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A b s t r a c t  

     J a s m o n i c  a c i d  ( J A )  i s  a  p l a n t  h o r m o n e  t h a t  p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  

i n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  p l a n t  p h y s i o l o g i c a l  p r o c e s s e s .  T h e  p l a n t  p a t h o g e n i c  

f u n g u s ,  L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e  a l s o  p r o d u c e s  J A ;  h o w e v e r ,  t h e  

b i o s y n t h e s i s  o f  J A  i n  t h i s  f u n g u s  h a s  y e t  t o  b e  e x p l o r e d .  A  f e e d i n g  

e x p e r i m e n t  i n c o r p o r a t i n g  1 3 C - l a b e l e d  s o d i u m  a c e t a t e — [ 1 - 1 3 C ]  a n d  

[ 2 - 1 3 C ] — i n t o  L .  t h e o b r o m a e  r e v e a l e d  t h a t  J A  i n  t h i s  f u n g u s  o r i g i n a t e s  

f r o m  a  f a t t y  a c i d  s y n t h e t i c  p a t h w a y .  T h e  m e t h y l  e s t e r  o f  

1 2 - o x o - p h y t o d i e n o i c  a c i d  ( O P D A )  w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  c u l t u r e  e x t r a c t s  o f  

L .  t h e o b r o m a e  b y  G C - M S  a n a l y s i s .  T h i s  f i n d i n g  i n d i c a t e s  t h e  p r e s e n c e  o f  

O P D A  ( a  k n o w n  i n t e r m e d i a t e  o f  J A  b i o s y n t h e s i s  i n  p l a n t s )  i n  L .  

t h e o b r o m a e .  2 H - N M R  s p e c t r a l  d a t a  o f  J A  p r o d u c e d  b y  L .  t h e o b r o m a e  w i t h  

t h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  [ 9 , 1 0 , 1 2 , 1 3 , 1 5 , 1 6 - 2 H 6 ] l i n o l e n i c  a c i d  s h o w e d  t h a t  

f i v e  d e u t e r i u m  a t o m s  r e m a i n e d  i n t a c t .  I n  p l a n t s ,  t h i s  i s  s p e c u l a t e d  t o  

a r i s e  f r o m  J A  b e i n g  p r o d u c e d  b y  t h e  o c t a d e c a n o i d  p a t h w a y .  H o w e v e r ,  t h e  

o b s e r v e d  s t e r e o s e l e c t i v i t y  o f  t h e  c y c l o p e n t e n o n e  o l e f i n  r e d u c t i o n  i n  L .  

t h e o b r o m a e  w a s  c o n t r a r y  t o  t h a t  o b s e r v e d  i n  p l a n t s .  T h e s e  d a t a  s u g g e s t  

t h a t  J A  b i o s y n t h e s i s  i n  L .  t h e o b r o m a e  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  i n  p l a n t s ,  b u t  

d i f f e r i n g  i n  t h e  f a c i a l  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  e n o n e  r e d u c t i o n .  

 

K e y  w o r d s  

L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e ;  j a s m o n i c  a c i d ;  b i o s y n t h e s i s ;  o c t a d e c a n o i d  

p a t h w a y  
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1 .  I n t r o d u c t i o n  

L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e  i s  a  p a t h o g e n i c  f u n g u s  t h a t  i n f e c t s  p l a n t s  

i n  t r o p i c a l  a n d  s u b t r o p i c a l  r e g i o n s  o f  t h e  w o r l d ,  c a u s i n g  c o n s i d e r a b l e  

d a m a g e  t o  c r o p s  d u r i n g  s t o r a g e .  T h i s  f u n g u s  i s  k n o w n  t o  p r o d u c e  a  v a r i e t y  

o f  b i o a c t i v e  c o m p o u n d s  ( A l d r i d g e  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  P r e v i o u s  s t u d i e s  i n  o u r  

l a b o r a t o r y  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  v a r i o u s  

p o t a t o - t u b e r - i n d u c i n g  s u b s t a n c e s  i n  a  c u l t u r e  o f  L .  t h e o b r o m a e :  ( – ) - J A ,  

t h e o b r o x i d e  ( a n d  r e l a t e d  c o m p o u n d s ) ,  a n d  l a s i o d i p l o d i n s  ( N a k a m o r i  e t  a l . ,  

1 9 9 4 ;  M a t s u u r a  e t  a l . ,  1 9 9 8 a ;  M a t s u u r a  e t  a l . ,  1 9 9 8 b ;  Y a n g  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  L i  

e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  T a k e i  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  A m o n g  t h e s e  c o m p o u n d s ,  t h e o b r o x i d e  

e x h i b i t s  t h e  m o s t  i n t e r e s t i n g  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y ,  w h i c h  e f f e c t s  n o t  o n l y  

p o t a t o - t u b e r - i n d u c i n g  a c t i v i t y  i n  p o t a t o  ( S o l a n u m  t u b e r o s u m ) ,  b u t  a l s o  

i n d u c e s  f l o w e r  b u d  f o r m a t i o n  i n  m o r n i n g  g l o r y  ( P h a r b i t i s  n i l )  ( Y o s h i h a r a  

e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  E n c o u r a g e d  b y  t h e  u n i q u e  b i o l o g i c a l  a c t i v i t i e s  t h a t  t h e s e  

c o m p o u n d s  d i s p l a y ,  w e  h a v e  e l u c i d a t e d  t h e  b i o s y n t h e s i s  o f  t h e o b r o x i d e  

( L i  e t  a l . ,  2 0 0 6 )  a n d  l a s i o d i p l o d i n s  ( K a s h i m a  e t  a l . ,  2 0 0 9 a ;  K a s h i m a  e t  a l . ,  

2 0 0 9 b ) .  A m o n g  t h e  c o m p o u n d s  d e s c r i b e d  a b o v e ,  ( – ) - J A  w a s  f i r s t  i s o l a t e d  

f r o m  t h e  c u l t u r e  o f  L .  t h e o b r o m a e  a s  a  s u b s t a n c e  u s e d  t o  a c c e l e r a t e  p l a n t  

s e n e s c e n c e  i n  t h e  1 9 7 0 s  ( A l d r i d g e  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  I t  h a s  s i n c e  b e e n  

e s t a b l i s h e d  t h a t  J A  i s  a  p l a n t  h o r m o n e  t h a t  c o n t r o l s  r e s p o n s e s  t o  

e n v i r o n m e n t a l  s t r e s s e s  a n d  d e v e l o p m e n t a l  e v e n t s  i n  f l o w e r i n g  p l a n t s .  J A  

p l a y s  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  c o o r d i n a t i n g  p l a n t  d e f e n s e  r e s p o n s e s  w i t h  

p h y s i o l o g i c a l  s t r e s s e s  a s s o c i a t e d  w i t h  h e r b i v o r e s  a n d  m i c r o b i a l  

p a t h o g e n s .  J A  b i o s y n t h e s i s  a n d  i t s  r e g u l a t o r y  m e c h a n i s m ,  h a s  b e e n  

t h o r o u g h l y  i n v e s t i g a t e d  ( W a s t e r n a c k ,  2 0 0 7 ) .  R e c e n t l y ,  t h e  p r e s e n c e  o f  J A  

a n d  t h e  a c t i v i t y  o f  a l l e n e  o x i d e  s y n t h a s e  ( A O S ) ,  w i t h  r e s p e c t  t o  J A  

b i o s y n t h e s i s ,  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  a  m o d e l  m o s s  P h y s c o m i t r e l l a  p a t e n s  

