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RESUMEN

En la bisqueda de agentes antifiingicos con un modo selectivo de
accion contra Phymatotrichopsis omnivora, se evalué una serie de
compuestos arilselenofosfatos ciclicos obtenidos mediante sintesis or-
ganica. Ph. omnivora es el agente causal de la enfermedad conocida
como ‘pudricion texana’. La propagaciéon del hongo en el suelo se
debe al rapido crecimiento de los cordones miceliales entre las raices
de las plantas. Los compuestos arilselenofosfatos inhibieron entre 10 y
100 % el crecimiento de cordones miceliales del hongo. Los arilseleno-
fosfatos evaluados son andlogos a adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), compuesto requerido para la activacion del proceso de fosfo-
rilacion que degrada el glucégeno, que el hongo utiliza como fuente
de energia para su germinacién y crecimiento inicial.

Palabras clave: Phymatotrichopsis omnivora, arilselenofosfatos,
compuestos antifiingicos, compuestos de sintesis, pudricion texana.

SUMMARY

In the search for antifungal agents with a selective mode of ac-
tion, a series of synthetic cyclic arylselenephosphates compounds were
evaluated against Phymatotrichopsis omnivora, the causal agent of
texas root rot. Spreading of fungus is due to the rapid growth of my-
celial strands through the soil from plant to plant. Strands formation
was inhibited in a range from 10 to 100 % by arylselenephosphates
compounds. These compounds are analogues to cyclic adenosine mo-
nophosphate (AMPc), required to activate the phosphorylation proc-
ess in which glycogen is catabolized and used by the fungus as an en-
ergy source during sclerotial germination.

Index words: Phymatotrichopsis omnivora, arylselenephosphates,
antifungal activity, synthesis, texas root rot.
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INTRODUCCION

Entre los patégenos radiculares que afectan la produc-
tividad del suelo se encuentra Phymatotrichopsis omnivora
(Duggar), agente causal de la pudricién de raiz o pudricién
texana, enfermedad de importancia econdmica, tanto por
sus efectos en la produccién como por su amplia distribu-
cién en regiones agricolas de Sonora, Chihuahua, Coahuila
y Durango (Samaniego-Gaxiola y Herrera-Pérez, 2003).
Ph. omnivora prolifera rapidamente en suelos calcareos del
norte de México y del suroeste de Estados Unidos, donde
infesta las raices de mas de 2300 especies de plantas dico-
tiledéneas (Alderman y Hine, 1982; Watson et al., 2000).
La pudricién texana es un factor limitante en algunas re-
giones de México, en cultivos de algodoén (Gossypium hir-
sutum L.), alfalfa (Medicago sativa L.), nogal (Carya illi-
noensis K.) y frutales (Olsen y Jeffrey, 1999).

El control de Ph. omnivora con fungicidas y fumigan-
tes del suelo ha sido insatisfactorio (Damicone et al.,
2001). La practica mas extendida para reducir la ocurren-
cia y severidad de la enfermedad es plantar cultivos resis-
tentes al hongo en areas infestadas o evitar la siembra de
cultivos susceptibles en esos terrenos (Texas A&M, 1999).
Esta dltima practica ha conducido a la incorporaciéon de
nuevas areas de siembra para los cultivos susceptibles a
Ph. omnivora, con el abandono total o parcial de las areas
afectadas (Gutiérrez, Com. personal'; Texas A&M, 1999).

Ph. omnivora es capaz de sobrevivir en el suelo por un
largo tiempo mediante estructuras de invernacion llamadas
esclerocios (Drake, 1990). Estudios de patogenicidad han
demostrado que el esclerocio y los cordones miceliales que
surgen de éste, son el inicio de la infestacion de las raices
vegetales (Alderman y Hine, 1982; Watson et al., 2000).
El esclerocio acumula glucégeno el cual es utilizado como
fuente de energia durante el proceso de germinacion, cre-
cimiento y sobrevivencia del hongo en condiciones adver-
sas (Lyda, 1978). Durante la germinacién del esclerocio y
la emergencia de los cordones miceliales, Ph. omnivora
produce glicégeno sintasa, glucdgeno fosforilasa y AMPc
fosfodiesterasa, enzimas involucradas en la regulacién de
niveles de glucogeno, lo que significa que el hongo utiliza
el glucogeno como su fuente de energia (Guanasekan,
1983; Sangan y Guanasekan, 1981).

