, como se muestra en la figura
32.

62



H19, 16, 2

H8 H11 H23 Hi5 H7 H13 He

Paqo 086 (4.36,2.44{
Col B E149 44-50

3.0

r3.5

f1 (ppm)

{5.78,4.36} {4.36,4.34 {2.48,4.35,

©) 4.5
k5.0

5 F5.5
{5:75%8) {4.3}7,5.72(L

#

- Le.o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24

2 (ppm)

Figura 32. Expansién (5.8 — 2.3 ppm) del espectro COSY del compuesto 2.

Como se observa en la expansion del espectro COSY, la senal que se
observa en 4.36 ppm correlaciona con Hé (2.48 ppm) y con H8 (5.78 ppm) lo cual
nos da informacidén clara que corresponde a H7. Por lo tanto, se puede confirmar
que este hidrogeno ha cambiado por lo que tenemos un compuesto diferente al

7-O-succinil macrolactina A.

La senal H7 en el compuesto 1 se observaba en un mayor desplazamiento
quimico (5.60 ppm) y en este compuesto 2 se encuenfra a menor desplazamiento
quimico (4.36 ppm) lo que sugiere que el ambiente quimico y la densidad
electrénica ha cambiado. Esto da una idea que el sustituyente en el C7 en el

compuesto 2 es diferente al del compuesto 1.

Se procedid a obtener un espectro de RMN de 13C con fin de comparar con

el compuesto 1, 7-O-succinil macrolactina A, tal y como se observa en la figura 33.
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Figura 33. Espectro de RMN de 13C a 125 MHz del compuesto 2

En el espectro se observan 24 dtomos de carbonos diferentes presentes en
la molécula; que son cuafro menos que el compuesto 1, con una primera
diferencia a simple vista y es que en la regidon de los carbonilos sélo se observa una
senal. Con el fin de comparar el espectro de los dos compuestos se realiza una

comparaciéon de ambos, como se observa en la Figura 34.
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Figura 34. Comparacion de espectros de RMN de 13C de los compuestos 1y 2.
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Comparando las senales de los compuestos 1 (parte superior) y 2 (parte
inferior), se observa que para el compuesto 2 desaparecen cuatro senales: C4'’
(175.5ppm), C1' (174.2 ppm); que corresponden alos grupos carbonilos del succinil;
también las senales C3' (29.6 ppm), C2' (28.8 ppm) que de igual manera
corresponden a los -CHz- del succinil. Las senales restantes permanecen con

cambios minimos.

Para una correcta correlacion entre los hidrégenos y los carbonos del

compuesto 2 se obtuvo el espectro HSQC, como se observa en la Figura 35.
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Figura 35. Espectro HSQC del compuesto 2

Con el espectro HSQC no hay duda del desplazamiento del H7 que se
correlaciona con el C7 y de la falta de algunos carbonos del compuesto 1. Se
puede empezar a ver que el compuesto 2 es una macrolactina sin el sustituyente
del succinilo en el C7. Para tener toda la caracterizacién completa se realizd el

experimento DEPT 135 del compuesto 2, como se observa en la Figura 36.
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Figura 36. Espectro DEPT 135 del compuesto 2

En el espectro DEPT 135 senales hacia arriba son CHz y CH mientras que para
senales hacia abagjo son CH2 y en la siguiente tabla 10 se resumen los datos

espectroscopicos de los espectros anteriormente analizados del compuesto 2.

Tabla 10. Resumen de las senales de los espectros.

Correlacion Tipo de carbono
Hppm 13C ppm DEPT 135
- 166.5 -
6.54 142.9 CH
6.11 139.7 CH
5.78 136.1 CH
5.66 135.1 CH
5.63 132.9 CH
6.04 130.8 CH

6.14 130.5 CH
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6.17
7.23
5.51
6.60
5.60
4.36
5.03
4.53
3.98
2.48
1.73
2.50, 2.40
1.64, 1.55
2,16
1.56
1.27

Con la informacidén y el andlisis de los espectros de RMN 1D y 2D se propone

una posible estructura para el compuesto 2, tal y como se muestra en la figura 37.

Figura 37. Estructura propuesta para el compuesto 2, Macrolactina A.

La estructura coincide con la reportada en la literatura la cual es la
macrolactina Ay se le asigna la misma configuracién del 7-O-succinil macrolactina

A, ya que en la naturaleza se encuentra siempre el mismo isbmero y no mezcla de

ellos.
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1.3.4 Pruebas biolégicas de las dos macrolactinas

Las macrolactinas, entre ellas la 7-O-succinil macrolactina A 1 vy
macrolactina A 2, exhiben actividades bioldgicas importantes y las mds
destacadas y reportadas son la actividad antibacterial. [20,22] Sin embargo, no

hay trabajos reportados acerca de su posible actividad antifungica.

La agricultura es una de las fuentes mds importantes para sostener la
economia global y el sistema ambiental y social. Debido al incremento de la
poblacion mundial ha ocurrido un incremento en la demanda de los cultivos y por
lo tanto el rendimiento de éstos deberian de ser mejorados. Desafortunadamente,
las plagas y enfermedades provocan pérdidas mundiales en la agricultura. Esto ha
llevado por anos al uso de pesticidas quimicos para controlar las plagas y aumentar
el rendimiento de los cultivos; sin embargo, su uso indiscriminado ha provocado
danos al ambiente y a la salud humana. Por ello hay un deseo mundial para reducir
el uso de pesticidas quimicos y la investigacion ha sido encaminada para tratar los
patdgenos de las plantas de una manera mds natural, por medio de los
biopesticidas que son productos naturales aislados de microorganismos que

actiuan contra las plagas y mejoran el crecimiento y rendimiento de los cultivos. [28]

Los fitopatdégenos son hongos que afectan a las plantas provocdndoles
enfermedades que arruinan cultivos enteros devastdndolos y produciendo
pérdidas econdmicas a nivel mundial. Por ello la investigacion estd siendo
enfocada al descubrimiento de nuevos compuestos antifUngicos de origen natural.
[29] En este contexto Bacillus amyloliquefaciens es una especie que como ya se ha

mostrado produce compuestos con importantes actividades bioldgicas.

Las macrolactinas como ya se ha mencionado han sido reportadas como
antibacteriales pero no hay estudios acerca de su actividad antifngica. Por lo que
con la inquietud de estudiar la actividad antifingica de los dos compuestos se
realizé el estudio de actividad de ambos compuestos en diferentes hongos
patdégenos contra plantas, como son: Aspergillus niger, Alternaria alternata,
Fusarium sp, Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum, Moniliophthora roreri y

Rhizoctonia sp.
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Por lo que los compuestos 7-O-succinil macrolactina A 1 y macrolactina A 2
se probaron en una concentracién de 1 mg/mL contra los hongos fitopatdgenos y
se midi6 el porcentaje de inhibicion a las 48 h de crecimiento, como se muestra en
la Tabla 11.

Tabla 11. Porcentaje de inhibicion de los compuestos 7-O-succinil macrolactina A 1y

macrolactina A 2 contra los fitopatdgenos

Hongo 7-O-succinil Macrolactina A
fitopatégeno macrolactina A
A. niger 52 0
A. alternata 31 17
Fusarium sp 74 30
F. oxysporum 44 32
F. proliferatum 44 18
M. roreri 40 0
Rhizoctonia sp 75 65

Lo que destaca de estos resultados es que ambos compuestos tienen fuerte
actividad contra la mayoria de los hongos probados, siendo Fusarium sp vy
Rhizoctonia sp. dos de los hongos mds afectados; sin embargo, como se observa
enla Tabla 11 el compuesto 7-O-succinil macrolactina A es mucho mds activo que
la macrolactina A. Es decir, la presencia del grupo succinilo en el C7 parece ser
importante para una mayor actividad mostrando por primera vez una relaciéon

estructura/actividad.

En la siguiente Figura 38 se muestra la inhibicién del compuesto 7-O-succinil

macrolactina A contra Fusarium sp.



Control Positivo

Fusarium sp

7- O Succinil Macrolactina A

Figura 38. Inhibicion de 7-O-succinil macrolactina A frente a Fusarium sp.