( O l i v e r  e t  a l . ,  2 0 0 9 ;  B a n d a r a  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .   
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I n  p l a n t s ,  J A  i s  b i o s y n t h e t i c a l l y  p r o d u c e d  b y  t h e  o c t a d e c a n o i d  

p a t h w a y  a s  s h o w n  i n  F i g .  1  ( S c h a l l e r  a n d  S t i n z i ,  2 0 0 9 ) .  T h e  f i r s t  s t e p  i n  

t h e  o c t a d e c a n o i d  p a t h w a y  i s  t h e  l i p o x y g e n a s e  ( L O X ) - c a t a l y z e d  

o x y g e n a t i o n  o f  α - l i n o l e n i c  a c i d .  I n  t h e  s p e c i f i c  c a s e  o f  J A  b i o s y n t h e s i s ,  

t h e  h y d r o p e r o x i d a t i o n  t a k e s  p l a c e  a t  C - 1 3  o f  α - l i n o l e n i c  a c i d ,  a n d  i s  

e f f e c t e d  b y  1 3 - L O X .  T h e  r e s u l t i n g  h y d r o p e r o x i d e  

[ 1 3 ( S ) - h y d r o p e r o x y o c t a d e c a t r i e n o i c  a c i d  ( 1 3 - H P O T ) ]  c a n  b e  m e t a b o l i z e d  

b y  A O S  i n t o  a n  u n s t a b l e  a l l e n e  o x i d e  [ 1 2 , 1 3 ( S ) - e p o x y o c t a d e c a t r i e n o i c  

a c i d  ( 1 2 , 1 3 - E O T ) ] ,  i n  w h i c h  c y c l i z a t i o n  i s  f a c i l i t a t e d  b y  a l l e n e  o x i d e  

c y c l a s e  ( A O C )  t o  p r o v i d e  1 2 - o x o - p h y t o d i e n o i c  a c i d  ( O P D A ) .  O P D A  i s  

r e d u c e d  b y  O P D A  r e d u c t a s e  3  ( O P R 3 )  t o  y i e l d  

3 - o x o - 2 - [ ( Z ) - p e n t - 2 - e n y l ] - c y c l o p e n t a n e - 1 - o c t a n o i c  a c i d  ( O P C - 8 : 0 ) .  

T h r e e  s u b s e q u e n t  β - o x i d a t i o n  s t e p s  a f f o r d  ( + ) - i s o - J A  

[ ( 3 R , 7 R ) - c o n f i g u r a t i o n ] ,  w h i c h  i s  f u r t h e r  e p i m e r i z e d  a t  C - 7  t o  p r o v i d e  

( – ) - J A  [ ( 3 R , 7 S ) - c o n f i g u r a t i o n ] .  D u e  t o  k e t o - e n o l  i n t e r c o n v e r s i o n ,  t h e  

c i s - i s o m e r ,  ( + ) - i s o - J A ,  i s  e a s i l y  c o n v e r t e d  i n t o  m o r e  s t a b l e  t r a n s - i s o m e r ,  

( – ) - J A ,  f o r  s t e r i c  r e a s o n s .  

A s  r e f e r r e d  t o  a b o v e ,  t h e  d e t a i l e d  m e c h a n i s m  o f  J A  s i g n a l i n g  a n d  

b i o s y n t h e s i s  i n  p l a n t s  h a s  b e e n  e l u c i d a t e d .  H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  a  l i t t l e  

i n f o r m a t i o n  a b o u t  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  a n d  f u n c t i o n s  o f  J A  i n  L .  

t h e o b r o m a e .  T h a k k a r  e t  a l .  r e p o r t e d  t h a t  d e v e l o p m e n t  o f  s y s t e m i c  

a c q u i r e d  r e s i s t a n c e  ( S A R )  w a s  r e s t r i c t e d  i n  t h e  p l a n t s  i n f e c t e d  w i t h  L .  

t h e o b o r m a e  d u e  t o  d e f i c i e n c y  o f  s a l i c y l i c  a c i d  ( S A )  ( 2 0 0 4 ) .  I n h i b i t i o n  o f  

S A  b i o s y n t h e s i s  i n  t h e  i n f e c t e d  p l a n t s ,  w h i c h  w a s  c a u s e d  b y  J A  r e l e a s e d  

f r o m  L .  t h e o b r o m a e ,  m i g h t  c o n t r i b u t e  t h e  i n f e c t i o n  o f  t h i s  f u n g u s  t o  

p l a n t s .  I n  t h e  c a s e  o f  P s e u d o m o n a s  s y r i n g a e ,  c o r o n a t i n e ,  a  p h y t o t o x i n  

f u n c t i o n i n g  l i k e  J A ,  w a s  s h o w n  t o  i n d u c e  s u p p r e s s i o n  o f  S A - m e d i a t e d  

d e f e n s e  s y s t e m ,  a n d  d i s e a s e  d e v e l o p m e n t  i n  t o m a t o  ( U p p a l a p a t i  e t  a l . ,  
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2 0 0 7 )  

I n  t h i s  w o r k ,  w e  d e m o n s t r a t e  t h a t  J A  i s  s y n t h e s i z e d  v i a  a  f a t t y  a c i d  

s y n t h e t i c  p a t h w a y  i n  L .  t h e o b r o m a e ,  w h i c h  i s  s u p p o r t e d  b y  a  1 3 C  l a b e l i n g  

e x p e r i m e n t .  T h e  i n c o r p o r a t i o n  o f  s y n t h e t i c  2 H - l a b e l e d  l i n o l e n i c  a c i d  i n t o  

i s o - J A  i n d i c a t e s  t h a t  J A  b i o s y n t h e s i s  i n  L .  t h e o b r o m a e  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  

o f  p l a n t s ,  d i f f e r i n g  o n l y  i n  t h e  f a c i a l  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  c y c l o p e n t e n o n e  

r e d u c t i o n  ( i . e . ,  α -  v s .  β - h y d r i d e  a t t a c k ) ;  t h e  f a c i a l  s e l e c t i v i t y  o b s e r v e d  i n  

p l a n t s  i s  p o s i t e d  o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  X - r a y  c r y s t a l  s t r u c t u r e  d a t a  o f  t o m a t o  

O P R 3  ( B r e i t h a u p t  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  

 

2 .  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  

L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e  w a s  s t a t i c a l l y  i n c u b a t e d  i n  1 %  

p o t a t o - g l u c o s e  m e d i u m  a t  2 9  ° C  f o r  7  d a y s .  1 3 C - l a b e l e d  s o d i u m  a c e t a t e  

( [ 1 - 1 3 C ]  a n d  [ 2 - 1 3 C ] )  w a s  a d m i n i s t e r e d  t o  t h e  c u l t u r e  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  

1 0  m M .  T h e  c u l t u r e  w a s  f i l t e r e d  t o  s e p a r a t e  t h e  m y c e l i a  a n d  s u p e r n a t a n t  

a f t e r  a n  a d d i t i o n a l  1 0  d a y s  o f  i n c u b a t i o n .  T h e  a q u e o u s  l a y e r  w a s  e x t r a c t e d  

w i t h  e t h y l  a c e t a t e  ( 1 5 0  m L )  a n d  s u b s e q u e n t l y  p u r i f i e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  

t o  p r o v i d e  3 . 9  m g / 1 5 0  m L  o f  [ 1 - 1 3 C ] a c e t a t e - d e r i v e d  J A ,  a n d  2 . 8  m g / 1 5 0  

m L  o f  [ 2 - 1 3 C ] a c e t a t e - d e r i v e d  J A ,  r e s p e c t i v e l y .  

