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Resumen y Abstract IX

Resumen

Estimular los mecanismos naturales de defensa de las plantas, como las fitoalexinas,
mediante la aplicacion de elicitores, ofrece nuevas alternativas para el control de
enfermedades en cultivos de importancia para el pais. En el presente trabajo se
sintetizaron derivados del acido l-indanona-4-carboxilico (un compuesto relacionado
estructuralmente con la coronatina, un potente elicitor bacteriano), como potenciales
elicitores. Estructuralmente, los derivados presentan variaciones del grupo carboxilo (en
posicion 4) del sistema indanoilo, resultantes del acoplamiento con aminoacidos (glicina
metil éster, L-valina metil éster, L-Leucina metil éster y L-isoleucina metil éster), y la
formacion de amidas y ésteres. Asimismo, se realizaron reacciones sobre la posicion 1
(carbono carbonilico) de reduccion y obtencion de iminas. Adicionalmente, se efectuaron
reacciones de condensacion aldolica sobre la posicién 2 (carbono a a carbonilo) para la
obtencién de derivados 2-bencilideno. Ademas, se realizaron reacciones de sustitucion
electrofilica aromatica para la obtencion de derivados 6-sustituidos del acido 1-indanona-
4-carboxilico.

Reduccién Carbonile

b-sustituidos

\\____/ 2-hencilidenos

Aminoacidos

Amidas
Esteres

Estos elicitores potenciales fueron evaluados sobre tejidos de plantulas de dos variedades
colombianas de frijol (ICA Cerinza y Uribe Rosado), analizando el efecto de la
concentracion y estructura del elicitor, y el tiempo post-induccién, en la concentracion de
las fitoalexinas. Se encontr6 que las fitoalexinas mayoritarias en la variedad Uribe Rosado,
luego del proceso de induccion con el compuesto 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster,

corresponden a los isoflavonoides genisteina, coumestrol y phaseollina con valores



maximos de 39.11, 11.09, y 21.96 ug/g p.f. respectivamente, y un tiempo pos-induccién de
72 h. Estas concentraciones de fitoalexinas fueron comparables a las obtenidas por
tratamiento de las plantulas de frijol con el potente elicitor comercial metil jasmonato.
Ademas, se evaluo el efecto de la concentracion del 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster
en la acumulacion de fitoalexinas a 96 h post-induccion, obteniéndose una correlacion
directa entre la concentracion del elicitor y la acumulacion de las fitoalexinas. En el caso
del metil jasmonato, la produccion de fitoalexinas cayd bruscamente para concentraciones
superiores a 2.2 mM, observandose un efecto fitotéxico en las raices de la plantula; lo
anterior también se detect6 con el elicitor 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster, pero en
menor proporcion.

Un estudio mas detallado de la fitotoxicidad del elicitor 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil
éster en plantulas de frijol de la variedad Uribe Rosado, no revelé diferencias significativas
con respecto a las plantulas tratadas con agua, en cuanto a la produccién de clorofilas,
longitud de las raices, tamafio de las hojas y la plantula. No obstante, la aplicacion del
elicitor sobre semillas y en caja Petri mostré una reduccion en el nimero y tamafio de las
raices secundarias. Este efecto no se observé cuando la evaluacion se realiz6 sobre
semillas sembradas en arena cuarzo. Finalmente, se evalué la actividad antifingica contra
C. lindemuthianum (agente causal de la antracnosis) de los extractos proveniente de las
plantulas de las variedades Cerinza y Uribe Rosado tratadas con dicho elicitor. Los
resultados no revelaron diferencias significativas entre los extractos de plantulas tratadas
con agua y aguellas tratadas con el elicitor, bajo las condiciones evaluadas.

Los resultados demuestran que es posible modular la produccion de fitoalexinas en frijol
mediante la aplicacion de derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico. El tratamiento con
los elicitores permitiria incrementar los niveles de defensas quimicas contra los patégenos
del frijol, y sustituir parcialmente algunos de los fungicidas sintéticos empleados en el
cultivo. El compuesto 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster es un elicitor promisorio, que
estimula la sintesis y acumulacion de fitoalexinas en los tejidos de frijol a niveles similares
a los exhibidos por el reconocido elicitor metil jasmonato, y sin efectos fitotoxicos
significativos sobre la plantula. Adicionalmente, el método cromatogréafico desarrollado en
el presente trabajo podria ser usado para determinar rapidamente las variedades de frijol
con mejores perspectivas de resistencia a enfermedades, de acuerdo con los niveles de

fitoalexinas acumulados.

Palabras clave: Phaseolus vulgaris L., frijol, elicitor, fitoalexina, phaseollina, antracnosis.
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Synthesis of 1l1-indanone-4-carboxylic acid derivatives and
evaluation of their application in bean varieties on isoflavonoid
phytoalexin accumulation, phytotoxicity and antifungal activity of
their extracts.

Abstract

Stimulating the natural defense mechanisms of plants, such as phytoalexins, through the
application of elicitors, offers new alternatives for the control of diseases in crops of
importance for the country. In the present work, derivatives of 1-indanone-4-carboxylic acid
(a structurally related compound to coronatine, a powerful bacterial elicitor) were
synthesized as potential elicitors. Structurally, the derivatives present variations of the
carboxyl group (in position 4) of the indanoyl system, resulting from the coupling with amino
acids (glycine methyl ester, L-valine methyl ester, L-Leucine methyl ester and L-isoleucine
methyl ester), and the formation of amides and esters. Likewise, reactions were carried out
on position 1 (carbonyl carbon) to reduce and obtain imines. Additionally, aldol
condensation reactions were carried out on the 2-position (a-carbon to carbonyl) to obtain
2-benzylidene derivatives. In addition, aromatic electrophilic substitution reactions were
carried out to obtain 6-substituted 1-indanone-4-carboxylic acid derivatives.

Carbonyl reduction

6-substituted " 2-benzylidenes
fl

Aminoacids o OH

Amides
Esters

These potential elicitors were evaluated on seedling tissues of two Colombian common

bean varieties (ICA Cerinza and Uribe Rosado), analyzing the effect of elicitor
concentration and structure, and post-induction time on the concentration of phytoalexins.
It was found that the major phytoalexins in the Uribe Rosado variety, after the induction
process with the 1-oxo-indanoyl-L-Isoleucine methyl ester compound, correspond to the

isoflavonoids genistein, coumestrol and phaseollin with maximum values of 39.11, 11.09,
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and 21.96 pg/g f.w. respectively, and a post-induction time of 72 h. These concentrations
of phytoalexins were comparable to those obtained by treating common bean seedlings
with the powerful commercial elicitor methyl jasmonate. In addition, the effect of the
concentration of 1-oxo-indanoyl-L-Isoleucine methyl ester on the accumulation of
phytoalexins at 96 h post-induction was evaluated, obtaining a direct correlation between
the concentration of the elicitor and the accumulation of phytoalexins. In the case of methyl
jasmonate, the production of phytoalexins was strongly decreased for concentrations
above 2.2 mM, observing a phytotoxic effect in the roots of the seedling. This was also
detected with the elicitor 1-oxo-indanoyl-L-Isoleucine methyl ester, but to a lesser extent.
A more detailed study of phytotoxicity of the compound 1-oxo-indanoyl-L-isoleucine methyl
ester in common bean seedlings (cv. Uribe Rosado) did not reveal significant differences
with respect to the seedlings treated with water, in terms of the production of chlorophylls,
length of roots, size of leaves and seedling. However, the application of the elicitor on seeds
which were incubated in Petri dishes showed a reduction in the number and size of
secondary roots. This effect was not observed when the evaluation was carried out on
seeds sown in quartz sand. Finally, the antifungal activity against C. lindemuthianum
(causal agent of anthracnose) of the extracts from the seedlings of the cultivars Cerinza
and Uribe Rosado treated with the elicitor 1-oxo-indanoyl-L-isoleucine methyl ester was
evaluated. The results did not reveal significant differences between the extracts of
seedlings treated with water and those treated with the elicitor, under the evaluated
conditions.

The results show that it is possible to modulate the production of phytoalexins in common
bean by applying derivatives of 1-indanone-4-carboxylic acid. Treatment with elicitors
would increase the levels of chemical defenses against common bean pathogens, and
partially or totally replace some of the synthetic fungicides used in the crop. The compound
1-oxo-indanoyl-L-isoleucine methyl ester is a promising elicitor, which stimulates the
synthesis and accumulation of phytoalexins in common bean tissues at levels similar to
those exhibited by the recognized elicitor methyl jasmonate, and without significant
phytotoxic effects on the seedling. Additionally, the chromatographic method developed in
this work could be used to quickly determine the common bean varieties with the best

prospects of resistance to diseases, according to the accumulated levels of phytoalexins.

Keywords: Phaseolus vulgaris L., common bean, elicitor, phytoalexin, phaseollin,

anthracnose.
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Introduccion

El sector agricola colombiano enfrenta grandes retos, resumidos en el incremento de la
productividad y competitividad para hacer frente a la globalizacién de los mercados, la
generacién de nuevas y mejores politicas agrarias, y el cumplimiento de las cada vez mas
exigentes normas fitosanitarias. Adicionalmente, las tendencias actuales en el consumo de
alimentos han generado una creciente demanda por productos mas saludables y obtenidos
mediante procesos mas amigables con el medio ambiente. Infortunadamente en nuestro
pais, el control de plagas y enfermedades en los cultivos se ha llevado a cabo mediante la
aplicacién en su gran mayoria, de sustancias sintéticas con alta toxicidad (biocidas) y baja
especificidad (como los plaguicidas de amplio espectro), que tienen un impacto deletéreo

para la salud y el medio ambiente.

Hoy en dia se estudian alternativas diferentes para incrementar la productividad agricola y
reducir la aplicacién de fungicidas sintéticos, desde enfoques efectivos y ecolégicamente
mas seguros. Ademas, es apremiante la busqueda de sustancias nuevas y mejores para
combatir agentes fitopatogénicos, pero cuyo desarrollo parta de un disefo racional de sus
estructuras y mecanismos de accion, lo que precisa de un intimo conocimiento de la
bioquimica de la planta y su interaccion con el patdgeno. Grandes esfuerzos se han
realizado en el hallazgo de nuevas sustancias con actividad biolégica que ayuden a
combatir enfermedades en los cultivos, pero sin efectos nocivos; también se ha
incursionado en el uso de plantas modificadas genéticamente resistentes a enfermedades.
Uno de los enfoques que actualmente se viene explorando involucra la induccion de los
mecanismos de defensa innatos que tienen las plantas contra patégenos, entre los que se
incluyen la produccion de sustancias fungitoxicas llamadas fitoalexinas. Se considera que
las fitoalexinas ofrecen un excelente modelo estructural y bioquimico para el desarrollo de
nuevas alternativas de control de enfermedades. Por una parte, porque son sustancias que
han demostrado poseer actividad antibiética in vitro y, ademas, parecen biosintetizarse de
una manera diferencial en variedades y especies resistentes y susceptibles a

microorganismos patogénicos.

