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1. INTRODUZIONE

La maggior parte dei danni dovuti ad al@oai patologiche di piante di
interesse agrario e forestale sono provocati da differenti funghi microscopici.
Essi sono agenti di gravi fitopatologie causando ingenti danni economici legati
principalmente alla diminuzione della produzione nonché ad ugigregnento
qualitativo dei prodotti stessi sia in termini commerciali, che nutriziohali
contaminazione degli alimenti e dei mangimi animali, puo riguardare sia la fase
pre che la fase pasaccolta. Una indagine della FAO del 1985 ha stimato che
annuamente circa il 25% dei raccolti nel mondo & contaminato da micotossine
(Pohland 1993).

Diversi sono i metodi di controllatilizzabili per tali avversita(rotazioni
colturali, uso di varieta resistentijia spesso la necessita di abbattere i costi di
produzione della materia primd i mi t an o rnedoditpit kcoromid, a i
guali | 6i mpi ego di pesticidi di sintesi

A partire dal secondo dopoguerra, infatti, sono stati immessi sul mercato
numerosi composti di sintesi che hanno dimostrato efficacia e dadilit
impiego, con risultati anchelar eve t er mi ne. Loutilizzo m
ha avuto perd0 notevoli conseguenze in campo agricolo, alimentare e
tossicologico quali: | 6i nqui nament o am
alimentare di sostanze poizialmente tossiche e la comparsa di numerose
forme di resistenza.

Attual ment e | 6obiettivo principale |
fitofarmaci, nonch® dell 6industria chim

meno tossici e meno persistentined mbi ent e .
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Infatti, oltre alla lotta biologica, che prevede il ripristino dei normali
equilibri tra le diverse specie presenti in un ecosistema naturale e alterati dalla
diverse pratiche agricole (Bettini, 1979i sta sempre piu diffondendo il
concetto élla lotta integrata Salunkeet al, 2009. Tale metodo prevede
| 6i mpiego di tutte | e strategie disponi
uso di composti naturali e/o di sintesi) per controllare la diffusione di agenti di
fitopatie, di fitofagie piante infestanti, unitamente alla diagnosi precoce delle
malattie.
Una dellemaggiori cause della diffusione delle fitopatied& ricercare
propr i o n edffitab amstadidimiagaosjger i quali € necessaria la
messa a punto di tecnichpecfiche, sensibili e di facile applicazione, anche in
pieno campoRiley et al., 2003.
Fondamentale appare dunque uno studio ed una conoscenza approfondita
dei processi di patogenesi e dei meccanismi in gioco nelle diverse fasi
del | 0i npiaeta matgeno, per un rapido riconoscimento della malattia
ed una corretta classificazione dell 6ag
Numerosi gruppi di ricercaanno condotto e conducono numerosi studi
mul tidisciplinari sull 6i sol amento di
microrganismi fitopatogeni o dalla pianta ospite, nelle diverse fasi
del | 6i nt e rpategerm.nTali cpmpast tparebbero essere utilizzati
come fungicidi, erbicidi, antibiotici, per stimolare i meccanismi di difesa della
pianta ospite e per la seleme di specie resistents(anitiet al, 1989.
Nell 6ambito dell a diagnosi precoce S
anche nel campo della biologia molecolare. Le tecniche avanzate di

caratterizzazione molecolare, utilizzate comunemente nella ricertasd),
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costituiscono potenti mezzi diagnostici a disposizione della micologia in grado
di stabilire ldentita’ di un fungo fitopatogeno non solo a livello di genere e
specie, ma anche di forma specialis o di razza fisiologighighone &
Migheli, 2001).

Nel |l 6ambito degl:i studi dei processi
caratterizzazionelelle fitotossine riveste un ruolo fondamentale. Negli ultimi
anni, infatti, molti funghi, isolati da piante infette, sono stati coltivatiitro al
fine di studiare le loro caratteristiche morfologiche, di stabilire una
classificazione tassonomica, di isolare ed identificare i metaboliti prodotti nel
tentativo di correlare la struttura alla relativa attivita biologica e di conoscerne
megl i o i me c c aniti,$9A1). ddazi one ( Gr an

Le fitotossine, infatti, possono essere utilizzate quali antagonisti
(fungicidi naturali) nei confronti di altri patogeni che attaccano la stessa pianta,
e possono essere utilizzate per ottenere specie resistenti, utilizzando tecniche di
selezone medi ante colture cell ul amcdk. Nel |
attivita antagonista nei confronti di patogeni della stessa piaot@ da
ricordare le sferopsidine (Fig. 1), metaboliti bioattivi prodottiStdhaeropsis
sapinea,agente causale dehncro del cipresso. Sottoposte a saggi di attivita
antimicrobica, le sferopsidine hanno evidenziato una buona attivita antagonista
nei confronti diSeiridium cardinale e Seiridiucupressi agenti causali di una
differente forma di cancro del cipressald attivita fungistatica e esplicata ad
una concentraziongari a 10-10%, non tossica per la pianta ospite (Evidesite
al., 1996; Evidentet al, 1997).

Il concetto di fitotossina € in continua evoluzione; spesso le fitotossine

sono definite quali anposti sintetizzati dal patogeno durante il meccanismo di
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patogenesi, del eteri e per | 6ospite (Dur
meno restrittiva, anche se non tiene conto della struttura chimica, dei sintomi e
degli organi bersaglio. Piu in geamade le fitotossine possono essere definite
come metabol iti secondar.i l a culi funzio
delle cellule ed interagire con i processi metabolici, provocando cosi i sintomi
della malattia Graniti, 199).
Gran parte dei fughi fitopatogeni € produttore di fitotossine,
bi osintetizzate attraverso |l e vie del r
dello shikimato e del mevalonato) a&venti differenti strutture chimiche,
meccani smo doazione, spiecificit”™ rispet
Le fitotossine possono appartenere a diverse classi di composti naturali
quali: terpeni, citocalasani, derivati aromatici benzenoidi polisostituiti,
dimedoni metileteri, idrochinoni, isobenzofuranoni, macrolidi terpenaadi,
recentemente anche palecaridi (Evident& Motta, 2001).

Essesono in grado di diffondere dal sito di infezione ai tessuti circostanti

o di trasl ocar e ,asvolgéndourt eioslonfondachentale a pi ar
nell 6dinduzione di gr avi fitopfatori e e cocC
déattaccodo da cui dipende | a patogeni ci

Le fitotossine fungine possono essere classificate in specifiche ed
aspecifiche; generalmente le tossine specifietieo altamente tossiche solo
per la specie ospitgjsultando scarsamente attive sulle specie non ospiti o
resistenti (Granitet al, 1989).

Mol ti sono i vantaggi nell utilizzo d
composti da i mpiegare nell dambito di me

sintesi: innanzitutto la loro piu breve emivita ambientale, rispetto a prodotti di

-7-



sintesi, li rende preferibili in risposta ad una necessita di pratiche agricole
maggi or ment e fAenv(UNCEDI®N tnaoll tfrrei, e n ddloypop o r
di individuare compostcon strutture chimiche, difficili da ottenere per via
sintetica,con di ver si Si ti e meccani s mi doazi
comunemente utilizzati, attribuisce allo studio delle sostanze di origine naturale
un ruolo chiave nello sviluppo di oue classi di composti.

| principali ostacoli allo sviluppo di questo tipo di ricerca risiedono nella
scarsa quantita in cui, spesso, tali composti naturali sono prodotti dai
microrganismi patogeni, cio rende complicato la messa a punto di tutti i saggi e
metodi di analisi necessari per poter ipotizzare una produzione in larga scala.
La complessita stereo strutturale rende spesso difficile e costosa una loro
sintesi enantioselettiva in alte rese.

Comungue molti sono gli esempi di prodotti naturali utdizzn campo
agrario per il controllo di importanti avversita. Tra i piu importanti fungicidi di
origine naturale in commercisono sicuramente da ricordare le strobilurine
(Fig. 2), una grande famiglia di composti ad azione inibitoria dei chinoni (Qol).
La strobilurina A e stata isolata dal fun@irobilurus tenacellug studi di
correlazione strutturattivita hanno consentito di preparare diversi composti
correlati tra cul | 6azoxi strobina (Fig.
et al, 2002).

Negli ultimi anni nel gruppo di ricerca coordinato dal professore
Evidente, presso il quale ho svolto il mio lavoro di tesino state isolate e
caratterizzate numerose fitotossine prodotte da specie patogene di piante di

interesse agrario, forestale, ommentale e di piante infestanti.



Frequentemente, i metaboliti isolati appartenevano allo stesso gruppo di

composti organici come le pinolidossine (Fig. 3) (pinolidossinrapi]5,6-

didro- e 5,6epossipinolidossina), nonenolidi e nonalidi tetra sostipuddotti

daAscochyta pinodes r esponsabile del |l Gaetdélr acnosi

1993). Sintomi molto simili a quelli provocati da pinodessu foglie e bacelli

di pisello sono indotti anche d&. pisi da cui e stato isolato il principale

metabdita, con natura chimica molto diversa dalle pinolidossine, caratterizzato

come un nNuovo derivato trisostituito

ascosalitossina (Fig. 3) (Evidergeal ,1993).

Nell 6ambito dell o studi oressegrdrie

mal at

mol t e ricerche sono state condotte s ul

differenti forme di cancro della vite.

Diversi metabolitifitotossici, appartenenti a differenti classi di composti

naturali, molti dei quali risultati essere deilipbetidi naftalenonicisono stati
isolati da colture di Phaeoacremonium aleophilume Phaemoniella
clamidospora due funghi coinvol ti nel
principali sonolo scitalonel 6 i s 0 s ccis-é-idrossisitalone (Evidee et
al.,, 2000; Tabacchiet al, 2000), il 2,4,8riidrossitetralone, il 3,48
triidrossi t-tdidrassanbftalene ¢ la Iflavidlina3(TaBaccei al,
2000) (Fig. 4).

Inoltre, i due funghi hanno evidenziato andaecapacitadi produrre

esopdisaccaridi (EPSs) fitotossici (Sparapagtal, 2000).

ma | de

Diversi studi sono stati condotti sui metaboliti isolati al fine di stabilire il

l oro ruolo nell éinsorgenza dei S

nt omi



legato probabilmente alla capacita di ridu e i meccani s mi di
dai danni ossidativi (Evidentt al, 20104

Gli EPSs prodotti daPhaemoniella clamidospor@ono stati, inoltre,
utilizzati per la messa a punto di un metodo immunochimico per la loro
rilevazione nei tessuti infétdi vite; il saggio impiegato e basato su un test
citofluorimetrico, consistente nel riconoscimento EPSs (antigamibicorpi.

Tale saggio ha dato un ottimo livello di riconoscimento degli ER&li
estratti di foglie sintomatiché\qdolfi et al, 2009)

Negli ultimi anni diverse specie @iotryosphaeracesono state associate
ad importanti malattie quali cancro, morte e formazione delle caratteristiche di
necrosi cuneiformi del tronco e dei rami della vite (Van Nieletril, 2006;
UrbenzTorreset al, 2009. In particolare da colture liquide dieofusicoccum
parvumsono stati isolati i principali metaboliti fitotossici caratterizzati come la
(3R4R)-(-)-4-idrossimelleina, la [®49-(-)-4-idrossimelleina, il tirosolo e
| 6i soscl er on etenfefte gia.isoldo) da altp pageri dedlanvite,
ma per la prima volta riportato come metabolita prodotto da specie di
BotryosphaeracegEvidenteet al.,, 2010Db).

Diversi esempi hanno evidenziato che cepplello stesso fungo,
accresciuti nelle stesse cardni, ma isolati in aree geografiche diverse,
possono produrre diversi metaboliti. Da colture liquid®dischlera gigantea
potenziale micoerbicida di graminacee infestanti, isolato da tessuti
naturalmente infetti dDigitaria sanguinalis sono statisolati, un cromofillano

epossido denominatgigantenongKenfield, et al, 1989) e successivamente,

da colture | iquide e s oldfidbdainednmdri:ld ungo,
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6-epiofiobolina A, la 3anidre6-eprof i obol i na A @&obdinaof i obol

E e la 8eptofiobolina J (Evidentet al, 2006a; Evidentet al, 2006b).

1111 finocchio nell dagricoltura europea

Il finocchio (Fig. 6) € una pianta erbacea mediterranea biennale o
perenne, appartenente alla famiglia delle Apiaceae embeliferae),
conosciuto fin dalldantichit?@ per | e s
del finocchio, comunemente chiamati semi, sono largamente utilizzati in
fitoterapia e nell 6industria farmaceut
carminative, anémetiche, antispasmodiche ed antinflammatorie. Sono inoltre
comunemente utilizzat:i nell 6industria d
dal caratteristico gusto aromatico.