T h e  1 3 C { 1 H } - N M R  s p e c t r u m  o f  [ 1 - 1 3 C ] a c e t a t e - d e r i v e d  J A  s h o w e d  

e n h a n c e d  s i g n a l s  a t  C - 1 ,  - 3 ,  - 5 ,  - 7 ,  - 9 ,  a n d  - 1 1 .  M e a n w h i l e ,  t h e  

1 3 C { 1 H } - N M R  s p e c t r u m  o f  J A  d e r i v e d  f r o m  [ 2 - 1 3 C ] a c e t a t e  r e v e a l e d  

i n t e n s i f i e d  s i g n a l s  a t  C - 2 ,  - 4 ,  - 6 ,  - 8 ,  - 1 0 ,  a n d  - 1 2  ( T a b l e  1  a n d  F i g .  2 ) .  

B i o s y n t h e t i c a l l y  1 3 C - l a b e l e d  J A  w a s  c o n v e r t e d  t o  t h e  m e t h y l  e s t e r  w i t h  

e t h e r e a l  d i a z o m e t h a n e ,  a n d  t h e n  t h e  s p e c i f i c  i n c o r p o r a t i o n  r a t i o  w a s  

c a l c u l a t e d  b y  t h e  r e l a t i v e  i n t e n s i t y  o f  t h e  m e t h y l  e s t e r  s i g n a l  n o r m a l i z e d  

t o  1 . 1 1 %  ( n a t u r a l  a b u n d a n c e ) .  T h e  s p e c i f i c  i n c o r p o r a t i o n  o f  1 3 C  g e n e r a l l y  

o b s e r v e d  w a s  1 . 3  t o  5 . 7  a t o m %  f o r  [ 1 - 1 3 C ] a c e t a t e - d e r i v e d  c a r b o n s  a n d  4 . 5  
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t o  7 . 8  a t o m %  f o r  [ 2 - 1 3 C ] a c e t a t e - d e r i v e d  c a r b o n s .  T h e s e  d a t a  p r o v i d e  c l e a r  

e v i d e n c e  t h a t  J A  i s  p r o d u c e d  t h r o u g h  a  f a t t y  a c i d  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  i n  

L .  t h e o b r o m a e .  

I n  p l a n t s ,  α - l i n o l e n i c  a c i d  i s  t r a n s f o r m e d  i n t o  J A  t h r o u g h  t h e  

o c t a d e c a n o i d  p a t h w a y .  W e  h a v e  b e e n  i n t e r e s t e d  i n  w h e t h e r  O P D A — a  k e y  

i n t e r m e d i a t e  o f  t h e  o c t a d e c a n o i d  p a t h w a y — i s  p r e s e n t  i n  t h e  c u l t u r e  o f  L .  

t h e o b r o m a e ;  h o w e v e r ,  t h e  p r e s e n c e  o f  O P D A  i n  t h i s  f u n g u s  h a s  n o t  b e e n  

r e p o r t e d .  I n  a n  a t t e m p t  t o  t e s t  t h i s  h y p o t h e s i s ,  t h e  a c e t o n e  e x t r a c t  o f  

m y c e l i a  o f  L .  t h e o b r o m a e  w a s  p u r i f i e d  r o u g h l y  b y  p r e p a r a t i v e  T L C ,  a n d  

s u b s e q u e n t l y  s u b j e c t e d  t o  G C - M S  a n a l y s i s .  I n  c o n c l u s i o n ,  O P D A  w a s  n o t  

d e t e c t e d  a s  a  f r e e  f o r m ,  h o w e v e r  t h e  O P D A  m e t h y l  e s t e r  w a s  o b s e r v e d  

w i t h  t h e  s e l e c t e d  i o n  m o d e  m o n i t o r e d  a t  m / z  3 0 6  ( [ M ] + ) ,  2 7 5  ( [ M - O C H 3 ] + ) ,  

a n d  2 3 8  ( F i g .  3 )  ( L a u d e r t  e t  a l . ,  1 9 9 6 ) .  T h e  r e t e n t i o n  t i m e  a s s o c i a t e d  w i t h  

a l l  o f  t h e  s e l e c t e d  i o n  p e a k s  i n  t h i s  a n a l y s i s  w a s  8 7 . 2  m i n ,  w h i c h  w a s  

s a m e  a s  t h a t  o f  t h e  m o l e c u l a r  i o n  p e a k s  o f  a n  a u t h e n t i c  ( + ) - t r a n s - O P D A  

m e t h y l  e s t e r  p r e p a r e d  ( i . e . ;  C H 2 N 2 ,  E t 2 O )  f r o m  n a t u r a l  O P D A .  T h e s e  d a t a  

s t r o n g l y  s u g g e s t e d  t h a t  L .  t h e o b r o m a e  p r o d u c e s  n a t u r a l  o c c u r r i n g  O P D A .  

J A  p r o d u c t i o n  b y  w a y  o f  a  f a t t y  a c i d  s y n t h e t i c  p a t h w a y ,  a n d  t h e  p r e s e n c e  

o f  O P D A  i n  L .  t h e o b r o m a e ,  s u g g e s t  t h a t  t h i s  f u n g u s  p r o d u c e s  J A  v i a  

O P D A .  A s  p r e v i o u s l y  s t a t e d ,  O P D A  i s  a n  i n t e r m e d i a t e  d e r i v e d  f r o m  

α - l i n o l e n i c  a c i d  b y  w a y  o f  t h e  k n o w n  p l a n t  p a t h w a y .  

N e x t ,  w e  a t t e m p t e d  t o  d e m o n s t r a t e  w h e t h e r  α - l i n o l e n i c  a c i d  i s  a l s o  

a  p r e c u r s o r  o f  J A  i n  L .  t h e o b r o m a e ;  t h e r e f o r e ,  

[ 9 , 1 0 , 1 2 , 1 3 , 1 5 , 1 6 - 2 H 6 ] l i n o l e n i c  a c i d  ( [ 2 H 6 ] - L A )  w a s  s y n t h e s i z e d  

a c c o r d i n g  t o  H u n g e r f o r d  e t  a l .  ( 1 9 9 8 ) .  [ 2 H 6 ] - L A  w a s  s u p p l e m e n t e d  t o  a  

7 - d a y - o l d  c u l t u r e  o f  L .  t h e o b r o m a e ,  r e a c h i n g  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  

m M ,  a n d  t h e  f u n g u s  w a s  i n c u b a t e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  1 0  d a y s .  

