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Introduccion

La especie A. gaumeri es catalogada endémica de la Peninsula de Yucatan y no se
conocen reportes de su fitoquimica. De acuerdo a su potencial antifungico, es importante
probar el efecto del extrac  contra otros fitopatdogenos para conocer mejor su espectro
de accion, asi como identificar los prir  ios antifungicos de esta especie. Por otro lado,
es importante generar conoci to sobre el comportamiento de los principios activos
de A. gaumeri mediante el seguimiento de la actividad y el perfil quimico en diferentes
poblaciones, bajo distintas condiciones climéticas y edaficas de crecimiento y en
diferentes épocas del afio durante sequia (Marzo ~ mayo), Hluvias (Junio ~ octubre) e
inicio de sequia (Noviembre — febrero). Con esto, se podra verificar y validar el potencial
antifingico de A. gaumeri. Finalmente, es importante plantear estrategias de
propagacion, para su conservacion y uso sostenible (Silva et al., 2002). Con el presente
trabajo se contribuye al desarrollo de nuevas alternativas naturales para el contro! de
fitopatogenos, mediante  estudio integrado de esta especie.
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acropleurégenos, frecuentemente de forma curvada, claviforme, fusiforme, obovoide o
piriforme, con 3 0 mas septas trasversales de color marrén oscuro (Ellis, 1993).

La enfermedad se observa con manchas de color marrén rojizo con clorosis en los
bordes, las cuales arr__.an y cubren toda la hoja (Kim et al., 2000). El género es
causante de manchas foliares en maiz, trigo y en diversas gramineas. Se presentan con
manchas en las hojas ocasionando serios dafios (lken y Amusa, 2004).

1.1.4.5. Helminthosporium sp.

Colonias oscuras y pilosas; estromas usualmente presentes, oscuros y frecuentemente
largos. Conidiéforos mononematosos 0 macronematosos, no ramificado, derechos o
curvos, cilindricos de color marrén osc ), algodonosos o verrugoso, con poros
pequefios en el apice y septas laterales. Conidos solitarios, acropleurégenos, de forma
obclavada, de color marron y pseudoseptados (Ellis, 1993).

La fermedad se puede observar con lesiones en forma manchas circulares de color
marrén. En frutos las lesiones pueden ser ovales, acuosas de color verde oliva, con
halos cloréticos. Entre sus principales hospederos estan Oryza sativa L., Heliconia L.,
Chrysalidocarpus lutescens, Solanum tuberosum y algunas especies son patégenos de
Zea mays (Cardona y Gonzalez, 2008; Hofmann, 2009; Jegathambigai et al., 2009).

1.1.4.6. Mycosphaerella

Es uno de los mas grandes ¢ os ¢ tro de los ascomicetos, muchas especies son
patégenos de importancia agricola causantes de manchas foliares y chancros. Algunas
especies son saprofitas como enddfitas, incluyen cerca de 2000 especies que se
distinguen por sus hospederos (Crous et al., 2000). Son patégenos de ornamentales,
frutales y arboles forestales entre otros (Sivanesan y Shivas, 2002).

