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FE DE ERRATAS

1- En la pigina No. 5 en el primer parrafo donde dice: enlace macrociclico entre
C-4 y C-5, deberia decir: enlace macrociclico entre C-4 y C-15,

2- En la pagina No. S en el segundo parrafo donde dice: presentando las roridinas
un grupo hidroximetilo, deberia decir: presentando las roridinas un grupo
hidroxietilo.

3- En la pagina No. 21, en el diagrama, donde dice: metileno, deberia decir:

cloruro de metileno.
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Resumen



Resumen 1

Baccharis coridifolia D.C. (Asteraceae) es un arbusto herbdceo, conocido como
"mio mio” o “romerillo”. Es una de las plantas téxicas mds importantes para
mamiferos herbivoros. Posee una amplia distribucién desde el sur de Brasil,
Paraguay, Uruguay y Argentina (hasta la Prov. de Rio Negro). Las sustancias
tdxicas presentes en esta especie son tricotecenos macrociclicos: roridinas A, D
y E: verrucarinas A y J y miotoxinas. Estos metabolitos son micotoxinas
sintetizados por algunos hongos, como por ejemplo: Myrothecium roridumy M.
verrucaria.

Desde 1997, se conoce la presencia de un epibionte flingico en meristemas de
Baccharis coridifolia. Por comparacién del DNA, 185 se determiné que el
epibionte pertenece al orden Hypocreales, al igual que los géneros Fusarium,
Myrotheciumy Stachybotrys que son productores de tricotecenos.

En el presente trabajo de investigacién se demostré que el epibionte fiingico de
B. coridifolia sintetiza los mismos tricotecenos macrociclicos que los hallados en
las plantas: roridinas A y E y verrucarinas A y J. La localizacién del epibionte en
los meristemas lo ubica en una posicién ideal para la colonizacidn de hojas, tallos,
flores y semillas, partes de la planta donde fueron hallados los tricotecenos.
Teniendo en cuenta los antecedentes de epibiontes flngicos en pastos, que
establecen una asociacion mutualista con el hospedante, produciendo metabolitos
secundarios téxicos para el ganado y la capacidad del epibionte de producir los
mismos tricotecenos macrociclicos que los hallados en las plantas, sugerimos que
este epibionte estableceria una relacién mutualista con B. coridifolia y seria el
responsable de la presencia de dichas toxinas en la planta y el causante de la
toxicidad hacia herbivoros.
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El género Baccharis

El género Baccharis (familia Asteraceae, tribu: Astereae, subtribu:
Baccharidinae), contiene mds de 500 especies, que pertenecen exclusivamente a
América, (excepto una). Estas especies se distribuyen en 7 dreas geogrdficas:
Brasil, Montafias Andinas, Andes patagdnicos, S.E. de Brasil, México (incluyendo
el Oeste de Estados Unidos) y Las Antillas, incluyendo el Este de Estados Unidos
(Malagarriga, 1976). La gran concentracidn de especies en Brasil y en los Andes
sugiere que éstas dreas son el centro de origen (Teodoro-Luis, 1955).

Las plantas de Baccharis son arbustos lefiosos perennes, de 05 a 40 m de
altura, son plantas dioicas, por lo tanto poseen polinizacién cruzada, con la dnica
excepcion de B. monoica Neson (1988) de América Central.

Algunas especies de Baccharis poseen valor productivo y son importantes
localmente: para proteccion del suelo, reduciendo la erosiéon y eliminando malezas
(B. pilularis, B. sarothroides, B. salicifoliay B. macrantha); como ornamental, ya
que algunas son robustas; resistentes a suelos salinos (8. halimifolia -introducida
en Europa y Australia -, B. angustifolia, B. geomerulifloray B. neglecta). como
productoras de miel (8. salicifolia, B. pilularis y B. sacrothroides); para
fabricacién de perfumes (8. dracunculifolia y B. genistelloides); con usos
medicinales: fabricacion de té (8. douglasii), lavado de ojos y lociones (B.
salicifolia), disminucion de la fiebre, trastornos digestivos y actividad
antimicrobiana (B. crispay B. notosergila).

Sin embargo algunas especies de este género son tdoxicas para el ganado, como

por ejemplo: Baccharis coridifoliay B. megapotamica.

Baccharis coridifolia
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Baccharis coridifolia D.C. es un arbusto herbdceo, conocido como "mio mio” o
"romerillo” (Fig. 1). Posee una amplia distribucion desde el Sur de Brasil,
Paraguay, Uruguay, Norte y Centro de Argentina (hasta la provincia de Rio
Negro) (Fig. 2). Frecuentemente se halla en sabanas y estepas.

La planta es perenne y forma matas densas de 40-80 cm de altura, siempre de
color verde. Sus hojas son lineales, agudas, enteras y sin nervaduras. Los
capitulos son pequefios, dispuestos en racimos densos en los extremos de las
ramas y formando en conjunto una amplia panoja foliosa (Burkart, 1974).

Es una de las plantas téxicas mds importantes para mamiferos herbivoros y
causante de severas pérdidas en el ganado (bovinos, ovinos, suinos y equinos)
(Gallo, 1987: Habermehl et al, 1985a). Aunque los animales de las regiones
endémicas generalmente conocen la planta y no la ingieren, si lo hacen los que son
trasladados desde regiones en donde no crece, produciendo en ellos resultados
fatales. Se dice que esta planta produjo una gran mortandad de caballos en la
campafia del General Lavalle contra Rosas, cuando en el Norte preparaba la
expedicidn libertadora (Monticelli, 1941).