C h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  o f  a  r e s i d u e  f r o m  t h e  c u l t u r e  f i l t r a t e  o f  L .  
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t h e o b r o m a e  g a v e  i s o - J A  i n c o r p o r a t i n g  [ 2 H 6 ] - L A  ( 1 . 5  m g ) .  A f t e r  m e t h y l  

e s t e r  f o r m a t i o n ,  t h e  2 H - N M R  s p e c t r u m  o f  t h e  r e s u l t i n g  i s o - J A  m e t h y l  

e s t e r  w a s  i m m e d i a t e l y  t a k e n .  T h e  2 H - N M R  d a t a  r e v e a l e d  t h e  p r e s e n c e  o f  

f i v e  2 H  s i g n a l s  c o r r e s p o n d i n g  t o  H - 3 ,  - 4 α ,  - 7 ,  - 9 ,  a n d  - 1 0  ( F i g .  4 )  ( S e t o  e t  

a l . ,  1 9 9 9 ) .  A n a l y s i s  o f  t h e  E I - M S  d a t a  b y  c o m p a r i s o n  o f  [ M + 4 ] +  i o n  p e a k  

( m / z  =  2 2 8 ,  [ 2 H 4 ] - J A )  a n d  [ M + 5 ] +  i o n  p e a k  ( m / z  =  2 2 9 ,  [ 2 H 5 ] i s o - J A )  w i t h  

t h e  m e t h y l  e s t e r  o f  b i o s y n t h e t i c a l l y  l a b e l e d  a n d  n a t u r a l  J A  s h o w e d  t h a t  

6 . 9 8 %  a n d  2 . 9 6 %  o f  t h e  p e a k  i n t e n s i t i e s  w e r e  e n h a n c e d ,  r e s p e c t i v e l y .  

C o n s i d e r i n g  t h e  i s o m e r i z a t i o n ,  9 . 9 4 %  o f  2 H  w a s  e n r i c h e d  i n  t h e  i s o - J A  

d e r i v e d  f r o m  [ 2 H 6 ] - L A .  T h i s  i n c o r p o r a t i o n  d e m o n s t r a t e s  t h a t  α - l i n o l e n i c  

a c i d  i s  a  p r e c u r s o r  i n  J A  b i o s y n t h e s i s  o f  L .  t h e o b r o m a e  ( F i g .  5 ) .  T h e  

p r e s e n c e  o f  i s o - J A  s u g g e s t s  t h a t  i s o - J A  i s  p r o d u c e d  f i r s t  a n d  s u b s e q u e n t l y  

i s o m e r i z e d  t o  J A  i n  L .  t h e o b r o m a e .  M o r e o v e r ,  i t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e  

p o s i t i o n s  o f  2 H  i n c o r p o r a t i o n  i n  [ 2 H 6 ] - L A  d e r i v e d  i s o - J A  a r e  i n  

a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  p o s i t i o n s  s p e c u l a t e d  b y  t h e  c y c l i z a t i o n  m e c h a n i s m  

i n v o l v e d  i n  r e a c t i o n s  m e d i a t e d  b y  A O S  a n d  A O C  i n  p l a n t s  ( S c h a l l e r  a n d  

S t i n z i ,  2 0 0 9 ) .  A c c o r d i n g l y ,  O P D A  i s  m o s t  l i k e l y  m e t a b o l i z e d  t o  J A  

t h r o u g h  t h e  r e d u c t i o n  o f  t h e  c y c l o p e n t e n o n e  m o i e t y  a n d  s u b s e q u e n t  

β - o x i d a t i o n  o f  t h e  s i d e  c h a i n .  W h i l e  t h e  r e d u c t i o n  o c c u r s  p r i o r  t o  

t h e  β - o x i d a t i o n  i n  p l a n t s ,  t h e  o r d e r  o f  e v e n t s  ( i . e . ,  r e d u c t i o n  o r  

β - o x i d a t i o n )  a r e  u n k n o w n  i n  L .  t h e o b r o m a e .  

F r o m  a  s t e r e o c h e m i c a l  p e r s p e c t i v e ,  t h e  r e d u c t a s e  c o u l d  f a c i l i t a t e  

h y d r i d e  a t t a c k  f r o m  e i t h e r  t h e  α -  o r  β - f a c e ,  w h i c h  w o u l d  d e t e r m i n e  t h e  

c o n f i g u r a t i o n  a t  C - 4  i n  [ 2 H 6 ] - L A  d e r i v e d  i s o - J A .  I n  p l a n t s ,  t h e  X - r a y  

c r y s t a l  s t r u c t u r a l  d a t a  o f  t o m a t o  O P R 3  s u g g e s t s  t h a t  t h e  r e d u c e d  f l a v i n  

c o f a c t o r  i s  p l a c e d  o n  t h e  o p p o s i t e  s i d e  o f  t h e  O P D A  s i d e  c h a i n  ( i . e . ,  

α - f a c e )  ( B r e i t h a u p t  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h e  a t t a c k  o f  a  h y d r i d e  f r o m  t h e  α - f a c e  

w o u l d  r e s u l t  i n  t h e  o r i g i n a l  p r o t o n  a t t a c h e d  a t  C - 1 0  i n  O P C - 8 : 0  t o  b e  i n  
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t h e  β - o r i e n t a t i o n .  O n  t h e  c o n t r a r y ,  t h e  2 H - N M R  s p e c t r u m  o f  t h e  [ 2 H 6 ] - L A  

d e r i v e d  i s o - J A  m e t h y l  e s t e r  i n d i c a t e d  a n  α - o r i e n t a t i o n  o f  2 H - 4 .  T h i s  

s u p p o r t s  t h e  c o n t e n t i o n  t h a t  t h e  h y d r i d e  a t t a c k  f r o m  t h e  r e d u c t a s e  o c c u r s  

o n  t h e  β - f a c e  o f  t h e  c y c l o p e n t e n o n e  p l a n e  a t  C - 4 ;  t h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  

t h a t  i n  p l a n t s .  T h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  t h e  c y c l o p e n t e n o n e  r e d u c t i o n  

m e c h a n i s m  i n  L .  t h e o b r o m a e  i s  d i f f e r e n t  t h a n  t h a t  i n  p l a n t s .  

 

C o n c l u s i o n s  

T h i s  s t u d y  d e m o n s t r a t e s  t h a t  J A  b i o s y n t h e s i s  i n  L .  t h e o b r o m a e  i s  

s i m i l a r  t o  t h a t  i n  p l a n t s  ( e . g . ,  c y c l i z a t i o n ) .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t h a t  t h e  

c y c l i z a t i o n  m e c h a n i s m  i n  L .  t h e o b r o m a e  a p p e a r s  t o  b e  i d e n t i c a l  t o  t h a t  i n  

p l a n t s ,  w h i c h  w a s  s u p p o r t e d  b y  f e e d i n g  e x p e r i m e n t s  o f  s t a b l e  

i s o t o p e - l a b e l e d  c o m p o u n d s .  T h e r e f o r e ,  L .  t h e o b r o m a e  p o t e n t i a l l y  h a s  

p r o t e i n s ,  w h i c h  h a v e  s i m i l a r  e n z y m a t i c  a c t i v i t i e s  t o  1 3 - L O X ,  A O S ,  a n d  

A O C .  I n  s t a r k  c o n t r a s t ,  t h e  r e d u c t i o n  o f  t h e  c y c l o p e n t e n o n e  m o i e t y  

d i f f e r e d  b e t w e e n  L .  t h e o b r o m a e  a n d  p l a n t s .  H i g h l i g h t e d  b y  t h e  c a s e  o f  

g i b b e r e l l i n  b i o s y n t h e s i s ,  t h e r e  a r e  l a r g e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  p l a n t  a n d  

f u n g a l  g e n e s  i n v o l v e d  i n  g i b b e r e l l i n  b i o s y n t h e s i s .  F u n g i  e v o l v e d  a  

g i b b e r e l l i n  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  i n d e p e n d e n t l y  ( B ö m k e  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  