El andlisis de la generacion de las fitoalexinas en condiciones normales, asi como

elicitando su produccion, podria generar informacion bioquimica acerca del punto en el
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cual se regula su produccion, lo que plantea varias expectativas. De un lado aplicar en la
planta esas sustancias cuya produccioén estd reprimida, o mejor aun, aplicar analogos
estructurales antibiéticamente mas potentes que las fitoalexinas originales y obtenidos por

métodos sintéticos.

Otra alternativa, en la cual se basa la presente Tesis, es la factibilidad de aplicar elicitores
(sustancias que activan los mecanismos de defensa de las plantas) para que de-repriman
las enzimas que estan trabajando deficientemente, y preparen la planta para una posterior
infeccion (Thakur & Sohal, 2013). La ventaja de los elicitores sobre los fungicidas sintéticos
actuales es que su mecanismo de accién es no-biocida; simplemente estimulan los
mecanismos de defensa de la planta, lo que los hace mas amigables con el medio
ambiente. Recientemente se ha reportado el aislamiento de una fitotoxina de medios de
cultivo de Pseudomonas syringae pv. atropurpurea, llamada coronatina. Este compuesto
es un conjugado del acido coronafacico y un aminoacido raro llamado acido coronamico.
Actualmente hay un gran interés en la coronatina, la cual exhibe varias actividades
biolégicas similares o incluso superiores a las presentadas por potentes elicitores como el
acido jasmoénico, el acido salicilico y el acido nicotinico, en algunos sistemas evaluados.
Desafortunadamente, la estructura de la coronatina es compleja (posee varios centros
quirales) y presenta grandes retos en su produccion. A la fecha, las aproximaciones
sintéticas han resultado poco eficientes debido a la produccién de diferentes
estereoisbmeros, requiriéndose procesos de separacidén que son poco efectivos (Schiler
et al., 2004).

Para evitar estas dificultades, diferentes autores han evaluado compuestos relacionados
estructuralmente, pero carentes de carbonos quirales. Estas estructuras planas han
mostrado actividad biolégica de érdenes cercanos a la coronatina (Schuler et al., 2001;
Schiler et al., 2004; Svoboda & Boland, 2010; Lauchli et al., 2002; Hu et al., 2005). Una
simplificacion de la estructura de la coronatina en la que se eliminan los carbonos quirales
y se modifica el aminoacido raro (acido coronamico) ha conducido a la preparacion de un
“‘imitador”. Este imitador, llamado coronalona, es un conjugado 6-etilindanoil isoleucina que
posee mayores facilidades sintéticas y consecuentemente mejores perspectivas de
aplicacién en campo que la coronatina.

De otro lado, el frijol constituye uno de los productos agricolas de mayor importancia en la

economia de nuestro pais, debido a su papel en la generacién de ingresos y empleo rural.
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Adicionalmente el frijol es un producto basico de la dieta alimenticia, por su alto contenido
de proteinas y elementos minerales esenciales (Arias-Restrepo et al., 2007).
Infortunadamente, la produccién de frijol en el pais esta limitada por la alta incidencia de
plagas y enfermedades, especialmente aquellas ocasionadas por hongos, lo que se agrava
por el uso generalizado de variedades susceptibles. La enfermedad mas importante del
frijol en Colombia y Antioquia, por su amplia distribucién y las pérdidas que ocasiona, es

la Antracnosis.

La antracnosis, causada por el hongo Colletotrichum lindemuthianum, es una enfermedad
que puede causar pérdidas hasta del 100% cuando se siembra semilla severamente
afectada. Los sintomas producidos por la infeccién pueden aparecer en cualquier parte de
la planta, afectando en mayor medida en la época de floracién y produccion de vainas
(Durango, 2013). Tradicionalmente, la enfermedad se controla con el uso de fungicidas,
algunos de los cuales tienen efectos nocivos sobre la salud humana y el medio ambiente

por su baja selectividad, y una limitada eficacia contra la enfermedad.

En el presente trabajo se preparard el acido 1-indanona-4-carboxilico, un nucleo
relacionado estructuralmente con el &cido coronafacico, presente en la coronatina. A partir
de éste se sintetizaran derivados, como por ejemplo conjugados con aminoacidos (por
ejemplo, L-valina metil éster, L-Leucina metil éster, L-isoleucina metil éster, etc.), amidas,
ésteres, entre otros. Estos elicitores potenciales seran evaluados sobre tejidos de plantulas
de frijol, analizando el efecto de la concentracién del elicitor y el tiempo post-induccién en
la acumulacion de las fitoalexinas. Finalmente, se evaluard la fitotoxicidad del elicitor mas
activo en plantulas de frijol y la actividad antifangica contra C. lindemuthianum del extracto

proveniente de las plantulas tratadas con dicho elicitor.






Objetivos

Objetivos

Objetivo General

Preparar derivados del &cido 1-indanona-4-carboxilico y evaluar el efecto de su aplicacion

en variedades de frijol sobre la induccién de fitoalexinas isoflavonoide, fitotoxicidad y

actividad antifangica de sus extractos.

Objetivos Especificos

R/
0'0

0
0’0

0
0’0

Sintetizar el acido 1-indanona-4-carboxilico a partir del acido 2-carboxicinamico
mediante reacciones de hidrogenacién y acilacién intramolecular de Friedel-Crafts.
Preparar derivados del 4cido 1-indanona-4-carboxilico, mediante reacciones en la
posicién 4 del grupo indanoilo para la preparaciéon de amidas y esteres, y en la
posicion 1 a través de reacciones de reduccion del grupo carbonilo y formacién de
iminas y en la posicion 2 con la obtencion de bencilidenos.

Desarrollar un método de analisis de las fitoalexinas de frijol por cromatografia
liquida de alta eficiencia.

Evaluar el potencial elicitor de fitoalexinas en plantulas de frijol de los derivados
preparados, analizando el efecto de la concentracion del elicitor, el tiempo post-
induccion y el tejido expuesto.

Evaluar la fitotoxicidad sobre plantulas de frijol del derivado con mayor actividad
elicitora y la actividad antifingica del extracto de plantulas tratadas con dicho
elicitor, contra el hongo Colletotrichum lindemuthianum.

Correlacionar cualitativamente la estructura del derivado y el efector inductor de

fitoalexinas.






1.Marco tedrico y estado del arte

1.1  El cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) y su importancia econémica

El frijol comun es una de las leguminosas mas importantes en el mundo (Camara de
Comerico de Bogota, 2015); es la segunda fuente de proteina en Africa Oriental y
Meridional, y la cuarta en América tropical, donde fue domesticado este cultivo (Zizumbo
& Colunga, 2017). La produccién promedio mundial en el afio 2017 fue de 31.4 millones
de toneladas (Minagricultura, 2019). De esta produccién, correspondieron a América latina
y el Caribe el 30.06%.

En Colombia, el frijol es la leguminosa de grano mas importante por su volumen de
produccién, valor alimenticio, generacion de empleo y amplia aceptacion en la dieta
popular, con 4.25 kg de consumo por persona al afio (Arias & Guzman, 2004). En Colombia
se sembraron un total de 92.476 hectareas de frijol en 2018, con una produccién de
113.887 toneladas y un rendimiento promedio de 1.23 toneladas por hectarea
(Minagricultura, 2019). Del area sembrada de frijol, el 65% correspondio al frijol voluble,
cuya siembra se lleva a cabo en las zonas de clima frio y frio moderado; el otro 35% esta

determinado por el frijol arbustivo que se siembra en clima medio (Agrosavia, 2018).

Para la zona Andina, el cultivo de frijol reviste especial importancia, ya que ademas de ser
un producto basico en la canasta familiar de los habitantes de esta region del pais, es un gran
generador de empleo y, presenta niveles de rentabilidad altos por mantener precios estables
durante todo el afo. En el departamento de Antioquia se siembran (por parte de 30.000
familias) mas de 14.000 ha/afio de frijol con una produccién de mas de 20.000 toneladas;
siendo las zonas mas productoras los Altiplanos del Oriente y Norte, y la region Occidente
(Fenalce, 2018). Asi, Antioguia se constituye en uno de los primeros productores de frijol

en Colombia con los tipos Radical y Cargamanto (Minagricultura, 2018).

El frijol comUn aparece en el pais como una de las principales fuentes de proteinas, asi
como por formar parte importante de los habitos alimenticios de la poblacion. Su
importancia alimenticia, entre otros, se debe al menor costo de su proteina en relacion con

la proteina de origen animal (Quintana & Torres, 2016) .
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isoflavonoide, fitotoxicidad y actividad antifingica de sus extractos.

1.2 Enfermedades que afectan el cultivo de frijol

Colombia, a pesar de ser un pais con variabilidad genética en frijol, con cultura de
produccién y adaptacién del cultivo a variados ambientes, presenta una reduccion y déficit
en la oferta para suplir el mercado interno; por esta razén tiene que realizar importaciones
para poder cubrir la demanda nacional (Fenalce, 2017). Una de las causas principales que
ha llevado a la reduccién del area cultivada y la disminucion en la produccion, es la

ocurrencia de enfermedades.

El frijol coman como todo cultivo depende para su 0ptimo desarrollo de la disponibilidad de
nutrientes y agua, y del mantenimiento de factores ambientales adecuados (Arias & Guzman,
2001). Este cultivo es notoriamente susceptible a muchos factores adversos que pueden
disminuir considerablemente su productividad. Sin embargo, en muchas zonas frijoleras del
mundo, son las enfermedades el factor mas importante responsable de los rendimientos bajos
del cultivo; se han reportado centenares de agentes que causan enfermedades en el frijol,
pero no todos tienen la misma distribucion geografica o importancia economica (Figura 1-1).
Asi, para que una enfermedad ocurra y se desarrolle, es necesario un hospedero o una
variedad susceptible, la presencia del patégeno, y las condiciones ambientales favorables

para el desarrollo de la enfermedad.

Las enfermedades mas importantes del frijol son aquellas causadas por hongos, bacterias
y virus, las cuales interfieren en la fabricacion, translocacion y utilizacion de nutrientes
minerales y agua, y como resultado reducen la productividad del frijol. Por su amplia
distribucion e importancia econémica, las enfermedades (y los organismos que la causan)

mas importantes en Colombia son:

e Enfermedades fungicas: Antracnosis (Colletotrichum lindemuthianum), Roya
(Uromyces phaseoli), Mustia hilachosa (Rhizoctonia solani), Amarillamiento
(Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli), Pudriciones radicales causadas por un
complejo de hongos tales como la pudricién radical por Rhizoctonia (Rhizoctonia
solani), la pudricién radical por Fusarium (Fusarium solani f. sp. Phaseol), y la

pudricion radical por Phytium.

e Enfermedades virales: Virus del Mosaico comun y del Mosaico dorado.
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¢ Enfermedades bacterianas: Bacteriosis comin (Xanthomonas campestris pv.

phaseoli) y el Afiublo de halo (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola).

Figura 1-1. Enfermedades y plagas del frijol (IICA, 2008) (CIAT, 2016)

En general, los genotipos regionales de gran aceptacién comercial como el Cargamanto,

son altamente susceptibles a enfermedades endémicas como la antracnosis.