Il genere Foeniculum é monospecifico e rappresentato da una unica
specie Foenculum vulgareMiller.

Le due principali sub specie riconosciute dalla maggior parte degli autori
sonoFoeniculum vulgar€Mill.) ssp. piperitum (Ucria) Courintho, conosciuta
solo allo stato spontanee,Foeniculum vulgargMill.) ssp. vulgare (Gilib.)
Holmboe.

Come nella maggior parte delle Umberelliferae, la pianta presenta canali
secretori in tutti gli organi (Kadrgt al, 1978) e i suoi frutti producono un olio
essenziale (1.53 %) ricco in componenti aromatici, oli grassid9%) e
tocoferolitracuillt o c o f e r otbcoferqlof1%) %) bigocaferolo.o

I principal:@ costituenti del | 6essenze

di pende il suo ar oma, I fencone, | 6 e
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particoarmente ricco in cumarineurfbelliferone, bergaptene, psoralene,
xantoxina, ostenolo e seselina (Fujiga al, 1980; Hanaultet al, 1989;
Osisiogul967; Vlahowet al, 1964).

Per mol t i nasindelle fodlide della steloaicfinocchio, indotte
da Mycosphaerella aneth(Pers.) éstato riconosciuto come uno delle piu
importanti fitopatie di origine fungina in Germania ed in Bulgaria (Petzold
1989; Plesher 1992, 1997; Rodev& Gabler 2004). Il finocchio & anche
preda di diversi batteri, tra i quakrwinia carotovora responsabd del
marciume basale e specie Bseudomonasche provocano striature sugli
organi.

Tra gli insetti, che maggiormente colpiscono il finocchio sono da
ricordare il Colacoris norvegicusil Graphosoma linneotae gli afidi vettori

del patogen®@homopsis faaculi.

1.21solamento e caratterizzazione Bhomopsis foeniculida tessuti infetti di

finocchio

E noto da tempo che differenti specie del genBremopsis siano
coinvolte in numerose patologie a danno di colture di interesse agrario, tra le
quali numeose erbe aromatiche di grande importanza econonieakér,
1988).
C6 stata un pod di c o n fPhosdpsisspp Cci r c a
su finocchio. Camara (1947) rinomino il fungthoma foeniculiné&acc. come

Phomopsis foeniculingsacc.) Camara (Céarg 1947).
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Nel 1977 il fungo fu isolato da tessuti infetti di finocchio in Francia, dove
causava un i mbruni mento del | ombrell a
comportandouna riduzione di circa il 50% del prodotto totale coltivato. Du
manoir e Vegh descrissei sintomi e il fungo considerandolo come una nuova
speciePhomopsis foenicukpec. nov(Du Manoir & Veigh, 1981). Ulteriori
studi hanno accertato la capacita del fungo, se accreseivitro in coltura
liquida, di produrre tossine che potrebberoeesscoinvolte nella patogenesi
(Hanault et al, 1989). Successivamente la patologia fu osservata in lItalia
(Mugnai e Anzidei 1994) e in Germania (Pleshd©992). In Italia, nei primi
anni novanta , per larima volta in colture sperimentali in differemggioni
italiane, come Antella (Firenze), Drena (Trento) e Scafati (Salerno), furono
osservate grosse alterazioni sul finocchio da serra. Il gruppo di ricerca di cui
coordinatore il professore Evidente, ha isolato il principale metabolita
fitotossico dafiltrati colturali di P. foeniculi Tale fitotossina, denominata
foeniculossina, é stata caratterizzata come un nuovo geatesthinone (Fig.

7) (Evidenteet al,, 1994).

Il ceppo italiano del fungo ha, inoltre, mostrato capacita di produrre
fitotossineidrofiliche ad alto peso molecolare, caratterizzate come un galattano
ed un mannano ramificato (Fig) (Corsarcet al, 1998).

Nel 2003 Phillips (Phillips, 2003) ha descritto nuovamentaporthe
foeniculaceaNiessl. ed ha stabilito la connessione tracgp@namorfiche e
telomorfiche.

Recentemente, sono state riscontrate in Bulgaria, con frequenza crescente,
gravi patologie indotte d&. foeniculi (specie anamorfica dDiaporthe

angelicaé sul finocchio da seme (Rode8aGabler 2010). | sintomi osservat
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sul finocchio in Bulgaria sono uguali a quelli riportati in Francia ed in ltalia
(De Manoir & Vegh 1981; Mugnai& Anzidei, 1994), ed il nomeD.
Angelicae Phomopsisfoeniculi nella forma anamorfica, € stato accettato e

riconosciuto quale agente causdi¢ale patologia.

1.2.1Caratteristiche e morfologia d®.foeniculi

La presenza di numerose | arve all odint
una enorme quantita di semi non vitdiupta 1962. Diverse specie di afidi
che attaccano la pianta nel peloodella fruttificazione possono veicolare il
fungo (Gupta 1962).

La fase vegetativa del fungo € caratterizzata dalla preserifzaiaine a
parete sottiledi 3.5 um di diametro che diventano verde scuro, da un micelio
intracellulare di forme diverseci picnidi ner. che si di f
tutte le parti infette della pianta.

Le picnidio- spore prodotte dal fungo possonoesseife t i po 8U e b ( F

Le spore di tipo U sono wunicellulari,
Om di lunghezza e da 2.0 a 2.5 Om di sr
piu spesse e lunghe, da 8 a 25 um e possono essere curve o filRanat{

1989).

Quando ilfungo eaccresciuto in vitro si ha la formazione acblonie

bianche gelatinose, chse tenute a 23° per 15 giorni alla lucen il tempo

possono diventare scure con | 6apparire

massa miceliare di picnidi neri dopo circa-3 settimane (Pignati989).
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I sint omi principal:@ sono espressi C
necrosi dello stelo. La patologia e riscontrata a livello delle ombrelle, con il
parziale o completo disseccamento ed un ¢aménto di colore fino alosso
bruno.

Le ombrelle possono essere completamente distrutte, non producendo piu
frutti (Fig. 9). La necrosi dello stelo, con la comparsa di aree necrotiche-bruno
violacee, osservabile nel secondo anno o seguenti della zaltiea comporta
la morte di rami o intere piante (Fi@)1

Il patogenopuo interferire con il sistema vascolare della pianta, rendendo
di fficile | a circolazione all 6interno
macromolecole prodotte dal patogeno stesso e darswes viscose derivanti
dalla digestione enzimatica delle cellule della pianta ospite, causando
appassimento e successiva morte della p
piccole pustole nerdocalizzate alla base dello stelo, corrispondenti aiigicn
del f ungo c-oonidi ehe possbnio svillipparsi u ombrelle, rami e
steli infetti (Fig. 11), (Mugnai & Anzidei, 1995; Rodev& Gabler, 2010),
portando alla rapida morte della pianta.

L6infezione, infine, pu, lie @ laar dar e
superficie fogliare; col tempo le foglie cambiano colore dal giallo al rosso

bruno, appassiscono fino alla morte con il completo distacco (&ig. 1
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1.22 Correlazione tra le tossine prodotte Bafoeniculie quelle prodotte da

P. guepinii

Dalle prime indagini spettroscopiche risultava una stretta correlazione tra
una delle tossine prodotte &a foeniculie la principale tossina prodotta Ba
guepinii patogeno del nocciolo. Pertanto in tale tesi viene riportato
| 6i sol ament ozioee chimica e bialogitatdealla prirzrcipade tossina
prodotta daP. guepinii ed uno studio di correlazione struttura attivita

utilizzando questoOoulPtfoemali e | a tossina p

1.3Importanza economica del nocciolo

Il nocciolo viene ascritt@l genere Corylus, famiglia delle Cupolifere
tale famiglia appartengono, oltre &lorylus avellana o nocciolo comune
(Fig.13), C.americana C.colchica C.pontica C.silvestri C.tubulosa e
C.colurnao nocciolo turco. Bun arbusto di media grandez¢a4 m) con
attitudine pollonifera. Il frutto € una ghianda con involucro tubuloso che
racchiude di norma un solo seme o nocciola ricco di olie6(@%) . Léol i o
estratto dai fruttd.i nocciolo ~ comuneme
in cosmetica pele sue proprieta antinfiammatorie, astringenti e rinfrescanti. Le
nocciole trovano il | oro maggiore i mpi
produzione mondiale si aggira intorno alle 580.000 tonnellate, di cui il 70 % é
prodotto in Turchia.

EO stiamate che | 0estensione totale de

Turchia ha raggiunto i 600.000 ettari, con un totale prodotto di circa 800
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tonnellate, con un rendimento medio di circa 1.2 tonnehate2008 (FAO

2008). Le piu importanti malattie da furigthe colpiscono il nocciolo sono il

mal dello stacco, causato @gtospora corylicolail cimiciato dei semi, indotto
daNematospora corylke il mal bianco o oidio, causato Bayllactinia guttata

Di ver si sono anche gHalpidiaietnusceit Balininugar as si t
nucume Etydphies avellanea€elra le avversita che colpiscono il nocciolo

sono da annoverare anche diverse batteriosi causate principalmente da

Xantomonas campestris coryalina

1.3.1lsolamento e caratterizzazioneRlguepiniida tessuti infetti di nocciolo

Nei primi anni novanta in Turchia e stata segnalato il diffondersi di una
nuova patologia del nocciolo, causata BEastalotiopsisguepinii (Desm)
(Yurut, et al, 1994) responsabile di gravi patologie anche a danno del noce
(Junglansspp) e del lentisc@Pistacia lentiuscuvar. Chia) (Karaca& Erper,
2001;Goreet al, 2010Q.

Il fungo e caratterizzato da un micelio bianco che produce numerosi
acervuli con goccie scure dovute alle spore, osservabili in tessuti infetti. |
conidi prodotti hanno dimensioni di 2126.1x6.88.1 um, con cellule mediane
scure, 4 setti trasversatlue o piu appendici radicali lunghe 126.1 um e
appendici basali lunghe 4228 um (Fig. 4).

| principali sintomi indotti dal patogeno sul nocciolonsstono nella
formazione di ruggine e disseccamento. Il fungo puo attadeafeglie e i

germogli, con la comparsa di piccole macchie necrotiche negli stadi precoci
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fino al compl eto appassi mento e dissecc

germogli e cnparsa di macchie necrotiche anche su giovani rami (bjg. 1
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2.SCOPO DELLA TESI

| funghi fitopatogeni producono una grande varieta di fitotossine, che
negli ultimi anni sono stati target di numerose ricerche multidisciplinari, al fine
di utilizzarle come potenziali erbicidi, fungicidi o antibiotieil | 6i nt er no di
programma di lotta integrat& programmi di miglioramento genetico per la
selezione di piante resistenti o, infine, per una migliore classificazione
tassonomica .
Lo scopoprincipale dé mio lavoro € stato indagare la produzione di
metaboliti fitotossici daP. foeniculj agente causale di gravi patologie del
finocchio da seme
1.1l primo obiettivo  stato | 06isol ame
dal gruppo coordinato dallRrof Rosian Rodeva presso | 61
Planth Pathology an@enetic Bulgarian Academy of Sciences di Sofia,
Bul garia con il quale =~ in corso uno
2. 1l secondo obiettivo & stato quello di trovare le migliori condizioni per
| 6 accr e saliunakgoidadiPhomopsis foeniculiTale studio
stato condotto dal gruppo dell a Prof
Plant Pathology an@enetic Bulgarian Academy of Sciences di Sofia,
Bulgaria
3. Il terzo obiettivo e statb igblamento dalla colturaguida di tale fungo
dei metaboliti con attivita fitotossiaatilizzando le comuni tecniche di
estrazione e purificazione cromatografia su colonna e strato sottile (CC

e TLC).
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Il quarto obiettivoe stata ladeterminaione strutturale dei principali

metaboiti prodoti da P. foeniculi utilizzando le comuni tecniche
spettroscopiche (IR BV), ma essenzialmente la risonanza magnetica
monodimensionale e bidimensionale del protone e del carbbhie (

13C NMR), la spettrometria di massa utilizzando come tecuica

i oni zzazione | 6EIl ect e on®fodi acgimicil oni z a't

mediante la preparazione di derivati.

Il quinto obiettivo =~ stato quello d
metaboliti fitotossiciisolati, saggiando, medianteé at t i vi t = fito
del | 6estratto organico delle colture

metaboliti purificati, su pianta ospite e non, presso i laboratori del

gruppo della Pro$saRosita Rodeval e linktitute of Plant Pathology

andGenetic Bulgarian Academy of Sciescdi SofiaBulgaria.