C o n s i d e r i n g  t h e  c l e a r  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  o b s e r v e d  f a c i a l  s e l e c t i v i t y  

o f  t h e  c y c l o p e n t e n o n e  r e d u c t i o n  t h a t  w a s  o b s e r v e d  i n  L .  t h e o b r o m a e  a n d  

t h a t  i n  p l a n t s ,  i t  c a n  b e  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  f u n g u s  h a s  a n  i n d e p e n d e n t l y  

e v o l v e d  J A  b i o s y n t h e s i s  p a t h w a y .  T h e  d e t a i l e d  m e c h a n i s m  o f  J A  

b i o s y n t h e s i s  i n  L .  t h e o b r o m a e  r e q u i r e s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n .  A d d i t i o n a l  

s t u d i e s  a i m e d  a t  d e t e r m i n i n g  t h e  m e c h a n i s m  a n d  s p e c i f i c  e n z y m e s  

i n v o l v e d  f o r  e a c h  b i o s y n t h e t i c  s t e p  a r e  r e q u i r e d  t o  f u l l y  d e f i n e  t h e  J A  

b i o s y n t h e t i c  r o u t e  i n  L .  t h e o b r o m a e .  I n  a d d i t i o n ,  t h e s e  s t u d i e s  c o u l d  l e n d  

n e w  i n s i g h t  i n t o  p l a n t - m i c r o b e  i n t e r a c t i o n s  o n  a  f u n d a m e n t a l  l e v e l .  

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TH7-4WM51WM-2&_user=4311403&_coverDate=11%2F30%2F2009&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000009418&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4311403&md5=0a6c02a6a3fe4b12a8bd637e1a2dfdb2#vt1#vt1�
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4 . E x p e r i m e n t a l  

4 . 1 .  G e n e r a l  

     D a t a  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  i n s t r u m e n t s :  1 H - N M R  ( 2 7 0  

M H z )  a n d  1 3 C - N M R  ( 6 7 . 8  M H z ) ,  J e o l  J M N - E X 2 7 0  F T - N M R  s p e c t r o m e t e r ;  

2 H - N M R  ( 7 6 . 5  M H z ) ,  B r u k e r  A M X 5 0 0  F T - N M R  s p e c t r o m e t e r ;  E I - M S ,  J e o l  

J M S - T 1 0 0 G C V  m a s s  s p e c t r o m e t e r ;  G C - M S ,  V a r i a n  1 2 0 0 L  G C / M S / M S  

s y s t e m .  T h e  N M R  s h i f t  v a l u e s  w e r e  r e f e r e n c e d  t o  r e s i d u a l  s o l v e n t  s i g n a l s  

a s  f o l l o w s ;  1 H - N M R ,  C D C l 3  ( δ 1 H  =  7 . 2 4  p p m ) ;  2 H - N M R ,  C H C l 3  ( δ 2 H  =  7 . 2 4  

p p m ) ;  1 3 C - N M R ,  C D C l 3  ( δ 1 3 C  =  7 7 . 0  p p m ) .  

 

4 . 2 .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  1 3 C - l a b e l e d  s o d i u m  a c e t a t e  i n  L .  t h e o b r o m a e  

     S p o r e s  o f  L .  t h e o b r o m a e  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  1 %  p o t a t o - g l u c o s e  a g a r  

m e d i u m  a t  3 0  ° C  a n d  t r a n s f e r r e d  a t  i n t e r v a l s  o f  6  m o n t h s .  A  p i e c e  

( a p p r o x i m a t e l y  1  c m 2 )  o f  a g a r  b e a r i n g  t h e  s p o r e - f o r m e d  c u l t u r e  o f  L .  

t h e o b r o m a e  w a s  i n o c u l a t e d  i n t o  a  5 0 0 - m l  E r l e n m e y e r  f l a s k  c o n t a i n i n g  1 5 0  

m l  o f  a  1 %  p o t a t o - g l u c o s e  m e d i u m .  E a c h  m e d i u m  w a s  s t a t i c a l l y  i n c u b a t e d  

a t  2 9  ° C  i n  t h e  d a r k .  A f t e r  7  d a y s  o f  i n c u b a t i o n ,  [ 1 - 1 3 C ] N a O A c  a c e t a t e  a n d  

[ 2 - 1 3 C ] N a O A c  ( 9 9  a t o m % ,  r e s p e c t i v e l y )  w e r e  d i s s o l v e d  i n  1  m l  o f  H 2 O ,  

w h i c h  w a s  s u p p l e m e n t e d  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 0  m M ,  a n d  t h e n  

t h e  i n c u b a t i o n  c o n t i n u e d  f o r  a n  a d d i t i o n a l  1 0  d a y s .  T h e  1 5 0  m l  o f  

1 7 - d a y - o l d  c u l t u r e  i n  e a c h  a d m i n i s t r a t i o n  e x p e r i m e n t  w a s  f i l t e r e d ,  m a d e  

a l k a l i n e  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  5 %  a q u e o u s  N a H C O 3 ,  a n d  e x t r a c t e d  w i t h  2 5 0  

m L  o f  E t O A c .  T h e  r e s u l t a n t  a q u e o u s  l a y e r  w a s  a c i d i f i e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

3 0  m l  o f  6  M  H C l ,  a n d  t h e n  e x t r a c t e d  w i t h  3 0 0  m l  o f  E t O A c .  A f t e r  t h e  

E t O A c  e x t r a c t  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o ,  t h e  r e s u l t a n t  r e s i d u e  w a s  

p u r i f i e d  b y  p r e p a r a t i v e  S i O 2  g e l  T L C  ( n - h e x a n e : E t O A c :  a c e t i c  a c i d  =  

6 : 4 : 1 ,  M e r c k ,  U S A ) ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  i s o l a t e d  b y  H P L C  ( T S K  g e l  
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O D S 8 0 T s , T O S O H ,  2 0  m m  i . d .  ×  2 5 0  m m ,  8 0 %  M e O H  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  5 . 0  

m l / m i n ,  r e t e n t i o n  t i m e  =  1 6 . 2  m i n ) .  F o r  t h e  c a l c u l a t i o n  o f  i n c o r p o r a t e d  

r a t i o ,  J A  w a s  c o n v e r t e d  t o  t h e  m e t h y l  e s t e r  w i t h  e t h e r e a l  d i a z o m e t h a n e .  

 

4 . 3 .  I d e n t i f i c a t i o n  o f  O P D A  m e t h y l  e s t e r  i n  L .  t h e o b r o m a e  

L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e  w a s  s t a t i c a l l y  c u l t u r e d  i n  a  5 0 0 - m l  

E r l e n m e y e r  f l a s k  c o n t a i n i n g  1 5 0  m l  o f  a  1 %  p o t a t o - g l u c o s e  m e d i u m  a t  2 9  

° C  f o r  1 7  d a y s  i n  t h e  d a r k .  T h e  m y c e l i a  w e r e  s o a k e d  i n  a c e t o n e ,  a n d  t h e  

e x t r a c t  w a s  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  T h e  r e s u l t i n g  a q u e o u s  s o l u t i o n  w a s  

e x t r a c t e d  w i t h  2 0  m l  o f  E t O A c .  A f t e r  c o n c e n t r a t i o n ,  E t O A c  e x t r a c t  ( 2 3  

m g )  w a s  l o a d e d  o n t o  s i l i c a  g e l  T L C  p l a t e  ( M e r c k ,  U S A ) ,  w h i c h  w a s  

d e v e l o p e d  w i t h  C H C l 3 .  A  b a n d  ( R f  ≈  0 . 3 - 0 . 4 )  w a s  s c r a p e d ,  e x t r a c t e d  w i t h  

a  m i x e d  s o l u t i o n  o f  M e O H  a n d  C H C l 3  ( 3 : 7 ) ,  a n d  c o n c e n t r a t e d  i n  v a c u o .  