1.3. Antracnosis y control de la enfermedad

De las enfermedades fangicas que afectan el cultivo de frijol comin en Colombia, la
antracnosis (causada por C. lindemuthianum) es la mas frecuente; puede ocasionar
pérdidas econ6micas que oscilan entre 50 y 100%, si las condiciones ambientales son
favorables para su desarrollo (Tamayo & Londofio, 2001). Los sintomas de la enfermedad
se presentan en diferentes partes de la planta: tallos, peciolos, hojas, vainas y semillas
(Araya & Hernandez, 2008) (Figura 1-2). En los tallos y ramas, las lesiones son
generalmente ovaladas, deprimidas y de coloracion oscura. Los sintomas en las vainas
aparecen como pequefias manchas o lesiones redondas de color rojo-parpura.
Particularmente, el ataque en vainas causa reducciones entre 20 y 30% del rendimiento.
En semillas, esta enfermedad es la principal causa de rechazo de lotes. En ataques
tempranos la vaina se tuerce y no produce granos, generando pérdidas econdmicas

importantes.
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Figura 1-2. sintomas de Antracnosis en Frijol (IICA, 2008) (CIAT, 2016)

El combate de esta enfermedad se torna dificil por la diversidad de mecanismos
genéticos de sobrevivencia y adaptacion con que cuenta el agente causal (Pastor-Corrales
et al.,, 1993), asi como por la presencia constante de condiciones favorables para la
infeccion y la utilizacion de variedades susceptibles. En Colombia, el combate por
resistencia varietal, rotacion de cultivos y uso de semilla sana, son practicas poco utilizadas
por la mayoria de los pequefios agricultores, especialmente aquellos con escasos recursos
econdémicos. En estos casos, la aplicacion de sustancias sintéticas biocidas es el método

de control de la enfermedad mas usado.

1.3.1. Control quimico

En el caso de la antracnosis, la aplicaciéon de fungicidas sintéticos (Figura 1-3) de baja
especificidad resulta ser uno de los métodos de combate mas utilizados, por sus resultados
a corto plazo; empleandose principalmente Benomil (1.1), Carbendazim (1.2), y Carboxin
(1.3), en el tratamiento de la semilla. En ataques intermedios, se emplean los fungicidas
Azoxistrobina (1.4), Propiconazol (1.5), Tebuconazol (1.6), y Tiofanato metilico (1.7) antes
de la floracién y durante la formacién de vainas. Ataques muy tempranos, sin embargo,
limitan la eficiencia de los fungicidas. Infortunadamente, el productor de frijol tratando de
mantener la calidad del producto, utiliza un nimero muy alto de aplicaciones quimicas, a
veces mas de 7 en un cultivo de 70 dias (Mena & Velasquez, 2010), lo que desencadena

graves problemas.
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Figura 1-3. Fungicidas mas empleados en Colombia para el control de la antracnosis en

frijol

La aplicacion extensiva y sin control adecuado de este tipo de sustancias biocidas con
baja especificidad ha provocado efectos adversos tanto en el ecosistema como en la salud
humana; incluyendo tanto a las personas que trabajan en el cultivo como a las que
consumen el producto final (Pérez et al., 2012). Ademas, se ha originado una resistencia
por parte del patégeno a los fungicidas actuales, como se ha verificado con C.
lindemuthianum (Ghini & Kimati, 2000; Maringoni & Barros, 2002; Sartorato, 2006), lo que
representa un impacto econémico y ambiental negativo considerable. Por ejemplo, se ha
reportado una baja sensibilidad de aislados de C. lindemuthianum al Tiofanato metilico
(Ghini & Kimati, 2000) y resistencia a los benzimidazoles (Maringoni & Barros, 2002), que
es debida posiblemente a la mutacion del gen a-tubulina; éste causa cambios en la
secuencia de bases y consecuentemente en la sintesis de aminoacidos, principalmente en

los codones 198 o0 200 (Dekker & Georgopoulos, 1982; McKay et al., 1998).



8 Sintesis de derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico y evaluacién de su aplicacién en variedades de frijol sobre la acumulacién de fitoalexinas

isoflavonoide, fitotoxicidad y actividad antifingica de sus extractos.

1.3.2. Resistencia varietal

Colombia posee una gran riqueza en cuanto a materiales genéticos. Aprovechando la
gran diversidad genética existente, se han realizado en el pais numerosas investigaciones
para mejorar las variedades con caracteristicas deseables en cuanto a adaptacion al
medio, rendimiento, resistencia o tolerancia a enfermedades, y tomando ademas en cuenta
el tipo de grano, de acuerdo con las preferencias que se han identificado en cada region.
En el pais se han adelantado programas para el mejoramiento del frijol, principalmente por
entidades como el ICA, CORPOICA y el CIAT, obteniéndose variedades resistentes a la
antracnosis del tipo cargamanto como ICA Viboral, Diacol Catio, ICA-Llanogrande,
Frijolica LS3.3 y CORPOICA LAS 106 (Santana et al., 2004). A pesar de estos avances,
se ha observado que esta resistencia no es estable y en muchas ocasiones las variedades
resultan resistentes a unas razas del patégeno, pero a otras no; ademas hay diferencias
en los resultados de acuerdo con las condiciones climaticas, localidad o afio (Pastor-
Corrales et al., 1993). Los anteriores cambios se pueden explicar debido a las mutaciones
0 migraciones de las razas del patdgeno (Santana et al.,, 2004). Por lo anterior, los
programas de fitomejoramiento en frijol demandan métodos de deteccién de las
variedades resistentes a la enfermedad que sean rapidos y confiables, dado que los
procesos de hibridacién y evaluacion de resistencia en campo consumen demasiado

tiempo, en el cual la resistencia va decreciendo.

Es asi como la creciente resistencia de los microorganismos a los fungicidas sintéticos,
el costo progresivo que exige la aplicaciébn de dosis mayores y mas constantes en el
campo, los peligros que representan para el medio ambiente e incluso para el hombre la
acumulacion y el uso de sustancias con baja especificidad, y los problemas de estabilidad
de la resistencia a la antracnosis en variedades mejoradas, han estimulado la busqueda
de métodos de control diferentes, novedosos y de bajo riesgo. Una de las alternativas que
ha llamado mas la atencion en los Gltimos tiempos, es aquella que se fundamenta en los
mecanismos de control innatos que poseen las plantas para defenderse contra patbgenos

potenciales.

Variedades como ICA Cerinza y Uribe rosado se encuentran clasificadas como clases
radical y rosados, con una participacion en area sembrada del 13 % y el 5 %
respectivamente. En primer lugar, la variedad de frijol ICA Cerinza es de tipo arbustivo y
se cultiva en zonas de clima frio y frio moderado, principalmente en los departamentos de

Boyacd y Santander. Esta variedad es una de las mas productivas del clima frio, ademas,
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es tolerante a las enfermedades mas comunes en la regibn como roya, antracnosis,
mancha de la hoja y pudricion de raiz; es asi como, al compararse con otras variedades,
tiene unos costos de produccion inferiores y tiene mayor rendimiento en su produccién
(Fenalce, 2004; Checa et al.,, 2009). Mientras la Variedad Uribe Rosado es de tipo
arbustivo, es una variedad criolla y susceptible a enfermedades como la antracnosis; sin
embargo, es cultivada debido a su versatilidad y preferencia en los mercados. Se cultiva
en climas moderados, en monocultivos o asociado con otros cultivos como café y platano,

por lo cual es muy cultivado en la zona cafetera del pais (Cano, 2016).

1.4. Mecanismos de defensa y elicitores, como alternativa de control de
enfermedades en plantas

Las plantas para defenderse de los factores que perturban su metabolismo, tales como

el atague de una gran cantidad de microorganismos, producen una serie de sustancias

para preservar su bioquimica normal o activar sus niveles de defensa y, por ejemplo,

detener patdégenos microbianos potenciales. Estas sustancias incluyen moléculas

estructural y funcionalmente muy diferentes, tales como las provenientes del metabolismo

primario y otras sustancias mas clasicas del metabolismo secundario.

Es decir que antes que una lesion fungica se desarrolle exitosamente, un numero de
eventos tienen que ocurrir en una secuencia determinada. Asi, la espora tiene que llegar
a la superficie de la hoja y en un sitio donde el ambiente fisiologico sea favorable para su
germinacion; el tubo germinativo resultante tiene que penetrar la hoja y establecer la nueva
infeccién por crecimiento interno dentro de la planta huésped susceptible; es entonces
cuando los sintomas de la enfermedad se hacen evidentes y son seguidos por una

reproduccion posterior del patdgeno.

La planta, sin embargo, puede resistir el ataque del patégeno proporcionando una
barrera mecéanica en la superficie de la hoja, para que la penetracion no ocurra, o
generando sustancias quimicas antimicrobianas rapidamente y alrededor del sitio de la
penetracién, para que el hongo no se pueda establecer apropiadamente dentro de los
tejidos del huésped. Las barreras mecanicas incluyen la capa de cuticula, la cual es a su
vez de naturaleza quimica, la presencia de vellosidades, el desarrollo de revestimientos de
cera, y la disminucién del tamafio de los estomas. Sumado a estas barreras mecéanicas,
aparecen barreras quimicas mucho mas especificas; sustancias quimicas que contribuyen

a la modificacion de las paredes celulares del huésped, la produccién de taninos y
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melaninas, o la produccién de antibidticos para la defensa. A continuacién, se describen

con mas detalle estas barreras:

La primera barrera quimica se presenta cuando las paredes celulares de la planta son
recubiertas con una serie de polimeros altamente resistentes de cutina, suberina, callosa,
celulosa, lignina, proteinas estructurales, etc., que actian como barreras fisicas y quimicas
para la germinacion y penetracion de los hongos en las hojas (Diener & Ausubel, 2005).
La deposicién masiva de estos polimeros y el incremento en el espesor de las paredes se
encuentran asociados con la resistencia en algunos sistemas huésped-parasito. Este tipo
de polimeros, sin embargo, pueden ser hidrolizados efectivamente por algunas enzimas

fangicas.

Ademas, las plantas producen enzimas liticas, inhibidores de enzimas proteasas y de
virus, y una gran variedad de productos naturales que pueden actuar como antibiéticos en
la resistencia a patdégenos. Las enzimas liticas producidas por las plantas (B-1,3-
glucanasas y quitinasas) disuelven las paredes celulares flingicas, y se ha encontrado que
su actividad se incrementa rapidamente y a niveles superiores en las plantas de melon
resistentes que en las susceptibles, en respuesta a Fusarium oxysporum (Chisholm et al.,
2006). Adicionalmente las plantas generan cientos de metabolitos secundarios, muchos de
los cuales son caracteristicos de grupos taxonomicos especificos y son téxicos a las
plagas. Asi, la planta puede sintetizar un agente antimicrobiano especial, el cual es
entonces secretado para prevenir la germinacion de la espora o su habilidad para proliferar
y penetrar la superficie de la hoja. Estos antibidticos constitutivos son denominados
compuestos antifingicos preformados (6 fitoanticipinas), y pueden ser sintetizados
completamente y almacenados en depdsitos estratégicamente ubicados cuya funcion es
prevenir la colonizacion de los tejidos (Jones & Dangl, 2006). Estas toxinas pueden ser
sintetizadas como parte del metabolismo normal de la planta, permanecer almacenadas
en las células como precursores inactivos (frecuentemente como glicésidos), y ser
rapidamente convertidas en antibiéticos biolégicamente activos por enzimas de la planta

en respuesta al ataque del patégeno.