En la busqueda de alternativas al control de este patd-
geno del suelo, se evalud el efecto de arilselenofosfatos

1Gutiérrez M (1976) Evaluacién de nuevas técnicas en la aplicacion de fungicidas
sistémicos y comparacion con los utilizados hasta la fecha en el control de pudricién
texana en manzano. Informe de Fitopatologia del Campo Experimental de Zacate-
cas. FITO-76. CINE-ZAC. pp:2-3.
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ciclicos obtenidos mediante sintesis orgénica, contra el
crecimiento de cordones miceliales de Ph. omnivora. Los
compuestos aqui evaluados son anilogos al monofosfato
ciclicos de adenosina (AMPc), que tiene una importante
funcién en el metabolismo del gluc6geno al provocar la
activaciéon de la fosforilasa del glucdgeno (Lehninger,
1986); si los anilogos del AMPc ocupan su lugar en el me-
tabolismo del glucégeno, impedirdn la continuacién del
proceso metabdlico.

MATERIALES Y METODOS

Compuestos arilselenofosfatos. Los compuestos se
sintetizaron de acuerdo con el método descrito por Gordi-
llo et al. (1995). Para obtener el 2-ariloxi-2-seleno-
1,3,2N\-dioxafosforinanos, en un matraz de dos bocas de
500 mL, provisto de agitador magnético y tapén, se adi-
cionaron 250 mL de cloruro de metileno seco via canula, y
28 mL de PCls bajo corriente de nitrégeno. El matraz de
reaccion se colocd en un bafio de hielo himedo, y gota a
gota se le adicionaron 30 mL de la mezcla de 2,4-
pentanodiol, se agit hasta alcanzar la temperatura ambien-
te. El cloruro de metileno se removid en un rotavapor a
45 °C bajo presion reducida. El espectro de RMN 3'P del
crudo de reaccién, permitié determinar la proporcién de
los correspondientes fosfocloriditos, 80 % del compuesto
1-ax-cis con *'P & 149.1 ppm (s) y 10 % del 1-ax-trans con
un *'P § 150.8 ppm (s). Una vez obtenido el 2-ariloxi-2-
seleno-1,3,2A-dioxafosforinanos, se hizo reaccionar con el
p-X-fenol en presencia de trietilamina, y dio por resultado
el ec-2-p-X-fenoxi-1,3,2\* dioxafosforinano. Posteriormen-
te se hizo reaccionar con selenio metalico, y resultd el
anillo dioxafosforinano. Las estructuras de los 11 com-
puestos arilselenofosfatos que fueron evaluados en su ca-
pacidad para inhibir el crecimiento de Ph. omnivora, se
muestran en la Figura 1.

Patogeno. Los cordones miceliales utilizados se obtu-
vieron de raices de plantas con sintomas de pudricién
texana. Los cordones desinfectados con hipoclorito de so-
dio al 10 % durante 15 min, se colocaron sobre papa-
dextrosa-agar (PDA) en cajas de Petri y se incubaron a 28
°C para la produccién del micelio (Corrales-Maldonado,
Com. personal)®.

Evaluacion antifiingica. Se realizé de acuerdo con la
metodologia descrita para fitopatogenos (Vargas-Arispuro
et al., 1999), que consiste en incluir en el medio de cultivo
(PDA), una concentracién conocida del compuesto a eva-

2Corrales—Maldonado C G (2004) Control in vitro de Phymatotrichopsis omnivora
por compuestos azufrados aislados de plantas del género Brassica. Tesis de Maes-
tria. Centro de Investigacién en Alimentacién y Desarrollo, A.C. Hermosillo, Sono-
ra. 60 p.
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luar. Los cordones miceliales se inocularon en cajas Petri
que contenian PDA y 200 ug mL™ del compuesto a eva-
luar, y se incubaron a 28 £ 1 °C hasta que el crecimiento
del micelio de la caja testigo (PDA sin compuesto) alcanz6
el tamafio de la placa. El didmetro del crecimiento del mi-
celio se midié diariamente, con un vernier. Se hicieron
tres repeticiones para cada evaluacion, y cada repeticion
const6 de tres cajas por evaluacién. El experimento se re-
pitié cuatro veces.