En la parte superior de la imagen se observa el control positivo el cual es el
hongo Fusarium sp. libre sin el compuesto, mientras que en la parte inferior de la
imagen se encuentfra el hongo fitopatdgeno en presencia del compuesto 7-O-
succinil macrolactina A. Se observa una clara inhibicion del hongo en presencia
del compuesto mostrado por una disminucién del crecimiento del hongo (74% de

inhibicién) en comparacion con el hongo libre de compuesto.

En la siguiente Figura 39 se muestra la inhibicién del compuesto 7-O-succinil

macrolactina A contfra Rhizoctonia sp.
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Figura 39. Inhibicién de 7-O-succinil macrolactina A frente a Rhizoctonia sp.

Al igual que en el caso anterior el compuesto 7-O-succinil macrolactina A
logrd inhibir el crecimiento de Rhizoctonia sp en un 75% puesto que en el control
positivo hay un crecimiento claro con el micelio extendido hasta los puntos
marcados en negro mientras que donde se encuentra el compuesto hay un escaso 71

crecimiento.

En la siguiente Figura 39 se muestra la inhibicion (40%) que provoca el

compuesto 7-O-succinil macrolactina A sobre el crecimiento de M. roreri.

Figura 40. Inhibicién de 7-O-succinil macrolactina A frente a M. roreri.



Respecto al compuesto Macrolactina A, como se mostrd anteriormente en
la Tabla 11, fuvo una inhibicion del crecimiento en todos los hongos fitopatdégenos
menor; sin embargo, el porcentaje de inhibicion contra el hongo fitopatdégeno
Rhizoctonia fue bastante significativo (65%), como se muestra en la Figura 41. Se
observa el crecimiento del fitopatdégeno en el control positivo en donde el micelio
es de fipo blanco-transparente (marcado con dos puntos negros) mientras que
para el fitopatdbgeno con el compuesto macrolactina A se observa claramente el

crecimiento delimitado del hongo.

Control Positivo

v

3

Rhizoctonia sp

o

Macrolactina A

Figura 41. Inhibicién de macrolactina A frente a Rhizoctonia sp.

Los resultados obtenidos son prometedores, ya que es la primera vez que se
observa una inhibicién tan significativa de los compuestos de macrolactina contra
hongos fitopatdgenos tan importantes que causan danos severos en cultivos de

gran importancia agricola.

Es por ello, que se decidié complementar estos resultados con un estudio
bajo microscopia del dano celular causado en los hongos fitopatdégenos por el
compuesto que mads inhibicién generaba, es decir, 7-O-succinil macrolactina A.
Para ello se seleccionaron dos de los hongos que mds dano generan a los cultivos

agricolas como son F. oxysporum y M. roreri.
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F. oxysporum es una extensa familia de hongos que se presenta
principalmente como saprofitos o patdgenos especializados y que atacan todo
tipo de cultivos de hortalizas como son tomate, pimientos, coliflor, brécoli, entre
ofros. Aqui en México un cultivo de gran importancia econdmica por su
exportaciéon a nivel mundial es el cultivo del Agave que se ve danado seriamente

por este hongo. [30]

Por su parte M. roreri causa enfermedad en la planta de cacao (Theobroma
cacao, fuente del chocolate). Sintomas externos como pequenas partes oscuras
en la superficie de las mazorcas pueden ser vistas después de 40 a 80 dias de
infeccidon. México es gran productor de cacao a nivel Latinoamérica por lo que un

dano severo en sus cultivos produce pérdidas econdmicas muy serias. [31]

En la siguiente Figura 42 se observa el dano celular bajo microscopia

causado por el compuesto 7-O-succinil macrolactina A contra el hongo F.

Figura 42. Observaciéon del daio celular a microscopia 100x de F. oxysporum frente al

oxysporum.

compuesto 7-O-succinil macrolactina A.
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En la parte izquierda de la imagen se muestra la imagen microscopica del
hongo fitopatdégeno sin ningun agente que impida su crecimiento. En esta parte se
observan las hifas septadas sin ningun tipo de malformacion, asi como un gran
numero de esporas pequenas, uniformes y curvadas. En la parte derecha se
muestra el hongo en presencia del compuesto 7-O-succinil macrolactina A, en
donde se observa un escaso niUmero de esporas y un notable enrollamiento de las
hifas sin septos definidos, lo cual es indicativo de un dano celular que impide un
desarrollo del crecimiento puesto que al tener estructuras defectuosas es incapaz

de tomar los nutrientes del medio de cultivo y seguir desarrolldndose.

En la siguiente Figura 43 se observa el dano celular bajo microscopia

causado por el compuesto 7-O-succinil macrolactina A contra el hongo M. roreri.

Figura 43. Observaciéon del dano celular a microscopia 100x de M. roreri frente al

compuesto 7-O-succinil macrolactina A.
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En la parte izquierda de la figura 43 se muestra el hongo con las esporas bien
diferenciadas en cadena con forma globosa o elipsoide y con hifas septadas. En
la parte derecha se muestra el hongo en presencia del compuesto con muy pocas
esporas y con hifas delgadas rizoides y mal tenidas. El cambio morfolégico es claro

en ambos hongos.
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1.4

Conclusiones

Se obtuvo el extracto crudo (800 mg/L) de Ila cepa Bacillus
amyloliquefaciens ELI 149 mediante la matriz amberlita y se le realizd un
fraccionamiento general, cuyas fracciones fueron probadas contra
bacterias y hongos.

En la fraccidon 8, la cual mostraba actividad bactericida, pudieron
identificarse dos compuestos de tipo bacteriocinas.

Las bacteriocinas identificadas tienen una masa molecular de 2.6 KDa y 4.1
KDa y ambas poseen diferente actividad, pero con una alta tolerancia a
temperaturas elevadas (60 — 90 °C) y rango de pH (2 - 10).

En la fraccién 7, la cual mostraba actividad antifUngica, se lograron
identificar dos compuestos mds de tipo lipopéptidos por medio de
espectrometria de masas, identificdndolos como homaodlogos de surfactina y
fengicina.

La fengicina mostrd la mayor parte de la actividad antifUngica mientras que
la surfactina solo cristalizd y aumenta ligeramente la actividad antifUngica
en modo sinergismo con la fengicina. Se observd el dano a nivel celular
producido por ambos compuestos en los hongos fitopatdégenos probados.
La fraccion 6 se sometié a columnas de purificacion y se logrd identificar un

compuesto llamado 7-O-succinil macrolactina A.

7-O-succinil macrolactina A

Para comprobar si un cambio de medio pudiera tener efecto en la
obtencidn de estas macrolactinas se probaron otros dos medios LB y Tris G.
Siendo el segundo medio con el que se logrd identificar un segundo

compuesto llamado macrolactina A.
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Macrolactina A

Ambos compuestos se probaron contra hongos fitopatdgenos el compuesto
7-O-succinil macrolactina A tuvo mayor efecto que la macrolactina A contra
la mayoria de los hongos probados, pudiendo suponer que el grupo succinilo
en la posicion C7 era un grupo importante para aumentar su efecto
inhibitorio, probando por primera vez la relacién estructura/actividad.
Ademds, por primera vez quedd probada la actividad antifingica de estos
compuestos.

Debido a la importancia de evitar el ataque de los hongos fitopatdgenos en
cultivos agricolas de alto interés econdmico, se readlizdé un estudio
microscopico del dano celular del compuesto 7-O-succinil macrolactina A
(C2sH3sOg) contra dos hongos fitopatdgenos importantisimos como son
Fusarium oxysporum y Moniliophthora roreri.

Se demostré un importante dano celular ocasionado por el compuesto 7-O-
succinil macrolactina A corroborando la importancia que tienen estos
compuestos en el ataque de estos hongos.