1.1.4.6.1. Mycosphaerella fijiensis Morelet

Mycosphaerella fijiensis More. __ ‘anamorfo: Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton)
durante su ciclo biolégico produce dos tipos de fructificaciones: conidios en
esporodoquios durante la fase asexual o imperfecta y ascosporas provenientes de ascas
producidas en peritecios durante la fase sexual o perfecta (Vazquez et al., 2005). Los
conidios y ascosporas constituyen una de las principales formas de propagacion del
fitopatégeno, los cuales pueden diseminarse con la lluvia, el rocio de agua, el hombre y
por el viento (Marin et al., 2003). Los conidios son hialinos miden de 17—114 ym de largo
por 1-8 pum de ancho, rectos o ligeramente curvos, presentan de 6-9 septos, son
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formacion de raiz en estacas o esquejes en plantas superiores (Hudson et al., 1997,
Ljung, 2013). En 1983 se identifico la primera auxina de origen natural, conocida como
acido indol-3-acético (AlA).v Subsecuentemente, en 1935, se demostré que los acidos
indolbutirico (AIB) y naftalenacético (NAA) de origen sintético, eran aun mas efectivos
para fomentar el crecimiento de raices, cambiando la historia de la propagacién en las
plantas. Actualmente la auxina AIB es la mas utilizada en la propagacion vegetativa,
principalmente porque no es tdxica en una amplia gama de concentraciones, y es
efectiva para un gran nimero de especies. Asimismo, es una sustancia fotoestable, de
accion localizada y menos sensible a la degradacion biolégica en comparacién a las
demas auxinas sintéticas (Fachinello et al., 1995).

Por mencionar algunos ejemplos, De Aguiar et al. (2005) reportaron un aumento en el
enraizamiento de los esquejes de Prunus persica cuando se aplicé la auxina AIB a una
concentracion de 2000 mg/L.. Asimismo, se registré un aumento en el enraizamiento en
Physalis peruviana con la aplicacién de 600 y 800 mg/L. de AIB (Moreno et a/., 2009).

1.1.6. Impacto de los factores ambientales en el metabolismo secundario en
plantas

Las plantas al interactuar constantemente con las condiciones ambientales por ser
organismos que carecen de movilidad producen una gran variedad de metabolitos
secundarios que les permiten adaptarse y sobrevivir a los cambios de su entorno (Ncube
et al., 2012). Por lo tanto, los metabolitos secundarios representan una interface quimica
entre las plantas y el ambiente, cuya sintesis es frecuentemente influenciada por
diversos factores ambientales (Chaves et al., 2013). Entre estos factores se puede
mencionar a los climaticos como temperatura, luz, humedad, el indice pluviométrico y el
ozono (Cuadro 1.4) (Ncube et al., 2012).
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necesario conocer cuales son los que influyen en la produccién de los metabolitos de
interés, donde la manipulacién de estos puede guiar a incrementar la produccion de
metabolitos bioactivos en muchas plantas (Ncube et al., 2012).
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1.2. JUSTIFICACION

Los hongos fitopatdgenos constituyen una de las principales limitantes en la agricultura,
ocasionando pérdidas econdmicas en muchos cultivos de importancia agricola. El
principal método utilizado para su control es el uso de fungicidas de origen sintético. Sin
embargo, estos causan graves problemas de contaminacién ambiental y toxicidad a
mamiferos. Una alternativa a esta problematica es la bisqueda de productos naturales
mas amigables con el ambiente. Las plantas producen una gran variedad de metabolitos
secundarios para defenderse, los cuales generalmente contienen compuestos ricos en
carbono, hidrogeno y oxigeno y nulos halégenados, por lo tanto, son menos persistentes

e inocuos que los productos sinteticos utilizados en la agricultura.

Acalypha gaumeri es una planta endémica de la peninsula de Yucatan cuyo extracto
etandlico ha demostrado importante actividades antifungicas contra fitopatdgenos.
Dichas caracteristicas, la hacen candidata a ser estudiada fitoquimica y biolégicamente
contra diversos fitopatdgenos. Esta especie se encuentra ubicada en diferentes zonas
de ia peninsula, por io tanto, es importante determinar si las condiciones climaticas,
edéficas y la eépoca del afio en que se colectan las plantas (sequia, lluvia e inicio de
sequia) influyen en el metabolismo secundario y por lo tanto, en la actividad antiflngica.
Adicionalmente, la raiz es la parte de la planta que presenta esta propiedad biologica,
por lo tanto, es importante plantear estrategias de propagacion de la especie tanto por
semilla como por esqueje (mediante el uso reguladores de crecimiento en la
propagacion por esqueje), con el propoésito de la conservacion y uso sostenible de este

recurso.
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1.5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Figura 1.4. Diagrama general a seguir con las raices de Acalypha gaumeri Pax & Hoffm.
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2.2. OBJ...VO ESPECIFICO

1. Evaluar el espectro de accion del extracto etanélico de la raiz de A. gaumeri contra
diferentes géneros taxonémicos de hongos fitopatégenos.