Estos mecanismos de defensa preformados son indudablemente importantes en la
limitacion del desarrollo del patégeno; sin embargo, para el fracaso de la infeccion, las
reacciones bioquimicas dindmicas activadas por la penetracion del hongo son

probablemente las mas significativas. Estas defensas celulares inducidas, se han
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denominado mecanismos de defensa inducidos, debido a que son una respuesta a un
patégeno invasor. La respuesta mas importante a la invasion es la produccion de toxinas
gue matan al patégeno o al menos inhiben su desarrollo en los tejidos del huésped. Esta
respuesta a la penetracién fangica involucra la sintesis rapida de novo de fungitoxinas,
usando materiales de partida disponibles en los tejidos del huésped. En esta respuesta, el
patdégeno produce o induce la acumulacion en el huésped de una molécula elicitora, la cual
estimula la sintesis de una serie de enzimas especificas, que catalizan la produccién de
las fungitéxinas (Medzhitov, 2007). Esta serie de eventos es conocida como la respuesta

fitoalexinica y a este tipo de moléculas fungitéxicas, fitoalexinas.

1.5. Fitoalexinas producidas en el frijol (P. vulgaris L.)

1.5.1. Definiciéon de fitoalexinas

Las fitoalexinas se han definido como sustancias antimicrobianas de bajo peso
molecular que se producen en las plantas como consecuencia del ataque de
microorganismos. Esta definicién tiene algunos puntos polémicos, ya que no todas las
fitoalexinas tienen la actividad biolégica que se les atribuye y, ademas, no son los
microorganismos los Unicos agentes inductores de su producciéon. En un sentido amplio se
catalogan como metabolitos de estrés; actualmente se conocen més de trescientas
fitoalexinas, que generalmente se producen en cantidades del orden de microgramos y
como una compleja mezcla de sustancias quimicamente relacionadas. Es posible hallarlas
en plantas sanas en concentraciones muy pequefias, pero dicha concentracion se
incrementa dramaticamente ante un elicitor adecuado. El estudio de este tipo de
compuestos comenz6 en 1940 cuando los investigadores alemanes Muller y Borger
determinaron que la exposicion de rodajas de papa a una raza avirulenta del hongo
Phytophthora infestans originaba resistencia en esta misma rodaja, al crecimiento de una

raza virulenta del mismo hongo (Astrid & Ardila, 2011).

El modo de accion antimicrobiano de las fitoalexinas no se ha aclarado por completo.
Su toxicidad no es selectiva y la afinidad quimica de muchas fitoalexinas por los lipidos
sugiere que estos metabolitos se acumulan en las membranas celulares. Se ha sugerido
gue algunas fitoalexinas, como la phaseollina y kievitona, perturban la membrana y afectan
algunos procesos necesarios para la funcion de la membrana (VanEtten & Bateman, 1971;

Singh & Chandrawat, 2017). También se ha demostrado en pruebas in vivo e in vitro que
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concentraciones del orden de microgramos bastan para obtener resultados satisfactorios
en la erradicacion de hongos, mediante la inhibicién del crecimiento (Jeandet, 2015).
Inclusive estas concentraciones bastan para dar proteccion durante periodos de tiempo
relativamente largos (Jeandet, 2015).

Puesto que las fitoalexinas tienen la capacidad de inhibir el crecimiento y/o la
germinacion de esporas de microorganismos, una consecuencia légica seria su utilizacion
para proteger las plantas contra enfermedades, haciendo uso de su potencial antibiético
directo. No obstante, y si bien inicialmente se podrian obtener buenos resultados en la
proteccion de cosechas con su aplicacion, es de esperarse que también se genere a
mediano plazo una resistencia microbiana, especialmente por la capacidad del patégeno
para metabolizar las fitoalexinas a sustancias inocuas (Pedras & Ahiahonu, 2005). Otra
perspectiva que ha llamado la atencion es la de usar la estructura de las fitoalexinas como
plantilla 0 modelo para sintetizar analogos mas activos mediante modelacion molecular.
Esta posible aplicacion de las fitoalexinas es similar a la metodologia actual de busqueda
y desarrollo de los fungicidas. Sin embargo, tiene dos ventajas: de un lado porque se parte
de una estructura bioquimicamente involucrada en la relacién planta-patégeno, y de otro
lado porque hay una accién mas especifica. Finalmente, dado que existe una intima
relacion entre la resistencia a patdégenos y la habilidad de una planta para producir
fitoalexinas, es posible seleccionar nuevos clones o variedades resistentes a
enfermedades fundamentados en la capacidad de un érgano de la planta para responder
a un estimulo que induzca la produccién de fitoalexinas; lo cual seria altamente deseable

en los programas de fitomejoramiento.

1.5.2. Fitoalexinas de frijol

El frijol comin produce un gran ndmero de compuestos cuando esta sometido a
condiciones de estrés, tales como una infeccion por ciertos hongos, bacterias y virus, y el
tratamiento con varias sustancias quimicas (elicitores). Perrin & Cruickshank (1969) aislaron
e identificaron el pterocarpano phaseollina (1.8) como el primer isoflavonoide antifungico
formado post-infeccién en las cavidades de las vainas de frijol inoculadas con un hongo
no patogénico, M. fructicola; se considera que este compuesto tiene un papel principal en
la defensa de la planta huésped (Garcia & Perez, 2003). Posteriormente se aislaron varios
compuestos relacionados con este pterocarpano, en tejidos inoculados con diversos

hongos, bacterias y virus: phaseollidina (1.9), kievitona (1.10), phaseollinisoflavano (1.11),
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y coumestrol (1.12), ademas de sus precursores biosintéticos daidzeina (1.13), genisteina
(1.14), 2’-hidroxigenisteina (1.15) y dalbergioidina (1.16) (Figura 1-4). Rahe et al. han
reportado manchas en los hipocotilos de variedades resistentes entre 60-72 horas después
de la inoculacién con Colletotrichum lindemuthianum. Ademas, la concentracién de
phaseollina en los tejidos fue mucho mayor en las variedades resistentes que en las
susceptibles inoculadas con el hongo fitopatégeno (Brooks & Watson, 1985). De otro lado,
varias rizobacterias también inducen fitolaexinas en frijol, especialmente kievitona en dosis
de 83.0-333.0 ug/g de tejido fresco (Grayer & Harborne, 1994). Por su parte, el coumestrol y
la genisteina se encuentran presentes de forma natural en algunas leguminosas, sin
embargo, su concentracion se incrementa significativamente en plantulas de frijol sometidas
a una infeccion. Estos compuestos, excepto el coumestrol, poseen una alta actividad
antifungica; ademas el phaseollinisoflavano y la kievitona han mostrado actividad bactericida
en estudios preliminares in vitro (Gnanamanickam & Mansfield, 1981). Estas udltimas sin
embargo, son metabolizadas rdpidamente por el hongo Fusarium solani f. sp. phaseoli
(Hammerschmidt & Schultz, 1996). Al parecer, existe una clara asociacién entre la
virulencia de Fusarium contra frijol y la produccion de enzimas metabolizantes; de otro
lado, la capacidad metabolizante de la kievitona es muy importante durante las primeras
etapas de colonizacién de la planta por el patbgeno (Smith et al., 1982). También se ha
reportado el metabolismo de phaseollina por patdégenos y no patégenos (Kistler &
VanEtten, 1981). Se ha demostrado que existe una clara asociacion entre los niveles de
produccion de fitoalexinas y la resistencia a patégenos en las variedades de frijol
norteamericanas y europeas (Brooks & Watson, 1985). La amplia diversidad estructural de
las fitoalexinas de frijol (isoflavonas, isoflavanonas, isoflavanos, pterocarpanos,
coumestanos) puede dificultar los procesos de resistencia desarrollados por los
microrganismos. Ademas, las fitoalexinas de frijol pueden tener un mecanismo de accion

diversificado o presentar un efecto sinergista con la asociacion de varias fitoalexinas.

Las principales variables que afectan la produccion de las fitoalexinas estan dadas por,
la variedad de frijol, observandose mayor acumulacién en variedades resistentes (Morrisey
& Osbourn, 1999); el tejido expuesto, se han reportado cambios en los compuestos
mayoritarios en hipocotilos y cotiledones (Whitehead et al., 1982); el inductor, el cual puede
ser del tipo bidtico o abidtico, en el caso de los inductores de tipo biéticos se han realizado
estudios con diferentes hongos fitopatdgenos, donde compuestos de la pared celular de

estos hongos activan la respuesta (Cline, et al., 1978; Garcia-Arenal et al.,1978);
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finalmente, el tiempo post-induccién, genera la aparicion de diferentes fitoalexinas en
concentraciones variables (Soriano-Richards et al., 1998). En la presente tesis se evalué
la produccion de fitoalexinas isoflavonoide en dos variedades de frijol con diferente
comportamiento fitopatologico (Var. Uribe rosado e ICA Cerinza, susceptible y tolerante a
la antracnosis respectivamente), en varios tejidos (hipocotilo/raiz, vainas), y se analizo el
efecto del tiempo post-induccion (24, 48, 72, y 96 horas). Adicionalmente, se evallo la
capacidad y mecanismo de detoxificacion de la phaseollina (1.8) con el hongo fitopatégeno

C. lindemuthianum.

La activacion de la defensa en plantas supone la existencia de mecanismos de
reconocimiento mediante los cuales la planta determina la presencia del patégeno. Ciertas

sustancias (elicitores) son capaces de actuar como activadores de la defensa.

1.5.3. Elicitores como estrategia de proteccion de cultivos

Los elicitores se han clasificado en dos grupos: biodticos y abioéticos, para describir
respectivamente, inductores que son de origen biolégico o quimico-fisico. Los inductores
biéticos corresponden a hongos, bacterias, virus y nematodos. También se clasifican en
este grupo las moléculas derivadas de los patdgenos. Los elicitores abiéticos se subdividen
en quimicos y fisicos; entre los primeros estan algunas sustancias estructuralmente muy
diversas tales como carbohidratos, salicilatos, jasmonatos, benzoatos, sales de metales
pesados, etileno, acido abscisico, entre otros. Estas sustancias probablemente actidan en
formas diferentes en cada caso, sin embargo, el resultado es un notable cambio en el
metabolismo de la planta que ha sido expuesta. Por su parte los elicitores abibéticos fisicos

incluyen la luz ultravioleta, los cortes y el congelamiento del material vegetal.