La ingestion de estas plantas produce una intoxicacion sobreaguda. Los primeros
sintomas que comienzan a las 6-8 horas después de la ingesta, provocan cierta
intranquilidad, luego hay astenia absoluta, anorexia y sed. Hay hiperestesia de la
columna vertebral, que se evidencia en una incoordinacion del tren posterior. El
aparato locomotor sufre contracciones musculares. La saliva tiene un color
verdoso que es prdcticamente la disolucion del mio-mio. Hay célicos
gastrointestinales y posteriormente diarreas intensas. El animal padece de una
congestion aguda de pulmén o edema pulmonar, latidos cardiacos irregulares,
violentos y tumultosos, acompatiados de pulso débil. Hay micciones repetidas,

siendo éstas producidas por la congestion renal. Toda intoxicacién con mio-mio se



Figura 1. Aspecto general de Baccharis coridifolia

planta masculina; d.-

a.- aspecto general de la planta; b.- planta femenina; c.

capitulo.
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Figura 2. Mapa de distribucién de Baccharis coridifolia
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acompafia de midriasis intensa, teniendo los animales dificultades de acomodacidn
y de visualizacion de los objetos (Gallo, 1987) y, en casos extremos, la
intoxicacion provoca la muerte (Tokatnia y Dobereiner, 1976).

La toxicidad de B. coridifolia presenta variaciones bastante grandes segtn el
estado de crecimiento de la planta, por ejemplo, las hojas, raices y tallos son
téxicos durante todo el afio, pero la toxicidad es de 4 a 8 veces mayor al final de
la estacion de crecimiento, durante la floracion (Jarvis et al, 1991) y en las
semillas (Jarvis et al., 1988b: Kuti et al, 1990).

Varios profesionales argentinos resultaron pioneros en este tema, Murray, en
1862, fue el primero en mencionar las caracteristicas téxicas de la planta y
Andrieu, en 1906, demostré experimentalmente la toxicidad de esta especie. En
1917, Flores y Houssay estudiaron exhaustivamente la toxicidad de la misma en
una amplia gama de animales. Este trabajo se completé con la colaboracién de
Arreguine, en 1918, que describié la técnica de extraccion de las sustancias
téxicas y su purificacion hasta obtener un producto que presentaba una
toxicidad constante (Reggs et al, 1984). Muchos afios mds tarde, en 1985aq,
Habermehl et al encontraron que las sustancias téxicas presentes en esta
especie vegetal y responsables de la toxicidad para el ganado son tricotecenos
macrociclicos: roridinas A, E, HY D; verrucarinas A y J; miotoxinas A, B, Cy D;
Isomiotoxina D y miofitocenos A y B (Jarvis et al, 1987a; Cutler and Jarvis,
1985). Estos metabolitos son micotoxinas sintetizados por algunos hongos, como
Myrothecium roridum (Jarvis et al., 1985b); M. verrucaria (Jarvis et al., 1985b);
Stachybotrys atra (S. chartarum) (Jarvis et al, 1985b); Cylindrocarpon sp.
(Matsumoto, 1979), Verticimonosporium diffractum (Minato et al, 1975);
Cryptomola  acutispora (Turner and Aldridge, 1983) vy Phomopsis

leptostromiformis (Samples et al, 1984). Previamente tricotecenos macrociclicos
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del tipo bacarinoides (roridinas oxidadas) fueron hallados en otra especie
vegetal, Baccharis megapotamica, durante un estudio de actividad antitumoral en

extractos de plantas (Kupchan et al, 1976; 1977).

Tricotecenos macrociclicos

Los tricotecenos son uno de los grupos de micotoxinas mds importantes. Estos
compuestos son sesquiterpenos y poseen un doble enlace entre C-9 y C-10 y un
anillo epéxido en el C-12. Se dividen en dos grupos en funcién de la presencia o
ausencia de un enlace macrociclico entre C-4 y C-5: A) Tricotecenos simples ( por
ej.: deoxinivalenol, diacetoxicirpenol, toxina T-2, verrucarol, etc.) y B)

Tricotecenos macrociclicos (por ej.: bacarinoides, roridinas, verrucarinas, etc.).

1) Estructura quimica

Los tricotecenos macrociclicos, los cuales son di- o trilactonas de verrucarol,
pueden ser divididos en dos clases dependiendo del modelo de sustitucidn en el
anillo macrdlido: las roridinas (29 dtomos de carbono) y las verrucarinas (27
dtomos de carbono) que difieren en el grupo funcional de C-6", presentando las
roridinas un grupo hidroximetilo y las verrucarinas un grupo carbonilo (lactona)
(tabla 1, Anexo). Dado que las verrucarinas tienen dos centros estereogénicos
menos (C-6" y C-13"), presentan menor dificultad en cuanto a su asignacion
estructural. Dentro de la clase de las roridinas, hay varias subclases:
satratoxinas, vertisporinas, roritoxinas y miotoxinas, las cuales presentan un
anillo tetrahidropirano dentro de la cadena del macrdlido (tablas 2-3, Anexo), y
los bacarinoides que estdn hidroxilados en el anillo A en C-83 (mayoritarios) o en
C-16 (minoritarios) (Jarvis et al, 1987a). Este modelo de sustitucion es

caracteristico de los bacarinoides, ya que, con pocas excepciones (Corely et al.,
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1986), el resto de los tricotecenos con un grupo hidroxilo en C-8 tienen
configuracién a. Es posible que los bacarinoides surjan por hidroxilaciones de
roridinas mediadas por la planta.

Las estructuras de los tfricotecenos macrociclicos fueron establecidas por
primera vez a partir del andlisis por difraccién de rayos X del p-iodobenzoato de
la verrucarina A (McPhail and Sim, 1966). Desde entonces, se han registrado una
serie de estructuras cristalinas por rayos X: verrucarina A (Anderson et al,
1988; Ashton et al, 1990: Sharmay Salunkhe, 1991), verrucarina B (Breitenstein
et al, 1979), roridinas A e isoE (jarvis et al, 1982b), mirotoxinas A y C (Jarvis
et al, 1986), bacarincides B5 (Kupchan et al, 1976), B7 y B2 triacetato (Jarvis
et al, 1987 a) y miotoxina A (Habermehl et al, 1984). Dado que la configuracion
absoluta del nicleo central del tricoteceno ha sido establecida, la cristalografia
de rayos X es a menudo utilizada para determinar la configuracion de los centros
estereogénicos en la cadena del macrélido. Anteriormente, la estereoquimica de
estos centros se determinaba por estudios de degradacidn quimica (Tamm,
1974).