T h e  r e s i d u e  ( 1  m g )  w a s  d i s s o l v e d  i n  1 0 0  µ l  o f  C H C l 3 ,  a n d  1  µ l  o f  t h e  

s o l u t i o n  w a s  a n a l y z e d  b y  G C - M S  s p e c t r o m e t r y .  

T h e  G C - M S  s p e c t r o m e t e r  w a s  a  1 2 0 0 L  G C / M S / M S  s y s t e m  ( V a r i a n ,  

U S A )  e q u i p p e d  w i t h  a  β - D E X  f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r y  c o l u m n  ( 0 . 2 5  m m  ×  3 0  

m ,  0 . 2  m m  f i l m  t h i c k n e s s ,  S u p e l c o ,  U S A ) .  H e l i u m  w a s  u s e d  a s  a  c a r r i e r  

g a s  a t  a  c o n s t a n t  f l o w  r a t e  o f  1 . 0  m l / m i n .  T h e  t e m p e r a t u r e  o f  t h e  i o n  

s o u r c e  a n d  v a p o r i z i n g  c h a m b e r  w e r e  h e a t e d  t o  2 0 0  ° C .  T h e  i o n i z a t i o n  

v o l t a g e  w a s  7 0  e V .  T h e  t e m p e r a t u r e  g r a d i e n t  w a s  i n i t i a t e d  a t  5 0  ° C ,  w a s  

h e l d  i s o t h e r m a l  f o r  1  m i n ,  a n d  s u b s e q u e n t l y  r a i s e d  a t  a  1 0  ° C / m i n  t o  a  

f i n a l  t e m p e r a t u r e  o f  1 9 0  ° C ,  w h i c h  w a s  h e l d  f o r  8 0  m i n .  T h e  r e t e n t i o n  

t i m e s  o f  ( + )  a n d  ( − ) - t r a n s - O P D A  m e t h y l  e s t e r s  w e r e  8 7 . 2  m i n  a n d  8 8 . 8  

m i n ,  r e s p e c t i v e l y .  S t a n d a r d  r a c e m i c  t r a n s - O P D A  m e t h y l  e s t e r  w a s  

p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  o f  B a n d a r a  e t  a l .  ( 2 0 0 9 ) .  

 

4 . 4 .  A d m i n i s t r a t i o n  o f  2 H - l a b e l e d  l i n o l e n i c  a c i d  i n  L .  t h e o b r o m a e  
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[ 9 , 1 0 , 1 2 , 1 3 , 1 5 , 1 6 - 2 H 6 ] l i n o l e n i c  a c i d  w a s  s y n t h e s i z e d  a c c o r d i n g  t o  

t h e  m e t h o d  o f  H u n g e r f o r d  e t  a l .  ( 1 9 9 8 ) .  O n e  h u n d r e d  m L  o f  a  1 %  

p o t a t o - g l u c o s e  m e d i u m  w a s  p r e p a r e d  i n  a  3 0 0 - m L  E r l e n m e y e r  f l a s k .  

I n c u b a t i o n  o f  L .  t h e o b r o m a e  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  A f t e r  7  

d a y s  o f  i n c u b a t i o n ,  [ 9 , 1 0 , 1 2 , 1 3 , 1 5 , 1 6 - 2 H 6 ] l i n o l e n i c  a c i d  w a s  d i s s o l v e d  i n  

5 0 0  µ l  o f  a  2  m M  N H 4 O H  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  w h i c h  w a s  s u p p l e m e n t e d  t o  

g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  m M .  T h e  i n c u b a t i o n  w a s  c o n t i n u e d  f o r  a n  

a d d i t i o n a l  1 0  d a y s .  T h e  f i l t r a t e  o f  t h e  c u l t u r e ,  i n  w h i c h  a n  e q u a l  v o l u m e  

o f  2  M  H C l  w a s  a d d e d ,  w a s  e x t r a c t e d  w i t h  3 0 0  m l  o f  E t O A c .  A f t e r  

c o n c e n t r a t i o n ,  1 2 0  m g  o f  t h e  e x t r a c t  w a s  s u b j e c t e d  t o  p r e p a r a t i v e  T L C  

( S i O 2  g e l ,  n - h e x a n e : E t O A c :  a c e t i c  a c i d = 6 0 : 4 0 : 1 ,  M e r c k ,  U S A ) .  T h e  

r e s u l t a n t  r e s i d u e  ( 8 . 9  m g )  w a s  p u r i f i e d  b y  H P L C  ( T S K  g e l  

O D S 8 0 T s , T O S O H ,  2 0  m m  i . d .  ×  2 5 0  m m ,  8 0 %  M e O H  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  5 . 0  

m l / m i n ,  r e t e n t i o n  t i m e  =  1 6 . 2  m i n )  t o  g i v e  1 . 5  m g  o f  p u r e  i s o - J A .  A f t e r  

m e t h y l  e s t e r  f o r m a t i o n  w i t h  e t h e r e a l  d i a z o m e t h a n e ,  t h e  2 H - N M R  o f  t h e  

m e t h y l  e s t e r  o f  i s o - J A  w a s  t a k e n  i m m e d i a t e l y .  T h e  i n t e n s i t i e s  o f  [ M + 4 ] +  

i o n  p e a k  ( m / z  =  2 2 8 ,  [ 2 H 4 ] - J A )  a n d  [ M + 5 ] +  i o n  p e a k  ( m / z  =  2 2 9 ,  

[ 2 H 5 ] i s o - J A )  w i t h  t h e  m e t h y l  e s t e r  o f  b i o s y n t h e t i c a l l y  l a b e l e d  J A  w e r e  

g i v e n  a s  t h e  p e r c e n t  r e l a t i v e  t o  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  m o l e c u l a r  i o n  p e a k  o f  

n a t u r a l  J A  ( m / z  = 2 2 4 )  a s  1 0 0  %  i n  E I - M S  d a t a .  

  

A c k n o w l e d g m e n t  

W e  t h a n k  D r .  E .  F u k u s h i  o f  o u r  d e p a r t m e n t  f o r  m e a s u r i n g  E I - M S  

s p e c t r o m e t r y .  

 

R e f e r e n c e s  

A l d r i d g e ,  D . C . ,  G a l t ,  S . ,  G i l e s ,  D . ,  T u r n e r ,  W . B . ,  1 9 7 1 .  M e t a b o l i t e s  o f  

L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e .  J .  C h e m .  S o c .  ( C ) .  1 6 2 3 - 1 6 2 7 .  
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B a n d a r a ,  P . K . G . S . S . ,  T a k a h a s h i ,  K . ,  S a t o ,  M . ,  M a t s u u r a ,  H . ,  N a b e t a ,  K . ,  

2 0 0 9 .  C l o n i n g  a n d  f u n c t i o n a l  a n a l y s i s  o f  a n  a l l e n e  o x i d e  s y n t h a s e  i n  

P h y s c o m i t r e l l a  p a t e n s .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  7 3 ,  2 3 5 6 - 2 3 5 9 .  

B ö m k e ,  C . ,  T u d z y n s k i ,  B . ,  2 0 0 9 .  D i v e r s i t y ,  r e g u l a t i o n ,  a n d  e v o l u t i o n  o f  

t h e  g i b b e r e l l i n  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  i n  f u n g i  c o m p a r e d  t o  p l a n t s  a n d  

b a c t e r i a .  P h y t o c h e m i s t r y  7 0 ,  1 8 7 6 - 1 8 9 3 .  