Producto de estos frabajos se obtuvieron dos publicaciones.
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1.5 Desarrollo Experimental
1.5.1 Materiales y Métodos

De una coleccién de cepas aisladas previaomente en el laboratorio de tierras de
diferente estado de la republica, se eligid una cepa con capacidad de inhibir
bacterias de interés médico (E. coli Pseudomonas, Vibrio, St aureus, etc.)

identificada como Bacillus amyloliquefaciens ELI 149.
Los medios de cultivo utilizados fueron:
e TSB (caldo de tripticaseina de soya) el cual estd conformado por:
17.0 g Peptona de Caseina
3.0 g Peptona de Soya
2.5 g Dextrosa
5.0 g Cloruro de sodio
2.5 g Fosfato dipotdsico

Estos ingredientes se disuelven en 1 lifro de agua destilada y se coloca en 4
matraces Erlenmeyer de 500 mL depositando en cada uno de ellos 250 mL de caldo
de cultivo. Pasado esto se procede a la esterilizacion en autoclave bajo las
condiciones de: 20 min, 15 libras a 120 °C. Concluido este proceso se deja enfriar a
temperatura ambiente y se adicionan 0.5 g de la resina Amberlita® XAD-16 por

cada 100 mL de culfivo.
¢ Medio de cultivo LB
10 g Peptona de caseina
5 g Extracto de levadura
5 g Cloruro de sodio
16 g Agar

Estos ingredientes se disuelven en 1 lifro de agua destilada y se coloca en 4

matraces Erlenmeyer de 500 mL depositando en cada uno de ellos 250 mL de caldo
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de culfivo. Pasado esto se procedid a la esterilizaciéon en autoclave bajo las

condiciones de: 20 min, 15 libras a 120 °C. Pasado este proceso se deja enfriar a

temperatura ambiente y se adicionan 0.5g de la resina Amberlita® XAD-16 por

cada 100 mL de cultivo.

¢ Medio de cultivo Tris G

Solucién CaClz 0.8%
Solucion (NH4)2SO4 20%
Solucion Glucosa 20%
2-Amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris) 1M pH 7.5 M

Extracto de levadura 29

K2HPO4 5%
Solucion sales 10 mL
Sol. Sales  (para 100 mL) 0.025 gr de
0.05 grde
0.05 grde
0.5grde
2 grde

FeSO4
CuSO4
InSO4
MnSO4

MgSO4

Estos ingredientes se disuelven en 1 litro de agua destilada y se coloca en 4

matraces Erlenmeyer de 500 mL depositando en cada uno de ellos 250 mL de caldo

de cultivo. Agotado esto se procede a la esterilizacion en autoclave bajo las

condiciones de: 20 min, 15 libras a 120 °C. Terminado este proceso se deja enfriar a

temperatura ambiente y se adicionan 0.5g de la resina Amberlita® XAD-16 por

cada 100 mL de cultivo.
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1.5.2 Crecimiento de la cepa Bacillus amyloliquefaciens ELI 149

La cepa se crece primeramente en una placa de medio sélido LB (Luria Bertani),
durante 24 horas, se observa su morfologia macroscdpica y se revisa que
permaneciera sin ninguna contaminaciéon por alguna bacteria u hongo con ayuda
de un microscopio. Posteriormente se procede a inocularla en el cultivo de TSB en
condiciones de esterilidad (campana de flujo laminar y mechero bunsen). Una vez
inoculado el cultivo se procede a incubar en una estufa a 29 °C y con una

agitacion orbital de 175 rom durante 7 dias.

Pasado el tempo de incubacion se procedié a realizar una decantacion simple,
con el fin de obtener solamente la resina en el fondo del matraz y retirar el

sobrenadante.
1.5.3 Extraccion de compuestos naturales mediante la resina Amberlita® XAD-16

La resina se coloca en un vaso de precipitados, se adiciona metanol (20 mL) y se
deja en agitacién por 15 min (este proceso se realiza tres veces) obteniendo un
extracto liquido metandlico que posteriormente se procede a centrifugar 10 min a
600 rom para separar de restos celulares. Una vez centrifugado se filfra con
membranas de 25 micras para asi retirar esporas y tener un extracto estéril. Por

Ultimo, se seca a temperatura ambiente hasta obtener un extracto sélido.
1.5.4 Fraccionamiento del extracto crudo de la cepa B. amyloliquefaciens ELI 149

Al extracto seco se le realiza una cromatografia en columna usando gel de silice
como soporte y sistemas de elucidn dptimos para la obtencidn de los diferentes
compuestos de interés, (eluyentes; ACOEt:MeOH 2%, AcOEt 100%, DCM: Acetona y

Acetona:Metanol).
1.5.5 Electroforesis en gel SDS-PAGE para proteinas

Las bacteriocinas fueron analizadas por medio de un gel en electroforesis SDS-
PAGE. Las muestras de bacteriocinas y los marcadores moleculares se aplicaron
por duplicado en geles de poliacriiamida al 12% usando un tampdn de Tris-glicina
y fueron sometidos a un voltaje de 90V mediante los protocolos establecidos. [32]

La mitad del gel fue tenida con azul de coomassie y la otra mitad fue revelada
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utilizando las cepas indicadoras de S. choleraesuis y V. cholerae. Para ello la mitad
de gel se fija con una solucién acuosa de 40% etanol y 10% de dacido acético
durante 30 minutos y posteriormente fue lavado con agua por dos horas. Después
el gel fue colocado en una placa de LB y cubierto por una capa de medio de LB
suave (0.8% de agar), inoculada con la cepa indicadora y se dejé incubar durante
24 horas a 30 °C.

1.5.6 Evaluacion de la estabilidad de las bacteriocinas bajo diferentes pH,

temperaturas y compuestos quimicos

Para analizar su termoestabilidad, las muestras de bacteriocinas fueron expuestas
a diferentes temperaturas en un rango de 60-100 °C durante 15 minutosy a 121 oC
con presion de 15 psi durante 15 minutos. La evaluacion a diferentes pHs fue
realizada de acuerdo con lo reportado en la literatura [12]. Las alicuotas fueron
ajustadas a pH de 2, 4, 6, 8 y 10 con HCI 4M o NaOH 4M. Los quimicos fueron
adicionados a las bacteriocinas y fueron incubados por una hora a temperatura
ambiente antes de probar su actividad antimicrobiana. Después de los
fratamientos las muestras fueron probadas contra Vibrio cholerae como cepa

indicadora.
1.5.7 Pruebas Bioloégicas o Bioensayos

Para realizar este tipo de pruebas se utilizd el método de "antibiograma” que es
una prueba microbiolégica para determinar la susceptibilidad (sensibilidad o
resistencia) de un microorganismo (bacteria u hongo) a un compuesto o grupo de
compuestos con actividad antibidtica o antimicrobiana. Se considera
antimicrobiano o antibacteriano a cualquier sustancia con capacidad de matar o

al menos inhibir el crecimiento de bacterias.

Para el antibiograma con bacterias se prepararon cultivos en tubos cerrados
estériles de 15 mL con una suspensidn de bacterias a testar, que fueron gram-
positivas y gram-negativas (Staphylococcus aureus, Saphylococcus saprophyticus,
Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus, Bacillus cereus, S. agalactiae, Vibrio
parahaemolitycus, Klebsiella sp, Shigella, E. coli, Pseudomonas sp, Salmonella

cholerasuis, Serratia marcescens, Vibrio cholerae) con 5 mL de cultivo liquido LB.
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Estos se incubaron a 29 °C por 24 h. Posteriormente se tomaron 100 ulL de cada tubo
con la bacteria en suspensidon y se esparcieron en placas de medio de cultivo sélido

en condiciones de esterilidad.

En forma paralela se impregnaron discos de papel filtro de aproximadamente 0.5
cm de didmetro previamente esterilizados con los compuestos a probar u extractos
que fueron colocados con pinzas estériles en las correspondientes placas del medio
de cultivo sélido donde se encontraba esparcida la bacteria a testar. En cada
placa también se colocaron dos discos mas; confrol positivo (anfibidtico) y
negativo (agua estéril). Estas placas se incubaron a 20 °C por 24 h. Transcurrido el
tiempo se observd el crecimiento en cada placa y se midid el halo de inhibicién

provocado por el compuesto impregnado en el disco.

Para el antibiograma con hongos se realizd el siguiente procedimiento: en
condiciones de esterilidad (mechero bunsen) se tomd con un asa micoldgica parte
del micelio aéreo del hongo, el cual fue crecido previamente en una placa con
medio PDA (agar papa dextrosa) durante 7 dias, depositéndolo en 1 mL de cultivo
liquido LB contenido en un tubo estéril y se procedid a agitar por 1 minuto, en
seguida se deja en reposo por 15 min. Se realizdé una observacion microscopica
para observar esporas del hongo. Posteriormente se tomd una alicuota de 100 L
de la parte media con el fin de sdlo tomar esporas en suspensidon y se colocaron en
placas de medio sdélido (PDA), se esparcieron y enseguida se realizd el
procedimiento de los discos impregnados con los compuestos. Se colocd un control
positivo (miconazol) y confrol negativo (agua estéril), se incubaron por 48 h y
pasado el tiempo se midid el halo de inhibicidn que tuvieron los compuestos

impregnados en los discos.