Variaciones comunes en la estructura se presentan en las posiciones 2°,3", las
cuales pueden ser un doble enlace (ej. roridina E, verrucarina J, satratoxina Hy
bacarinoide B9), un epdxido (ej. roridina D, verrucarina B, mirotoxina A y
bacarinoide B4), una cadena CHOHCHCH; (roridina A, verrucarina A y
bacarinoide B7) o CH.CHCH: (bacarinoides Bl y B2 y miotoxina B). Los
bacarinoides derivados de plantas y las miotoxinas frecuentemente estdn
oxigenadas en C-4’; la roridina J es la Unica hidroxilada en C-4reportada a

partir del cultivo de un hongo (Tablas 1, 2, 3- Anexo).



2) Andlisis
La cromatografia en capa delgada (CCD) (Nesheim and Trucksess, 1987) es la
técnica analitica mds simple y econdmica. Dado que casi todos los tricotecenos

macrociclicos tienen un sistema de una lactona diénica, la cual es un potente
cromdforo (Amgx ~ 260 nm, € ~ 20.000), sus manchas se visualizan fdcilmente

con luz UV de longitud de onda corta a un nivel de 50 ng por mancha en ausencia
de sustancias interferentes.

Los diasteredmeros (por ej. roridina E e isororidina E, bacarinoides B5 y B8,
tricoverrinas A y B, etc.) a menudo son dificiles de separar por CCD sin embargo
se ha logrado utilizando dos mezclas de solventes de desarrollo distintos, uno a
continuacion del otro. Las manchas también pueden ser visualizadas por
pulverizacién con dcido sulfdrico/vainillina, las cuales por calentamiento dan
manchas de un color azul acero; las roridinas desarrollan el color mds rdpido que
las verrucarinas. Si hay un grupo cetona presente en C-8, las manchas son mds
verdosas.

La cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) (Shepherd, 1986) es una
técnica muy poderosa en el andlisis de tricotecenos, que permite detectar estos
compuestos en el nivel de nanogramos/inyeccién. CLAR en fase normal en
columnas de silica gel da una excelente resolucion de la mayoria de los
macrociclicos, con tiempos relativos de retencion muy cercanos a los Rfs
observados en CCD. Los solventes mds cominmente usados son metanol (o alcohol
isopropilico) en diclorometano o acetato de etilo en hexano.

La CLAR de fase reversa ha sido empleada en el andlisis de muestras
contaminadas con S. atra. Como es de esperar, el orden de elucién en CLAR de
fase reversa es inverso al observado en CLAR de fase normal, si bien las

roridinas tienden a quedar retenidas mds tiempo que las verrucarinas.
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Hay que ser cuidadosos en la interpretacién de los datos de CCD y CLAR. La
presencia de una mancha con el valor de Rf correcto o de un pico en CLAR de
tiempo de retencion correcto no puede ser considerado como una prueba de la
presencia de un tricoteceno macrociclico. Pruebas confirmatorias se deben
obtener por métodos adicionales, idealmente por aislamiento y posterior
caracterizacion no ambigua. La técnica mds valiosa para establecer las
estructuras de los tricotecenos macrociclicos es la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), en particular la proténica (RMN 'H) (Mazzola and
Jarvis, 1987; Greenhalgh et al,, 1989; Sanson et al., 1989).

La espectrometria de masa (EM), en especial técnicas de EM/EM también
pueden ser utilizadas, pero dichos andlisis no son una rutina para tricotecenos

macrociclicos.

3) Actividad Biolégica

Poseen un amplio espectro de actividad bioldgica, como: antitumoral (Kupchan et
al, 1977), antifingica (Freeman and Morrison, 1948), antiviral (Okazaki et al,
1988: 1989), antibacteriana, insecticida (Kishaba et al, 1962) y en humanos
causa dermatitis por contacto (Ueno, 1983). En 1999, Isaka et al, detectaron
que poseen también actividad contra la malaria.

Ademds, los tricotecenos macrociclicos son téxicos para todos los eucariotas,
porque inhiben la sintesis proteica (MclLaughlin et al, 1977 Feinberg y
McLaughlin, 1989). Esta inhibicion de debe a la unién del compuesto a la
subunidad 60S de los ribosomas e interfieren en la actividad de la

peptidiltransferasa (Feinberg y McLaughlin, 1989; Cundliffe et al, 1974).
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Lineas de investigacion

A partir del hallazgo de tricotecenos macrociclicos en Baccharis coridifolia
surgen dos lineas de investigacion que tratan de explicar la presencia de estas
toxinas en las plantas de B. coridifolia:

1) Jarvis et al (1988 a: b) proponen que las plantas de Baccharis
coridifolia sintetizan de novo estas toxinas. Segun estos investigadores las
plantas de B. coridifolia habrian adquirido la capacidad de producir tricotecenos
macrociclicos por una “evolucion convergente” con Myrothecium o por una
“transferencia horizontal de informacién genética”, para la sintesis de
tricotecenos, desde el hongo a la planta. Actualmente, estos investigadores
trabajan en la caracterizacion de los genes de Myrothecium roridum que
intervienen en la biosintesis de tricotecenos macrociclicos (Trapp et a/, 1998).

2) Nuestro grupo de investigacidn, por el contrario, sostiene que hongos
presentes en las plantas de B. coridifolia, y en relacion simbiética mutualista con
el hospedante, serian los responsables de la produccién de estos metabolitos.

En 1997, Bertoni et al, en esta linea de investigacidn, detectan la presencia de
un epibionte fingico en meristemas de Baccharis coridifolia, que por comparacion
del DNA. 185, resulté pertenecer al orden Hypocreales, al igual que los géneros
Fusarium, Myrothecium y Stachybotrys que son productores de tricotecenos

(Sharma and Salunkhe, 1991).