(! sesto obiettivo  stato | 6i sol ame
biologica di fitotossine strutturalmente correlate a quelle.doeniculj

prodotte d&. guepinii
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3. MATERIALI E METODI

3.1 Parte Sperimentale Geneale

Tutti i reattivi ed i1 reagenti usati, se non diversamente specificato, sono
stati forniti dalla Sigm&Aldrich (ltalia), dalla Merck (Germania) e dalla Carlo
Erba (Italia).

Il potere ottico rotatorio e stato misurato utilizzando un polarindatsoo
(Tokyo, Giappone) 010 in soluzione di metanolo.

Gli spettri IR e UV sono stati registrati rispettivameotene film liquido
ed in soluzione di MeOH, quando non diversamente specificato, su uno
spettrometro Perkiklmer (Norwalk, CT, USAkpectrum one FIR e su uno
spettrofotometro Perkilmer Lambda 25 UWIS rispettivamente.

Gli spettri*H e *C NMR, mono e bidimensionali, sono stati registrati
rispettivamente a 600, 500 e 400 MHz e a 125, 100 e 75 MHz su spettrometri
Bruker (Kalsrhue, Germania) in solane di CDC}-CD3;0OD (95:5 v/v)usando
CDCl; come standard interno.

Le molteplicita del carbonio sono state determinate da spettri DEPT
(Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) (Bergen e Braun, 2004).
Gli spettri DEPT, COS¥4A5 (Correlated Spetiscopy), HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation), HMBC (Heteronuclear Multiple
Bond Correlation) e NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spettroscopy)

(Berger & Braun, 2004) sono stati effettuati utilizzando microprogrammi

Bruker.
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I chemical shifts so o dat i i n val or i di a
accoppiamento J) sono date in Hertz.

Sono stati impiegati | seguenti simbols=singoletto; d=doppietto;
dd=doppio doppietto; ddd=doppetto di dopp doppietti; m=multipletto;
g=quartettodg=doppio quartettot=tripletto.

Gli spettri di massa elettrospray ESI sono stati registsati uno
spettrometro  Agilent tecnologies modello Quadrupole 6120 LC/MS
(WaghaeuseWiesental, Germania).

Le purificazioni cromatografiche sono state condotte su colonne
impaccate cong di silice (Kiesegel 60; 0,063.200) della Merck a pressione
ordinaria.

Le cromatografie analitiche, preparative su strato sottile (TLC, Thin
Layer Cromatography) sono state effettuate su lastre di gel di silice (Kiesegel
60 Fs4) della Merck, aventi um spessore rispettivamente di 6250 mm. Le
TLC su fase inversa sono state effettuate su lastre a fase inv&48H%,
della Whatman (Maidstone, U.k) aventi 0,20 mm di spessore.

| sistemi eluenti adoperati sono stati i seguenti :

Aeluente A: cloroform-iso-propanolo (87:13 v/v)

A eluente B: cloroformigso-propanolo (9:1 v/v)

Aeluente C: cloroformignetanolo(92:8 v/v)

Aeluente D : cloroformisenetanolo(9:1 v/v)

Aeluente E: etanolacqua (6:4 v/v)

A eluente F: cloroformigso-propanolo (95:5 v/v)

A eluente Gcloroformio-iso-propanolo (98:2 v/v)

A eluente H: acetato di etil@-esano (1:1 v/v)
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Aeluente | : etere di petrolidiclorometano (8:2 v/v)

| cromatogrammi su strato sottile sono stati evidenziati attraverso
esposizione a radiazione UV (253nm), o spruzadadlLC con HSO, al 10%
in MeOH e successivamente con acido fosfomolibdico al 5 % in EtOH, il tutto

seguito da riscaldamento in stufa a 110 °C per 10 minuti.
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4. PARTE SPERIMENTALE

4 .11solamento, caratterizzazione ed accresciment®dfoenicul

Il fungo é stato isolato da piante naturalmente infette di finocchio dalla
Prof . Rositza Rodeva nei ladnddogyr aand o r | de
Genetic Bulgarian Academy of Sciences, Sofia, Bulgaria capacita di
produzione di metaboliti fitot@ici & stata valutata su 5 ceppi monoconidici di
P. foeniculi(Phfl-1, Phf 302, Phf 761, Phf 961, e Phf 1073), rappresentanti
di 5 diversi gruppi morfologici. Tre dischetti di micelio di circa 5 mm di
diametro per ogni ceppo sono stati posti separattama beute da 300 mL,
contenenti 100 mL di brodo Czap®ox integrato con lo 0.02% di estratto di
lievito e lo 0,02% di kasparagina. Le colture sono state incubate a 25 ° C sotto
agitazione a 120 rev/min per $oho gi or ni
state filtrate con un doppio strato di garza per ridurre la biomassa fungina ed
ulteriormente filtrati con filtri Millipore da 4%um di diametro. La fitotossicita
dei filtrati colturali, € stata saggiata mediastgygi di immersione su giovani
piante di fnocchio, cv Berfena (pianta ospite) e su piante di pomodoro, cv
Ideal (pianta non ospite). Le radici sono state lavate ed immerse separatamente
in 2 mL di filtrato colturaleconcentrato e in 2 mL di una diluizione 1:10 dello
stesso per i 5 diversi cepyphie piantine sono state poste a 25° C per 24 ore
nella soluzione e quindi trasferite in 2 mL di acqua distillata per 48 ore. Come
controllo sono stati utilizzati il brodo di coltura non inoculato e acqua distillata
steril e. L6 es per irre volteger ognusd deitSaeppi.illpet ut o

ceppo Phf 41 ha mostrato una maggiore fitotossicita sia su pianta ospite che su
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piantine di pomodoro, ed €& stato quindi selezionato per lo studio e la
caratterizzazione chimica e biologica dei metaboliti secondassia prodotti.
Il ceppo € stato depositato presso la National Bank for Industrial

Microrganisms and Cell Cultures di Sofia con il numero NBIMCC 8645.

4.2 Estrazione ed isolamento dei metaboliti fitotossici prodotti in coltura

liquida daP. foeniculi

Il filtrato colturale liofilizzato ottenuto da 12 L di coltura liquidiel
ceppo Phf 11é stato estratto con acetato di etile per 3 volte al pH del filtrato
colturale pH 6,69). Gli estratti organici sono stati riuniti e anidrificati su
NaSO, anidro, filtrat ed evaporati sotto pressione ridotta, fornendsaiido
bruno (183 g) mostrante una significativa attivita fitotossica su piante di
pomodoro e su pianta ospite.6 estratto organico  stat
TLC su lastre di gel di silice con il sista eluente A.

Léestratto or gd&nfoeniauli(lB2d) &€ ftatodraziortato r a d i
utilizzando una colonna cromatografica di gel di silice a pressione ordinaria
usando il sistema eluente A, seguito da eluizione finale con metanolo (Schema
1). Le frazioni raccolte sono statmalizzate mediante TLC su lastre di gel di
silice utilizzando lo stesso sistema eluente e raggruppate in 15 gruppi di
frazioni omogenee.

L6intero processo di purificazione
fitotossicita condtli secondo le modalita riportate nella parte sperimentale
presso | | abor at or athdodyednd Gdnetis Bulgariant e o f

Academy of Science, Sofia, Bulgaria.
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Le frazioni fitotossiche della prima colonna cromatografica sono state
ulteriormentepurificate. Il residuo della frazione & stato purificato su TLC
preparativa utilizzando il sistema eluente B, dando 4 gruppi di frazioni
omogenee (Schema 1). Il residuo della terza fraziong (4f§)) della TLC
ottenuto come un solido bianco omogeneo tatos identificato comeil
nectriapirone R 0,86, eluente B; 1.1mg/L). Il residuo della quarta frazione
(32,4 mg) della stessa TLC preparativ& stato ulteriormente purificato
utilizzando lo stesso sistema eluente, ottenendo un solido giallo amorfo,
idertificato come la macrosporin&(0,78; 2,3 mg/L). | residui delle frazioni
da 11 a 13della prima colonna, mostrandm pattern cromatografico simile,
sono stati combinati e purificagu una colonna cromatografica di gel di silice a
pressione ordinarjeeluita dal sistema eluente A e seguita da eluizione finale
con metanolo. Si sono ottenuti 7 gruppi di frazioni omogenee (Schema 1), che
sono stati analizzati mediante TLC su lastre di gel di silice utilizzando lo stesso
sistema eluente. Il residuo dellate a fr azi one d284nmgpaul t i ma
stato ulteriormente frazionato utilizzandoa colonna cromatografica di gel di
silice a pressione ordinaria eluita dal sistema eluente A e seguita da eluizione
finale con metanolo. Si sono ottenuti 8 gruppirdizioni omogenee (Schema
1), che sono stati analizzati mediafiteC su lastre di gel di silicaytilizzando
lo stesso sistema eluente. Il residuo dedlera frazione di questa ultima
colonna cromatografica e stato ulteriormente purificato attraverso tdde s
successivi di TLC preparative utilizzando i sistemi eluenti C e D

ri spettivament e. E omogehed,tcaratteyizzateeoomed o  u n

N

alternasolanolo R 0,36, sistema eluente D;45 mg/L).
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Il residuo dellaguarta frazionalella penultina colonna cromatografica (
50 mg) é stato ulteriormente purificato attraverso due staatiessivi di TLC
preparativa utilizzando il sistemauehte D e su TLC a fase inverddizzando
il sistema eluente Edando un solido omogeneo arancione identificadme
| aftersolanolo A i 0,40 e Q79, sistema eluente D ed E rispettivameii@;

mg/L).

Nectriapirone(l)

Il nectriapironel, é stato ottenuto come solido omogeneo bianco. UV
(CH3CN) amax nm (log § 227 (4.59) e 321 (4.2), |Bmax 1682, 1644, 1619,
1554, 1173 cm. ESI MS (+)m/z217 [M+Na] . | dati degli spettriH NMR e

13C NMR sono riportati in Tabella 1.

4.2.11ldrogenazione del nectriapirone

Il nectriapirone (4 mg) sciolto in 3Qd di metanolo é stato aggiunto sotto
agitazione ad una sospensione di palladio su carbone al 10% in metanolo (300
ul) presaturata con H

L6idrogenazione  stata condotta a t
atmosferica sotto agitazione magnetica. Dopoo6uola eeazione risultava
completaed é stata interrotta allontanando il catalizzatore mediante filtrazione
Su setto poroso. La soluzione ottenuta €& stata portata a secco mediante
pressione ridotta.

Il residuooleoso ottenuto (8 mg) e stato analizzatmediante TLC su

lastre di gel di silice con il sistema eluente F e ha mostrato la presenza di

-27-



diverse bande, tra cui una presente in maggiore quantita. Il residuo é stato
purificato mediante TLC di gel di silice utilizzando lo stesso sistema eluente.

La banda corrispondente al derivato principale € stata eluita con il sistema
eluente wutilizzato per l a purificazion
pressione ridotta ha lasciato un residuo oleoso di 2,4 mg corrispondente al 7,8

diidronectriapirone, (Fig. 21) ( R=0,75; 24 mg).

7,8-Diidronectriapirone(2)

UV (CH3CN) amax nm (log) 298 (414), 205 (474); IR 31max 1694, 1644,
1568, 1461 cm; *H NMR (CDCh) 115.97, (s, H5), 387 (s, OMe), &8 (tq,J
= 7,0 e 70 Hz, H7), 1,91 (s, Me10), 172 (dg,J = 7,0 e 70, H-8), 1,22 (d,J =
7,0, Me11), 088 (t, J = 7,0, Me-9); ESI MS (+)m/z 219 [M+Na], 197

[M+H] ™.

Macrosporina(3)

La macrosporin® é stata ottenuta come solido omogeneo giallo.aJ\
nm (logQ 284 (548), 305 (512), 379 (485); IR 3max 3289 1655, 1637, 1572
cm’; ESFMS (-) m/z283 [M-H]". | dati degli spettrtH NMR e**C NMR sono

riportati in Tabella 2.

4.2.2Reazione di metilazione della macrosporina

Una soluzione eterea di GN, & stata aggiunta alla macrosporina (5 mg)
disciolta in méanolo (0,5 mL). Tale miscela e stata lasciata a temperatura

ambiente per una notte, gui ndi | 6ecces:
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allontanati sotto flusso di azoto. Il residuo cosi ottenuto (6 mg), analizzato per
TLC con sistema eluente G, ha nragh la presenza di due prodotti principal

R: 0,76 e 068 .1l residuo e stato successivamente purificagaliante TLC di

gel di silice utilizzando lo stesso sistema eluente. Le bande corrispondenti
rispettivamente &  3-O-metilmacrosporina 4), e ala 3,50, O0
dimetilmacrosporina 5), sono state eluite con lo stesso sistema eluente
utilizzato per effettuare la purificazione; il solvente evaporato sotto pressione
ridotta ha fornito due solidi gialli omogenei entrambi con un peso pgarng

corrispondentai derivati @) e ).