2.3. MATERIALES Y ....TODOS
2.3.1. Obtencién del extracto etandlico de la raiz de Acalypha gaumeri

Las raices se colectaron en noviembre de 2011 en Yaxcab4, Yucatan. Las raices secas
y molidas (50 g) de A. gaumeri se maceraron con etanol destilado (100 ml) a temperatura
ambiente (3 veces). El disolvente se evapor6 a presion reducida en un rotavapor (marca
Blchi modelo 451), equipado con un bafio de agua a 40 °C, hasta obtener el extracto
etandlico crudo seco (EE) (Gamboa-Angulo et al., 2008).

2.3.2, Evaluacion antifiingica
2.3.2.1. Cepas fitopatégenas

Las cepas fungicas utilizadas se obtuvieron de diferentes fuentes: GeMBio, el Instituto
Tecnolégico de Conkaly  sepe  de la unidad de Biotecnologia (Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Lista de hongos fitopatégenos evaluados con el extracto etanélico de la raiz de

Acalypha gaumen.

Cepa Clave Hospedero Medio Condiciones de Control positivo
crecimiento
Alternaria sp. ITC-02  Heliconia EM 18+ 2°C, Procloraz
magnifica oscuridad
Colletotrnichum (0]¢ Carica PDA 23+2°C,12/12 Procloraz
gloeosporioides papaya fotoperiodo
Colletotrichum CC2 Capsicum PDA 23%2 °C12/12 Procloraz
capsici sp. fotoperiodo
Corynespora ITC-03 Capsicum EM 23 +£2°C, 1212 Procloraz
cassiicola. anuum fotoperiodo
Curvularia sp. ITC-10  Zea maiz EM 23+2°C,12/12 Procloraz
fotoperiodo
Helminthosporium .. 2-04 Veitchia EM 23+2°C, 1212 Procloraz
sp. merrilii fotoperiodo
Mycosphaerella C1233 Musa V8 20+ 2°C, 1212 Anfotericina B
fijiensis acuminrata fatoperioc~
Medios utilizados para el crecimiento: ‘acto de malta, PDA: papa dextrosa agar, V8: jugo

V8 mas carbonato de calcio y agar. Controles Positivos: utilizado Mirage 45 CE (Procloraz) a 200
pg/ml (Dilucién en agar) y Fungizone  »fotericina B) a 8 pg/ml.
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2.3.2.2, Bioensayo de dilucién en agar

El EE de A. gaumeri se disolvid en DMSQ y se adicioné al medio de cultivo PDA o EM
(segun las condiciones de crecimiento de cada patégeno) estéril (Aprox. a 50°C) en
agitacién constante, a concentraciones de 1000, 500 y 250 pg/mi. Un voiumen de
aproximadamente 10 ml de la mezcla se transfirid a las cajas Petri (6 cm).
Posteriormente, se dejaron en observacion por 48 horas para comprobar su esterilidad.
Trascurrido este periodo, las cajas se inocularon con un disco invertido (5 mm de
diametro) del fitopatégeno en agar y se incubaron a 23 6 18 + 2°C. El didmetro del
crecimiento micelial (CM) se midié diariamente en direcciones perpendiculares
(Wengiang et al., 2006), hasta que el control negativo (fitopatégeno en DMSQO/medio)
cubrié toda la superficie de la caja Petri. Cada tratamiento se realizé por cuadruplicado.
Como control positivo de inhibicién de crecimiento micelial se utilizé el fungicida Mirage
45 CE (Procloraz) a 200 pg/ml para todos los fitopatébgenos.