El colocar un control positivo tanto para bacterias y hongos es para tener un punto
de referencia de la inhibicion que podria tener un compuesto nuevo frente a uno

comercial contra un microorganismo de interés médico.

Para los bioensayos de las macrolactinas se utilizaron microplacas de 12 pocillos de
poliestireno comercialmente esterilizadas. En las cuales se colocaron 35 UL de una

solucion stock (1.4 mg en 35 uL de etanol) de los compuestos macrolactinas
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disueltos en 1365 uL de PDA para cuatro pocillos a testar (300 uL cada uno para
hacerlo por cuatriplicado). Se cortaron discos de 5 mm de didmetro del hongo
fitopatdgeno fresco de 5 dias de incubacion. Estas microplacas se incuban en una
estufa estacionaria a 29 °C por 48 hrs al cabo de las cuales se realiza un escaneo
con ayuda del equipo CanoScan LIDE200 y para el procesamiento de medidas se
realiza con el programa ImagelJ 1.51k. El porcentaje de inhibicion (%) de cada

compuesto alas 48 hrs se calcula con la siguiente ecuacion.

, sy aps e DO - Dx
Porcentaje de inhibicion (%) = [( D )xlOO]
0

Donde: Do = didmetro del hongo control, Dx = didmetro del hongo en presencia del

compuesto.
1.5.8 Observacion del dano celular

Se tomaron 10 uL de una solucion de 1 mg/mL de la 7-O succinil- macrolactina A
para depositar en un disco de papel de 5 mm de didmetro, por ofro lado, en un
tubo Falcdn de colocan 6 mL de medio liquido LB y con ayuda de un asa
micoldgica se colocan las estructuras fungicas del hongo y se procede a agitar con
el fin de obtener Unicamente las esporas. Se toman 100 pL de esta suspension y se
depositan en una placa de medio PDA y con ayuda de un hisopo estéril se realiza
el esparcimiento masivo en toda la placa. Una vez lista esta placa se coloca el
disco impregnado con el compuesto a testar y se incuba durante 48 h a 29 °C en
estufa estacionaria. Asi mismo se realiza un control positivo en el cual se realiza todo
igual, pero en lugar del compuesto a testar se coloca etanol. Al finalizar el tiempo
se procede en condiciones de esterilidad a leer la placa incubada. Por otro lado,
en un portaobjetos se deposita una gota en colorante azul de lactofenol y con
ayuda de una cinta adhesiva nueva y transparente se procede a recortar sélo una
seccion de aproximadamente 2 cm. Esta seccidn se coloca con mucho cuidado
sobre el halo de inhibicidn que presente el disco con el compuesto a testar con el
fin de adherir a la cinta las estructuras del halo de inhibicion. Posteriormente se
coloca esta cinta en la gota de lactofenol y se coloca encima el cubreobjetos,
para readlizar la observaciéon mediante microscopia de contraste de fases. Se

enfoca a 40x y posteriormente para una mejor observacion del dano se cambia a
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100x. El mismo procedimiento se readliza para el control positivo y tener una

comparativa del mismo fitopatdgeno.

1.5.9 Espectroscopias y parte quimica

Se utilizaron cromato-placas comerciales del gel de silice 60, para revelar con una
ldmpara ultravioleta o cdmara con vapores de yodo. La purificacidon de productos
mediante cromatografia en columna se realizé empleando gel de silice Macherey-
Nagel 60 como fase estacionaria y mezclas de disolventes destilados en

proporciones adecuadas como eluyentes.

Los espectros de RMN de 'Hy de 13C se determinaron en espectrometros Varian 300
MHz y Bruker 500 MHz, utilizando agua deuterada (D20) y cloroformo deuterado
(CDCls) como disolvente y tetrametilsiano (TMS) como referencia interna. Los
valores de los desplazamientos quimicos se encuentran en partes por millén (ppm)

respecto al TMS y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).

Los espectros de masas se realizaron por impacto electréonico (El) y por FAB, con

ayuda del equipo Jeol JMS-700.
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2.1 Antecedentes: Hongo endéfito “Fusarium sp”

Petrini en 1991 describié el término “Enddfito”; mencionando que es un
término topogrdfico que abarca o incluye a todos los organismos que viven en los
tejidos vegetales. Estudios extensivos sobre la biologia y fisiologia de los hongos
enddfitos del césped han arrojado evidencias acerca de los efectos benéficos del
enddéfito hacia el hospedero, por lo que varios autores consideran al término

endoéfito como un sindnimo de “mutualismo”. [33]

En general, este término se aplica a los hongos capaces de ocupar
asinfomdticamente el tejido vegetal aparentemente saludable, en un sentido mds
amplio, los hongos enddéfitos son hongos que colonizan tejidos de plantas sin causar
efectos negativos de inmediato. Esta definicidon incluye un amplio espectro de
interacciones simbidticas en las cuales las plantas con hongos participan:
parasitismo, comensalismo y mutualismo. La palabra “endéfito” ha sido usada para
hacer referencia a una simbiosis no patogénica. Algunos de los hongos
comUnmente reportados como enddfitos son considerados secundariamente
como patdégenos por algunos danos en el ambiente forestal. Esto debido a que
comuUnmente se encuentran en los tejidos saludables y enfermos por lo que es dificil
separar a los enddéfitos de los patdégenos facultativos y de los patdégenos latentes.
Durante los Ultimos 20 anos reportes a cerca de los hospederos de los hongos
endofitos han demostrado que la colonizacién endofitica de las plantas terrestres
es ubicua. [34] Estos hongos enddfitos son microorganismos que colonizan los
espacios intercelulares de los tejidos vegetales, (Figura 44) pero que no tienen
efectos patdgenos sobre su huésped en ningun momento de su desarrollo. En el
beneficio de esta asociacion la planta protege y proporciona nutrientes al enddfito
para que éste complete su ciclo de vida y por otro lado el enddéfito produce
fitohormonas que aumentan el desarrollo de la planta huésped y productos

naturales que juegan un papel importante en su defensa. [35]
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Figura 44. Observaciéon de la colonizacion de hongos enddfitos en estructuras vegetales

Fusarium es un género de hongo muy interesante que comprende muchas
especies. La mayoria de las especies son patogénicas para las plantas, es decir
causan enfermedades muy importantes en varias cosechas como ya se ha
comentado anteriormente. Sin embargo, también existen especies de este hongo
que no son patogénicas, las cuales pueden colonizar tejidos de las plantas como
un hongo enddfito. [36] Los hongos enddfitos del género Fusarium invaden tejidos
internos de la planta sin causar ningun dano y también pueden colonizar las raices
ya que se pueden encontrar en la rizosfera que es la parte del suelo que rodea las
raices de las plantas. [36] Diferentes especies enddfitas de Fusarium podrian ser
eficientemente utilizadas para el manejo de plagas vy fitopatdgenos reduciendo la
infeccion por nemdatodos, bacterias y hongos. [37] Por lo que Fusarium se puede
usar como agente de biocontrol cuyos productos naturales se utilizan para el

control de patdgenos y plagas.

2.1.1 Productos naturales de origen fungico

Como se ha comentado anteriormente los productos naturales microbianos
representan un recurso enorme de estructuras quimicas Unicas y en gran parte sin
descubrir, estas estructuras han sido optimizadas por la misma evolucidn ya que se
producen para la comunicacién y en respuesta a los cambios en sus hdbitats,
incluido el estrés ambiental. Por lo tanto, existe el potencial de obtener productos
naturales novedosos y/o bioldgicamente relevantes de organismos que viven en
estrecha asociacién entre si, como los microorganismos asociados a plantas como
los ya mencionados enddfitos. Esto es evidente a partir de la caracterizacion de

mas de 400 productos naturales hasta la fecha aislados a partir de 128
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microorganismos asociados a plantas, de las cuales la mayoria de estos
compuestos tienen estructuras novedosas y/o actividades bioldgicas Utiles. [38]
Estos productos naturales se sintetizan a través de diversas vias metabdlicas en las
cuales se mencionan principalmente las siguientes: ruta de los policétidos,
isoprenoide y aminodcidos. Los metabolitos aislados poseen diversas estructuras de
tipo, esteroides, xantonas, fenoles, isocumarinas, derivados del perileno, quinonas,

furandiones, terpenoides, depsipéptidos (enniatinas) y citocalasinas (Figura 45). [39]
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Figura 45. Diversidad estructural de productos naturales aislados de hongos enddfitos



Se puede observar de la figura anterior que los hongos endéfitos suponen
una fuente de productos naturales muy interesante para su aplicacién como bio-
plaguicidas fungicos en la agricultura. Varios compuestos que muestran actividad
pesticida se han aislado y caracterizado a partir de algunos microrganismos. A

continuacion, se revisardn algunos ejemplos de compuestos aislados estos hongos.