3-O-Metilmacrosporina4)

UV amax nm (log ) 281 (380), 307 (FH0); IR 3max 3356, 1667 crh *H
NMR i H-1 129 (s, OHC-5), 8,03 (s, H1), 7,63 (s, H4), 7,35 (d,J = 2,2 Hz,
H-8), 667 (d,J = 2,2 Hz, H-6), 402 e 383 (s, 2 x Me), 235 (s, Me); ESI MS

(+) m/z 299 [M+H]".

3,50, @ametilmacrosporinag)
UV amaxnm (log) 282(3,80 cm™; IR3max1 6 6 8, 15\ BIMR 1444
U: 7,98 (s, H1), 7,65 (s, H4), 7,46 (d,J = 2,1 Hz,H-8), 6,76 (d,J = 2,1 Hz, H

6), 400, 399 e 398 (s, 3 x OMe), B3 (s, Me); ESI MS (+in/z 313[M+H]".

4.2.3Reazione di acetilazione della macrosporina

Al l a macrosporina (3 mgohoswtcagguhtt a i n

30 ¢l di anidride acetica e | a teeazione
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Dopo una notte laeazione € stata interrottaon aggiunta di metanolo e la
piridina & stata allontanata in corrente di azoto come azeotropo formato per
aggiunta di metanolo.

Il residuo €& stato quindi trasferito con una miscela di clorofoisgo
propanolo (9:1 v/v) ed il solvente e stato evaporato sotto pressione ridotta. Il
residuo analizzato mediante TLC di gel di silice, eluito con il sistelonente
H, ha mostrato la presenza di un composto princip&e,7 6 . Questoul tin
stato purificato medinte TLC su gel di silice utilizzando lo stesso sistema
eluente. La banda corrispondente al derivato diacetilato € stata eluita con il
sistema eluente D . Loevaporazione del
fornito un residuo oleoso 2,1mg corrispondete al 3,50,06

diacetilmacrosporin).

3,50,08diacetilmacrosporinb)

UV amax M (log Q) 334 (3,25) e 270 (4,35); IBnax 1772, 1674, 1577,
14356 cnt; *H NMR U: 8,13 (s, H4), 7,86 (s , HL), 7,37 (dJ = 2,4 Hz, H8),
6,89 (d,J =2,4, Hz, H6), 398 (s, OMe), 2,48 e 2,37 (s, 2 x MeCO) 2,34 (s,

Me); ESI MS (+)m/z 407 [M+K]", 391 [M+Na.

Altersolanolo A(7)

Léal t er s®d stato wtteputo Aome solido omogeneo arancione.
[ @F-149°€01 i n MeQHNmM UWV2b%436), e 269 (393); IR
3max3370, 1642, 1615 cm; ESI MS (+)m/z359 [M+Na[, 337[M+H]*, 301

[M-CHs]" | dati degli spettrtH NMR e**C NMR sono riportati in Tabella. 3
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Altersolanolo X8)

Loal ter 80l anotlaot aJ ottenuto coghe sol

-46° (c 0,1 in MeOH); UVamaxnm( | o 216 391); 265 (271) e328 (2,19);
| Rmax3387, 2924, 2847, 1671, 1615 ¢mESI MS ¢) m/z307[ M-H]". | dati

degli spettritH NMR e'3C NMR sono riportati in Tabella 4.

4.3 Saggi di attivita fitotossica

Per la deter minazi one del Il dattivit?”

cromatografiche dei composti pusolati daP. foeniculié stato utilizzato il
saggio di puntura fogliare su foglie di pomodoro, in quanto le foglie di
finocchio risultavano non adatte a questo tipsaggio.

Le frazioni e i composti puri sono stdisciolti in una piccola quantita di
metanoloe diluiti con acqua distillata sterile fino ad una concentrazioriz di
mg/mL al 3%di metanolo.

Sono stati applicati 20 L di soluzione preparata comeegetemente

d

f

descritto su foglie di pomodoro forate

ripetuto su 3 foglie inoculate @ punti, in doppio con tre ripetizioni.

Le foglie inoculate sono state incubate in camera umidificata ed osservate

ogni giorno perrilevare i sintomi. La valutazione finale e stata effettuata tre
gi orni dopo | dinocul o. Come @@ldB%wtdir ol
metanolo in acqua distillata sterile.6 at t i vi t " f i tot ossi
scala da 0 a 4: 0= mancandi lesioni, 1= lesioni da 1 a 2 mm; 2= lesioni da 3

a5 mm; 3=lesionida 6 a 7 mm, 4= lesioni da 8 a 10 mm.
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4.41solamento, caratterizzazione ed accresciment®djuepinii

Il ceppo diP. guepiniie stato isolato da piante infette di nocciolo a
Trabzam in Turchia. Il ceppo monoconidico é stato accresciuto su PDA (Potato
Dextrose Agar) a 23 °C per 14 giorni con un fotoperiodo di 12.areoltura e
stata risospesa in acqua distillata sterile e le spore raschiate con una spatola di
vetro. La sospensiormnidica é stata filtrata con filtri di carta Whataman per
rimuovere i frammenti di micelio fungino, portata ad una concentrazione di
1x10 spore e conservata -80° in glicerolo al 15%Per la produzione di
metaboliti fitotossici 150 uLdi sospensione eidica di P. guepinii (10°
spore/mL) sono state inoculate beuteda 250 mL contenenti 150 mdi
potato broth mediunmntegrato con il 2% di glucosio. Le beute sono state
incubate in fase stazionaria al buio a 27 °C per 7 giorni. Le colture cosi
ottenute eno state filtrate attraverso 4 strati di gaezaentrifugatea 10000
rpm per 15 minuti. 1 filtrato coltur al

fitotossica e liofilizzato.

45 Estrazione ed isolaento dei metaboliti fitotossici, correlati al

nedriapirone, prodotti in coltura liquida daP.guepinii

Il filtrato colturale liofilizzato (3 L) é stato estratto con acetato di etile per
4 volte al pH del filtrato colturale (pH 5). Gli estratti organici sono stati riuniti
e anidrificati su NgSQO, anidro, filtrati ed evaporati sotto pressione ridotta,

fornendo un residuo solido bruno (48 mg) mostrante una significativa attivita
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fitotossica. L6est r R.tguepiniicostaty fazionatosud e | | a
TLC preparative utilizzandal sistema eluente, ottenendo 11 gruppi di

frazioni omogenee. Il residuo della frazione 59(#hg) € stato ulteriormente

purificato su TLC preparativaitilizzando il sistema eluente Edottenendo |l

principale metabolita come solido amorfo bianco, caratterizzato céme |

pestalopironéFig. 27), ( R0,34 sistema eluente F,80mg/L).

Pestalopirong9)
'HNMR 699 (& 7,0Hz) (H8), 590 d (J=1,0 Hz) ( H3), 545 d,
(J=1, H5), 381 s,( MeO), B5 s, (H10), 1,84 d (= 7 Hz) (H9). ESI MS (+)

m/z 181 [M+H]’, 203[M+Na]".

4.6 Saggi di attivita biologica

La significativa somiglianza strutturale tra il nectriapirone isolatd®da
foeniculi ed il pestalopirone, isolato d& guepinij ha suggerito di comparare
la loro attivita fitotossica, per verificarne laotenzale correlazionetra la
struttur a attiita roiblagiea lle nectriapirone, il suo 7;8
diidroderivato ed il pestal opirone sono
differenti specie non ospitCirsium arvenséL.) Scoop.,Sonchus arvensit..)
e Chenopodium alburh.

| tre composti puri sono stati disciolti in una piccola quantita di Me&OH
diluiti con acqua distillatdino ad una concentrazione finalel 4% di MeOH,

ed una concentrazione di tossina pari a 2 mg/mL. Staticapplicati ® pL di
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soluzione su foglie precedentemente forate con ago sterile. Le foglie sono state

lasciate in camera umidificata continuamente esposte a luce fluorescente. |

sintomi sono stati osservati visivament
| tre compostip u r i sono stati testat.i anche

Geotrichum candidun(Link), per | 6att i viBacillussaubtlisi bi ot i c

(Cohn) ed Escherichia coli(Migula) e per l 6atti vit?’ Zoot o

Artemia salinaL.).

4.6.1Saggi di ativita fungicida

Léattivit?” f ungi cG. ¢andidum(Bsttaleded al,s aggi at
1990) utilizzando dischetti sterili di cellulosa del diametro di 6 mm (Difco), su
cui sono state applicate soluzioni metanoliche dei composti da analizzare,
utilizzand una concentrazione di tossine pari a 50 pg/ disco. Dopo
| 6evaporazione del sol vent e, i di schi S
capsule Petri di 10 cm di diametro e spruzzate con una sospensione di micelio
di G. candidum

Léattivit staamtta fwualguitnata dopo 24 or e,

i ni bizione dell 6accrescimento fungino.

4.6.2Saggio di attivita antibiotica

Il saggio di attivita antibiotica e stato effettuato Busubtilised E. coli
(Capasset al, 1990). | batteri sono stati aceoeuti in tubi di PDA per 24 ore

a 25 °C e risospesi in 4 mL dp@ sterile.
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Aliquote di Q5 mL delle sospensioni cosi ottenute sono state utilizzate
per inseminare 3 mL di sefigar (G7%).
| dischetti di cellulosa contenenti preparati come per il sadgattivita
fungicida, sono stati depositati dopo aver stratificato il-saffar su piastre
Petri contenenti 8 mL di PDA.
Léattivit?” ~ stata misurata come alo

batteri intorno al dischetto.

4.6.3Saggio di attivita zamssica

(! saggio per |l a valutazione dell 6at
larve di gamberetto di maré (salina).

Il saggio € stato realizzato in piastre per colture cellulari con 24 pozzetti
contenenti ciascuno 340 larve in 500 pL di acqua maa. Le sostanze,
disciolteinuna soluzione all 61% MeOHYM.sono st

La mortalita larvale & stata misurata come rapporto percentuale tra il
numero delle larve morte dopo 36 ore a 27° C ed il numero di larve in ogni

pozzetto.
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5 RISULTATI E DISCUSSIONE

5.11solamento dei metaboliti fitotossici da. foeniculi

Il finocchio da seme e particolarmente diffuso in Europa centrale e
meridionale e riveste grande importanza dal punto di vista economico sia per
| 6i ndustnechainfidterapi@ nt a

Il semi di finocchio sono ampiamente u
in molti prodotti alimentari con sapore aromatico

Diaporthe angelicae forma sessuata dPhomopsis foeniculié stato
individuato quale agente causale dcneo s i dell o stelo e de
del |l ombrell a nel f i nocc Phomopsiano®e me i n
per la capacita di produrre metaboliti secondari bioattivi . In particalare
ceppi diP. foeniculiisolati dallo stesso ospite in provinda Firenze, e stata
precedentemente isolata la principale fitotossina denominata foeniculossina
(Fig. 7) (Evidenteet al,1994) e due EPSs fitotossici caratterizzati come un
mannano ramificato ed un galattano (Fig(Corsarcet al., 1998).