Los resultados se reportaron como porcentaje de inhibiciéon del crecimiento micelial
(ICM). Para obtenerlo, al diametro total de crecimiento de cada muestra se rest¢ el
diametro del disco de inoculacién inicial (5 mm). Posteriormente, al diametro de
crecimiento del control negativo (considerado como un 100 %) se le resto el diametro
de la muestra y se aplicé la férmula de Abbott (Saetae y Suntornsuk, 2010):

% ICM = Control negativo — crecimiento de la muestra x 100

Contro!l negativo

Control negativo = Crecimiento micelial total del patégeno en medio PDA/DMSQO (0.5%)
menos el diametro del disco inicial (5 mm).

2.3.2.3. Bioensayo antifiingico en microdilucion

La cepa de Mycosphaerella fijiensis (C1233) es de lento crecimiento en medio sdlido,
por lo que se evalud en el bioensayo en microdilucién, previamente establecido en el
grupo de trabajo. En este ensayo se utilizd el medio liquido sintético rico en nutrientes
RPMI por sus siglas en inglés (Roswell Park Memorial Institute Medium) (20 mM HEPES
y L-glutamina, sin NaHCQs).
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2.3.2.3.1, Suspension de esporas

La suspensién de esporas de M. ., ensis C1233 a una concentracion de 5 x 10*
esporas/mL se obtuvo de acuerdo a la metodologia descrita previamente (Peraza-
Echeverria et al., 2008).

2.3.2.3.2. Bioensayo en microdilucién

El EE de A. gaumeri se disolvié con dimetilsulfoxido (DMSO) a una concentracién de 40
pg/uL. Posteriormente, cada extracto o fraccion (10 ul) se trasfirié a una placa de 96
pozos, donde el primer pozo contenia 190 ul de medio RMPI 1640. Estos se mezclaron
homogéneamente y se transfirieron 100 pl al segundo pozo (conteniendo 100 pi de
medio RMPI), y asi sucesivamente para obtener diluciones seriadas progresivas y por
Ultimo se desechan los 100 pl. Finalmente, se adicionaron 100 ul de la suspension de
esporasd hongo fitopatégeno en cada uno de los pozos obteniendo un volumen total
de 200 pl, con una concentracion final de 1000, 500 y 250 ug/ml del extracto organico y
una carga de 2.5 x 10° esporas/ml. Como control positivo se utilizd Fungizone
(Anfotericina B) a una concentraciéon de 8 pug/ml. La lectura para cada fitopatégeno se
realizé a las 96 horas, de manera  ual mediante la escala numérica establecida por el
Comité Nacional para _ andares de Laboratorio Ciinico (NCCLS) (Cuadro 2.2).

El porcentaje de inhibicion de la germinacion se determiné mediante la férmula de Abbott
(Abou-Jawdah et al., 2002), con los valores obtenidos de la germinacién mediante la
escala establecida por el NCCLS {Cuadro 2.2).

Cuadro 2.2. Escala numérica de la inhibicion del crecimiento en el bioensayo de microdilucion
en microplaca (NCCLS, 2002).

PARAMETRO DE MEDIDAS ESCALA
Crecimiento normal del patégeno 4
Ligera reducciéon del crecimiento o que contiene un 75% de 3
crecimiento comparada con el control negativo

Prominente reduccion del crecimiento o un 50% comparada con el 2
control negativo

Poco crecimiento o tan solo el 25% del crecimiento del control 1
negativo

Inhibicion total, comparando con el control n~~-tivo 0

2.3.3. Andlisis estadisticos

Los datos obtenidos se analizaron mediante el paquete computacional SAS para
Windows version 8.11. Para esto se realizd un analisis de varianza y prueba de
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comparacién de medias (Tukey a = 0.05). Asimismo, a cada cepa se le determiné la
concentracién inhibitoria 50 y 90 (Clso y Clgo) mediante un andlisis probit.