Las plantas han desarrollado mecanismos de defensa pasivos y activos; en primer lugar,
el mecanismo de defensa pasivo hace referencia a las barreras fisico-quimicas
preexistentes (preformadas) en las plantas. Mientras el mecanismo de defensa activo, se
refiere al mecanismo de resistencia sistémico, el cual se genera cuando la planta logra
detectar que esta sufriendo un ataque por un patdgeno u otros. Lo anterior permite que la
planta detecte elicitores, como compuestos desprendidos del patégeno (o incluso de las
células de la planta), a través de receptores, y de aviso del ataque a otras células
adyacentes mediante nuevas sefiales quimicas (mensajeros secundarios) que
desencadenan el proceso de resistencia generando metabolitos secundarios claves (Dotor

& Cabezas, 2014; Camarena-Gutierrez, 2002). Se han encontrado sefales de ataque
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(Figura 1-5), que la planta produce endégenamente como jasmonatos (como el metil
jasmonato, 1.17; acido jasmoénico, 1.18; y jasmonoil-L-isoleucina, 1.19) u octadecanoides
(derivados del acido graso octadecanoide, acido a-linolenico), acido salicilico (1.20), acido
benzoico (1.21), acido nicotinico y otros similares. Estos compuestos juegan un papel muy
importante en el mecanismo de respuestas defensiva de la planta, al jugar un papel clave
en el reconocimiento del ataque y la posterior organizacion de la defensa y contraataque
(Bektas & Eulgem, 2015).

"'o"‘w 7 e, .-'F , i T 0
Ry \“*”' HT “ﬂ HO T B0 s
xf;h“]]/ H“HJ:"' j I\Hf’{:[:“alr’" - mj
3] - Ia:__—-"’_ '\-\.\,H_:_-"-f_ ~OH aH e HJ:J.-_.-"_ _—
H-:H2:H3:H [13} [1E|-
R. = OH: Ry = Ry = H: {14)
R.=Rs= OH R, =H (15)

Figura 1-4. Fitoalexinas de frijol

Adicionalmente, en el caso de la aplicaciébn exdégena de jasmonatos se genera la
acumulaciéon de metabolitos secundarios y acido jasmoénico enddégeno, permitiendo la

resistencia a patdgenos en gran variedad de cultivos. Por otro lado, el acido salicilico,
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participa activamente en el reconocimiento y activacion de genes que codifican la
producciéon de enzimas (proteinas relacionadas con la patogénesis 6 PR) que atacan a los
patégenos y activan la respuesta sistémica de la planta (Rangel-Sanchez et al., 2010). A
pesar de la actividad elicitora del acido salicilico estudios han mostrado efectos fitotéxicos
en plantulas de frijol a altas concentraciones, por lo cual es necesario evaluar los efectos

fitotéxicos de los derivados preparados del acido 1-indanona-4-carboxilico (Pancheva et
al., 1996).

Sin importar si son producidos por la planta o aplicados exégenamente, los elicitores
activan los mecanismos de defensa. Por lo cual, se ha intentado imitar este
comportamiento con elicitores sintéticos que se relacionen estructuralmente con los
jasmonatos y los salicilatos (Littleson et al., 2018). En este mismo sentido, uno de los
compuestos mas promisorios es la coronatina (1.22), que ha mostrado mayor actividad
como elicitor que referentes como el acido jasmonico, el acido salicilico y el etileno. La

coronatina se ha aislado de medios de cultivo de Pseudomonas syringae pv. atropurpurea
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Figura 1-5. Sefales quimicas en plantas.

(Figura 1-6). Estructuralmente, la coronatina es un conjugado del 4cido coronafacico y un

aminoécido raro llamado acido coronamico. Varios patovares de Pseudomonas syringae
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(pv. maculicola, pv. morsprunorum, pv. glycinea, y pv. tomato) y Xanthomonas campentris
pv. phormiicola también producen coronatina junto con analogos que poseen diferentes
aminoacidos (acido norcoronamico, L-isoleucina, L-alloisoleucina, y L-valina) (Littleson et
al., 2018). Recientemente, hay un gran interés en la coronatina, la cual exhibe varias
actividades biolégicas similares a las presentadas por el acido jasmoénico o incluso
superiores, en algunos sistemas evaluados. Mientras que el &cido coronafacico presenta
una actividad igual o ligeramente inferior (Koda et al., 1996). Por ejemplo, la coronatina
posee una actividad entre 100 a 10.000 veces mayor que el acido jasmoénico (Koda et al.,
1996). Se ha sugerido que la similitud estructural entre el acido jasmonico, la coronatina y
el &cido coronafacico, particularmente alrededor del anillo ciclopentanona, es responsable

por las semejanzas en la actividad biolégica (Littleson et al., 2018).

Aunque la coronatina es un potente elicitor, las propuestas sintéticas para su obtencion
son dificiles y poco practicas a gran escala (Mithéfer et al., 2004). Desafortunadamente, ni
la fermentacién de Pseudomonas ni las rutas sintéticas han representado aproximaciones
practicas satisfactorias para la obtencion en grandes cantidades de coronatina. Por lo
anterior, actualmente se buscan simplificaciones que permitan la produccion de un relativo

buen elicitor relacionado estructuralmente con la coronatina, pero de sintesis facil.

Recientemente, se ha sintetizado un “imitador” de la coronatina; un conjugado 6-etil
indanoil isoleucina (coronalona, 1.23) (Schuler et al., 2001). Este compuesto, que posee
mayores facilidades sintéticas que la coronatina y consecuentemente mejores
perspectivas de aplicacibn en campo, ha demostrado poseer una elevada actividad
bioldgica (aunque inferior a la del acido jasmonico y la coronatina) estimulando el
metabolismo secundario de las plantas (Schiler et al., 2004). Desafortunadamente, la
coronalona posee diferencias conformacionales notables con respecto a la coronatina, lo
gue reduce en gran medida su actividad. De esta manera, queda establecido que es
posible a partir del conocimiento de la bioquimica de la interaccién planta-patégeno
desarrollar sustancias con aplicacion agronémica potencial, que permitan reducir el uso de

fungicidas sintéticos deletéreos.
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Figura 1-6. Elicitores con mayor potencial.

El empleo de elicitores es una excelente alternativa para el control racional de patégenos,
puesto que actuarian de manera similar a una vacuna en mamiferos: induciendo altas
concentraciones de sustancias de defensa (fitoalexinas), de tal manera que cuando el
microorganismo se presenta, la planta ya tiene niveles elevados de estas defensas
guimicas. Una vez desaparece el riesgo de infeccién y termina la aplicacién del elicitor, la
planta restaura su bioquimica normal y los niveles de fitoalexinas descienden o
desaparecen. Este ultimo hecho es muy importante puesto que evita la presencia de
fitoalexinas que pueden ser riesgosas para la salud humana (estrogenizantes) o que
pueden cambiar las propiedades organolépticas de los vegetales. Se ha comprobado in
vitro e in vivo que varias sustancias protegen cultivos por un mecanismo de accién que no
es del tipo biocida sino que involucra la induccion de fitoalexinas, como es el caso del
Acylbenzolar (Fahri, 2011; Buonaurio et al., 2002). Estas sustancias actian de manera
analoga a los elicitores y se categorizan dentro de los llamados protectantes; son

importantes porque tienen un potencial ecotoxicolégico que es muy bajo o nulo.

Teniendo en cuenta lo anterior, mediante este trabajo se prepararon derivados del acido
1-indanona-4-carboxilico por permutacién de sustituyentes en la posicion 4, modificaciones
en el grupo carbonilo (C1), el carbono alfa al grupo carbonilo (C2) y en la posicién 6, con
el fin de evaluar su actividad elicitora en plantulas de frijol de dos variedades colombianas
de gran importancia alimentaria y econdmica. Estos estudios permitiran obtener

informacion preliminar sobre las relaciones estructura-actividad, evaluando las principales
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variables en el proceso de elicitacion como la concentracion del elicitor, el tejido expuesto
y el tiempo post-induccion, permitiendo incrementar los niveles de conocimiento de la
activacion de los mecanismos de defensa naturales para el disefio de sustancias no
biocidas en el control de enfermedades del cultivo, como la antracnosis. De la misma
manera permitird aportar informacion sobre el comportamiento fitopatolégico de dos
variedades colombianas de frijol, teniendo en cuenta la acumulacion de fitoalexinas.
Adicionalmente se evalud la fitotoxicidad del elicitor mas promisorio sobre las plantulas de
frijol de la variedad Uribe Rosado, observando su efecto sobre la produccion de clorofilas,
longitud y nimero de raices secundarias, longitud del tallo, germinaciéon de las semillas y

dureza del cotiledén.






2. Materiales y métodos

2.1. Métodos generales.

Para el proceso de separacion y purificacion se emple6é cromatografia de columna con
silica gel 60 (0.040-0.063 mm, Merk) y/o Sephadex LH20. Ademas, el seguimiento de los
derivados de sintesis se realizé por medio de cromatografia de capa fina (TLC) en
cromatoplacas de aluminio con fase estacionaria de silica gel (Si 60 F2s4, 0,25 mm, Merck),
empleando mezclas diferentes de n-hexano (n-hex)/Acetato de etilo (AcOEt) como fase
movil. Adicionalmente, la visualizacion de los derivados en las placas, en las etapas de
sintesis y purificacion, se realiz6 con radiacion UV (254 nm y 365 nm) (UVP UVGL-58) y
por aspersion con acido acético (AcOH)-acido sulfurico-agua (143:28:30, v/v), seguido de
calentamiento.

Por otro lado, la elucidacién estructural de los productos de sintesis se realiz
empleando métodos espectroscépicos de Resonancia Magnética Nuclear mono (*H-RMN,
B3C-RMN) y bidimensional (COSY, HMQC y HMBC) en un espectrémetro Bruker AMX 300.
Adicionalmente se utilizé cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en un
equipo HP1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) acoplado a un detector
selectivo de masas HP1100 equipado con una camara de espectrometria de masas con
ionizacion a presion atmosférica (API-ES), usando modo positivo. Las condiciones del
detector de masas se programaron como se describe a continuacion: voltaje capilar, 3 kV;
presién de nebulizacién, 60 psi; temperatura del gas secante, 350°C, flujo de gas de
secado, 12 L/min. Los espectros UV se tomaron en un equipo UV/VIS Spectrometer Perkin
Elmer Lamdba 35, y los espectros infrarrojo (IR) en un espectrofotometro Shimadzu Tracer
—100.

2.2. Sintesis de los derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico

2.2.1. Acido 2-Carboxi-hidrocinamico (2.1)

El &cido 2-carboxicinAmico (Alfa Aesar) se disolvié en acido acético y se adiciond 10% con
respecto a la masa inicial del reactivo de Pd/C (Sigma-Aldrich) como catalizador. La
solucion resultante se sometié a una atmésfera de hidrégeno durante 24 horas (Figura 2-

1). Pasado este tiempo se realiz6 work up con agua. Luego el Pd/C se removié por
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filtracion. El producto se recuperé por cristalizacion utilizando hielo. Ademas, se realizo
extraccién con diclorometano (DCM). La fase organica resultante se secé con sulfato de
sodio (Naz:S0O.) anhidro y el solvente se elimind a presiéon reducida. Se obtuvo como
producto de reaccion un sélido cristalino blanco con un rendimiento del 99%. Rf 0.46 [n-
hexano (n-hex):AcOEt, 7:3].

Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3200, 3008, 1704, 1691, 1217. *H RMN (CDCls, 300
MHz): 2.63 (2H, t,J = 7.5 Hz, H2’), 3.23 (2H, t, J = 7.5 Hz, HY’), 7.23-7.29 (2H, m, H4, H6),
7.39 (1H, t, J = 7.8 Hz, H5), 7.90 (1H, d, J = 7.8 Hz, H3). *C RMN (CDCls, 75 MHz): 29.7
(C1’), 35.6 (C2'), 126.3 (C4), 129.8 (C2), 130.9 (C5), 131.1 (C6), 132.1 (C3), 142.4 (C1),
174.2 (-COOH), 175.8 (C3’, -COOH).
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Figura 2-1. Obtencién del compuesto 2.1
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Figura 2-2. Espectro IR del compuesto 2.1
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2.2.2. Acido 1-indanona-4-carboxilico (2.2)

La sintesis del &cido 1-indanona-4-carboxilico se realizé de acuerdo con el método
propuesto por Huang et.al., 2012 con algunas modificaciones. EI compuesto 2.1 se calent6
en una plancha de calentamiento en un recipiente de vidrio plano; a continuaciéon, se
agregaron 2.5 equivalentes molares de cloruro de sodio (NaCl), y la mezcla se dej6 en
calentamiento durante 40 minutos a una temperatura de 250°C. Luego, se agregd 1
equivalente molar de tricloruro de aluminio (AICIs) anhidro, y se continué el calentamiento
durante 30 minutos; este proceso se repitid 2 veces mas. Posteriormente, se dejo enfriar
la mezcla resultante y se efectud el work up con agua-hielo. Ademas, se agregaron 20 mL
de una solucién de HCI al 10 % v/v. La mezcla resultante se extrajo con AcOEt, se seco
con Na;SO, anhidro y el solvente se elimind a presiéon reducida. La purificacion del
compuesto se realizé por cristalizacion con acetona y metanol. El compuesto de interés se
obtuvo como un solido amorfo amarillo palido con un rendimiento del 65% y un Rf 0.55 (n-
hex: AcOEt, 1:1). El compuesto revelo con una tonalidad amatrilla palida en TLC haciendo

uso del revelador universal, posterior a un leve calentamiento.

Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3150, 1714. *H RMN (CDCls, 300 MHz): 2.68 (2H, ddd,
J = 8.1 Hz, 6.0 Hz, 3.6 Hz, H2), 3.56 (2H, t, J = 6.0 Hz, H3), 7.48 (1H, t, J = 7.8 Hz, H6),
7.91 (1H,d, J = 7.8 Hz, H7), 8.31 (1H, d, J = 7.8 Hz, H5). *C RMN (CDCls, 75 MHz): 27.1
(C3), 35.9 (C2), 127.4 (C6), 127.5 (C7), 128.7 (C7a), 136.9 (C5), 137.9 (C4), 157.3 (C3a),
166.3 (-COOH), 208.1 (C1).

“] NaCl

AlCI,

Figura 2-3. Obtencién del compuesto 2.2
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Figura 2-4. Espectro IR del compuesto 2.2

2.2.3. Acoplamiento de aminoacidos (conjugados indanoil-aminoéacido; 2.3-2.6)

El compuesto 2.2 se disolvio en diclorometano; se adicionaron 1.5 equivalentes molares
de 1- hidroxibenzotriazol (Sigma-Aldrich) y 1 equivalente molar de N, N-Dimetilformamida
(Mallinckrodt Bayer) como catalizadores, y 1 equivalente molar de los metil ésteres de los
aminoacidos (L-isoleucina (Sigma-Aldrich), L-leucina (Sigma-Aldrich), L-valina (Alfa
Aesar), L-glicina (Alfa Aesar)). Posteriormente, la solucion se enfrié a 0°C, y se agrego el
agente acoplante N,N’- diciclohexilcarbodiimida (DCC) (Sigma-Aldrich). La mezcla
permanecié en agitaciéon durante 2 horas. Luego, la solucién se dej6 a temperatura
ambiente por dos horas mas, y el precipitado se filtré. La solucién resultante se neutralizé
con una solucién acuosa de bicarbonato de sodio (NaHCO3), y se realiz6 la extraccién con
AcOEt. El solvente se removié a presion reducida en un rotoevaporador. El producto
resultante se sometié a purificacion mediante cromatografia en columna usando SiO; (fase
movil: mezclas de n-hex:AcOEt) y/o Sephadex LH-20 por exclusion molecular (fase movil:
mezcla n-hex:DCM:MeOH, 2:1:1, v/v). Los rendimientos de reaccion variaron de acuerdo
con el aminoacido utilizado. Todos los acoplamientos de los aminoacidos revelaron con
tonalidad amarilla pélida en TLC haciendo uso de revelador universal, posterior a un leve

calentamiento.



Capitulo 2 25

'S R AN
o Y
| [ /
r
. - - S
~g T ..-":.'-:' ’

R
MH I
h— e
HCOEt. DCC. DCM o “TMH
o™ Son o, JH
___,.-"" " '\-\._R
@) ﬂ
o (36

Figura 2-5. Obtencion de conjugados indanoil-amino&cido.

2.2.3.1. 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3)

Rendimiento: 55 %. T;= 110 °C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3500-3180, 1716. *H
RMN (CDCls, 300 MHz): 0.93-1.05 (6H, m, H5’, H6’), 1.28-1.36 (1H, m, H4’), 1.52-1.59 (1H,
m, H4’), 2.07 (1H, m, H3’), 2.75-2.78 (2H, m, H2), 3.43-3.48 (2H, m, H3), 3.83 (3H, s, -
OCHs), 4.87 (1H, m, H2’), 6.65 (NH), 7.51 (1H, d, J = 7.5 Hz, H6), 7.92 (2H, d, J = 7.5 Hz,
H5 y H7). 13C RMN (CDCls, 75 MHz): 11.7 (C5’), 15.6 (C6’), 25.4 (C4’), 26.1 (C3), 36.2
(C2),38.23 (C3’), 52.4 (-OCHz3), 56.8 (C2’),126.5 (C7), 127.8 (C6), 132.7 (C5), 133.0 (C4),
138.3 (C7a), 154.1 (C3a), 166.7 (-CONH-), 172.5 -(COO-, C1’), 206.5 (C1).

Figura 2-6. Estructura del compuesto 2.3
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2.2.3.2. l-oxo-indanoil-L-Leucina metil éster (2.4)

Rendimiento: 52 %. Tr= 110 °C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3500-3180, 1716. *H
RMN (MeOD-ds, 300 MHz): 0.98 (6H, d, J = 5.1 Hz, H5’, H6’), 1.60-1.90 (3H, m, H3’, H4),
2.71 (2H, ddd, J = 7.5 Hz, 5.4 Hz, 3.6 Hz, H2), 3.37 (2H, t, J = 5.4 Hz, H3), 3.77 (3H, s, -
OCHs), 4.73 (1H, t, J = 5.1 Hz, H2), 7.45 (1H, t, J = 7.8 Hz, H6), 7.82 (1H, d, J = 7.8 Hz,
H7), 7.89 (1H, d, J = 7.8 Hz, H5). 13C RMN (MeOD-d, 75 MHz): 21.1 (C5’), 22.5 (C6’), 25.0
(C4’), 25.6 (C3’), 36.0 (C2), 40.1 (C3), 51.2 (C2’), 52.0 (-OCHs), 125.9 (C7), 127.5 (C6),
133.2 (C5), 133.3 (C4), 137.6 (C7a), 154.6 (C3a), 168.4 (-CONH), 173.6 (-COO-, C1’),
208.0 (C1).

Figura 2-7. Estructura del compuesto 2.4

2.2.3.3. 1-oxo-indanoil-L-Valina metil éster (2.5)

Rendimiento: 32 %. T¢= 115 °C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3500-3180, 1716. *H
RMN (MeOD-d4, 300 MHz): 1.05 (6H, m, H4’, H%’), 2.27 (1H, m, H3’), 2.72 (2H, m, J = 3.6
Hz, 1.8 Hz, H2), 3.32 (2H, d, J = 2.7 Hz, H3), 3.36 (1H, t, J = 3.3 Hz, H2"), 3.78 (3H, s, -
OCHB3), 7.53 (1H, t, J = 7.5 Hz, H6), 7.82 (1H, d, J = 7.5 Hz, H7), 7.91 (1H, dd, J = 0.9 Hz,
J =7.5Hz, H5). 3C RMN (MeOD-d4, 75 MHz): 17.5 (C4’), 18.2 (C5’), 25.3 (C2), 30.3 (C3’),
35.6 (C3), 51.2 (-OCHzs), 58.5 (C2’), 125.9 (C7), 127.5 (C6), 133.2 (C5), 133.7 (C4), 137.5
(C7a), 154.1 (C3a), 169.0 (-CONH-), 172.1 (-COO-), 207.5 (C1).
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Figura 2-8. Estructura del compuesto 2.5

2.2.3.4. l1l-oxo-indanoil-L-Glicina metil éster (2.6)

Rendimiento: 19 %. T¢= 105 °C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3500-3180, 1716. H
RMN (CDCls, 300 MHz): 2.73 (2H, m, H2), 3.45 (2H, t, J = 5.7 Hz, H3), 3.84 (3H, s, -OCH3),
4.3 (2H,d, J=5.1 Hz, H2), 6.79 (NH), 7.48 (1H, t, J = 7.5 Hz, H6), 7.89 (2H, d, J:=3.6 Hz,
J, =7.5Hz, H7 y H5). 3C RMN (CDCls, 75 MHz): 26.1 (C3), 36.2 (C2), 41.6 (C2’), 52.65 (-
OCHs), 126.6 (C7), 127.7 (C6), 132.5 (C5), 132.7 (C4), 138.3 (C7a), 154.4 (C3a), 167.1 (-
CONH), 170.4 (-COO-), 206.5 (C1).

O NH
g WH
O

Figura 2-9. Estructura del compuesto 2.6
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2.2.4. 1l-oxo-indano-4-carboxilato de 3-hidroxipropilo (2.7).

El compuesto 2.2 se disolvié en acetona y se adicion6 carbonato de potasio (K2COs).
Pasadas 2 horas, se adiciond 1.5 equivalentes molares de 3-bromo-1-propanol (Sigma-
Aldrich). La reaccién se realiz6 en reflujo a 60 °C y con agitacion constante. Una vez
consumido la mayor parte del reactivo (2.2), se realiz6 work up con una solucion acuosa
de HCI 10%, y se hizo extraccion con AcOEt. El solvente se elimind por rotaevaporacion y
el sélido amorfo resultante se sometié a purificacion por cromatografia en columna usando
SiO; (fase moévil: mezclas de n-hex:AcOEt) y/o Sephadex LH-20 (fase mavil: mezcla n-
hex:DCM:MeOH, 2:1:1, v/v). El producto resultante reveld con tonalidad amarilla en TLC

haciendo uso de revelador universal, posterior a un leve calentamiento.