In consideram n e del | 6i mportanza del | e fit
virulenza e della possibilita di mettere a punto metodi di diagnosi precoce della
malattia, basati sul loro rilevamento in piante infette, & stato intrapreso uno
studi o sull 0i s olradottedaltceppodelgaro @é.daerachlio | i t i p
con lo scopo di isolare e caratterizzare le fitotossiaeesso prodotte e di
verificare se tale ceppo producedaefoeniculossina e gli EPSs isolati da
filtrati colturali del ceppo italiano. Il fungo utilizzatmiquesto studio e stato
isolato dal gruppo dellaProf.ssa Rosita Rodeva dell o6l n

Pathologyand Genetic Bulgarian Academy of Sciences di Sofia, Bulgaria. A
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tale scopo presso i laboratori bulgari sono state ottimizzate le condizioni di
cresctain vitro di diversi isolati.
I migliori risultati per la produzione di un filtrato colturale fitotossico
sono stati ottenutcon il ceppo Phf 4L, accresciuto in coltura liquida, nelle
condi zioni descritte nell a oa@ganice sper.i
(1,86 g) del filtrato colturale (12 L) e stato ottenuttediante estrazione
esaustiva con acetato di etile, come riportato nella parte sperimentale (Par. 4.2).
Infatti, in una esperieza preliminare, condottaitilizzando solventi
organici a poldta crescententesano, CHG| EtOAc, n-butanolo) a 3 diversi
pH, tale solvente — risultato il pi % i
fitotossine dal filtrato colturale. Tale estratto € stato sottoposto a saggi di
fitotossicit? plane Bathdogy lard | Gesetict Bulgaian o f P
Academy of Sciences di Sofia, Bulgaria.
| saggi di fitotossicita di puntura fogliare, condotti come riportato nella
parte sperimentale (Par. 4.3), hanno evidenziato una elevata fitotossicita.
Lédestratt o quindjanaizzatoomediants TLE sudastre di gel
di silice. Il profilo cromatografico mostrava la presenza di diversi metaboliti,
ed é stato dunque purificato mediante cromatografia di adsorbimento su
colonna di gel di silice, come riportato nella parterspentale (Par. 4.2),
fornendo 15 gruppi di frazioni omogenee (Schema 1).
| saggi di attivita fitotossica delle frazioni della colonefettuati su
foglie di pomodoro come riportato nella parte sperimentale (Par. 4.3), hanno
mostrato per le frazioni dal 3 alla 5 la formazione di necrosi del diametro di
6-7 mm , per la frazione 2 e per le frazioni dalla 6 alla 9, la formazione di una

necrosi di 35 mm, per le frazioni dalla 10 alla 13 la formazione di una necrosi
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di 67 mm, mentre frazione 1 e la fram® metanolica, non hanno mostrato
attivita significativa. Infine, la frazione 7:3 ha mostrato una elevata
fitotossicita, con una necrosi dil® mm.

Si é proceduto quindi alla purificazione delle frazioni attive, iniziando
dallaterza frazionela quale éstata ulteriormente purificata, mediante diversi
stadi su TLC preparative, ottenendo due metaboliti principali identificati come
il nectriapirone 1) e la macrosporingsj. Il nectriapirone, saggiato su piante di
pomodoro,ha indotto la formazione di piote lesioni intorno al punto di
inoculo, mentre la macrosporina, saggiata nelle stesse condizioni non ha
mostrato attivita fitotossica.

Le frazioni dalla 11 alla 13, sono state unite e purificate come riportato in

dettaglio nella parte sperimentale (P4r2) , portando all o0i sol a
met abol i ti fitotossici iNdeatli bakctaéer scloa
8 . I nf atti | 6al tersol anol o Aindpioando s a

una rapida necrotizzazioneervature ed um completa defrmazione della
foglia, ment r e | o6ha Indottoforsnaziore diodcrosi,eJperdita di
turgoredelle foglieinoculate

| metaboliti isolati appartengono a diversi sottogruppi della famiglia dei
polichetidi e risultano totalmente differenti dall@ehiculossina e dagli
esopolisaccaridi EPSs prodotti dal ceppo italiano.

La loro identificazione strutturale e stata effettuata utilizzando metodi

spettroscopici (IR, UV), ma essenzialmente 1D e 2D'deNMR e del**C

NMR, spettrometria di massa ESI M$etodi chimici.
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5.1.1ldentificazione dehectriapirone(1)

Lo spettro di massa ESI MS registrato in modalita positevandicato per
il nectriapirong(Fig. 16)un peso di 194 u.m(@ig. 17) Lo spettro IR(Fig. 18)
ha mostrato la presenza diverse bade tipiche di alcuni gruppi funzionali
(Nakanishi& Solomon, 1977). In particolare si osservava la presenza di
bande al682 e 1644 ch relative rispettivamente ad un gruppo C=0 e ai
doppi legami di unJ-pirone, ed una banda a 1619 tnearatteristica di un
C=C coniugato.

Tali fattori strutturali sono stati confermati dallo spettro UV (Hig). che
mostrava due picchi massimi di assorbimento a 227 e a 331 nm tipici di un
cromoforo costituito da un-girone coniugato.

| fattori strutturali evidenziati dal
confermati da un esame accurato degli spétriNMR e *C NMR. In
particolare, lo spettrdH NMR (Fig. 20, Tabella 1 ha mostrato la presenza di
un doppio quaetto 0= 70 Hz ) ,68atipico diéun protone di un gruppo
olefinico trisostituito, attribuibile al protone-Bl Come osservato nello spettro
COSY (Fig. 2A) tale protone era accoppiato con il gruppo metilico -Qle
osservato come doppiettd=7,0 H z ),84.dl prGtond H8 risultava, inoltre,
accoppiato mediante una costante allilica ai protoni di un metile vinilice (Me
11), apparso come doppiettb=(1,0 H z ),88.aralisisteimeranoconsistenti
con la presenza di una catenangétil-propenilica legata ad-@irone. La
presenza delesiduo del Zirone era confermata dal singoletté a,08 (H-5),
attribuibile al -groneadtdsosétuita, con unnmetsssile t e ma |

presente come singolettola 930 ed un metil e presente ¢
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19 3. ddgideé accurata dello spetttdC NMR (Fig. 2, Tabella )
congiuntamente a quella del corrispondente spettro DEPT (Big. che
definisce la molteplicita degli atomi di C, confermava le strutture parziali
descritte in precedenza. Infatti, si osservavaptasenza di atomi di C
qguat er na%(C4),d4650(C2),616Q2 (C-6), 1019 (C-3) attribuibili il
pri mo ad un carbonio ossigenato del
verosimil mente | egato al gruppo,3,met ossi
il secondo al carbonio carbonilico, il terzo al carboaioui € legata laatena
lI-metikpr openi l i ca ed il qguarto al carbonio
al gruppo metilico(€. 0, q), pRLesente a 0 14

Infine, nello spettro si evidenziava la prezamel segnale relativo ad un
carboni o s e34 mdribubiecal G w@el | 6anel |l o piro
presenza della catenanietil-propenilicalegataal® del | 6 apreé | o del
era consistent e7(C® al268 (G7g latigii carbenidi 12 9
un sistema olefinico trisostituito, con segnali attribuibili ai gruppi metili@ C
eCGl 1l a,9 ai86,Tispettivamente.

Gli esperimenti 2D'H e *C NMR hanno consentito di osservare gli
accoppiamenti treutti i protoni ed i corrispondéincarboni.

Infatti, gli accoppiamenti osservati nello spettro HSQC (F#). f#anno
confermato le assegnazioni fatte in precedenza. Particolarmente significativi
erano gli accoppiamentitrailk€ a 0 @&é-83P @@8itra8C5 a 40 91
e I5@HE ,08. Sono state anche evidenziate le correlazioni tra i caeboni
protoni del gruppo met o0ss,3 142,d21,86 dei 3

con i pro,t1e8nlB4, B8. U0 3
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Sulla base di tali risultati si potevano assegnateemicalshifts a tutti i
carboni e ai corrispondenti protoni del nectriapirone, come riportato in
Tabellal.

Tale struttura é stata confermata dalle correlazioni osservate nello spettro
HMBC (Fig. 5, Tabella 1). In particolare, dalla correlazione osservatd tra i
carbonio G2 a ,lieiprétédnia 193 del (Mel0), trail carbonio & a U
1602con i p r,@Bte 488 i(H8ge (Mell§, confermandd punto di
attacco della catena laterale al6CLa posizione del gruppo metossilico era
confermata dallaarrelazione osservatea il carbonio G4 a 9 e i pr6téni
a 90 d8l metossile, inoltre lo stesso carbonio risultava correlato al protone
H-5presenta [09. 6

La stereochimica del doppio legame -C& della catena -fnetil-
propenilica é stata detemi nat a dal |l danal i si degl i ef
NOESY (Fig. B).

Si osservava, infattiuna correlaziondra i protoni dé gruppi metilio
Me-11 edil protone H5 del 2pironee tra i protoni del gruppo metilidde-9 e
il protore H-8 della catea 1-metil propenilica. Tali osservazioni hanno
consentito di assegnaaédoppio legame GT8 una configurazionk.

Lo spettroESI MS (Fig.17) registrato inmodalita positiveha mostratda
presenza del picco ionico pseudomolecokra/z195 [M+H]'edd | 6addott o
con lo ione sodio en/z217 [M+NaJ .

L6insieme di guest. dat i ha per messo
| 6 {4-Bétossi3-metil-6-( Intetil-propenil}piran-2-one (compostol, Fig.

16).
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Ulteriore conferma della struttura assegnata al raggtone € stata

ottenuta mediante la preparazione déldiidroderivato.

5.1.2Determinazione strutturale del #didronectriapirone(2)

Il 7-8-diidronectriapirone 4) & stato preparato mediantirogenazione
catalitica dil condotta utilizzando palladisu carboneal 10% in metanolo,
come riportato dettagliatamente nella parte sperimentale (Par. 4.2).

Lo spettro di mass&SI| MS registrato in modalita positiva, ha indicato
per il 7,8diidronectriapirone (Fig27) un peso molecolare di 196 u.n{Fg.

28).

Lo spettro IR (Fig.29) mostrava, rispetto a quello dj | 6assenza de

banda dovuta al gruppo olefiniamniugato a 1619 cth Lo spettro UV (Fig.

29) mostrava un piccamassimo di assorbimentipico dei pironi (Scott, 1994).

Lo spettro ' NMR (Fig. 30), comparato con quello del nectriapirone,
mostrava come unica differenza la presenza di sistemi dovuti ad una catena
secbutilica al posto della catenanetil-propenilica attaccata al-&. Infatti, il
quartetto dovuto al protone olefinico-8 presentea U 6,68 nello spettro*H

NMR del nectriapirone, risulta assente, mentre sia il metile in posizione 11 che
quello in posizione 9 erano shiftatispettivamente ali 1,22 e (88, e
apparivano come un doppiettd=£ 7,0 Hz) ed un triplettdd = 7,0 Hz). In fine

e stata osservata la presenza aggiuntiva di un triplo quariettd,@ e 70 Hz)

ed un doppio triplettoJ(= 7,0 e 70 Hz), rispettivamente & 2,48 e 172,

assegnati ai protoni e H8.
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Lo spettro di massa ESI MS (Fig8) registrato in modalita pds/a ha
mostrato la presenza di un picco ionico pseudo molecolarez07 [M+H]".

Questo derivato, differisce dal tetraidroderivaab(s Fig. 32 ) riportato
in letteraturgNair & Carey, 1975), in quanto mostra soltanto una riduzione del
doppio legam&7-C8.

D6 al t rilcatglizzatoreauitilizzato € simile, ma il solvente e differente

e cio probabilmente giustifica la differente riduzione del nectriapirone.

5.1.3ldentificazione della macrosporin@)

Lo spettro di mass&SI| MS registratoan modalta negativaindicava per
la macrosporina (Fig.3} un peso di 284 u.m.é-ig. 34)

Lo spettro IR(Fig. 3) mostrava la presenza diverse bande in
particolare, una banda marcata3389, dovuta alla vibrazione di gruppo
idrossilico legato attraverso lage a idrogeno ad un gruppo carbonilicali e
due bande 4665 e 1637 dovute rispettivamente alla vibrazione di stiramento
di un gruppo carbonilico libero e quello sopracitato, fattori strutturali tipici di
un sistema antrachinonico (Suemigtial, 1957)

Tali fattori strutturali sono stati confermati dallo spettro UV (Fig). &he
mostrava urpicco massimo di assorbimento a 224 nm dovuto alla presenza di
una struttura diidrossiantrachinonica, ed un picco di assorbimento a 284 nm
anchoéesso delaesidub ¢chimanicosdi un antvachinone (Brigysl.,
1952).

[fattorist rut t ur al i dedot ti dall danal i si

consentito di ipotizzare per il compostaina natura antrachinonica, sono stati

-43-



confermati da un analisi accurategli spettri'H NMR e**C NMR registrati in
CDClI5/CD30OD 95:5 vlv.
Lo spettro’H-NMR (Fig. 37, Tabella ? mostrava, infattila presenza di
due si ng@8 @Hl)tei754 gH4)Xattribuibili ai protoni di un anello
benzenico 1,2,4,5 tetrasostituitala due do,plpH8y ¢ 665 (HE&) G 7
attribuibili ai due protoni di un anello benzenico 1,2,3,5 tetrasostituito. La
costante di 3 Hz, infatti, e tipica di un accoppiamento di tipo meta.
Tale accoppiamento era osservabile anche nello spettro Q& B8).
Lo spettro protonico mostrava, inoltre, la presenza di due ulteriori
Si ngol €t3t ie ,Fareldtiviz@ un gruppo metossilico (OMe) e ad un
gruppo metilico(Mel ) , | egat i all 6anel l o antrachir
Léanal i si @ MNMRI(Rg.38, pabdlla mostrava la presenza
di due at omi di c ar(GlD)eildHp (GY,aiduenanti a r | a Uu
chemical shift tipici di due carboni carbonildi un sistema antrachinonico.
Nello spettro**C NMR si evidenziava, inoltre, la presenza3dilteriori

at omi di car boni,® (CHulLH4e(CT ®r1624 (@3) U0 166

attribuibil:@ ai carboni del | 6anel l o ant
verosimil mente ai due gr,a(@pa), 1300Gi dr i | i c
10a), 130 (C9a)e 120 (C4a) sono stati attribuit:i a

ai due carboni carbonilici-O© e G10.