2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

El EE de la raiz de A. gaumeri se evalud contra siete cepas fitopatégenas: Alternaria
sp., Colletotrichum gloeosporioides, C. capsici, Corynespora cassiicola, Curvularia sp.,
Helminthosporium sp. y Mycosphaerella fifiensis presentando una buena actividad
contra todos los fitopatégenos.

Los resultados del bioensayo en dilucién en agar mostraron que el EE de A. gaumeri es
capaz de afectar significativamente el crecimiento micelial de todas las cepas
fitopatoégenas evaluadas. La actividad antifiingica del extracto se detectd entre un rango
del 68 al 97 % de ICM a una concentracion de 1000 pg/m! (Cuadro 2.3). Al realizar el
andlisis de varianza en el porcentaje de ICM del extracto de A. gaumeri contra los seis
hongos fitopatégenos se observaron diferencias altamente significativas (p< 0.05). Este
analisis demostré que la cepa mas susceptible correspondié a Corynespora cassiicola
(ITCO3) con un porcentaje de ICM del 97 %, seguida por la cepa de Alternaria sp.
(ITC02) con un 90 % de inhibicion (Cuadro 2.3). Asimismo, la cepa de C. capcisi (CC2)
se catalogd como la mas resistente por presentar 68% de ICM, el méas bajo obtenido en
este trabajo (Figura 2.1).

Cuadro 2.3. Inhibicion del crecimiento micelial (ICM) y concentracién inhibitoria 50 y 90 (Clso y
Cleo) de las diferentes cepas fitopatégenas con el extracto etandlico de Acalypha gaumeri.

Fitopatégeno iIcm Clso {wg/mL) Clgo (ug/mL)
Alternaria sp. (ITC02) 91+ 1.8b 480 (455 — 506) 1262 (1141 — 1424)
Colletotrichum capsici (CC2) 68 + 1.0e 595 (536 - 668) 4568 (3198 —~ 2621)

Colletotrichum gloeosporioides Penz. & 86 £ 1.9c 408 (380 — 436) 1438(1254 - 1705)
Sacc. (CG4)

Corynespora cassiicola Berk. & M. A. 97 +0.6a 314 (290 - 337) 989 (888 — 1130)
Curtis (ITC03)

Curvularia sp. (ITC10) 83+1.5d 458 (428 -489) 1584 (1375 - 1887)

Helminthosporium sp. (ITC04) 87 +1.0c 411(385-439) 1359 (1197 — 1589)

ICM: inhibicién del crecimiento micelial, Cl: Concentracién inhibitoria 50 y 90 (Clso y Cleo) *
medias con la misma letra entre columnas son estadisticamente iguales.
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Finalmente, al transferir una muestra de este ensayo a una nueva caja de medio no se

observo crecimiento alguno, indicando un efecto fungicida del EE sobre esta cepa.

Trabajos previos reportan la evaluacion de extractos vegetales contra cepas
pertenecientes a algunos de los géneros o especies evaluados en este estudio,
demostrando que la efectividad del EE de A. gaumeri es comparable a ellos e incluso
mejor que los reportados. Tal es el caso del extracto de Artemisia argyi que a 1000
Mg/mL muestra una ICM del 60 % en Alternaria alternata (Wengiang et al. 2006).
Asimismo, Bajpai y Kang, (2010), evaluaron los aceites esenciales de Metasequoia
glyptostroboides a una concentracién de 1500 ug/mL sobre el crecimiento micelial de C.
capsici obteniendo un 20 % de inhibicién. En otro trabajo, el extracto de hojas de
Pachyrhizus erosus inhibié un 36 % a C. gloeosporioides a una concentracion de 5000
Hg/mL (Barrera-Necha et al. 2004).