Antecedentes de epibiontes fingicos en pastos
Uno de los sistemas mds estudiados en cuanto a la relacién plantas/ hongos/
toxicidad es el de las pasturas, debido al efecto que se observa en el ganado que

ha consumido pastos infectados. Esta asociacién generalmente ocurre entre los
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pastos (Gramineae) y los hongos pertenecientes a la familia Clavicipitaceae
(Hypocreales, Ascomycotina)
La familia Clavicipitaceae contiene géneros cuyas especies son endofiticas, es
decir, las hifas crecen intercelularmente en hojas y tallos (Ej. Epichoé y
Balansia) (White and Owens, 1992; White, 1993), mientras que otras especies de
esta familia son epifiticas, las hifas crecen sobre los primordios foliares y sobre
los meristemas (Clay and Frentz, 1993). Mpyriogenospora atramentosa;
Atkinsonella hypoxylon: A. texensis; Balansia cyperi; B. pilulaeformis; B. palliday
Claviceps purpurea (Lutrell and Bacon, 1977 Leuchtmann and Clay, 1988a; 1989:
1988b: Clay and Frentz, 1998: Rykard et al, 1985). Dado que estos géneros
pertenecen a la tribu Balansieae, se considera al epifitismo un hdbito comin en
esta tribu (Clay and Frentz, 1998).
Esta asociacidn planta-epifito en la familia Clavicipitaceae se considera
mutualista. Las ventajas que le confiere el epibionte a las plantas huéspedes son:
% Resistencia a herbivoros, insectos y hongos patdgenos gracias a las
micotoxinas (alcaloides) producidas por el epibionte (Bacon et al, 1986; Clay

and Hammond, 1985; Clay, 1986).

5

RS

Son mds vigorosas que las plantas no infectadas ya que la localizacidn del
epibionte en los meristemas influye en los patrones de desarrollo, produciendo
por ejemplo, fitohormonas (Clay, 1984; 1986; Latch et al, 1985; Leuchtmann
and Clay, 1988b; Read and Camp, 1986).

El epibionte estd favorecido por su ubicacidn en los meristemas ya que:

%+ Le confiere mayor proteccién que el estar expuesto en la superficie de las

ho jas adultas.
% Facilita la obtencién de nutrientes, carbohidratos y sustancias nitrogenadas,

a partir de los primordios foliares y meristemas. En estas zonas la cuticula no
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estd totalmente desarrollada facilitando la captacion de nutrientes a partir
del hospedante. El intercambio de carbohidratos entre el epibionte y el
huésped se demostré en Myriogenospora atramentosa (Smith et al., 1984).

% También se ve facilitada la reproduccion y diseminacion del epibionte a

través de las semillas del hospedante, como en el caso de Atkinsonella

hypoxylon (Clay and Jones, 1984).



Hipotesis



Hipétesis: El epibionte fiingico presente en los meristemas de Baccharis
coridifolia produce tricotecenos macrociclicos y es el responsable de la toxicidad

de la planta.



Objetivos



1. Aislar el epibionte fiingico de los meristemas de Baccharis coridifolia.

2. Realizar cultivos para incentivar la produccidn de tricotecenos macrociclicos.

3. Detectar los tricotecenos tanto por Cromatografia en Capa Delgada (CCD)
como por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y comparar con extractos de
hongos productores de tricotecenos macrociclicos (Myrothecium verrucaria)

y con testigos puros.



Materiales y Métodos
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Poblacion de plantas

Las plantas de Baccharis coridifolia utilizadas en este trabajo, se encuentran en
el invernadero de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

Estas plantas crecieron a partir de semillas de distinta procedencia: Brasil
(Santa Maria, Rio Grande Do Sul); Argentina: Gualeguaychi (Provincia de Entre

Rios) y Curuzu Cuatia (Provincia de Corrientes).

Cultivo de meristemas

Para el aislamiento del epibionte flingico se utiliza la técnica de cultivo de
meristemas (Bertoni ef a/, 1997). Para ello se cortan los extremos terminales
(aproximadamente 5 cm de longitud) de tallos jovenes y se lavan con agua
corriente. Luego se esterilizan superficialmente con una secuencia de alcohol
etilico 50% durante 3 minutos, solucion acuosa de hipoclorito de sodio (2:1)
durante 20 minutos, y cuatro enjuagues con agua destilada estéril. Los pasos
siguientes se realizan en condiciones de esterilidad, en un flujo laminar utilizando
una lupa binocular. Se separan los primordios foliares externos dejando libres los
meristemas con el primer o segundo par de primordios. Los meristemas se
cultivan en Cajas de Petri con Agar Agua 2% y se incuban en condiciones de luz
diurna y temperatura ambiente durante 30 dias. Luego se procede al aislamiento
del epibionte.

El micelio que emerge del meristema se repica en tubos con Extracto de Malta
Agarizado (EMA).

Produccion de tricotecenos macrociclicos

Se toman al azar 16 cepas del epibionte. Fracciones de micelio se utilizan para
inocular los medios de cultivo (liquidos y sdlidos) para la produccién de

tricotecenos macrociclicos.



A-En medio liquido:

Las cepas se cultivan en Erlenmeyers de 125 ml con 25 ml de medio GMM
(Glucosa 15,6 gr y Melaza de Maiz 10 ml/l de agua destilada) y se incuban
durante 30 dias a temperatura ambiente. Luego se transfieren 5 ml del medio a
Erlenmeyers de 125 ml con 35 ml de Extracto de Papa (metodologia de Jarvis et
al., 1987c). Los cultivos se incuban durante 30-60 dias a temperatura ambiente.
Se estudian dos condiciones de cultivo distintas: Estdtico y en agitacién (Shaker
a 120 rpm, 24°C.) (ver diagrama).

B-En medio sélido:

Las mismas cepas se cultivan en Erlenmeyers de 250 ml con 70 gr de arroz y 30
ml de agua destilada. Los cultivos se incuban durante 30-60 dias a temperatura

ambiente (Jarvis et al., 1987c) (ver diagrama).

16 Cepas elegidas
A B
Erlenmeyer, 125 ml Erlenmeyer, 250 ml
25 ml GMM 70 gr. Arroz/30 ml Agua destil.
(30 dias- Temp. ambiente) (30-60 dias- Temp. ambiente)
Control
[Extraccidn de tricotecenos
Agitacidn Estdtico
5 ml ml

contintia en pdg. sig



vieie de pdg. un‘rir'ior'

Erlenmeyer, 125 ml, 35 ml
Extracto de papa.
(30-60 dias- Temp. Ambiente)

> B

|Ex1'raccidn de tricotecenos

Extraccion de tricotecenos macrociclicos

A- Los cultivos liquidos se filtran en papel Whatman N2 1, el filtrado se extrae 3
veces con 25 ml de acetato de etilo. El micelio remanente se remoja toda la
noche en metanol, se filtra y se concentra hasta fase acuosa. Luego se extrae 3
veces con 25 ml de acetato de etilo.