B r e i t h a u p t ,  C . ,  K u r z b a u e r ,  R . ,  L i l i e ,  H . ,  S c h a l l e r ,  A . ,  S t r a s s n e r ,  J . ,  

H u b e r ,  R . ,  M a c h e r o u x ,  P . ,  C l a u s e n ,  T . ,  2 0 0 6 .  C r y s t a l  s t r u c t u r e  o f  

1 2 - o x o p h y t o d i e n o a t e  r e d u c t a s e  3  f r o m  t o m a t o :  s e l f - i n h i b i t i o n  b y  

d i m e r i z a t i o n .  P r o c .  N a t l .  A c a d .  S c i .  U S A  1 0 3 ,  1 4 3 3 7 - 1 4 3 4 2 .  

H u n g e r f o r d ,  N . L . ,  K i t c h i n g ,  W . ,  1 9 9 8 .  T i t a n i u m  ( I I )  b a s e d  Z - r e d u c t i o n  o f  

a l k y n e s .  S y n t h e s i s  o f  d e u t e r i u m  L a b e l e d  l i n o l e n i c  a n d  o l e i c  a c i d  a n d  

( 3 E , 8 Z , 1 1 Z ) - t e t r a d e c a - 3 , 8 , 1 1 , t r i e n y l  a c e t a t e ,  t h e  s e x p e r o m o n e  o f  a  

t o m a t o  p e s t ,  S c r o b i p a l p u l o i d e s  a b s o l u t e .  J . C h e m . S o c .  P e r k i n  T r a n s  1  

1 1 ,  1 8 3 9 - 1 8 5 8 .  

K a s h i m a , T . ,  T a k a h a s h i , K . ,  M t s u u r a , H . ,  N a b e t a , K . ,  2 0 0 9 a .  B i o s y n t h e s i s  o f  

r e s o r c y c l i c  a c i d  l a c t o n e  l a s i o d i p l o d i n  i n  L a s h i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e .  

B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  7 3 ,  1 1 1 8 - 1 1 2 2 .  

K a s h i m a , T . ,  T a k a h a s h i , K . ,  M t s u u r a , H . ,  N a b e t a , K . ,  2 0 0 9 b .  B i o s y n t h e s i s  o f  

r e s o r c y c l i c  a c i d  l a c t o n e  ( 5 S ) - 5 - h y d r o x y l a s i o d i p l o d i n  i n  L a s h i o d i p l o d i a  

t h e o b r o m a e .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  7 3 ,  2 5 2 2 - 2 5 2 4 .  

L a u d e r t ,  D . ,  P f a n n s c h m i d t ,  U ,  L o t t s p e i c h ,  F . ,  H o l l ä n d e r - C z y t k o ,  H . ,  

W e i l e r ,  E . W . ,  1 9 9 6 .  C l o n i n g ,  m o l e c u l a r  a n d  f u n c t i o n a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  

o f  A r a b i d o p s i s  t h a l i a n a  a l l e n e  o x i d e  s y n t h a s e  ( C Y P  7 4 ) ,  t h e  f i r s t  

e n z y m e  o f  t h e  o c t a d e c a n o i d  p a t h w a y  t o  j a s m o n a t e s .  P l a n t  M o l .  B i o l .  3 1 ,  

3 2 3 - 3 3 5 .  

L i ,  P . ,  T a k e i ,  R . ,  T a k a h a s h i ,  K . ,  N a b e t a ,  K . ,  2 0 0 6 .  B i o s y n t h e s i s  o f  

t h e o b r o x i d e  a n d  i t s  r e l a t e d  c o m p o u n d s ,  m e t a b o l i t e s  o f  L a s i o d i p l o d i a  

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TH7-4WM51WM-2&_user=4311403&_coverDate=11%2F30%2F2009&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000009418&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4311403&md5=0a6c02a6a3fe4b12a8bd637e1a2dfdb2#vt1#vt1�
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TH7-4WM51WM-2&_user=4311403&_coverDate=11%2F30%2F2009&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000009418&_version=1&_urlVersion=0&_userid=4311403&md5=0a6c02a6a3fe4b12a8bd637e1a2dfdb2#vt2#vt2�
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t h e o b r o m a e .  P h y t o c h e m i s t r y  6 8 ,  8 1 9 - 8 2 3 .  

M a t s u u r a ,  H . ,  O b a r a ,  N . ,  C h i s a k a ,  N . ,  I c h i h a r a ,  A . ,  Y o s h i h a r a ,  T . ,  1 9 9 8 a .  

N o v e l  c y c l o h e x e n e  c o m p o u n d  f r o m  L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e  I F O  

3 1 0 5 9 .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  B i o c h e m .  6 2 ,  2 4 6 0 - 2 4 6 2 .  

M a t s u u r a ,  H . ,  N a k a m o r i ,  K . ,  O m e r ,  E . A . ,  H a t a k e y a m a ,  C . ,  Y o s h i h a r a ,  T . ,  

I c h i h a r a ,  A . ,  1 9 9 8 b .  T h r e e  l a s i o d i p l o d i n s  f r o m  L a s i o d i p l o d i a  

t h e o b r o m a e  I F O  3 1 0 5 9 .  P h y t o c h e m i s t r y  4 9 ,  5 7 9 - 5 8 4 .  

N a k a m o r i ,  K . ,  M a t s u u r a ,  H . ,  Y o s h i h a r a ,  T . ,  I c h i h a r a ,  A . ,  K o d a ,  Y . ,  1 9 9 4 .  

P o t a t o  m i c r o - t u b e r  i n d u c i n g  s u b s t a n c e s  f r o m  L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e .  

P h y t o c h e m i s t r y  3 5 ,  8 3 5 - 8 3 9 .  

O l i v e r  J . P . ,  C a s t r o  A . ,  G a g g e r o  C . ,  C a s c ó n  T . ,  S c h m e l z  E . A . ,  

C a s t r e s a n a  C . ,  P o n c e  d e  L e ó n  I . ,  2 0 0 9 .  P y t h i u m  i n f e c t i o n  a c t i v a t e s  

c o n s e r v e d  p l a n t  d e f e n s e  r e s p o n s e s  i n  m o s s e s .  P l a n t a  2 3 0 ,  5 6 9 - 5 7 9 .  

S c h a l l e r ,  A . ,  S t i n z i ,  A . ,  2 0 0 9 .  E n z y m e s  i n  j a s m o n a t e s  

b i o s y n t h e s i s — s t r u c t u r e ,  f u n c t i o n ,  r e g u l a t i o n .  P h y t o c h e m i s t r y  7 0 ,  

1 5 3 2 - 1 5 3 8 .  

S e t o ,  H . ,  N o m u r a ,  E . ,  F u j i o k a ,  S . ,  K o s h i n o ,  H ,  S u e n a g a ,  T . ,  Y o s h i d a ,  S . ,  

1 9 9 9 .  E a s y  p r e p a r a t i o n  o f  m e h y l  e p i - j a s m o n a t e  a n d  f o u r  

s t e r e o i s o m e r s  o f  m e t h y l  c u c u r b a t e ,  a n d  a s s e s s m e n t  o f  s t e r e o g e n i c  

e f f e c t  o f  j a s m o n a t e  o n  p h y t o h o r m o n a l  a c t i v i t i e s .  B i o s c i .  B i o t e c h n o l .  