Dentro de los alcaloides fungicidas aislados de hongos endofiticos, se puede
mencionar un dcido tetramérico andlogo de la criptocina, dislado del cultivo del
hongo endofitico Cryptosporiopsis quercina, presente en la corteza interna del tallo
de la planta Tripterygium. [40] También se han aislado derivados del indol como el
dcido é-isoprenilindol-3-carboxilico, el cual se aisld del enddéfito Colletotrichum sp 'y
que tiene la propiedad de inhibir el crecimiento contra hongos fitopatégenos como
Phytophthora capsici, Rhizoctonia cerealis y Gaeumannomyces graminis (Figura
46).

Me OH

Analogo criptocina Acido 6-isoprenilindol-3-carboxilico

Figura 46. Elemplos de fungicidas tipo alcaloides de origen fungico

Entre los terpenoides obtenidos del enddfito Epichloe typhina aislado de
Phleum pratense se han encontrado sesquiterpenos que son fungitdxicos para el

hongo patdgeno Cladosporium phlei causante de la mancha foliar (Figura 47). [41]
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Figura 47. Compuestos tipo sesquiterpenos aislados de Epichloe typhina

Los compuestos de fipo esteroide se han aislado también de un culfivo
liguido de Collectotrichum sp, enddfito de la planta Artemisia annua. Han mostrado
tener actividad antifungica contra los patdgenos Phytophthora capsici,
Rhizoctonia cerealis, Helminthosporium sativum atfivum y Gaeumannomyces

graminis (Figura 48). [41]

HO
Esteroides

Figura 48. Compuestos de tipo esteroide aislados del endéfito Collectotrichum sp



Dentro de los compuestos de tipo isocumarinas se encuentra la melleing,
que fue aislada del enddéfito Pezicula sp. y que se ha descrito como un potente
fungicida, herbicida y algicida. Un andlogo la 7-hidroximelleina fue aislado del
enddfito Penicilium sp de la planta Alibertia macrophylla, este metabolito también

es activo frente a hongos fitopatdgenos (Figura 49). [41]

Pezicula sp ' Penicilium sp

O OH OH O
0 HO 0
HsC “/CHy
Melleina 7-hidroximelleina

Figura 49. Compuestos de tipo isocumarinas aisladas de enddfitos

Un compuesto de tipo cromona es la fonsecinona A que es un metabolito
antifingico aislado del hongo Aspergillus niger enddfito de la planta Cynodon
dactylon (Figura 50). [41]

Fonsecinona A

Figura 50. Compuesto tipo cromona “fonsecinona A" aislada de Aspergillus niger



De entre los multiples ejemplos que se pueden encontrar en los compuestos
fendlicos antimicdticos aislados de hongos endofiticos, uno de ellos es el dcido
colletétrico, que fue aislado del hongo Colletotrichum gloeosporioides, endoéfito de
Artemisiac  mongolica que fue muy activo frente al hongo fitopatégeno

Helminthosporium savitum (Figura 51). [41]
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Figura 51. Compuesto tipo éster fendlico Acido colletétrico

Fusarium también produce productos naturales y en las especies no
patogénicas produce compuestos que no se encuentfran en las cepas patdégenas.
La especie F. semitectum produce dos a-pironas, fusapirona y desoxifusapirona, las
cuales inhibieron el crecimiento de muchos hongos filamentosos [42]. También de
otras cuatro especies de Fusarium como son F. oxysporum, F. solani, F. subglutinans
y F. verticilioides se aislaron varios compuestos como son beauvericing,
ciclosporinas, enniatinas, equisetina, dcido fusdrico, integracida A, y trichoseting, la

mayoria actian como micotoxinas y sélo la Ultima es antibacterial. [43]

Por lo que en este capitulo Il se expone la bUsqueda de investigar hongos
enddfitos de la planta Mentha rotundifolia con la capacidad de ser potenciales
productores de productos naturales con actividad antifingica, de los cuales sélo
una cepa serd la elegida para la producciéon a gran escala y la busqueda,
extraccién, purificacion y elucidacidn de los compuestos responsables de la

actividad antifUngica.

95



2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo General

Estudiar el potencial biotecnoldgico de 13 cepas de hongos enddéfitos, aislados de
Mentha rotundifolia y evaluar su actividad antifungica frente a hongos
fitopatégenos como son, Alternaria alternata, Fusarium oxysporum vy Botrytis

cinereaq.

2.2.2 Objetivos especificos

e Seleccionar de manera biodirigida especies endofiticas productoras de

compuestos de interés para el control de hongos fitopatdgenos.

e Producir biotecnolégicamente su fermentacion optimizada en mayor

escala de hongos enddfitos seleccionados.

e Aislar de manera biodirigida e identificar los compuestos activos por medio

de técnicas cromatogrdficas y espectroscopia de RMN.

e Evaluar la actividad antifUngica frente a hongos fitopatdgenos.
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2.3 Discusion de Resultados

2.3.1 Obtencidon de microexiractos

Se frabajoé con una coleccion disponible en el grupo de investigacion de
Bioplaguicidas: Biotecnologia y Quimica de Productos Naturales del Instituto de
Productos Naturales y Agrobiologia (IPNA-CSIC) la cual fue previamente aislada de
la especie vegetal Mentha rotundifolia. Esta coleccién estd integrada por trece
cepas de hongos enddfitos de diferentes estructuras de la planta (raiz, tallo, hojas,
etc.). A cada cepa se le asignd la letra “T" junto con un nUmMero consecutivo de 1-

13 respectivamente.

Los hongos fitopatdgenos diana, los cuales son especies plaga de
importancia econdmica que generan enormes pérdidas en la agricultura a nivel
mundial, son: Alfernaria alternata, Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea. Estas
cepas diana son mantenidas en medio de cultivo PDA en un ambiente controlado
(27 °C) y oscuridad.

De cada cepa de la coleccidn T se obtuvo un microextracto con el
disolvente acetato de efilo con un rendimiento variable. (Figura 52) En la siguiente

tabla 12 se muestran los pesos de los extractos obtenidos de cada cepa.

Figura 52. Microextractos de la coleccion T
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Tabla 12. Rendimiento de cada cepa de los respectivos microextractos

Clave microextractoPeso (mg/mL)

T1 181.7
T2 165.2
T3 120.2
T4 233.9
T5 94.9
T6 379.1
T7 170.5
T8 177.8
T9 124.4
T10 116.4
T11 121.3
T12 352.1
T13 490.4 98

Analizando la tabla anterior se puede observar que el peso de los extractos
en cada cepa es diferente indicando que la presencia de productos naturales es

variable y depende de género y especie.

2.3.2 Estudio de la actividad antifongica de los microextractos

Para poder identificar qué cepa es la que tiene mayor actividad antifingica,
y por lo tanto, compuestos quimicos que tengan actividad antifUngica, se procede
a readlizar bioensayos de inhibicion de crecimiento fungico de fres hongos
fitopatdgenos como son Alternaria alternata, Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea,
con cada microextracto utilizando tres concentraciones de 1 mg/mL, 0.5 mg/mLy
0.1 mg/mL de cada microextracto. Al cabo de tres dias de incubacion se procedid
a un escaneo para realizar la medicién del didmetro de crecimiento de las colonias

y asi determinar si los extractos fueron activos contra cada diana (Figura 53).
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Figura 53. Grdafico del porcentaje de inhibicidén de las cepas de la colecciéon T

En la figura 53 se observa la evaluacion de los diferentes microextractos a las
fres concenfraciones y contra los fres hongos fitopatdégenos Alternaria alternata,
Fusarium oxysporum y Botrytis cinerea. El microextracto de la cepa T1 es muy activo
frente a B. cinérea a las dos primeras concentraciones con un valor de 97 % de
inhibicion; sin embargo, cuando se evalud la tercera concentracion el valor
descendié a 67 %. Por otro lado, en el extracto de T1 probado contra Alternaria
alternata se observa que a las tres concentfraciones mantiene su inhibicién en un
rango de 83 - 89 % y algo menor frente a Fusarium oxysporum con un valor del 60
%. Las dos siguientes cepas candidatas a estudio son Té y T7, ya que se observa que
el extracto Té puede inhibir a Bofrytis cinerea y Alternaria alternata con valores
similares a las de T1. Sin embargo, cuando se evalla el extracto de T7 en la tercera
concentracion (0.1 mg/mL) baja drasticamente la actividad anfifUngica, aunque

tiene la capacidad de inhibir a Fusarium oxysporum en porcentajes altos.