Los extractos de acetato de etilo se juntan y concentran hasta sequedad, siendo

éste el extracto de tricotecenos (Jarvis et al, 1987c) (ver diagrama).

Cultivo liquido + Controles

Filtrar en papel Whatman N°1

— T

Fil'riado Micelio iemanen're
3 extracciones con Remojar toda la noche
Acetato de Etilo (25 ml) en Metanol.
Filtrar
continda en pdg. siguiente i

v



viene de pdg. anterior i

Concentrar hasta fase acuosa

!

3 extracciones con Acetato de Etilo
(25 ml)

-

Juntar y concentrar hasta sequedad

Disolver en Cloruro de Metileno

D

CccD Purificacién del exTr‘acTo]

B- Los cultivos sélidos se extraen 3 veces con 90 ml de metanol en sonicador
durante 10 minutos, se combinan los extractos y concentran hasta obtener una
fase acuosa. Luego se desgrasan 3 veces con 20 ml de ciclohexano. Se extraen 3
veces con 20 ml de acetato de etilo y se concentran hasta sequedad, siendo éste

el extracto de tricotecenos (Jarvis et al., 1987c) (ver diagrama).

Cultivo de Arroz + Control

l

3 extracciones con Metanol (90 ml)
(sonicar 10 minutos)

v
concentrar hasta fase acuosa

v
Desgrasar 3 veces con Ciclohexano

(20 ml)



viene de pdg. anterior

3 extracciones con Acetato de Etilo

( 20ml)

|

Concentrar hasta sequedad

l

Disolver en Cloruro de Metileno

CcD ' \Purificacidn del extracto

Ambos extractos (A y B) de tricotecenos se disuelven en cloruro de metileno y
se analizan por CCD de silica gel 60 Fzs4, usando como solvente cloruro de
metileno: acetona (93:7).

Las placas de CCD se revelan con dcido sulfirico 50% y vainillina 1% en dcido
sulfurico concentrado.

Se comparan las manchas en CCD con el testigo productor de tricotecenos
macrociclicos (Myrothecium verrucaria), y con un testigo comercial de
verrucarina A (Sigma). Las placas de CCD muestran que los cultivos crecidos en
arroz (B) tienen muchas impurezas que interfieren en la visualizacién de los
tricotecenos macrociclicos, por lo tanto se descarta como medio y el aislamiento
de las toxinas se hace a partir de los cultivos liquidos (A). Se comparan por CCD
los extractos de crecimiento en condiciones estdticas y en agitacion. En ambos
cultivos se observan las mismas manchas, sélo que en agitacion se obtiene mayor
cantidad de masa (masa del extracto agitacion = 58,2 mgr/640 ml Medio de
cultivo; masa del extracto estdtico = 50,2 mgr/ 1130 ml de medio de cultivo).
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Teniendo en cuenta esto y siendo critica la cantidad de material para el andlisis,
se juntan ambos extractos (agitacidén y estdtico) para tener asi mayor cantidad
de masa y se procede a la purificacidn y aislamiento de las toxinas.

De las 16 cepas cultivadas, se realizaron los correspondientes extractos y se
analizaron por CCD para seleccionar una cepa productora de tricotecenos

macrociclicos.

Purificacion y aislamiento de los tricotecenos macrociclicos

Se pone a punto la técnica de purificacion usando las cepas de Myrothecium
verrucaria ya que son de crecimiento mds rdpido que el epibionte de Baccharis
coridifolia.

El extracto (108,7 mgr) se purificé por cromatografia en columna seca de silica
gel H (10-40u) utilizando ciclohexano (ver diagrama), mezclas de
ciclohexano:acetona (90%, 80%, 70%, 60% y 50%) y finalmente metanol como
solventes de elucion. Se obtuvieron 21 fracciones, las cuales se analizaron por
cromatografia en capa delgada (CCD) de silica gel 60 Fzs4 (solvente de
desarrollo: cloruro de metileno:acetona 93:7).

Las fracciones 7 (42,0 mgr) y & (10,6 mgr) presentaron manchas de tricotecenos
macrociclicos por CCD mientras que la fraccién 4 revelé con caracteristicas
diferentes a los tricotecenos macrociclicos en cuanto a su coloracién con dc.
sulfurico/ vainillina, presentando también absorcidn al UV (A 254 nm).

La fraccion 4 fue purificada por cromatografia en columna de silica gel (32-63p)
utilizando cloruro de metileno como solvente de elucidn, aisldndose 4,5 mg de una
sustancia pura. El andlisis por espectroscopia de RMN 'H y de *C de esta
fraccién revelé que no es un tricoteceno macrociclico. En el espectro de RMN *C

se observan 26 sefiales, de las cuales una corresponde a un carbono carbonilico,
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tres a carbonos insaturados, una a carbono unido a oxigeno y varias sefiales a
carbonos de grupos metilo. Estas observaciones se corresponden con el espectro
de RMN 'H, en donde se observan varias sefiales entre & 0,60 y 0,92 ppm
(protones de grupos metilo), una sefial compleja a § 3,50 ppm (-CHOH) y varias
sefiales de protones olefinicos entre & 51 y 5,6 ppm. Estos datos no son
suficientes para elucidar su estructura y se requiere una mayor cantidad de
sustancia para realizar otros experimentos de RMN y espectrometria de masa
para completar su elucidacién estructural.

Las fracciones 7 y 8 se juntarony purificaron por columna de silica gel (32-63y),
eluyendo con cloruro de metileno, mezclas de metileno:metanol (99,5%, 99% vy
98%) y finalmente metanol. Todas las fracciones obtenidas se analizaron por
CCD. De acuerdo a su similitud se agruparon en dos nuevas fracciones: fraccion
7/8 A (25,3 mgr) y fraccion 7/8 B (9,7 mgr), siendo esta (ltima una sustancia
pura.