B i o c h e m .  6 2 ,  3 6 1 - 3 6 7 .  

T h a k k a r ,  V . R . ,  S u b r a m a n i a n ,  R . B . ,  K o t h a r i ,  I . L . ,  2 0 0 4 .  C u l t u r e  f i l t r a t e  

o f  L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e  r e s t r i c t s  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  n a t u r a l  

r e s i s t a n c e  i n  B r a s s i c a  n i g r a  p l a n t s .  I n d i a n  J .  E x p .  B i o l .  4 2 ,  1 1 1 - 1 1 4 .  

U p p a l a p a t i ,  S . R . ,  I s h i g a ,  Y . ,  K u n k e l ,  B . N . ,  A n a n d ,  A . ,  M y s o r e ,  K . S . ,  

B e n d e r ,  C . L . ,  T h e  p h y t o t o x i n  c o r o n a t i n e  c o n t r i b u t e s  t o  p a t h o g e n  

f i t n e s s  a n d  i t  r e q u i r e d  f o r  s u p p r e s s i o n  o f  s a l i c y l i c  a c i d  a c c u m u l a t i o n  

i n  t o m a t o  i n o c u l a t e d  w i t h  P s e u d o m o n a s  s y r i n g a e  p v .  t o m a t o  D C 3 0 0 0 .  
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M o l .  P l a n t  M i c r o b e  I n t e r a c t .  2 0 ,  9 5 5 - 9 6 5 .  

W a s t e r n a c k  C ,  J a s m o n a t e s :  a n  u p d a t e  o n  b i o s y n t h e s i s ,  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  

a n d  a c t i o n  i n  p l a n t  s t r e s s  r e s p o n s e ,  g r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t .  2 0 0 7 ,  A n n .  

B o t .  1 0 0 ,  6 8 1 - 6 9 7 .  

Y a n g ,  Q . ,  A s a i ,  M . ,  Y o s h i h a r a ,  T . ,  2 0 0 0 .  N o v e l  r e s o r c i n o l  d e r i v a t i v e s  

f r o m  L a s i o d i p l o d i a  t h e o b r o m a e .  Z .  N a t u r f o r s c h  5 5 c ,  5 4 6 - 5 5 1 .  

Y o s h i h a r a ,  T . ,  O h m o r i ,  F . ,  N a k a m o r i ,  K . ,  A m a n u m a ,  M . ,  T s u t s u m i ,  T . ,  

I c h i h a r a ,  A . ,  M a t s u u r a ,  H . ,  2 0 0 0 .  I n d u c t i o n  o f  p l a n t  t u b e r s  a n d  f l o w e r  

b u d s  u n d e r  n o n i n d u c i n g  p h o t o p e r i o d  c o n d i t i o n  b y  a  n a t u r a l  p r o d u c t ,  

t h e o b r o x i d e ,  J .  P l a n t  G r o w t h  R e g u l .  1 9 ,  4 5 7 - 4 6 1 .  
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T a b l e  1   

I n c o r p o r a t i o n  o f  1 3 C - l a b e l e d  s o d i u m  a c e t a t e  ( [ 1 - 1 3 C ]  a n d  [ 2 - 1 3 C ] )  i n t o  

j a s m o n i c  a c i d .   

P o s i t i o n  δ c  ( p p m )  1 3 C - a t o m %  

[ 1 - 1 3 C ] a c e t a t e  [ 2 - 1 3 C ] a c e t a t e  

1  1 7 2 . 4  2 . 4 1  1 . 8 0  

2  3 8 . 8  0 . 6 9  5 . 4 9  

3  3 8 . 0  2 . 6 3  1 . 7 3  

4  2 5 . 5  0 . 8 6  4 . 6 2  

5  3 7 . 7  3 . 0 0  1 . 1 9  

6  2 1 9 . 0  0 . 6 5  7 . 8 1  

7  5 4 . 0  1 . 3 0  1 . 1 7  

8  2 7 . 2  1 . 0 6  5 . 8 9  

9  1 2 4 . 9  2 . 1 6  0 . 7 3  

1 0  1 3 4 . 1  0 . 6 3  4 . 4 5  

1 1  2 0 . 6  5 . 6 8  1 . 7 9  

1 2  1 4 . 1  1 . 2 7  5 . 7 0  

O M e  5 1 . 6  1 . 1 1  1 . 1 1  
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F i g u r e  l e g e n d s  

F i g .  1 .  T h e  o c t a d e c a n o i d  p a t h w a y .  

 

F i g .  2 .  L a b e l i n g  p a t t e r n s  o f  j a s m o n i c  a c i d  f o l l o w i n g  i n c o r p o r a t i o n  o f  

1 3 C - l a b e l e d  s o d i u m  a c e t a t e  i n t o  L .  t h e o b r o m a e .   

F i l l e d  s q u a r e  a n d  c i r c l e  s y m b o l s  r e p r e s e n t  [ 1 - 1 3 C ]  a n d  [ 2 - 1 3 C ]  i n  

1 3 C - l a b e l e d  s o d i u m  a c e t a t e ,  r e s p e c t i v e l y .  

 

F i g .  3 .  S e g m e n t  o f  s e l e c t e d  i o n  m o n i t o r e d  c h r o m a t o g r a m s  o f  G C - M S  

s p e c t r a l  d a t a  o f  O P D A  m e t h y l  e s t e r  p r o d u c e d  b y  L .  t h e o b r o m a e .  

   C o l u m n ;  a  c h i r a l  β - D E X  f u s e d  s i l i c a  c a p i l l a r y  c o l u m n  ( 0 . 2 5  m m  i . d .  ×   

3 0  m )  

 

F i g .  4 .  1 H - N M R  s p e c t r u m  o f  n a t u r a l  j a s m o n i c  a c i d  ( A )  a n d  2 H - N M R  

s p e c t r u m  o f  b i o s y n t h e t i c a l l y  l a b e l e d  i s o - j a s m o n i c  a c i d  d e r i v e d  f r o m  

[ 9 , 1 0 , 1 2 , 1 3 , 1 5 , 1 6 - 2 H 6 ] l i n o l e n i c  a c i d  ( B ) .  

 

F i g .  5 .  T h e  p r e s u m e d  j a s m o n i c  a c i d  b i o s y n t h e t i c  p a t h w a y  i n  L .  

t h e o b r o m a e .  
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F i g .  1 .  T s u k a d a  e t  a l .  

 

O

COOH

O

COOH

AOC

12-OPDA

β oxidation ( x 3 ) epimerization

(-)-jasmonic acid

COOH COOH

OOH

COOH

O
AOS

12,13-EOT13-HPOTα-linolenic acid

13-LOX

OPR3

9

10
12 13 15 16 12

13 12

13

10

11
9

12 13
O

COOH
OPC-8:010

11
9

12 13

O

COOH

(+)-iso-jasmonic acid
4

5
3

6 7 9 10

 

 

 



 18 

F i g .  2 .  T s u k a d a  e t  a l .  

O

O

ONa

OHO

3
1

5

7 9

11

 

 

 



 19 

F i g . 3 .  T s u k a d a  e t  a l .  
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F i g .  4 .  T s u k a d a  e t  a l .  
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F i g .  5 .  T s u k a d a  e t  a l .  

COOH

[2H6] linolenic acid

D
D D D D

D

O

COOH
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 attack of a hydride from β-face

O

COOHD
H

D

D
D D

R= C6H12COOH
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