Con la inquietud de conocer la complejidad de cada extracto, se realizd
una cromatografia en placa fina (TLC) de cada microextracto con una fase movil

de hexano con acetato de efilo 1:1(Figura 54).
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Figura 54. CCF a diferentes longitudes de onda de luz UV (verde 254 nm, azul 354nm) y

revelada con éleum

De los resultados de actividad antifingica de los extractos se decide frabajar
con los tres extractos mds prometedores como son T1, Té y T7. Una teoria que se 100
detalla en los productos naturales es que los compuestos quimicos pueden
secretarse o no, e incluso optimizar su rendimiento dependiendo del medio de
cultivo utilizado, por lo cual se disend un experimento que consistia en modificar el
medio de cultivo con el fin de poder mejorar la produccién de metabolitos y en
consecuencia la optimizacién de la actividad antifungica. El medio de culfivo
seleccionado para el crecimiento del hongo era el medio Czapek (detallado en la
parte experimental) y se realizaron modificaciones en los componentes de este

medio como se detalla en la Tabla 13.
Tabla 13. Modificacién del medio de cultivo Czapek en cuatro condiciones diferentes

Reactivos del Medio Czapek 12 Condicidn (estandar) 22 Condicion 32 Condicién 42 Condicién

1L 1L 1L 1L
NaNOs 2g 2g lg lg
Extracto de Levadura lg - 1g -

Glucosa ‘ 60 g 60 g 40 g 40g



Con estas nuevas condiciones se procedid a preparar un volumen de 200
mL de cada condicién con las tres cepas anteriormente seleccionadas (T1, Té y 17)
con el fin de obtener nuevamente un microextracto de cada cepa. Los resultados
del peso de cada microextracto obtenido con cada condicidn se muestra en la
Tabla 14, en donde 1°. Condicién (1aC) son condiciones estandar, sin modificacion;
2% Condicioén (2aC) la cual fue no adicionar el extracto de levadura; 3°. Condicidon
(3aC) dejar intacto el extracto de levadura, reducir a la mitad la fuente de
nitrdgeno y disminuir en un 33% la cantidad de glucosa y finalmente 4°. Condicién
(4aC) no adicionar extracto de levadura, disminuir a la mitad la fuente de nitrégeno

al igual que disminuir en un 33% la cantidad de glucosa.

Tabla 14. Rendimiento de las diferentes condiciones de los microextractos T1, Téy T7

Microextracto|Condicién|Rendimiento mg/Ll
2 (1aC) |[181.7
T1 22 (2aC) 318

32 (3aC) |192.5
42 (4aC) [280.5
12 (1aC) [379.1

(
(
(
(
T6 22 (2aC) [248.5
32 (3aC) [170.5
42 (4aC) [280.5
12 (1aC) [170.5
T7 22 (2aC) [181.5
32 (3aC) [182
42 (4aC) [343.5

Con las nuevas modificaciones ademds de optimizar el rendimiento, se
esperaba observar si se mejoraba la actividad antifungica y por ello con los
microextractos obtenidos de las diferentes condiciones se realizaron nuevamente

bioensayos contra los mismos tres hongos fitopatdgenos (Figura 55).
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Figura 55. Grdfico del porcentaje de inhibicidén de las cepas candidatas con las diferentes

condiciones de cultivo.

Los resulfados que se pueden observar del grafico anterior son que con la
cepa T1 frente a F. oxysporum, el disminuir los constituyentes del medio de cultivo
tanto la fuente de carbono como la fuente de nitrdbgeno hacen que se produzcan
compuestos los cuales sean mds eficaces para la inhibicidn de este fitopatdgeno,
mientras que para A. alternata no hubo gran diferencia de su actividad puesto que
para 1aC y 2aC no variaron los valores, para la 3aC disminuyd ligeramente y 4aC
el valor es muy cercano a la condicion estédndar por lo que se puede mencionar
que los compuestos que inhiben el crecimiento de esta diana son productos
naturales que se forman de igual forma, aun con la disminucion de las fuentes de
carbono y nitrégeno. Por otro lado, se observa que para la diana B. cinerea si hay
una clara diferencia puesto que se observa que la disminucién de los componentes
de cultivo afecta en la produccion de los metabolitos capaces de inhibir a esta

diana ya que baja de un 97% a un 72% en porcentaje de inhibicion.

Si se observan los datos de la cepa Té, se puede ver que la restriccion de los
constituyentes en el medio de cultivo disminuye notablemente la produccién de
los compuestos activos para las tres dianas pudiendo afirmar que la mejor opcidn

es la condicién estdndar.

102



Por Ultimo, para la cepa T7 se observa que las condiciones en las cuales se
suprimié el componente del extracto de levadura (2aC y 4aC) aumentd la
actividad antifingica confra A. alternata en un 82% y 76% respectivamente,
mientras que para las dianas B. cinerea y F. oxysporum no hubo resultados

prometedores.

Aunado a este estudio, de los extractos obtenidos en las diferentes
condiciones, se obtuvieron cromatogramas en los cuales se pueden observar el

perfil cromatografico de cada condicion de la cepa T1 (Figura 56).
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Figura 56. Cromatograma analitico de fase inversa de los microextractos de las diferentes
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condiciones de cultivo de T1

En la figura 56 se observa que en la condicion estandar (T1 1aC) hay una
notable presencia de componentes en el extracto respecto alas ofras condiciones
y podrian explicar las diferencias de actividad observadas entre los extractos,

anteriormente analizados en la figura 55.

Asi mismo como se realizaron estudios cromatogrdficos con las condiciones
de T1 se realizaron con Té (Figura 57) y T7 (Figura 58) en el mismo método

cromatogrdfico y equipo.
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Figura 57. Cromatograma analitico de fase inversa de los microextractos de las diferentes

IDig«

condiciones de Té.

Del andlisis de las condiciones de Té se observa que la condicion estdndar
(T6 1aC) presenta un perfil metaboldmico diferente en la parte no polar del
cromatograma lo cual podria explicar porque es mds activa contra A. alternata y
B. cinérea comprobando que el hecho de disminuir los componentes del medio de 104

cultivo afecta notablemente la produccion de compuestos con actividad

antifungica.
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De la figura 58 y uniendo la informacién del porcentaje de inhibicidén a las
tres dianas se observa que la cuarta condicién (T7 4aC) presenta una mayor
actividad contra las tres dianas y en el cromatograma se observa una mayor
presencia de compuestos poco polares; mientras que las condiciones 2aC y 3aC
hay una disminucion de estos compuestos y en consecuencia una baja actividad

antifingica.

Con base en estos resultados de las tres cepas candidatas T1, Té6 y T7, se
selecciond sélo la cepa T1 en las condiciones estdndar de cultivo inicial para llevar
a cabo la fermentacion a mayor escala e identificar los compuestos responsables
de su actividad antifungica frente a las tres dianas fitopatdgenas empleadas en
este estudio. Se realizd un estudio preliminar de la cepa T1 y se pudo concluir que

se frata del hongo Fusarium sp.

2.3.3 Produccion biotecnolégica del extracto T1 (Fusarium sp) a gran escala

mediante fermentacion

Se procede a realizar la produccién optimizada a mayor escala (12 litros de
medio de cultivo) de la cepa Fusarium sp T1 en el medio estdndar realizando la
extraccion liquido-liquido con acetato de etilo, obteniendo un extracto crudo (2.25

g) con un rendimiento de 0.188 g/L (Figura 59).