La fraccion 7/8 A fue purificada por CCD de silica gel 60Fzs4 preparativa
(solvente de desarrollo: cloruro de metileno:acetona 93:7), aisldndose tres

fracciones: 7/8 A; (125 mgr), 7/8 A2(2,9 mgr)y 7/8 A3(2,7 mgr).

(108,7 mgr)

}

Columna seca de silica gel H
Solventes de elucidn: ciclohexano
ciclohexano:acetona (90-50%)
metanol

21 FRACCIONES

continla en pdg. siguiente



Se analizaron por CCD las cuatro sustancias puras contra un testigo comercial de
verrucarina A (Figura 3).

Figura 3. Cromatografia en capa delgada de silica gel 60 Fzs4 de las cuatro
sustancias puras y del testigo comercial (Sigma).

- B, A1, Az, Asi Las cuatro sustancias puras aisladas.
- Va: Testigo comercial de verrucarina A (Sigma).

Las estructuras de las cuatro sustancias puras se determinaron por resonancia

magnética nuclear (RMN).

Resonancia magnética nuclear

Los espectros de RMN 'H y de °C se realizaron en dos equipos Bruker ACE-200

y 500, utilizando €DCls como solvente deuterado.
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Cultivo de meristemas

A los 30 dias de cultivo de los meristemas en Agar Agua 2% se observa el
crecimiento del epibionte. El micelio crece cubriendo total o parcialmente los
meristemas. Aproximadamente después de 60 dias de incubacidn se observa que
el micelio sélo crece unos pocos mm alrededor del meristema. En cultivo forma
una colonia de color blanco, con hifas aéreas compactas, de crecimiento lento,
con un didmetro de 12-16 mm después de 30 dias de incubacidn (Figura 4). En
cultivo no produce conidios u otra estructura de reproduccién.

En secciones de meristema infectado se observa que el micelio es completamente
superficial sobre el domo del meristema, especialmente en la cara interna del
primordio foliar y en las axilas (Figuras 5 y 6). Las hifas son predominantemente
no ramificadas y estdn adheridas a la superficie del huésped.

En la Tabla 1 se observa el porcentaje de infeccién que varia entre un 30% a un
85%. Estos porcentajes coinciden con los previamente encontrados por Bertoni

et al. (op. cit.) durante el aislamiento del epibionte.

Tabla 1. Deteccidn del epibionte fingico en meristemas de Baccharis coridifolia.

Localidad Mes de Numero de Numero con % de deteccion

= muestreo ___meristemas ___Epibionte
‘Brgwl © vl - 13 4 %
Comlentes 36 %6 ¢ Gy
sl 4w 0 m | wy
Covientss Aows = @ 19 s
e .
- . =




Resultados

Figuras 5. Seccidn longitudinal del meristema de Baccharis coridifolia. La flecha
muestra hifas adheridas al domo del meristema en un cultivo de dos
semanas, X630.



Figura 6.Seccidn longitudinal del meristema de Baccharis coridifolia. La flecha
muestra las hifas del epibionte sobre las axilas de los primordios foliares
del meristema sin cultivar, X 1000.



Produccién y extraccién de tricotecenos macrociclicos

Como se indicd en los materiales y métodos el primer paso en este trabajo fue
realizar el cultivo de 16 cepas en medio liquido, para determinar si el epibionte
de Baccharis coridifolia producia tricotecenos macrociclicos. Los extractos
obtenidos de estos cultivos y de Myrothecium verrucaria (utilizados como
testigo) se siembran en una placa de CCD. El resultado de la placa (Fig. 7)
evidencié que todas las cepas del epibionte producen los mismos tipos de
compuestos, siendo algunos de ellos coincidentes con los producides por

Myrothecium verrucaria.

Figura 7. Comparacidon de las extractos de las cepas del epibionte fingico (CCD
de silica gel 60 Fzsa4).

A

e

. )/ ' -
My My W M2 3 4 ¢ e
L 2 2
- S S T ]

-A, B, C, D: Cepas del epibionte.

-J (4, 6, 7/8): Distintas fracciones de Myrothecium verrucaria..
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A partir de este resultado elegimos la cepa No. 699 (BAFC) para el cultivo en
masa del epibionte y produccién de tricotecenos macrociclicos, para luego aislar

y caracterizar estas toxinas.

Aislamiento y caracterizacion de los tricotecenos macrociclicos
LPara el cultivo de la cepa 699 (BAFC), se utilizé el medio liquido (ya mencionado)
y se dejo crecer durante 30 dias. Al cabo de este periodo se realizé el extracto
y purificacidn del mismo por cromatografia en columna y en placa preparativa,
segun los diagramas de las pdginas 16 a 17 y 20 a 21 de materiales y métodos.

De esta manera se aislaron cuatro tricotecenos macrociclicos, los cuales fueron
identificados como: roridinas A y E y verrucarinas A y J a partir del andlisis de
sus espectros de RMN 'Hy de 3C (tabla 2). Estos compuestos son los mismos que
los hallados en extractos de plantas de Baccharis coridifolia (Habermehl et al,

1985a).

Tabla 2. Presencia y cantidad de tricotecenos macrociclicos en las distintas

fracciones

Tricotecenos Fraccion Estructura

Macrociclicos

R""'d'm‘ . . B s

Las estructuras quimicas elucidadas a partir de los espectros de RMN 'Hy de ©°C

se muestran en la figura 8 y en los espectros correspondientes.
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Figura 8. Estructura de los 4 tricotecenos macrociclicos aislados del epibionte

fungico.
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Verrucarina A Verrucarina J

(1) (@)

O
(0]
p
Roridina A Roridina E

(3) 4)

El andlisis por RMN C (Tabla 3) y RMN 'H (Tabla 4) y la comparacién de los
desplazamientos quimicos (8, ppm) y de las constantes de acoplamiento (J, Hz)

con datos de literatura (Jarvis et al, 1996; Habermehl et al, 1985a; Sharma y
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Salunkhe, 1991) permitié asignar las estructuras correspondientes a Verrucarina
A (1), Verrucarina J (2), Roridina A (3) y Roridina E (4) (Figura 8).