En resumen, hasta el meomento el EE de la raiz de A. gaumeri es capaz de inhibir a 10
hongos fitopatégenos, tres cepas de Alternaria (Alternaria sp., A. tagetica y A.
chrysanthemi) (Gamboa-Angulo et al., 2008; Vargas-Diaz, 2009), dos cepas de
Colletotrichum (Colletotrichum gloeosporioides y C. capsici), una cepa de Corynespora
cassicola, Curvularia sp., Helminthosporium sp., Fusarium oxysporum (Gamboa-Angulo
et al., 2008) y Mycosphaerella fijiensis. Estos resultados permitieron detectar el buen
espectro de accién del EE de la raiz de A. gaumeri, comparables con los de Allium
sativum, Anagallis arvensis L y Ricinus communis (Rai et a/, 2003), también es
importante mencionar que el espectro de accién de A. gaumeri, puede ir en aumento
conforme mas cepas sean evaluadas. Por lo que es importante seguir estudiando este
extracto con la finalidad de determinar los principios activos responsables de la actividad
antifdngica.

2.4, CONCLUSIONES

El extracto etandlico de la raiz de A. gaumeri posee un amplio espectro de accién ya
que inhibi6 significativamente (68 — 100% a 1000 pyg/mL) a las siete cepas fitopatégenas
evaluadas, pertenecientes a seis géneros diferentes. Por lo tanto, el EE de A. gaumeri
es un excelente candidato para continuar siendo estudiado para el desarrollo de un
fungicida ecolégico.
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CHAPTER IlIl. ANTIFUNGAL EFFECT OF Acalypha gaumeri ROOT
EXTRACTS AND COMPOUNDS ON Mycosphaerella fijiensis.

ABSTRACT

Acalypha gaumeri ethanol extract (AGE) showed good inhibitory effect on
Mycosphaerella fijiensis (MIC = 500 pg/mL), the causal agent of black Sigatoka in
banana plants. Subsequent bioassay-guide fractionation of this extract led to the
isolation of active fractions (ACR-1B, 1E, 2B) and compounds Argaumerine (1) and ACR-
3L (2). Both compounds presented fungicide activity against M. fijiensis, with MIC values
of 31 pg/mL, and low ICso values of 8-9 pg/mL. These active compounds also dispiayed
an inhibitory effect on Alternaria chrysanthemi; however, the ACR-1E fraction showed
lower Ciso (127 pg/mL) compared to 1 and 2. These resuits suggest that the compounds
isolated are the main fungicides of AGE on M. fijiensis, but are ineffective on A.
chrysanthemi. Finally, compound 1 was identified, according to its spectroscopic data,
as a novel quaternary isoquinoline alkaloid.

Key words: Acalypha gaumeri, Alternaria chrysanthemi, antifungal, ethanol extract,
Mycosphaerella fijiensis

3.1. INTRODUCCION

Mycosphaerella fijiensis Morelet is recognized as the causal agent of black Sigatoka, the
most destructive and devastating disease of bananas and plantains in almost all
producing regions of the world (Carlier et al., 2003). This pathogen causes reddish-brown
streaks running parallel to the leaf veins and forms a water-soaked border with a yellow
halo. These eventually merge to cause extensive leaf necrosis causing a reduction in the
quantity and quality of the fruit and inducing the premature ripening of fruit harvested
from infected plants (Churchill, 2011).

The fungus is controlled mainly by fungicide applications with an annual cost of about
350 million dollars in Central and South America (Peldez et al., 2006). Currently, the
consequences deriving from the application of fungicides to control crop diseases have
had a negative impact due to their indiscriminate use and high application frequency,
which has led to problems and constraints in the control of these diseases through loss
of efficiency, increased resistance to active ingredients, ecological damage and a serious
negative impact on human health (Alvindia, 2012). For this reason, research has been
carried out to develop new antifungal products, as well as methods and strategies for

disease control.
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Plants are widely recognized as vaiuable sources of novel antifungal compounds (Meng
et al., 2009). Currently, there are a number of reports on plant species with effects
against M. fijiensis, such as Lycianthes acutifolia (Solanaceae), Nectandra acutifolia

iraceae), Ocoteca paulii  auraceae) and Piper pesaresanum (Piperaceae) which
inhibited ascospore germination (100 %) at 1000 mg/L, furthermore, rice husk, wood and
bamboo extracts completely inhibited the mycelial growth of M. fijiensis at concentrations
of 5 % (Abiala et al., 2011; Nino et al. 2011).