() N

Figura 2-10. Obtencién del compuesto 2.7

Rendimiento: 53 %. Tr= 150 °C. Sefales caracteristicas: IR v (cm™): 3500, 1683. *H RMN
(CDCls, 300 MHz): 2.07 (2H, t, J = 5.7 Hz, H2’), 2.32 (-OH), 2.74 (2H, m, H2), 3.5 (2H, t, J
=5.7 Hz, H3), 3.84 (2H, t, J = 5,7 Hz, H3’), 4.55 (2H, t, J = 5,7 Hz, HT’), 7.5 (1H, m, H6),
7.97 (1H, d, J = 7.5 Hz, H7), 8.31 (1H, d, J = 7.8 Hz, H5). *C RMN (CDCls, 75 MHz): 27.3
(C3),31.8(C2"), 36.1 (C2),59.1 (C3’),62.1 (C1’), 127.6 (C6), 128.2 (C4), 128.2 (C7), 136.4
(C5), 138.3 (C7a), 156.7 (C3a), 166.1 (-COO-), 206.7 (C1).
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Figura 2-11. Estructura del compuesto 2.7.

2.2.5. 1-hidroxi-indanol-L-isoleucina metil éster. Reduccién del grupo carbonilo
(2.8)

El compuesto 2.3 se disolvié en una mezcla de metanol y diclorometano seco, 2:3, V/v.
Posteriormente se agregaron 1.5 equivalentes de NaBH., y la mezcla se mantuvo en
agitaciéon durante 2 horas. Pasado este tiempo se realiz6 work up con agua acidulada, y
se efectud una extraccion con DCM. El solvente se removié a presion reducida en un
rotoevaporador. El producto de reduccion se obtuvo como un sélido blanco. Los productos
resultantes se sometieron a purificacion mediante cromatografia en columna usando SiO
(fase movil: mezclas de n-hex:AcOEt) y/o Sephadex LH-20 por exclusion molecular (fase
movil: mezcla n-hex:DCM:MeOH, 2:1:1, v/v).

Rendimiento: 52 %. Tr= 80 °C. Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3313, 3278, 1716,
1633. 'H RMN (CDCls, 300 MHz): 1.0 (6H, m, H5’, H6’), 1.25 (1H, m, H4’), 1.52 (1H, m,
H4%), 2.03 (2H, m, H2), 2.51 (1H, m, J = 4.8 Hz, H3’), 2.69 (-OH), 3,03 (1H, m, H3), 3.26
(1H, m, H3), 3.80 (3H, s, -OCH3), 4.82 (1H, m, J =4.8 Hz, H2"), 5.23 (1H, s, H1), 6.59 (NH),
7.30 (1H, t, J = 6 Hz, H6), 7.55 (1H, m, J = 7.5 Hz, H7), 7.57 (1H, m, J = 7.5 Hz, H5). *C
RMN (CDCls, 75 MHz): 11.6 (C5’), 15.6 (C6’), 25.3 (C4’), 29.9 (C3), 35.8 (C2), 38.2 (C3’),
52.3 (-OCHs), 56.7 (C2°), 75.7 (C1),127.14 (C7),127.17 (C6), 131.5 (C5), 142.0 (C4), 146.8
(C7a), 168.0 (-COO-), 172 (C1’).
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Figura 2-12. Estructura del compuesto 2.8

2.2.6. Preparacion de amidas (2.9-2.10) por sustitucion nucleofilica.

El compuesto 2.2 se disolvié en diclorometano; se adicionaron 1.5 equivalentes molares
del 1- hidroxibenzotriazol (HOBt) (Sigma-Aldrich) y 1.0 equivalente molar de N, N-
Dimetilformamida como catalizadores, y 1.0 equivalente molar de la alquil amina [3-
(dimetilamino)-1-propilamina  (Sigma-Aldrich), 3-(dietilamino)-1-propilamina] (Sigma-
Aldrich). Posteriormente, la solucion se enfrié a 0°C, y se agregé el agente acoplante N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) (Sigma-Aldrich). Luego, la mezcla permanecio en agitacion
durante 2 horas. Seguidamente, la solucién permanecié a temperatura ambiente por dos
horas mas, y el precipitado se filtré. La solucion resultante se neutraliz6 con una solucién
acuosa de NaHCOs, y se realiz6 extraccion con AcOEt. El solvente se removié a presiéon
reducida en un rotoevaporador, y se obtuvo un aceite de tonalidad granate. El producto
resultante se sometié a purificacion mediante cromatografia en columna usando SiO; (fase
movil: mezclas de n-hex:AcOEt) y/o Sephadex LH-20 por exclusion molecular (fase movil:
mezcla n-hex:DCM:MeOH, 2:1:1, v/v). Los rendimientos de la reaccién variaron de acuerdo
a la amina utilizada.Todos los acoplamientos de las aminas revelaron con tonalidad roja
en TLC haciendo uso del revelador de Dragendorff, posterior a un leve calentamiento. Y

revelaron con tonalidad amarilla usando revelador universal.
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Figura 2-13. Obtencién de amidas.

2.26.1. N-(3-(dimetilamino)propil)-1-oxo-indano-4-carboxamida (2.9)
Rendimiento: 22 %. Tr= 218 °C. Sefiales caracteristicas: *H RMN (CDCls, 300 MHz): 1.93
(2H, m, H2"), 2.42 (6H, s, H4’, H5’), 2.67 (2H, m, H3’), 2.75 (2H, m, J = 4.2 Hz, H3), 3.52
(2H,t,J =6 Hz, H2), 3.62 (2H, m, J =5.1 Hz, H1’), 7.48 (1H, t, J = 7.5 Hz, H6), 7.88 (2H, t,
J = 8.1 Hz, H5, H7), 8.39 (-NH). *C RMN (CDCls, 75 MHz): 26.32 (C2), 34.0 (C2), 36.3
(C3),39.8(C1"),45.0 (C4’, C5),58.6 (C3’), 126.1 (C7), 127.6 (C6), 132.4 (C5), 133.3 (C4),
138.3 (C7a), 154.7 (C3a), 167.0 (-CONH-), 207.0 (C1).

Figura 2-14. Estructura del compuesto 2.9

2.2.6.2. N-(3-(dietilamino)propil)-1-oxo-indano-4-carboxamida (2.10)
Rendimiento: 35 %. Sefiales caracteristicas: *H RMN (MeOD-d4, 300 MHz): 1.09 (6H, m,
H5', H7’), 1.84 (2H, m, H2’), 2.62-2.66 (4H, m, H4’, HE’), 2.69 (2H, m, H2), 3.32 (2H,t,J =
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1.5 Hz, H3'), 3.37 (2H, s, H3), 3.44 (2H, t, J = 6.9 Hz, H1’), 7.52 (1H, s, H6), 7.86 (2H, t, J
= 9.3 Hz, H5, H7). 13C RMN (MeOD-da, 75 MHz): 9.7 (C5’, C7’), 25.2 (C2’, C3'), 25.5 (C3),
37.9 (C1'), 46.32 (C4’, C6'), 49.9 (C2), 125.3 (C7), 127.4 (C6), 132.7 (C5), 133.9 (C4),
137.7 (C7a), 154.3 (C3a), 168.6 (-CONH), 207.7 (C1).

Figura 2-15. Estructura del compuesto 2.10

2.2.7. 2-(3’-bromobencilideno)-1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster (2.11)

El compuesto 2.3 se disolvié en unas gotas de piperidina. La mezcla anterior se agité
manualmente durante 1 minuto, luego de lo cual se agregé 1.5 equivalentes del aldehido
aromatico correspondiente (3-Bromobenzaldehido) (Acros Organics). La reaccion se agité
manualmente de manera periédica a temperatura ambiente durante 12 h. El producto se
obtuvo como un sdlido insoluble; se recristalizé con una mezcla n-hex-DCM-MeOH, 2:1:1,

vivy se filtro.

Rendimiento: 33 %. Tf = 198 °C (descomposicién). Sefiales caracteristicas: *H RMN
(CDCls, 300 MHz): 1.05 (6H, t, H5’, H6), 1.10 (1H, m, H4’), 1.98 (1H, m, H4’), 3.51 (1H, t,
H3’), 3.89 (3H, s, -OCHs), 4.36 (2H, s, H3), 4.92 (1H, m, H2’), 6.73 (1H, -NH), 7.41 (1H, d,
J=8.1 Hz, H7), 7.56 (1H, m, H2”), 7.61 (1H, m, H6”), 7.64 (1H, s, Ha), 7.71 (1H, d, H5"),
7.84 (1H, s, H5), 7.95 (1H, t, H4"), 8.07 (1H, d, J=7.5 Hz, H6). 1*C RMN (CDCls, 75 MHz):
11.7 (C5’), 15.7 (C6’), 33.9 (C3), 35.6 (C4’), 49.2 (C3’), 53.0 (-OCHz3), 56.9 (C2’), 123.1
(C37), 127.3 (C6), 128.2 (C6”), 128.9 (C5”), 130.5 (C7), 132.3 (C4), 132.5 (C4”), 132.7
(C27),133.1 (Ca), 133.8 (C5), 135.4 (C4), 137.2 (C1”), 148.9 (C7a), 156.8 (C3a), 166.6 (-
CONH-), 172.5 (-COO0-), 193.5 (C1).
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Figura 2-16. Estructura del compuesto 2.11

2.2.8. 1-bencilhidrazono-indanoil-L-isoleucina metil éster (2.12)

El compuesto 2.3 se disolvié en etanol, y a la solucién se agregdé 1.5 equivalentes de
bencilhidracina (Alfa Aesar). La reaccion se mantuvo en agitacion en reflujo durante 24
horas. El producto resultante se sometié a purificacién mediante cromatografia en columna
usando SiO; (fase movil: mezclas de n-hex:AcOEt) y/o Sephadex LH-20 por exclusién
molecular (fase mévil: mezcla n-hex:DCM:MeOH, 2:1:1, v/v).

Rendimiento: 37 %. Tr= 65 °C. Sefales caracteristicas: *H RMN (MeOD-d4, 300 MHz): 1.05
(6H, m, H5’, H6’), 1.31-1.39 (1H, m, H4’), 1.55-1.61 (1H, m, H4’), 2.00-2.05 (1H, m, H3),
3.03-3.07 (2H, m, H2), 3.32 (2H, t, H3), 3.36 (2H, s, Ha), 3.78 (-OCHzs), 4.58 (1H, m, H2’),
7.43 (1H, m, H6), 7.48-7.56 (2H, m, H3” y H5”), 7.60 (1H, m, H4"), 7.68 (1H, m, H5), 7.91
(2H, d, H2” y H6"), 8.14 (1H, d, J=7.8 Hz, H7). 13C RMN (MeOD-d,, 75 MHz): 10.2 (C5’),
14.7 (C6’), 25.3 (C4’), 27.0 (C2), 28.1 (C3), 36.7 (C3’), 48.5 (Ca), 51.2 (-OCH3s), 57.4 (C2"),
124.8 (C7), 127.2 (C6), 127.5 (C3” y C5”), 128.3 (C2” y C6”), 129.7 (C5), 131.8 (C4"),
132.5 (C4), 133.1 (C3a), 138.6 (C7a), 147.9 (C1"), 164.7 (C1), 169.6 (-CONH-), 172.4 (-
COO0-).