Analisis estadistico. Se utilizd el paquete estadistico
Number Cruncher Statistical System (NCSS) (Hintze,
2001). Para analizar el efecto de los tratamientos en el cre-
cimiento de cordones miceliales se realiz6 un andlisis de
varianza y se aplicé la prueba de comparacion de medias
mediante la prueba de Tukey (P < 0.05). Los valores de
inhibicién se presentan en porcentaje con respecto al cre-
cimiento micelial del testigo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los arilselenofosfatos utilizados en este estudio con-
tienen en su estructura un anillo dioxafosforinano, similar
a la del AMP ciclico (AMPc). Este tltimo es uno de los
metabolitos que més ha interesado a los quimicos debido a
su participacion en procesos bioldgicos, lo que ha condu-
cido a la sintesis de una serie de andlogos de este compues-
to, los cuales han mostrado actividad insecticida y antiviral
(Verweij et al., 2002).

Los resultados de la evaluacion antifingica de los once
compuestos arilselenofosfatos evaluados contra Ph. omni-
voara mostraron que todos los compuestos disminuyeron el
crecimiento de los cordones miceliales del hongo (Cuadro
1). Destaca el efecto antifiingico de los compuestos I (-F),
I (-H), VI (-Cl) y IX (-NO2), que a una concentracién
de200 ug mL™" inhibieron completamente el crecimiento
de los cordones miceliales del hongo. Los compuestos II
(-CH3), V (-Br) y XI (-I) redujeron en 70 % el crecimiento
de los cordones miceliales, con respecto al testigo. Los
compuestos que mostraron menor efecto inhibitorio fueron
VII (-CsHs) y VIII (-C(CH3))3, con 10 y 12 %, respecti-
vamente.

Hasta el momento de esta publicacién no se encontra-
ron reportes que muestren haber utilizado compuestos aril-
selenofosfatos ciclicos contra hongos fitopatdgenos; sin
embargo, se ha demostrado que las estructuras quimicas
que contienen arilselenofosfatos ciclicos presentan diferen-
tes actividades bioldgicas de interés clinico (Verweij et al.,
2002). Entre estos compuestos se encuentran los monofos-
fatos ciclicos de adenosina (AMPc) o guanosina (GMPc),
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Figura 1. Estructuras quimicas de los compuestos arilselenofosfatos ciclicos evaluados para medir su efecto sobre el crecimiento de cordones miceliales de
Phymatotrichopsis ~ omnivora. (I)  2-(Fluorofenoxi)-2-seleno4,-6-dimetil-1, 3, 2-dioxafosforinano; ~ (II)  2-(Metilfenoxi)-2-seleno-4,-6-dimetil-1,3, 2-
dioxafosforinano; (III) 2-(Fenoxi)2-seleno4,6-dimetil-1,3,2-dioxafosforinano; (IV) 2-(Metoxifenoxi) 2-seleno-4,6-dimetil 1,3,2-dioxafosforinano; (V) 2-
(Bromofenoxi)-2-seleno-4, 6-dimetil-1, 3, 2-dioxafosforinano; (VI) 2-(Clorofenoxi)-2-seleno-4,6-dimetil-1, 3, 2-dioxafosforinano, (VII) 2-(Fenilfenoxi)-2-seleno-
4,-6-dimetil-1, 3, 2-dioxafosforinano; (VIII) 2-(Butilfenoxi)-2-seleno-4, 6-dimetil-1, 3, 2-dioxafosforinano; (IX) 2-(Nitrofenoxi)-2-seleno-4,6-dimetil-1,3, 2-
dioxafosforinano; (X) 2-(Cianofenoxi)-2-seleno-4,-6-dimetil-1, 3, 2-dioxafosforinano; (XI) 2-(-lodofenoxi)-2-seleno-4,-6-dimetil-1, 3, 2-dioxafosforinano.