Acalypha gaumeriis an endemic herbaceae plant of the Yucatan peninsula (Fernandez-
Concha et al,, 2010). In previous screening programs, our group detected antifungal
activity against several fungi in A. g 1eri root extracts. These fungi included Afternaria
tagetica, Alternaria chrysanthemi, and Fusarium oxysporum, (Gamboa-Angulo et al.,
2008; Vargas-Diaz et al., 2014) and more recently, M. fijiensis (MIC 500 pyg/mL). No
phytochemical studies have been conducted on A. gaumeri, and to date, only a few
Acalypha species have 2en explored. Compounds reported from this genus included
mainly amides, phenols, and terpenoids (Gutierrez-Lugo et al., 2002; Hungeling et al.,
2009; Ju-Di et al, 2012). Most of these chemical studies were focused on the
identification of the metabolites, ignoring their activity or ineffectiveness.

In the ongoing search for botanical fungicides, the aim of the present work was bioassay-
guided isolation of antifungal mpounds from A. gaumeri extract (AGE) against M.
fiiiensis. Results included isolation and identification of two active major compounds. The
ICso of both antifungal metabolites were calculated on M. fijiensis, as well as previously
assessed Alternaria chrysanthemi, another important fungal phytopathogen, previously
reported as being sensitive to AGE.

3.2. RESULTS AND DISCUSSION

In the search for natural produr  to control fungal pathogens in tropical crops A. gaumeri
ethanol e...._t (AGE) was tested in vitro on M. fijiensis, supported with microdilution
assay. In the first step, the . ditions of the assay were established for our pathogen
strain, as mentioned in the experimental part. Ethano! extract of A. gaumeri was able to
cause a high inhibitory effect on M. fijiensis (MIC values of 500 pg/mL), being more
sensitive than A. chrysanthemi (MIC values of 2000 pg/mL), a pathogen previously
reported (Vargas-Diaz et al., 2014). Therefore, dire _._ i-isolation of AGE was guided by
microdilution assay on M. fijiensis, ste...1g with a partition with solvents in increased
polarity. This process facilitated a medium polarity precipitate (ACR-1E) as the most
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ring is joined to ring C, the long range interactions displayed between the aromatic proton
at 8 7.81 with carbons at 5 107.3 (C-8b), 114.0 (C-12), 133.6 (C-12a) and 127.2 (C-13b)
(Figure 3.4).

Figure 3.3. 'H-"H COSY spectrum of antifungal compound argaumerine (1) of Acalypha gaumeri
(400 MHz, MeQD).

The last two protons in the _,_ e .. highly deshielded at 5 8.61 and 9.47 in its 'H NMR
spectrum, and both protons presented little couplings among them by 'H-'H COSY. The
high deshielding with respect to other aromatic protons in the structure indicated that
these are in proximity to a nitrogen atom. Furthermore, HMBC spectra of 1 exhibited long
range correlations of the proton at & 8.61 with carbons located at 5 107.3 (C-8b), 120.3
(C-8a) belong to C ring; and the interactions between proton at & 9.47 with carbons at &
123.0 (C-5b) belong to B ring, and therefore bonded to the fifth ring (E) in 1. Finally, both
protons showed a long range correlation with carbon at  145.2 (C-13a), indicating the
presence of a tricycle and a substructure of isoquinoline alkaloid in compound 1 (Figure
3.4).
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