Figura 59. Produccién a mayor escala del macroextracto de la cepa Fusarium sp. T1
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2.3.4 Fraccionamiento del extracto de Fusarium sp. T1

El extracto crudo se sometié a una cromatografia liquida de vacio (VLC) en
columna de gel de silice, empleando como eluyentes mezclas de polaridad
creciente, obteniéndose quince fracciones, como se observa en la Tabla 15, que
posteriormente se purificaron mediante distintfos tipos de cromatografias, tales
como cromatografia liquida de vacio y cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

Tabla 15. Fraccionamiento principal del extracto de Fusarium sp. Tl

] n-Hexano (100) 21.5

2 n-Hex: AcCOEt (90:10)] 94.3
3 A |n-Hex: AcOEt (65:25) 8.2
3B |n-Hex: AcCOEt (65:25)] 18.1
4 A |n-Hex: AcOEt (50:50) 45
4B |n-Hex: AcOEt (50:50)] 245.7
4 C |n-Hex: AcOEf (50:50)| 153.9

5A ACOEt (100) 209.3
5B ACOET (100) 248
6 |ACOEt: MeOH (98:2)] 208.2
7 | DCM: MeOH (95:5) | 166.7
8 |DCM: MeOH (90:10)| 46.7
9 |DCM: MeOH (80:20)| 153.7

DCM: MeOH (50:50)| 290.3
MeOH (100) 85.5

—_— | —
_'O

2.3.5 Actividad antifdngica de las fracciones del extracto de Fusarium sp. T1

Con el propdsito de poder identificar la o las fracciones donde se
encuentren los productos naturales responsables de la actividad antifungica, se
procedid a redlizar bioensayos con las fracciones en donde hay mayor cantidad
de extracto, contra los mismos hongos fitopatdégenos probados anteriormente
(Figura 60).
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Porcentaje de inhibicion de las fracciones de Fusarium sp. T1
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Figura 60. Bioensayos de las fracciones representativas

De este andlisis se puede observar que las fracciones menos polares son
poco inhibitorias del crecimiento de F. oxysporum mientras que la fraccion 9
(DCM:MeOH 80:20) es la mds activa con un 95 % de inhibicion. Algo similar se
observa contra el hongo B. cinerea en donde las fracciones poco polares carecen
de actividad antifUngica contra B. cinerea, observdndose incluso que la fraccion
5A es una fraccion estimulante del crecimiento del fitopatdgeno, puesto que tiene
un porcentaje negativo, mientras que la fraccién 9 posee la capacidad de inhibir
el crecimiento de esta diana con un 99 % prdcticamente anulando
completamente el crecimiento de este hongo fitopatdgeno. Los resultados contra
elhongo A. alternata son similares ya que las fracciones poco polares (4B-6) poseen
una actividad antifungica demasiado débil en un rango de 20% pero a medida
gue se incrementa la polaridad las dos Ultimas fracciones aumenta notablemente

su actividad 8 y 9 conun 90 % y 81 % respectivamente.

Se puede concluir que las fracciones mdas polares (la 8 y la 9) son las que

retienen prdcticamente la actividad antifungica.
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2.3.6 Andlisis de las fracciones de interés de Fusarium sp. T1

De todas las fracciones obtenidas la fraccion 9, es bioldgicamente la mds
activa, contenia fres compuestos que fueron analizados por RMN; sin embargo, no
se completd su estudio y estos compuestos quedaron pendientes de ser analizados
y completamente elucidados por el grupo de investigaciéon del centro de Tenerife

(Espana), por lo que no se presentan dichos espectros.

Del resto de fracciones algunas como la 4B y 4C fueron separadas por
cromatografias en ofras fracciones; sin embargo, el bajo peso obtenido de algunas

hizo dificil su purificacién y por lo tanto su andlisis para elucidar compuestos.

Debido a la similitud por comparacion en CCF, las fracciones 3B y 4A se
sumaron para tener mayor cantidad y poderla purificar con una mezcla DCM:
MeOH [80:20]. Se pudo aislar un compuesto llamado M2 en muy bagja
concentracién (2.1 mg). De este compuesto se pudo obtener el andlisis de RMN de
1D y 2D para obtener la cartera de caracterizacion para su posterior elucidacion

(Figura 61).

T1-Col 6-22 g
Operadore'?\soo cﬁlisa CE
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Figura é1. Espectro de RMN de H a 500 MHz en CDCls; del compuesto M2.
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En el espectro se observan en la regién de aromdaticosen 7.16 ppm (H8) y en
7.02 ppm (H9) dos sefales dobles que integran para un hidrédgeno cada una. En
5.13 ppm (H3) se observa una senal simple que integra para dos hidrogenos que
estd unido a algun dtomo mds electronegativo, correspondiente a un metileno. Por
Ultimo, se observan en 4.04 ppm (H10) y 3.84 ppm dos senales simples que integran
para tres hidrébgenos cada una, correspondientes a grupos metilo y que por el
desplazamiento se encuentfran unidos a dtomos mds electronegativos. Con el fin
de realizar una adecuada asignaciéon del espectro de RMN de 'H se obtuvo un
espectro COSY (Figura 62).

H3 H10 H11

T1-Col 6-2

Operadores500 celisa CE

T1-Col 6-2 @

teo_cosy CDCI3 {C:\data\celisa} OP 21 el r4.0

u\
in
f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8
f2 (ppm)

Figura 62. Espectro COSY del compuesto M2

En el espectro 2D COSY se observa que los hidrogenos H8 y H9 se
correlacionan entre si. El resto de los hidrégenos no se acoplan entre si. Ahora con
esta nueva informaciéon se procede a analizar el siguiente espectro de RMN de 13C
(Figura 63).
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Figura 63. Espectro de RMN de 13C a 125 MHz en CDClz del compuesto M2

Se puede apreciar un total de diez carbonos diferentes. Se observa en 168.7
ppm (C-1) un carbono del tipo carbonilo, en 152.6 (C-6), 149.0 (C-7), 139.6 (C-4),
119.7 (C-8), 118.2 (C-5), 116.6 (C-9) ppm, senales tipicas de carbonos de anillo
aromatico. Sin embargo, en el espectro de 'H de RMN sdélo se observan dos senales
en la regidon de hidrégenos aromdticos, por lo tanto, deben de existir varios
carbonos cuaternarios. Debido a la intensidad debil de las senales C4, C5, Céy C7
pudieran ser estos los carbonos cuaternarios, mientras que C8 y C? pudieran ser los
dos atomos de carbono que soportan a los dos hidrégenos observados en el
espectro de H. Por Ulfimo, en 68 (C3), 62 (C10) y 57 (C11) ppm se encuentran los
tres carbonos restantes que pudieran ser del metileno y metilos respectivamente.
Para una correcta asignacion del espectro de RMN de 3C y correlacionar los
dtomos de carbono con sus respectivos hidrogenos se adquirid un espectro de RMN
2D HSQC (Figura 64).
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Figura 64. Espectro HSQC del compuesto M2

Las senales que corresponden a C-1, C-6, C-7, C-4 y C-5 no se correlacionan
con ningun hidrégeno corroborando que son carbonos cuaternarios. Las demds
senales correlacionan con sus respectivos hidrégenos corroborando la presencia
de aromdticos, un metileno y dos metilos. También se obtuvo un espectro de 13C

DEPT 135 para corroborar el tipo de carbono correspondiente (CHs, CH2, CH). La

informacidon obtenida se resume en la tabla 16.