Los cuatro tricotecenos macrociclicos presentan sefiales caracteristicas para el
anillo macrélido, destacdndose las correspondientes a H-2, H-3 (a y b), H-4, H-
10, H-11, H-13 (a y b), H-15 (a y b) y los grupos metilo de C-14 y C-16 (Tabla 4).
Las resonancias correspondientes a los protones del sistema diénico (H-7', H-8',
H-9' e H-10") son caracteristicas de este tipo de compuestos. En las verrucarinas
Ay J, H-7' e H-10' aparecen como dos dobletes a § 6,01 y 6,12 ppm (verrucarina
A)y 597 y 6,07 ppm (verrucarina J). El H-9' aparece como un triplete a 5 6,6
ppm y el H-8' como un doble doblete a & 8,0 ppm en ambas verrucarinas. Los
espectros de RMN 'H de las roridinas A y E se diferencian de los
correspondientes a ambas verrucarinas en los valores de desplazamiento quimico
de H-8' (7,63 ppm- roridina A y 7,49 ppm- roridina E) y de H-10' (5,76 ppm-
roridina A y 5,71 ppm- roridina E) y en la presencia de un doblete a § 1,16 ppm
correspondiente al grupo metilo de C-14.

La presencia de un grupo hidroxietilo (CHOHCHs) en las roridinas A y E,
introduce dos sefiales adicionales en el espectro de RMN *C (Tabla 3) a 5 70,8
ppm (C-13") y 18,2 ppm (C-14'), las cuales no se observan en los espectros de
RMN C de las verrucarinas Ay J.

En los ftricotecenos macrociclicos que presentan un hidrégeno en C-3'
(verrucarina A y roridina A) el metilo de C-12' aparece como un doblete a § 0,85
ppm en la verrucarina A y & 1,05 ppm en la roridina A.

En cambio, cuando la posicion C-2'-C-3' estd insaturada (roridina E y verrucarina
J) el metilo de C-12' se presenta como un singulete a § 2,2 ppm y en el espectro
de RMN 3C (Tabla 3) se observan dos sefiales adicionales a campos bajos

correspondientes a C-2' (118,7 ppm en verrucarina J y 118,9 ppm en roridina E) y



Resultados 28

C-3' (156,6 ppm en verrucarina J y 159,1 ppm en roridina E), las cuales no se

observan en los espectros de la verrucarina A y la roridina A.

Tabla 3. Datos de RMN *C (€DCls, & en ppm) de Verrucarina A (1), Verrucarina
J (2), Roridina A (3) y Roridina E (4).

2 78,9 79,1 79,0 79,2
3 34,9 35,2 34,8 35,8
4 74,2 75.4 74,3 74,2
5 495 48,9 49,3 48,4
6 442 43,1 43,8 42,7
7 20,0 20,8 20,2 21,6
8 27,5 27,7 27,7 27,7
9 141,1 1404 140,9 140,2
10 117.9 118,2 118,2 117,8
11 66,9 67,3 67,2 67.2
12 65,2 65,2 65,2 65,6
13 47,8 48,1 47,7 48,1
14 7.3 7.0 7.5 6,7

15 63,5 63,4 64,5 63,7
16 23,3 23,2 23,3 23,2
1 174,7 165,8 174,8 165,8
2 75,5 118,7 75.6 118,9
3 32,2 156,6 37.1 159,1
4 33,1 40,2 33,1 41,2
5' 61,1 60,4 69,8 69.9
6 166,1 165,8 84,0 83.9
7 127,5 127.4 139,2 138,0
8 138,9 139,5 126,1 126,6
o 138,8 139,2 143,9 143,6
10 125,8 125,6 117,5 117,2
1) 165,4 165,8 166,5 166,4
12’ 10,0 17,2 14,7 20,3
13' " . 70,8 70,7

14 - - 18,2 18,2
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Tabla 4. Datos de RMN 'H (CDCl3, 5 en ppm) de Verrucarina A (1), Verrucarina
J (2), Roridina A (3) y Roridina E (4).

H : 1 : 2 3 &
2 3,83d(5.3) 3.82d (5.1) 3,81d(5,0) 3,81d (5,3)
3a 2,20 dt (15,5:4,3) 2,13 dt (15,3:4,8) 2,18 dt (15.3:4.8) 2.22m
3b 2,45 dd (15,5:8,2) 245 m 2,41 dd (15.3; 8.2) 2,52 m
4 5,78 dd (8,2:4,1) 595 m 5,76 m 6,18 dd (8,2:3,9)
7 1,66 m 1,64 m 1,60m 19-21m
8 1,76 m 1,77 m 1,75 m 19-21m
10 5,40 d (4,4) 542d (4.9 539d (4.4 5,44 d (5.5
11 3,54 da (5.3) 3,73 da (5,1) 3,56 (5.4) 3,82 da (5,5)
13 a 2,77 d (3.9 2,80d (4,0 2,76 d (4.1) 2,78 d (4,1)
13 b 3,.09d (4,1) 3,10d (4,0) 3,08 d (4,1) 3,10d (4,1)
14 0,82s 0,80 s 0,77 s 0,76 s
1i5a 4,18 d (12,1) 3,95 (12,8) 4,40 s 3,91 d (12,5)
i5b 4,77 d (12,1) 4,38 (12,8) 4,28 d (12,5)
16 1,72 s 1,69s 1,70 s 1.68s
2 4,12 dd (7,1:1,6) 5,8 sa 4,06 sa 5,93 sa
3 2,62d(7.3) - 20m -
4 1,90m 2,48 m 1,85m 2,50 m
5'a 4,48 m 443 m 3.50m 3,50-3,70 m
5b 3,96 td (11,9;3,4) 413 m 3,50-3,70 m
6' - - 3,50m 3,50-3,70 m
T 6,01 d (15,8) 5,97 d (15,9) 5,96 dd (15,5;3) 5,87 dd (15,5:3)