Infine, lo spettro™®C NMR mostrava | a presenza di
1311 (CG1), 1194 (C4), 1063 (C6) e 1080 (C8) attribuibili ai carloni
metinici del | 6anel |l o ant3r(@veleil®de) co e d

relativi al gruppo metossilico e metilico rispettivamente.
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Gli esperimenti 2D'H e *C NMR hanno consentito di osservare gli
accoppiamenti tra tutti i protoni con i corrgspenti carboni.

Le correlazioni osservate nello spettro HSQC (E@.hanno permesso di
confermare le assegnazioni fatte in precedenza. In particolare, significativa
appariva la correlazione tral a Il colilZidpettivo protoneHd a,980 7
delC-4 a U119 codn a,54lidg®eo t ao niecordtOptotone H
6 a,65lediefinedel&8 a ,Gcodilp®tonekB a, 310 7

Gl i at omi di carboni o del gr u3epo met o
16,6 risultavano accoppiati con i fgrao n i 932 234. 3

La struttura e stata confermata dalle correlazioni osservate nello spettro
HMBC (Fig. 41, Tabella 2) in cui si notava la correlazione trailC a i 131
e il pr o4 @id)etrad G330 a7 4 &2 | poB Htlpy ne a U
mentre i carboni @ a a 0kl GC2& a ,9lpurti 8igiunzione tra gli
anelli B e Cyrisultavano correlati al protone-#  a,54u Il gruppo metilico &
stato collocato sul @ per la correlazione osservata tra il suo atomo di
car bonibeil motote HL 6 a,980 7

Lo spettro evidenziava, inoltre, le correlazioni esistenti tra gli atomi di
carboni 6(C8)lUel@& ) 166n il 6H(MHSEdeglie a U 6
atomi di carbonio carbonilici® ( 046) @120 ( ) cdn8 ptotoi H-1
( 4,98y H8 (,30)eH4 (,54), rispettivamente.

I fattori struttural: dedot ti i n prec
dello spettro NOESYFig. £2),c he mostrava undé accoppian
del gruppo metilico sul @ e il protme H1 del carbonio adiacente e tra i

protoni del gruppo metossilico sutCe i protoni H6 ed H8.
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Lo spettro di massa ESI MS (Fig4), condotto in modalita negativa,
mostravda presenza di upicco a 283n/zdovuto alla perdita di un protone.

L 6 i mesdi cquesti dati ha permesso di identificare il metab8ltame
la macrosporina, un 3&idrosst7metossi2metilantrachinone.

Léul teriore conferma dekPphbtataotenutaut t ur a
mediante la preparazione di tre derivati chiaveeruiti dalla trasformazione
dei due gruppi fenolici nei corrispondenti medieri e acetiesteri derivati.

La reazione di metilazione della macrosporina, condotta con una
soluzione eterea di GN, a temperatura ambiente per una notte, ha fornito la

3-O-metilmacrosporina4) e la 3,50 , @idnetiimacrosporinas).

5.1.41dentificazione della 3-metilmacrosporind4)

Lo spettro di massa ESI MS registrato in modalita positiva indicava per la
3-O-metilmacrosporina (Fig.3} un peso di 298 u.mig. 44) Lo spettro IR
(Fig. 45) e lo spettro UV (Fig. @ risultavano molto simili a quelli della
macrosporing.

Lo spettro'H NMR (Fig. 47) di 4, mostrava come uniche differenze
ri spetto a quell o della macrosporina | 8
4.02 rdativo ad un gruppo metossilico sul3; e la presenza di un singoletto a
a 12.9 relativo al pr ot -6 hegato dnediantegr up p o
legame idrogeno con il gruppo carbonilico C=0 adiacent&(qGendendo tale
gruppo meno reattivo nella reame di metilazione con diazometano. Lo
spettro di massa ESI MS (Figd)registrato in modalita positiva mostrava la

presenzalel picco ionico pseudo molecolare [M+H} m/z299.
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515 dent i f i c aQ,i @inedimatredpdriig3), 5

Lo spettro di mssa ESI MS registrato in modalita positiva indicava per
3,50, @imnetiimacrosporina (Fig.3) un peso di 312 u.m.a (Fig. 48)o
spettro IR (Fig.49) di 5 mostrava, rispetto a quello della macrosporina,
| 6assenza dell a banda LospdttatUY (Fa. 50)i grup
risultava simile a quello del compos® Lo spettro’H NMR (Fig. 51) del
compostob5 risultava simile a quelldi 3, eccetto che per la presenza di due
ul teriori singol etti a u 4.0 -8essl. 99, do
C-5. Lo spettro di massa ESI MS (Fig8) registrato in modalita positiva

mostrava la presenza di un picco ionpseudo molecolarii+H] " am/z313.

516l dent i f i ¢ aQ,i @iacaimaceosporiod®), 5

Usuale reazione di acetilazione @ethacrosporina, condotta con anidride
acetica e piridina per una notte a temperatura ambiente come spiegato in
dettaglio nella parte sperimentale (BR&.3 ha fornito la corrispondent& 5
0,04 diacetilmacrosporinggj (Fig. 52)
Lo spettro di massa EMS registrato in modalita positiva ha indicato per
la 3,50,06diacetilmacrosporinan peso di 384 u.m.a (Fig. 53) spettro IR
(Fig. 4 diémostrava, rispetto a quello dell &
banda relativa ai gruppi ossidrilici e la presa di una banda a 1772 ¢ém
dovuta alla presenza di due ulteriori gruppi carbonilici relativi agli acetili.
Lo spettro UV (Fig. 5) mostrava un picco massimo di assorbimeato

270nm.
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Lo spettro’H NMR (Fig. %) del compostdb risultava simile a quello
dd | a macrosporina, eccetto che per | a i
2.48 e 2.37, dovuti ai due gruppi ace
osservati periprotoni4eH6 a U 8. 13 e 6. 89, rispett
massa ESI MS (Fig.3) registrata in modalita positiva mostrava la presenza di
picchi am/z 407 em/z 391, relativi rispettivamente agli addotti con lo ione

sodio [M+Na]J e potassio [M+K].

5171 dent i ficazione7dell 6altersolanol o A

Lo spettro di mass&SI| MS registratdn modalita positiva indicava per
| 6al t er s ol B anopkso di 336 (.rR.a (Fig. 580 spettro IR(Fig.
59) mostrava la presenzauia banda molto marcat:8870 cm*, dovuta alla
presenza di gruppi ossidrilici e due bande a 1642 e 1615 .cdbvute
rispettivamente alla vibraziond stiramento diun gruppo C=0O carbonilico
libero e di un gruppo C=0 carbonilico impegnato in un legame a idrogeno
(Stoessl 1967) .

Tal i fattordi struttural: sono stati (
(Fig. 60) che mostravaicchi di assorbimento a 219 e a 269 nm dowild
presenza di un sistema idrossiantrachinonico polisostituito.

Le evidenze strutturaldi dedotte dall 6
hanno permesso di ipotizzare anche per il compostauna natura
antrachinonica, confermata da un analisi accurata degli spétNiMR e °C

NMR mono e bidimensionali.
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Lo spettro'H NMR di 7 (Fig. 61, Tabella B mostrava la presenza di un
singoletto a U0 1. 25, d@)ydiuneingadtto dagyutou ppo me
ad un protone (H ) di un carbonio metinico o0ss
doppietti 0= 7. 4 Hz) a u 4.77 e a 0 3.88 do
ossigenati secondaridecenti accoppiati tra di loroQuesti sistemi erano
consistenti con la psenza di un anello 1,2,3,4, tetra idrogenato e
poliidrossilato

| fattori strutturali evidenziati dallo spettro protonico sono stati confermati
dallo spettro®*C NMR (Fig. @, Tabella3, nel quale si osservava, infatti,
rispetto allo spettro dB, la presaza di 4 carboni ossigenati, tre metirgciti
70.3 (G1) , 70.7 (C4) e 75.3 (C3) ed un quaternaria U 7-38).eda ( C
presenza del segnale attribuibile al carbonio del gruppo metiliceQ2je
presente a U 22. 3.

Tali dati permettevano di identificare il metabolta o me | 6al t er sol e
A, un 12,3,4,5pentaidrossi/-metossi2-metil-1,2,3,4tetraidroantrachinone.

Gli spettri 1D e 2D'H e **C NMR hanno consentito di osservare gli
accoppiamenti tra tutti i protoni e i corrispondenti carboni.

Lo spettro COSY (Fig. & ha evidenziato le correlaziotra i protoni ed
in particolare lacorrelazione tra il protoned a U0 3. 88 -#4daili pro
4. 77 del |l 6anell o cicloesenilico.

Lo spettro HSQC (Fig. 4 ha permesso di confermare le assegnazioni
fatte in precedenza. In particolare, si osservano la correlazione tra il carbonio
C-3 a 3lkedifpbotonekB a U 3.88aelt78.i7l-4a@ il pr

d 4.77, confermando | detrgidrosseieaeserilicod i un a
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Tale struttura e stata confermata dalle correlazioni dello spettro HMBC
(Fig. 65, Tabella 3) che mostva le correlazionfrailC1 a U0 70. 3 ed il
metilico in posizione2 & 1. 2552 tar a i714.® -da il Hpr»5.,0
tralC-4a a U0 70.7-3ed Ul 3pBa&tané&avnda. al ed il
H-4 a 4 4. 77 -9a fisultaacireolireb correlato corCil protone-H
present@ati4 . 55 e con i protoni del gruppo me

Loanal i si degl i spettri bi di mensi onal
chemical shifts a tutti i protoni e ai corrispondenti carboni cop@rtato in
Tabella 3.

La configurazione relativa degli atomi di carbonielCG2, G3 e G4
del | 6al tersol anol o A B stata assegna
accoppiamento, in particolare la costante di accoppiamento misurata tra i
protoni H3 e H4 J;. ,=7.4 (Stoessl 196Pe degli effetti osservati nello spettro
NOESY (Fig. ®).

Si osservava, infattyna correlazion&a i protoni del gruppo metilico sul
C-2 e i protoni H1 e H3 . Tali osservazioni hanno consentito di assegnare al
protone H1 unorientamentgseudo equatoriale a |-G2 @wrOdtientamento
pseudeassiale gpseudee q u at o r i & Bcies edauh dribntar@dtrans
pseudeassialepseudassiale ai protoni 3 e H4.

E6 stato, pertanto, possibiadunassegna
(1R, 2S 3R, 49-1,2,3,4,5pentaidosst 7-metossi2-metil-1,2,3,4
tetraidroantrachinone.

Lo spettro di massa ESI MS (Fi§8) registrato in modalita positiva
mostrava la presenzh un picco ionico pseudo molecolarenéz 337 [M+H] ",

di un picco am/z359 relativo all 6addotto del m ¢
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[M+Na]” e di un picco di frammentazionena’z301 dovuto alla perdita di un

gruppo metilico [MCHz]".

518 denti ficaziong8 dell 6altersol anol o

Lo spettro di mass&SI MS registrato in natalita negativaindicava per
| 6al t er sol 7Awmmageéso di 306 (.rr@ig 68) 6o spettro IR(Fig.
69) mostrava la presenzauia banda 8387 cnt, dovuta alla presenza di pitl
gruppi ossidrilici, di una banda a 1671 tmdovuta alla vibrazionedi
stiramento di un gruppo C=0O chinonico libero, appartenente ad un sistema
antracenonico.

Lo spettro UV (Fig.70) mostrava picchi di assorbimento a 21@65 nm

relativi ad un sistema idrossiantracenonico (Scd1L9

| fattori strutturali evidenziatia!| | 6anal i si degl i spettr

confermati da un analisi accurata degli speltti NMR e *C NMR, che
evidenziavano analogie strutturali con i comp8i7.
Infatti, lo spettro'H NMR (Fig. 71, Tabella % di 8 mostrava la presenza

di un singolé t o 1.2% attiibuibile ai protoni di un gruppo metilico (M),

1.

di due doppi d o p pJle.6,t12.4 H)re 818€4t5) 3.6a U
Hz) attribubili ai protoni di un gruppo metilenico §8-1), che risultavano
accoppiati tra di loro, come @enziato nello spettro COSY (Fig. 72). Nello
stesso spettro entrambi risultavano accoppiati con un doppietto di doppi
doppi et t (J=12a8, 18,4 3I8,H3)@ttribuibile al protone FPa di un

carbonio metinico rappresentante una delle giunzioni treamgili B e C.