Tabla 16. Resumen de las senales del compuesto M2

Correlacion DEPT 135

Sefial *H ppm | Sefial **C ppm | Tipo
- 168.7 (C-1) -

- 152.6 (C-6) -

- 149.0 (C-7) |-

- 139.6 (C-4) -
7.23 (H-8) 119.7 (C-8) CH

- 118.2 (C-5) -
7.07 (H-9) 116.6 (C-9) CH
5.20 (H-3) 68.6 (C-3) CH;
4.11 (H-10) 62.5 (C-10) CHs
3.91(H11) |57.1(C-11) | CHs

3.5

80

90

100

110

r120

“130

1 (ppm)
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Con la informacion obtenida de los espectros de RMN 1D y 2D se propone la

estructura del compuesto M2 (Figura 65).
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Figura 65. Estructura propuesta para el compuesto M2

El nombre del compuesto es 6,7-dimetoxiisobenzofuranona, este compuesto
es de importancia puesto que podria servir como base para la sintesis de otras

moléculas mds grandes con actividad bioldgica.
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2.4 Conclusiones

e De una coleccién de frece hongos endofiticos aislados de la planta Mentha
rotundifolia, se seleccionaron tres cepas (T1, Té6, y T7) con una fuerte
actividad antifdngica contra los fres hongos fitopatdégenos probados,
después de realizar un andlisis de los extractos de las trece cepas.

e Se realizdé un estudio de las fres cepas cultivindolas con variaciones del
medio de cultivo para optimizar la produccién de productos naturales, en
donde la condicién estandar resulto ser la mas adecuada.

e Se selecciond la cepa T1, que resultd ser el hongo Fusarium sp. del cual se
obtuvo un extracto crudo a gran escala y se sometié a un fraccionamiento
mediante cromatografia para la buUsqueda de productos naturales con
actividad antifungica.

e De la fraccidén 9 se aislaron tres productos responsables de la actividad
antifUngica, que se siguen trabajando para su elucidacion completa.

e De las fracciones 3B y 4A se logrd aislar, purificar y elucidar un compuesto
llamado é,7-dimetoxiisobenzofuranona, el cual puede ser utilizado como 113
precursor para la sintesis de otfros compuestos con actividad bioldgica
(Noscapina).

e Se sigue con el frabajo de elucidacion y bioensayos para las diferentes

fracciones del extracto de Fusarium sp. T1.



2.5 Desarrollo Experimental
2.5.1 Produccién de microexiractos

A cada cepa de la colecciéon T se le realizd un estudio microscopico vy
macroscopico para determinar si cada cepa estaba en dptimas condiciones y sin
contaminaciones, asi como para recabar la informacién estructural de
importancia. Posteriormente se procedid a replicar cada cepa en placas PDA

nuevas para continuar con la siguiente etapa.

Al obtener una “cepa fresca” (8 dias de incubacion) en medio sélido se
procedid a realizar un “preindculo” con el fin de adaptar al hongo al nuevo medio
y que se encuentre en 6ptimas condiciones para un fraspaso de medio liquido a
liquido, teniendo asi un mejor crecimiento y una mejor produccidén de compuestos

de interés.

El medio de cultivo liquido a utilizar es Czapek contiene:

e Medio Czapek (1 litro de Cultivo)

NaNOs 29
KH2PO4 59
MgSOa4 0.5¢g
FeSO4 10 mg
InSO4 3 mg
Extracto de Levadura (e
Glucosa 60 g

Se prepararon 13 soluciones en matraces de 250 mL con un volumen de 50
mL de medio de cultivo. Teniendo las cepas en medio sélido frescas y el medio listo
se procedid a inocular cada matraz con la cepa correspondiente, en condiciones

de esterilidad (campana de flujo laminar).
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Primeramente, se colocd todo el material en la zona de esterilidad, con una
capa debajo de papel filtro y con ayuda de la pipeta se adicionaron 10 mL de
agua destilada estéril a la placa donde se encontraba el hongo. Luego con ayuda
de una espdtula se comenzd a raspar con mucha delicadeza fratando sélo de
raspar el micelio aéreo. Posteriormente se procedié a pasar ese micelio raspado a
un vial con tapa disgregdndolo con ayuda de un vortex y luego se inoculd al matraz
con el medio de cultivo liquido. Este procedimiento se realizé6 con cada cepa
teniendo las precauciones adecuadas para la manipulacién de las trece cepas
diferentes minimizando posibles contaminaciones cruzadas. Teniendo ya
inoculadas todas las cepas se procedid a la incubacién en una cdmara en

condiciones de 27 °C a una agitacion de 120 rom mediante 7 dias.

Pasados los 7 dias de incubacion se procedio ainocular 5 mL del preindculo
a 1 litro de cultivo de medio liguido Czapek que estaba distribuido en cinco
matraces Erlenmeyer de 500 mL con 200 mL del medio Czapek en condiciones de
esterilidad. Enseguida se volvié a colocar en la cdmara de incubaciéon con las
mismas condiciones por 10 dias mds, excepto las cepas T4 y T8 que fueron
incubadas por 17 dias. Pasado los 10 dias de incubacién se procedid a una
filtracidén con vacio con un embudo tipo bUchner, papel filtro, malla y matraz
kitasato. Posteriormente se centrifugd el medio para eliminar cualquier resto. Luego
se procedié a una extraccion liquido-liquido con disolvente orgdnico (acetato de
efilo). La fase orgdnica de las extracciones liquido-liquido de cada una de las
cepas de la coleccion T se concentraron a presion reducida con ayuda de un

rotavapor obteniendo asi sus microextractos.
2.5.2 Bioensayos

Con los microextractos obtenidos se realizaron los bioensayos de inhibicion
de crecimiento fungico, el cual inicid con la preparacion de la dosis adecuada
para su aplicacion. Para ello se prepard una “solucién stock™ (S.S) de 12 mg/300 L
EtOH de cada microextracto, dando asi una concentracién final de 1 mg/ mL

conservandolo en refrigeracion con el fin de que no se evapore el etanol.
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En condiciones de esterilidad se anadieron en los tubos eppendorf, 10 uL de
la solucion de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, 5 mg/mL agua
destilada), 35 uL de la solucidn del microextracto anteriormente preparada y 1365
uL de medio PDA un poco caliente a modo de que no se solidifique y se disuelva.
Enseguida se anadié a cada pocillo de la microplaca un volumen de 300 yL de
extracto (repitiendo este procedimiento cuatro veces para cada extracto,
teniendo asi 4 réplicas del mismo extracto) esto se realizdé también para el control
positivo el cual es solo etanol. Luego cada microplaca se vuelve a cerrar y se deja

solidificar.

Posteriormente se inoculd la cepa diana (hongo fitopatdgeno). Para ello con
ayuda de un transfer (sacabocado) estéril se corta la placa con la cepa diana
fresca tantos discos como sean necesarios de didmetro aproximado de 5 mm y se

depositan dentro de cada pocillo de la microplaca.

Al finalizar la inoculacion de la cepa diana se realizd un primer escaneo
teniendo los datos iniciales del didmetro del fitopatdgeno y enseguida se incubd
en una estufa estacional a temperatura de 27 °C con oscuridad por 3 dias, al cabo
del tiempo se realizd un escaneo con ayuda del equipo Multifuncién Epson
ECOTANK ET-2714, 33ppm y para el procesamiento de medidas se realizdé con el
programa ImageJ 1.51k. El porcentaje de inhibicién (%) de cada compuesto a las

48 hrs se calculd con la siguiente ecuacion.

. T DO - Dx
Porcentaje de inhibicion (%) = [( D )xlOO]
0

Donde: Do = didmetro del hongo conftrol, Dx = didmetro del hongo en presencia del

compuesto.
2.5.3 Obtencién de cromatogramas

El equipo utilizado para obtener estos cromatogramas era un RP-HPLC
Shimadzu con un detector DAD-SPD-H 10A con una fase moévil de MeOH/agua 0.1%
de dacido acético con unas condiciones iniciales de 30:70 con un gradiente en 60

minutos hasta llegar a unas condiciones finales de 90:10 con un flujo de 0.5 mL/min.

116



2.5.4 Produccién biotecnolégica a mayor escala

Primeramente, se prepararon 12 matraces de 200 mL con 50 mL de medio
de cultivo como preindculo. Posteriormente se prepararon 60 matraces de 500 mL
con 200 mL de medio de cultivo teniendo como volumen final 12 L de medio

Czapek y se esterilizaron con calor hUmedo en autoclave.
2.5.5 Espectroscopias y parte Quimica

Se utilizaron cromato-placas comerciales del gel de silice 60, para revelar
con una ldmpara ultravioleta, una cdmara de inmersién de una solucion OLEUM,
que contiene 16% de agua destilada, 80% dcido acético y 4% de acido sulfurico.
La purificacidon de productos mediante cromatografia en columna se realizd
empleando gel de silice Macherey-Nagel 60 como fase estacionaria y mezclas de

disolventes en proporciones adecuadas como eluyentes.

Los espectros de RMN de 'H y de 13C se determinaron en un espectrometro
Bruker 500 MHz, utilizando cloroformo deuterado (CDCls), dimetilsulfoxido
deuterado (DMSO), como disolvente y tetrametilsiiano (TMS) como referencia
interna. Los valores de los desplazamientos quimicos se encuentran en partes por

millén (ppm) respecto al TMS y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz).
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