8 8,00 ddd (15,7;11,6;0,9) 8,00 dd (15,9;11,6) 7,63 dd (15,5:11,6) 7,49 dd (15,7:11,49)

o 6.64 1 (11,2) 6,58 t (11,2) 6,61 t (11,4) 6,54 + (11,4)
10 6,12 d (11,2) 6,07 d (10,9) 5,76 d (10,5) 5,71 d (11,4)
12" 0,85 d (6.6) 2,25 s 1,05 d (6.9) 2,23 s

13' s - 3,61 m 3,50-3,70 m
14 . - 1,16 d (6.2) 1,16 d (6,2)

-d: doblete, da: doblete ancho, dd: doblete doblete, dt: doblete triplete, ddd:

triplete doblete, t: triplete, m: multiplete, s: singulete.
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En 1997 se determind que el epibionte fingico de Baccharis coridifolia pertenece
al orden Hypocreales (Bertoni et al), como los epibiontes asociados a meristemas
Myriogenospora atramentosa, Atkinsonella hypoxylon, A. texensis, Balansia
cyperi, B. pilulaeformisy B. pallida de la familia Clavicipitaceae. Estos ltimos
producen toxinas que causan enfermedades al ganado que consume pastos
infectados (Bacon ef al, 1986; Clay y Hammond, 1985: Clay,1986). Esta
asociacion se considera mutualista ya que las plantas son resistentes a mamiferos
herbivoros, insectos y hongos patdgenos gracias a los compuestos producidos por
el epibionte. También pertenecen al orden Hypocreales Fusarium, Myrotheciumy
Stachybotrys que son productores de tricotecenos (Sharma and Slunke, 1991).
El presente trabajo de investigacién determind que el epibionte de B. coridifolia
produce los mismos tricotecenos macrociclicos que los hallados en las plantas:
roridinas A, E y verrucarinas A, J. La localizacidn del epibionte en los meristemas
lo ubica en una posicidn ideal para la colonizacién de las partes maduras de la
planta como por ejemplo las hojas, tallos, flores y semillas. Como ya mencionamos
en la introduccidn, éstas son las zonas de la planta que resultan téxicas para el
ganado y donde fueron detectados los tricotecenos macrociclicos.
La posicidén del epibionte en los meristemas, su capacidad de producir los mismos
tricotecenos macrociclicos que se detectaron en las plantas, y los antecedentes
de epibiontes productores de toxinas en pastos, apoyan la hipdtesis inicial de que
este epibionte estableceria una relacién mutualista con Baccharis coridifolia,
porque:

-La planta se veria favorecida en la resistencia a herbivoros, insectos y

patdgenos gracias a los tricotecenos macrociclicos producidos por el

epibionte, téxicos para todos los organismos eucariotas.

-El epibionte estaria favorecido por la ubicacién y proteccion en el

meristema, que le facilita la captacién de nutrientes, y por una diseminacion
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eficiente, ya que el epibionte fue aislado de las plantas en distintas épocas
del afio y de distintas poblaciones, en un porcentaje que varia entre un 30-

85% (Bertoni et al,, 1997 el presente trabajo).

De acuerdo al andlisis de los tricotecenos macrociclicos en Baccharis coridifolia,
resulta que la mayor concentracion de toxinas en la planta se halla especialmente
en la pared del aquenio y en el endosperma (Jarvis et al, 1988 a; b; 1991). La
pared del aquenio seria posiblemente la zona de la semilla colonizada por el
epibionte debido a las condiciones favorables de humedad y nutrientes en el
interior de capitulo (Dr. Palacios, com. pers.). Si bien se observaron hifas
fungicas en la pared de aquenio y en los pelos del papus, los ensayos para aislar el
epibionte de B. coridifolia a partir de la pared del aquenio, papus y semillas
fracasaron por la alta concentracién que éstos poseen de hongos oportunistas de
crecimiento rdpido (Dra. Bertoni com. pers.). Si el epibionte se encuentra en la
pared del aquenio y en zonas adyacentes, de alli podria colonizar nuevos

meristemas cuando germinan las semillas y se inicia la pldntula.

Si, por otra parte, del andlisis genético de B. coridifolia resultara que la planta
posee genes para la sintesis de tricotecenos macrociclicos, quedaria por
preguntarse: ¢cudl seria el sentido de la existencia de un epibionte fiingico
productor de estas toxinas en los meristemas de la planta de Baccharis
coridifolia?, ¢Seria productor y a la vez resistente a las toxinas como para vivir
en los meristemas de la planta?.

En este sentido, por ejemplo: Myrothecium verrucaria es productor de
tricotecenos macrociclicos y a la vez resistente a las toxinas. Esta resistencia

puede deberse a la ausencia del sitio de uniéon de los ribosomas con los



Discusion 32

tricotecenos (Hobden and Cunliffe, 1980) o podria ser que las toxinas se

secuestren en unidades subcelulares (Jarvis et al., 1987a).

De acuerdo a lo anterior, que el epibionte sea productor de tricotecenos

macrociclicos, lo haria resistente para vivir en una planta que tiene estas toxinas.
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* e

El epibionte fingico de ABaccharis coridifolia produce tricotecenos

macrociclicos: Verrucarinas A y J y Roridinas A y E.

Estos tricotecenos macrociclicos son los mismos que los hallados en las

plantas de Baccharis coridifolia (mio- mio o romerillo).

El epibionte se localiza en los meristemas, posicion ideal para colonizar todas
las partes maduras de la planta donde se detectaron las toxinas: hojas, tallos,

flores y semillas.

Considerando los antecedentes de la asociacidn epibiontes fiingicos - pastos,
sugerimos que el epibionte flngico de Baccharis coridifolia estableceria una

relacidn mutualista con la planta porque:

e La planta estaria favorecida en la resistencia a herbivoros, insectos y
hongos patdgenos gracias a los tricotecenos macrociclicos producidos

por el epibionte flingico, téxicos para todos los organismos eucariotas.

e El epibionte estaria favorecido por la ubicacién en los meristemas,
debido a que le confiere mayor proteccidn que el estar expuesto en las
hojas maduras, facilitando la captacidn de nutrientes, y posibilitaria su

diseminacidn eficiente.
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