I nfatti, guestoédul ti mo, come osservato
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con il protone dell 64d)t,r ol @alrtbroai i umrez i
stessi anel |l B e C, presente come mul:t
sua volta accoppiato con i p n4) che | di u
appariva a U 2,21 e 1, %7118B88,4ddHzppi et to
ed quartettqJ=11.8 Hz) e <con i | protone di- undé al
10) del | éesentedomeodopBiet{d=pd.7 Hz)l 4, 83. I prot c
gruppo metilenico KH#C4 risultavano, inoltre, accoppiati con il protone di un
carbonio secondario ossidrilato-@), presente come doppio doppiefis 4.4,
11.8Hz)u 3, 31.

Tali protoni risultavan compatibili con la presenza di un anello
cicloesanilico 2,2,3,5;fentasostituito.

Léanal i si ¥@NMR (Big.78,prabella ¥ evidenziava segnali
compatibili con la struttura parziale ipotizzata. In particolare mostrava la
presenzadiunsegeal a U 26.4 relativo al -carboni
c2), di un segnal e4,aoteuolm@rie.shiftata rispettoiab ui b i |
C-4 di 7, verosimilmente perché non piu ossigenato. Erano inoltre presenti un
segnal e a 0 49O8edTn segealealt i4vb0. 2alatG4dai bui bi l
Questi ultimi due atomi dC risultano notevolmente shiftati rispetto a quelli di
7, per | 6 assenza nel | 6 a¥#aCOa koospettra ol o J
%C NMR mostrava, inoltre, la presenza di due carbostinici ossigenati
ri suonanti come a U 70.5 e a&e@aG33.5, at
confermando | 0i potesi dell a presenza d
pentasostituito diidrossilato.

Nello spettro si evidenziava, infine, la prezamel segnale relativo ad un

carbonio ossigenatpresentec o me doppi etto a ©0,72. 4 at
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anchoéesso not evol men4lC delscompbstoa tTale r i spet
spostamento  verosimilmente compatibi|
carbonilco presente in 7.

Gli esperimenti 2D'H e *C NMR hanno consentito di osservare gli
accoppiamenti tra tutti i protoni e corrispondenti carboni.

Le correlazioni osservate nello spettro HSQC (F.hanno permesso di
confermare le assegnazioni fatte ireggdenza. In particolare significative
risultavano | e correlazioni esi stent. t
protoni del gruppo metiico(ME€2) presenti come singol et
1 a 0 pdtoniMetileniciH-C1 a U0 Ltadl€%a 2. 3. 7 ed i
protone Haa U 2. 54@aa tlir a4 5i.14 @-daai |0 plr.Bt9g n et rka
carbonio a U0 55.3 ed i pr@®7t)ona wWe3. @4 u«
infinetrailG3 a U 73. 5 -3eda iul 3p.r3olt.one H

La struttura éstata confermata dalle correlazioni osservate nello spettro
HMBC (Fig. /5, Tabella 4. Particolarmente significative erano le correlazioni
delGl1 a U0 37.0 con i proC@hi adél 1gR6ép o
protone H9aa U d&lG3 a @&on Vpbotoli del gruppo metilico ME2
a Uu 1.26,-1i4da prbdbtd®6 ede dh iUHel3r3o8t,00ne7 3H 5 co
[ protoni del gr eqnp protamee Hli lai clo 1a. 306 le. 2c6¢
protoneH4 a U 2.31, conf er mameailicoalGRelpaosi zi on
reciproca disposiziongel G-1 e del C3 con il G2.

Lo spettro evidenziava inoltre le correlazioni defi&presentec o me a U
43.7coniprotoniHL a U -4a 3% 2. Bda, Uded5.C4 con i p
H-1 a 0 -42.a88 YjH9%h 50 2:19 ead UH 410683 ,0 drel. 4C

coniprotoniH4 d.57H4aa U 1-9R9 Ue 2H 50.
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Nello spettro NOESY (Fig. 76) molto significative erano le correlazioni
tra i segnali di entrambi i protoni-Bl e H8 con i protoni del gruppo
metossilico. Lo spettro mostrava inoltre la correlazione tra il protet8 Ebn
i protoni H4a,H9a e i protoni del gruppo metilenico4€4, cosi come il
protone H3 risultava accoppiato con i protoni del gruppo metilico legato-al C
2. Infine, era possil@ osservare la correlazione tra i protoni dei due gruppi
metilenici H-C1 e H-C4 e quella tra i protoni+9a con il protone H.

Tali evidenzeportano ad identificare dompost8c ome | 6al t er sol a
un 2,3,5,1&etraidrossil,3,4,4,9a,10-esaidroatracenr9-one.

La stereochi mica r ekt statai detarmirchta Isdllad al t er
basedegli accoppiamenti e delle correlazioni osservate negli spettri COSY e
NOESY.

In particolare il grande valore dellg,9,(12.8 Hz) e dellalsaio (9.7 Hz)
hannoi n d i c a t-4aunp posiziohéfaht-diassialgispetto ai protoni Fba
e H10.

Il valore della Js4ax (11.8 Hz) ha suggerito per il protone-3Hun
orientamento assiale (Hollet al, 2002)Infine Il downfield chemicalshift del
carbonio del gruppane t i | i 26® sumgeriBce per il gruppo metilico
undorientamento di Gram®67gquatoriale (Da

Questi risultati consentivano dlentificare il metabolita come (ER, 3R,

4&S, 9aS 10R)-2,3,5,10tetraidrossi’metossizmetit1,2,3,4,4a,940
esaidrossPH-antracer9-one.

Lo spettro di massa ESI MS (Figd)7registrato in modalita negativa

mostrava la presenza di un picc8m/zdovuto alla perdita di un protone.
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5.2 Attivita biologica dei metaboliti prodotti d&. foeniculi

| saggi biobgici effettuati sui filtrati colturali e sui metaboliti puri isolati
da P. foeniculisono stati condotti presso il laboratorio della Prof.ssa Rosita
Rodeva del | 0 htmokg &and Genetio Bulgafdn sAcatemyPof
Sciences di Sofia, Bulgaria sewm le modalita riportate nella parte
sperimentale (Par. 4.3). | composti puri sono stati saggiati in un intervallo di
concentrazione-80,3 x 10° M, come mostrato in Tabella 5.

Il nectriapirone {), saggiato alla concentrazione di 10,3 xX°14, &
risultato moderatamente fitotossico, inducendo sulle foglie di pomodoro
piccole necrosi del diametro compreso tra 1 e 2 mm intorno al punto di inoculo
(Fig. 77, Tabella 5).

Il nectriapironeé un pentachetide monoterpenoidelato per la prima
volta da GyrostomaMissourensgNair & Carey 1975), e successivamente da
Phomopsis oblongéClaydonet al, 1985),da colture diScytalidium sp(Thines
& Anke 1998), da specie dhomopsigLeeet al, 1999),dal2 diverse specie
di Phomopsisendofiti di Erythrina crista gdli (Weberet al.,2005), da funghi
endofitici isolati daVigueiera arenariee daTithonia diversifolia(Guimareset
al., 2008). Il nectriapirone ha mostrato una elevata attivita citotossica contro
cellule umane T leucemiche e contro linee cellulari turabrdi melanoma
(Guimareset al, 2008), una attivita inibitoria dosBpendente sulla MAO (Lee

et al, 1999) ed ha indotto la formazione di DOPA melanina in cellula di

melanoma B1&1 i n assenza d-stimblante r(Tiinesg&e me |

Anke, 1998).
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La macrosporina(3), saggiata alla concentrazione di 7 Xx*1d, non &
risultata fitotossica, non inducendo formazione di neavaaltri sintomi sulle
foglie inoculate.

La macrosporina era stata isolata per la prima voltdMaerosporiumporri
(Suemitsuet al, 1957) e successivamente isolato Dactylaria lutea(Becker

et al, 1978), Alternaria solani (Stoessl & Unwin 1983), Stemphylium
eturminum(Andersenet al, 2004),Alternaria tomatophilia(Andersenet al,
2008), Ampelomyces sgAly et al, 2008) e daSemphylium globuliferum
(Debbabet al, 2009). La macrosporina ha mostrato una moderata citotossicita
contro cellule di linfoma di ratto L5178Y (Algt al, 2008) ed una attivita

inibitoria sulla crescita dBacillus subtilise Staphylococcus aureislioller, et

al., 2002).
Léaltersolanolo A e J, 649l0at i al |l a
sono risultati particol armente fitotoss

formazione di necrosi del diametro compreso tra 8 e 10 mm, inducendo,

inoltre, una rpida necrotizzazione delle nervature e successivamente la
completa deformazione della foglia (Fig8, Tabel | a 5) . Léalter:
indotto la formazioni di necrosi del diametro leggermente inferiof® if@m),

causando, inoltre, la perdita del turgoedl@ foglie (Fig.79, Tabella 5).

Lbal tersol anol o A st Alteroariasolani(Soese nt e me n t
1967, 1969, D. lutea(Beckeret al, 1978) Phomopsis juniperovor@Nheeler

et al, 1975) ed Alternaria porri (Suemitsu& Nakamura. 1981)econ | 6
altersolanolo J dAmpelomycesp. (Aly et al, 2008) S. globuliferum(Debbab

et al. 2009)e da unCladosporium spNon determinato (Holleet al, 2002).

Léaltersol anol o A sihpantimadslattuga gorro,in t ot 0 s s |
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attivita antibidica controEscherichia coli B. subtilise S. aureugSuemitsuet
al., 1984), ed urattivita inibente della crescita di colture cellulariNicotiana
rustica(Haraguchiet al, 1996) Lo al t er sol anol o J aveva
debole attivita citotossa contro cellule di linfoma di ratto L5178 (Wheeédr
al., 1975; Alyet al, 2008).

| sintomi indotti dai singoli metaboliti puri sono risultati inferiori, rispetto
a quelli indotti dal filtrato colturale utilizzato come controllo positivo. Tale
filtrato ha infatti indotto la formazione di estese necdesdidiametro maggiore
di 11 mm su tutta la lamina fogliare, causando anche il rapido appassimento
della foglia.

Tale risultato potrebbe essere dovuto ad un effetto sinergico tra i diversi
metaboliti presnti nel filtrato colturale.

| funghi fitopatogeni, sono noti produttori sia di antrachinoni, come la

macrosporina, che di congeneri e@etdrogena
al., 2009).
Non stupisce | 0isolamento dallba macr c

come metaboliti prodotti da uno stesso fungo, in quanto tali metaboliti fanno
parte delle stesse vie biosintetiche, prodotti per condensazione di unita di
acetato o ravalondo (Debbatet al., 2009).

EO Il nteressant e not ar e gemeo miferentiun g hi
possano mostrare un profilo metabolico simile (Beeheal, 1978; Stoesstt
al., 1979, Suemitsu e Nakamura 1981; @fial, 2008; Debbalet al, 2009),
mentre differenti isolati dello stesso fungo o lo stesso fungo, isolato in @ivers
aree geografichggossano produrre metaboliti secondari completamente diversi

(Evidenteet al, 200&; Cabraset al, 2006), come evidenziato dal confronto
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tra | 6isol at o bul dPafoeniculdEvitlebteesad,11204;0 it al i

Corsarcet al, 1998).

5.3 ldentificazione dei metaboliti fitotossici correlati al nectriapirone,

prodotti daP. guepinii

Dalle prime indagini spettroscopiche risultava che la principale tossina
prodotta daP. guepiniiera strutturalmente correlata al nectriapironetaPéo
in tale tesi viene ri portato | 6i sol am
biologica della principale fitotossina prodotta Flaguepiniied uno studio di
correlazione struttura attivita utilizzando anche il nectriapirone ed il suo
diidroderivato.
E6G ben nota | O6i mportanza economica d
alimentare, che per quella cosmetica. La Turchia e uno dei maggiori produttori
di nocciole con una produzione annua di cB68 mila tonnellate. Molti agenti
patogeni sono responsabili dravi fitopatie del nocciolo, riducendone la
produttivita.
In particolare P. guepinii & stato identificatonegli ultimi anni quale
agente causale della ruggine dei ramoscelli di nocciolo in Turchia (¥tiglt
1994). Diverse specie del gendPestalotiopis sono state identificate quali
produttor.i di met abol i tpatogbnb.oat t i vi nel |
Il fungo é stato isolato da piante infette di nocciolo a Trabzon in Turchia
dal dott. Muharrem Turkkan del dipartimento di Plant Protection
dd | 6 U ia dvQrdu,sTurchia, presso il qualefungo € stato accresciuto

vitro.
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I migliori risultati per la produzione di un filtrato colturale fitotossico
sono stati ottenuti accrescendo il fungo in coltura liquida, nelle condizioni
descritte nella parte spd ment al e (Par . 4 .#gestatodbestr at
ottenuto da 3 Idi filtrato colturale diP. guepinij mediante estrazione esaustiva
con acetato di etile, come riportato nella parte sperimentale (Par. 4.5).