que tienen un papel central en la regulacion del metabo- Uno e Ishikawa, 1976; Drissen y Becker, 1983; Pholing et
lismo celular, ademas de actuar como mensajeros intrace- al., 1983). Otra enzima involucrada en el metabolismo del
lulares. El AMPc tiene una importante funcién en el meta- glucégeno es el AMPc fosfodiesterasa, que en
bolismo del glucégeno. El esclerocio de Ph. omnivora Ph. omnivora presenta su maxima actividad entre los 21 y
acumula 37 % de su peso seco en forma de glucégeno. El 28 d de crecimiento; la presencia de esta actividad enzima-
glucégeno almacenado y degradado a glucosa, por el pro- tica sugiere la existencia de proteinas cinasas dependientes
ceso de fosforilacién, es utilizado como una fuente de de AMPc en Ph. omnivora, la cual puede multifosforilar y
energia durante la germinacién del esclerocio (Lyda, activar la fosforilasa cinasa (Drissen y Becker, 1983;
1978). Chan y Graves, 1984).

Se ha demostrado que en sus primeras etapas de desa- En este estudio la inhibicién del crecimiento de Ph.
rrollo, Ph. omnivora produce glucégeno sintasa, glucoge- omnivora por efecto de arilselenofosfatos ciclicos puede
no fosforilasa y AMPc fosfodiesterasa, de los cuales glu- deberse a que estos compuestos, analogos del AMPc, ocu-
cogeno fosforilasa es la enzima con mayor actividad paron el sitio activo del AMPc en la proteina cinasa e in-
(Sambandam y Guanasekan, 1987). La regulaciéon del me- hibieron su actividad. Este suceso interrumpe la cascada
tabolismo del glucogeno por las formas activa e inactiva enzimatica, reduce o incluso elimina el proceso de degra-
del glucégeno sintasa y glucdgeno fosforilasa, a través del dacién de glucdgeno, al impedir que la glucosa esté dispo-
proceso de fosforilacion, ha sido bien establecida para al- nible o se encuentre en un nivel insuficiente para que el

gunos hongos y levaduras (Téllez-Inon y Torres, 1970;
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hongo la utilice como energia para iniciar el proceso de
germinacion.

Cuadro 1. Efecto antifiingico de compuestos arilselenofosfatos ciclicos,
evaluados a 200 pg mL™" contra el crecimiento de cordones miceliales de
Phymatotrichopsis omnivora, con base en la inhibicion del crecimiento
del fitopatégeno en placa (PDA).

Compuesto Crecimiento micelial Inhibicién del crecimiento
(cm) (%)
I1(-F) 0.0e 100
II (-CHs) 1.5d 70
I (-H) 0.0e 100
IV (-OCH» 25¢ 50
V (-Br) 1.5d 70
VI (-Cl) 0.0e 100
VII (-CsHs) 4.5b 10
VIII (-C(CH3))s 43b 12
IX (-NO2) 0.0e 100
X (-CN) 25¢ 50
XI (-I) 1.5d 70
TESTIGO 5.0a 0

* Letras diferentes representan diferencia significativa (Tukey, 0.05) en-
tre tratamientos (n = 3).

La utilizacién de compuestos que afectan al sistema
que regula los niveles en el metabolismo del glucogeno,
permitira desarrollar estrategias para un control efectivo y
selectivo del patogeno y eventualmente lograr el control en
los suelos agricolas en los cuales se ha establecido. En este
trabajo se encontr6 que compuestos arilselenofosfatos ci-
clicos, que poseen estructuras diferentes a las de los anti-
fingicos hasta ahora utilizados, inhiben el crecimiento in
vitro de Ph. omnivora, ya que cuatro de los once compues-
tos aqui evaluados detuvieron por completo el crecimiento
de cordones miceliales del hongo.

Es el primer reporte de evaluaciéon de compuestos aril-
selenofosfatos ciclicos contra un hongo fitopatégeno.
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