Le preliminari prove di estrazioneordotte utilizzando solventi organici
a polarita crescentén-esano, CHG| EtOAc, n-butanolo) a 3 diversi pH ,
hanno evidenziato che tale solvertai | pi % i doneo per | 6est
delle fitotossine dal filtrato colturale.

| saggi di fitotossida di puntura fogliare, condotti come riportato nella
parte sperimentale (Par. 4.6), hanno ev
per la sua restante fase acquosa una elevata fitotossicita.

Si ipotizzava, quindi, la presenza di metaboliti fitotassia liposolubili
che idrosolubili.

Léestratto organico  stato quindi an
di silice. Il profilo cromatografico mostrava la presenza di diversi metaboliti
liposolubili, il principale dei quali & stato purificato medmmue stadi di
cromatografia su TLC come riportato nella parte sperimentale (Par. 4.5). | dati
ottenuti dalle indagini spettroscopiche essenzialméit&MR ed ESI MS,
comparati a quelli precedentemente descritti (VenkatasubBaighn Dyke,
1991), hannoper messo | 6identificazione del p

pestalopiron®.
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5.3.1ldentificazione del pestalopiror{8)

Lo spettro di massa ESI M8el pestalopirone (Fig. 8Q)gistrato in
modalita positiva ha indicato un peso di 180 u.fRig. 81)

Léanalisi 'ldHMR (Big. 8)pneostiava mumerose analogie
strutturali con lo spettro del nectriapirone. Lo spettro mostrava infatti come
uniche differenze rispetto a quello del nectriapirone la presenza di due
doppiettig=1. 0 Hz) a U 5.90 e SHeWBddiun2ttri bui
pirone 4,6disostituito.

Si evidenziava, i noltre, | dassenza de
ME-11 legato al €3, presente nello spettrotla U 1. 8 8

Lo spettro di massa ESI $M(Fig. 79) registrato in modalita positiva
mostrava la presenza di un picco ionico pseudomolecolare [N+hfz 181,
ed un piccoan/z203 rel ativo all 6addotto del m ¢
[M+Na]".

Tali fattori strutturali hanno permesso di assegrar@estalopirone la

struttura di urd-metossi6-( intetil-propenil}piran-2-one.

5.4 Attivita biologica dei metaboliti prodotti dR. guepinii

Léel evata somiglianza strutturale del
isolato daP. foeniculj dal quale dferisce solo per la mancanza di un gruppo
metilico al G3, ha suggerito di comparare la loro attivita biologica, per

stabilire una eventual e chiological azi one tr

-60-



Il pestalopirone, il nectriapirone ed il suo -7@didrodervato sono stati
dunque saggiati per valutare la loro attivita fitotossica, antimicrobica e zoo
tossica nelle condizioni riportate in dettaglio nella parte sperimentale (Par. 4.6).
Il pestalopirone, saggiato utilizzando il saggio di puntura fogliare, h&rabos
una deboleattivita fitotossica suC. arvensee di S. arvensised una buona
attivita fitotossica siC. album(Tabella 6).

Sia il nectriapirone che il suo diidroderivato hanno mostrato una buona
fitotossidta su foglie diC. arvensee S. arvensiseduna elevata fitotossicita su
foglie di C. album(Tabella 6). Tali risultati hanno consentitoipiotizzare che
il doppio legame del gruppo-rhetil-propenilicoal G6 de | | pieomoe| | o 2
non abbia un ruol o essenzimréiegruppe!l | 61 mp &
metilico alC-3 costituisce una importante caratteristica strutturale.

| tre composti sono stati saggiati anche per valutare la loro attivita
antifungina, antibiotica e zootossica secondo le modalita riportate nella parte
sperimentale (Pa4.6).

| composti non hannmostrato attivita antibatterica quando saggiati ad
una concentrazione di 50 pg/disco, né attivita zootossica, quando saggiati su
larve di A. salina Solo il pestalopirone ha mostrato una debole attivita
fungistatica suG. candidim, quando saggiato alla concentrazione di 50

pg/disco.
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6. CONCLUSIONI

Nel presente lavoro di tesi sono stati isolati e caratterizzati i principali
metaboliti secondari prodotti d& foeniculj patogeno del finocchio da seme e

le tossine ad essi cetate, prodottelaP. guepinij patogeno del nocciolo.

1) Da colture liquide diP. foeniculi sono stati purificatied isolati 4
metaboliti .

2) Imet abol it i sol at i sono stati I dent
spettroscopiche (essenzialmente NMR &l EIS) e metodi chimici,
C ome i nectriapirone, | a macr osp
| 6al tersol anol o J.

3) | quattro metaboliti erano stgdbrecedentemente isolati da altre specie
funging maper la prima voltan questo lavoro sono stati riportabme
metaloliti secondari isolati d&. foeniculi

4) 1 | nectriapirone, |l a macrosporina e
utilizzati per condurre saggi di attivita fitotossica su foglie di

pomodor o; | 6al tersol anol o A e J

N

maggiormente attiviil nectriapirone ha mostrato una debole attivita
fitotossica, mentre la macrosporina € risultata non fitotossica.
5 EO stato preparato un nuovo- deri va
diidronectriapirone, che differisce dal tetraidroderivato riportato in
letteratura (Nair& Carey, 1975) per la mancanza della riduzione del

legame CEC6 del | 6anel |l o aromati co.
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6)

7)

8)

9)

Per | a prima volta  stata riportata
e dell 6altersolanol o J.

Da colture liquide dP. guepiniié stato isolato il pncipale metabolita

fitotossico.

(! metabolita isolato  stato ident.i
spettroscopiche (essenzialmente NMR ed ESI MS) come |l
pestalopirone.

Il pestalopironeera stato precedentemente riportato come minore
metabolita itotossico isolato da filtrati colturali dP. oenotherea

agente causale dnua gr ave mal aVYebkatasubbamd | 6 enot e

Van Dyke 1991) ma per la prima volta in questo lavoro é stato

riportato come metabolita fitotossico prodottoRiguepinii.

10)L élevata somiglianza del pestalopirone con il nectriapirone isolato da

P. foeniculj dal quale differisce per la mancanza del gruppo metilico al

C3 sull 6anell o aromati co, ha sugger
biologica dei due composti per stabilireau correlazione struttura

attivita. Il pestalopirone, il nectriapirone ed il suo -@djRiroderivato

sono stati saggi at iC. gnenseS| advarsiei vi t "~ f
C. album il nectriapirone ed il suo 7-8iidroderivato hanno mostrato

una buonaattivita fitotossica in tutti i saggi, il pestalopirone ha

mostrato, invece, una debole attivita fitotossicaGuarvensee S.

arvensised una buona attivita fitotossica €u album Tali risultati

suggeriscono che la presenza del gruppo metilico-aldCe | | 6anel | o

aromatico si a un i mportante fattor

fitotossicita.
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11)I tre composti sono stati sottoposti a saggi di attivita antifungin@a. su
candidum di attivita antibiotica suB. subtilis ed E. coli e di attivita
zootossica slarve diA.salina

12)1 tre compostinon hannomostrato attivita antibiotica o zootossica. I
pestalopirone ha mostrato una debole attivita fungistaticaGsu
candidum

13)P. guepiniicome mostrato da indagini preliminari condotte sul filtrato
colturale, mostrza produrre anche metaboliti fitotossici idrosolubili

probabilmente macromolecolari.
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Figura 6:Foeniculum vulgare
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Figura8: Uc oni di-cotidh(B) e b
di P.foeniculi
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Figura9 : Sintomi indotti deP.foeniculisu ombrelle dF. vulgare
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Figura D: Sintomi indottida P.foeniculisu stelo di. vulgare
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Figura 11 Picnidi diP.foeniculisu stelo dF. vulgare
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Figura 12: Sintomi indotti dB.foeniculisu foglie diF. vulgar
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Corylusavellana

Figura 13
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Figura 14: Conidi dP.guepnii

-89-



Figura 15: Sintomi indotti dB. guginii su nocciob
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Figural6: Struttura del nectriapironé)
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Tabella 1.Dati *H and*C NMR del neciaipirone®”

Position uc nf uH HMBC
2 1651 s H-10

3 1019's H-5, H10
4 1659 s OCH, H5
5 91,4d 6,09 s H-10

6 1603 s H-8, H5, H11
7 1268 s H-5

8 1297 d 6,68 dq (= 7,01, 10 Hz) H11

9 121q 1,84 d (= 70 Hz)

10 142 q 193s

11 8,6 q 1,88 d (= 1,0 Hz)

OCH 56,3 q 39s

| chemical shifts sono calcolati in(ppm) rispetto al TMS.
2D 'H,'H (COSY)™C,’H (HSQC) NMR hanno delineato le correlazioni
dei protoni e dei corrispondenti atomi di carbonio.

“La molteplicita & stta assegnata tramite confronto con lo spettro DEPT.
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Figura &: Spettro NOESY del nectriapire{l) registrato a 600MHm CDCl;



10% Pd/C

H

Figura27: Reazione di idrogenazione del nectriapirone
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2 bis

Figura 32:Struttura detetraidroderivato del nectriapiroti2 bis)

(Nair & Carey, 1975)
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Figura 3: Struttura della macrosporing)(
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Tabella 2: dti *H and**C NMR della macrosporirfd

Position dC dH HME
1 1311d 798 s H-4
2 1113s
3 1624 s H-1
4 1119d 754 s
4a 1260 s H-4
5 1668 s H-8
6 1063 d 6,65 d(J=3,4 Hz) H-8
7 1654 s H-6
8 1080d 7,31d (=34 Hz) H-6
8a 134,2s H-1
9 1826 s H-1, H8
9a 1329 s H-4
10 1877 s H-4
10a 1360 s
CH-C2 16,69 2,34 H-1
OCH-C7 56,39 3,93

2] chemical shifts sono calcolati in(ppm) rispetto al TMS
2D H,H (COSY)®C,'H (HSQC) NMR hanno delineato le
correlazioni dei protoni e dei corrispondenti atomi di carbonio
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CHN,/ Et,O
25°C
v
o)
H3CO CHg
o 3 TOR;
OR, o)

3-O-metilmacrosporina (4) R;=CH3z R,=H
3,5-0,0'-dimetilmacrosporina (5) R1=R,=CHj;

Figura 8: Reazione di metilazione della macrosporidia (
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macrosporina (3)

AGO/Piridina
25°C
12 h
v
(@]
H3CO CHs
3
s OAc
OAc O

3,5-0,0'"- diacetilmacrosporina (6)

Figura 2: Reaione di acetilazione della macrosporiBa (
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Tabella 3 dati *H and®CNMR delQ | £ G SNE2t | y2f 2 W

Position uC m uH HME
1 70,3d 455 s CH-2
2 74,65 H1, CH-2
3 75,3d 3,88 d (= 74 Hz) H4
4 70,7d 4,77 d (= 74 Hz) H-3
4a 145s H-1
5 1656s H-6
6 106,8d 6,77 d (= 1,2 Hz) H-8
! 167,85 H-8, H6, OCH7
8 1085d 7.19d (= 12 Hz) H6
8a 1335s H-8
9 185s H-1, H8
9a 1434s H-4, H1, CH-2
10 1904d H4
10a 111,7s
CH-2 22,3 1,25
OCH-7 56,79 3,95

%hemical shifts sono calcolati in(ppm) rispetto al TMS.
2D *H,H (COSY)*C,'H (HSQC) NMR hanno delineato le correlazioni

dei protoni e dei corrispondenti atomi di carbonio.

- 140-



N G166 AOSAD/ADAD WAIN G5 T e ojemshaid v e 0 | | @ p O 0inads z9einbi4

wdd oc¢ o€ 0} 4 0s 09 0L 08 06 00T OTIT 02T O0€T OFT OST 09T OLT 08T 06T

| P 1 1 | | 1 N PRTPETTIT PRTTTTRTIN FPITRTIITE PETRTITIN I wl 1 | | 1 | FPETRTT

0T-0

-141-

Z-OHD




)

\4

AN G:G6 AOSADADAD Ul

O |oueZHAN®O9® PIIBIOAN(J @ P ASOD

0 11 )9 ds:ggeinbiq

- 142-