34 Sintesis de derivados del &cido 1-indanona-4-carboxilico y evaluacién de su aplicacién en variedades de frijol sobre la acumulacién de
fitoalexinas isoflavonoide, fitotoxicidad y actividad antifingica de sus extractos.

Figura 2-17. Estructura del compuesto 2.12

2.2.9. Acido 6-bromo-2-Carboxihidrocinamico (2.13)

El compuesto 2.1 se disolvié en acido acético al 65%; luego se adicioné 1.0 equivalente
de Br,. La solucién resultante se dejé en agitacion durante 7 dias en ausencia de luz
(Figura 2-15). Pasado este tiempo se agregd una solucion de MeOH-NaOH 1.0 M-THF
(2:2:1, viv) y la mezcla resultante se dej6 en agitacion durante 24 h. Posteriormente, se
agreg6 HCI 6 M y se agité durante 6 h. A continuacion, se realizé extraccion con AcOEt.
La fase organica resultante se sec6 con Na,SO4 anhidro y el solvente se elimind a presion
reducida. El producto resultante se sometié a purificacion mediante cromatografia en
columna usando SiO2 (fase mdvil: mezclas de n-hex:AcOEt) y/o Sephadex LH-20 por
exclusién molecular (fase mavil: mezcla n-hex:DCM:MeOH, 2:1:1.5, v/v). Se obtuvo como
producto de reaccién un solido amorfo amarillo con un rendimiento del 20 % y Rf 0.67 (n-
hex:AcOEt, 7:3).

Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3200, 3008, 1704, 1691, 1217. *H RMN (MeOD-d4,
300 MHz): 2.63 (2H, m, J = 7.5 Hz, H2"), 3.31 (2H, m, J = 7.5 Hz, H1’), 7.26-7.29 (1H, m,
H5), 7.59-7.62 (1H, m, J = 2.4 Hz, H4), 8.04 (1H, d, J = 2.4 Hz, H2). 3*C RMN (MeOD-d,,
75 MHz): 28.9 (C1’), 34.9 (C2’), 119.4 (C3), 131.9 (C1), 132.1 (C5), 133.3 (C2), 134.5 (C4),
140.1 (C6), 167.7 (-COOH), 175.2 (C3’, -COOH).
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Figura 2-18. Obtencién del compuesto 2.13

2.2.10.6-bromo-Acido 1-oxo-indano-4-carboxilico (2.14)

El compuesto 2.13 se calentd en un recipiente de vidrio plano. A continuacién, se
agregaron 2.5 equivalentes molares de NacCl, y la mezcla se calent6 durante 40 minutos a
una temperatura de 250°C. Luego se agregd 1 equivalente molar de AICI; anhidro, y se
continuo el calentamiento durante 30 minutos; este proceso se repitié 2 veces mas. Luego,
se dejo enfriar la mezcla resultante y se efectud el work up con agua-hielo. Posteriormente,
se agregan 20 mL de una solucién de HCI al 10 % v/v. La mezcla resultante se extrajo con
AcOEt, se secO con Na,SO. anhidro y el solvente se eliminé a presién reducida. El
compuesto de interés se obtuvo como un solido amorfo amarillo palido con un rendimiento
del 100 % y un Rf 0.60 (n-hex: AcOEt, 7:3). El compuesto reveld con una tonalidad amarilla

palida en TLC haciendo uso de revelador universal, posterior a un leve calentamiento.

Sefiales caracteristicas: IR v (cm™): 3150, 1714. *H RMN (MeOD-d4, 300 MHz): 2.72-2.76
(2H, m, H2), 3.43-3.47 (2H, m, H3), 8.01 (1H, d, J = 1.5 Hz, H7), 8.36 (1H, d, J = 1.8 Hz,
H5)13C RMN (MeOD-d4, 75 MHz): 26.6 (C3), 35.6 (C2), 120.8 (C6), 129.7 (C7), 138.5 (C5),
138.5 (C7a), 139.9 (C3a), 155.6 (C4), 205.8 (C1).
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Figura 2-19. Obtencién del compuesto 2.14
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2.2.11. 6-Bromo-1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.15).

El compuesto 2.14 se disolvié en diclorometano; se adicion6 1.5 equivalentes molares de
1- hidroxibenzotriazol (HOBt) (Sigma-Aldrich) y 1.0 equivalente molar de N,N-
Dimetilformamida como catalizadores, y 1 equivalente molar de metil éster L-isoleucina
(Sigma-Aldrich). Posteriormente, la solucion se enfri6 a 0°C, y se agregd el agente
acoplante N,N’- diciclohexilcarbodiimida (DCC) (Sigma-Aldrich). La mezcla permanecio en
agitaciéon durante 2 horas. A continuacion, la solucién resultante se llevd a temperatura
ambiente por dos horas mas, y el precipitado se filtré. La solucién resultante se neutraliz6é
con una solucion acuosa de NaHCOg, y se realiz6 extracciébn con DCM. El solvente se
removié a presion reducida en un rotoevaporador. El producto resultante se sometié a
purificaciébn mediante cromatografia en columna usando SiO, (fase movil: mezclas de n-
hex:AcOEt) y/o Sephadex LH-20 por exclusiéon molecular (fase mévil: mezcla n-
hex:DCM:MeOH, 2:1:1, v/v). Se obtuvo un sélido fino de color blanco; éste revel6 con
tonalidad amarilla palida en TLC haciendo uso de revelador universal, posterior a un leve

calentamiento.

Rendimiento: 59 %. Sefales caracteristicas: IR v (cm™): 3280, 1708. *H RMN (CDClz, 300
MHz): 0.93-1.05 (6H, m, H5", HE'), 1.26-1.36 (1H, m, H4’), 1.50-1.61 (1H, m, H4’), 2.04-
2.12 (1H, m, H3"), 2.76-2.80 (2H, t, H2), 3.36-3.41 (2H, m, H3), 3.84 (3H, s, -OCH3), 4.85-
4.90 (1H, d, H2'), 6.65 (NH), 7.98 (1H, d, J = 1.5 Hz, H7), 8.02 (1H, d, J = 1.5 Hz, H5). *C
RMN (CDCls, 75 MHz): 11.7 (C5’), 15.6 (C6’), 25.4 (C4’), 25.8 (C3), 36.2 (C2), 38.2 (C3),
52.5 (O-CHs), 56.9 (C2'), 121.7 (C6), 129.3 (C5), 134.6 (C4), 135.5 (C7), 140.1 (C3a),
152.4 (C7a), 165.3 (-CONH-), 172.4 -(COO-), 204.81 (C1).

Figura 2-20. Estructura del compuesto 2.15
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2.3. Aislamiento, purificacion e identificacion de fitoalexinas

Para la purificacién e identificacién de las fitoalexinas se realizé induccién con una solucion
de CuCl, de plantulas de frijol obtenidas a partir de 2.5 kg de semillas de la variedad ICA
Cerinza. Inicialmente las semillas se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio
al 1% durante 5 minutos. A continuacion, las semillas se germinaron en ausencia de luz y
durante siete dias en un lecho vermiculita (arenilla) previamente lavado y desinfectado con
hipoclorito de sodio al 5%. Luego, las plantulas se sumergieron en una solucién de CuCl,
(un potente elicitor) a una concentracién de 1000 mg/L durante 4 h. A continuacion, las
plantulas se dejaron incubar en bandejas plasticas previamente esterilizadas, durante 48
h y a temperatura ambiente. Plantulas tratadas con agua destilada en lugar de la solucion
de CuCl, se usaron como control negativo. Posteriormente, las plantulas se picaron y
licuaron con etanol al 95%. El material resultante se filtr6 a través de papel filtro (Whatman
No.1) y se centrifugd (3400 rpm durante 6 min). El sobrenadante se concentrd al vacio
hasta un cuarto de su volumen original en un evaporador rotatorio a presion reducida (a
40°C). El residuo resultante se fraccioné mediante extraccién repetida con AcOEt (3x100
mL), y el extracto organico se evapord a sequedad a presion reducida (Rotavapor Buchi
R-210 con controlador de vacio V-850).

Del extracto en AcOEt se aislaron y purificaron las sustancias cuya concentracion se
increment6é dramaticamente como resultado de la induccién. Con el fin de eliminar ceras,
clorofilas y grasas; en primer lugar, se realiz6 una cromatografia en columna sobre
Sephadex LH-20 eluyendo con n-hex-DCM-MeOH (2:1:1, v/v); se descartaron las
fracciones con los pigmentos verdes. Luego se eluyd con metanol puro. Esta fraccion
metanalica se concentro, y los componentes mayoritarios se purificaron por cromatografia
de columna empleando silica gel 60 y eluyendo con gradientes de polaridad creciente de
n-hex-AcOEt hasta AcOEt; en algunos casos fue necesario utilizar cromatografia de capa
fina preparativa (DCM:acetone, 4:1; éter etilico (Et20): n-hex, 3:1).

Los compuestos aislados se identificaron mediante métodos espectroscopicos modernos,
tales como espectroscopia ultravioleta y de resonancia magnética nuclear (*H y **C mono-
y bidimensional), y espectrometria de masas. Las fitoalexinas obtenidas se emplearon
como estandares para el desarrollo del método de deteccion y cuantificaciébn por
cromatografia liquida. A continuacion, se presentan los datos espectroscépicos de los

compuestos aislados:
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2.3.1. Genisteina

Sefales caracteristicas: FAB-MS de alta resolucién en modo ion positivo: calculado para
CisH100s [M*]: 270.05689 u.m.a. Encontrado: 270.05689 u.m.a. FAB-MS de baja
resolucion (ion positive FAB, 3-nitrobelcilalcohol, m/z), [M+H]*: 271. UV Amax (MeOH-AcOH
0.05%, nm): 211, 259. *H RMN (MeOH-d4, 300 MHz): 6.23 (1H, d, J = 2.1 Hz, H6), 6.35
(1H,d,J=2.1 Hz, H8), 6.84 (2H, d, J = 8.7 Hz, H3’, H5’), 7.36 (2H, d, J = 8.7 Hz, H2’, HE’),
8.06 (1H, s, H2). 13C RMN (MeOH-d4, 75 MHz): 93.4 (C8), 98.7 (C6), 104.8 (C4a), 114.9
(C5’, C3), 121.9 (C1’), 123.3 (C3), 130.0 (C2’, CF’), 153.4 (C2), 157.8 (C8a), 158.0 (C4’),
162.0 (C5), 164.0 (C7), 180.0 (C4).

2.3.2. Daidzeina

Senfales caracteristicas: FAB-MS de alta resolucién en modo ion positivo: calculado para
CisH1004 [M*]: 254.05791 u.m.a. Encontrado: 254.06368 u.m.a. FAB-MS de baja
resolucion (ion positive FAB, 3-nitrobelcilalcohol, m/z), [M+H]*: 255. UV Anax (MeOH-AcOH
0.05%, nm): 211, 248, 301. *H RMN (MeOH-d4, 300 MHz): 6.85-6.87 (3H, m, H8, H3’, H5’),
6.94 (1H, dd, J = 8.7 Hz, 2.1 Hz, H6), 7.37 (2H, d, J = 8.4 Hz, H2’, HF’), 8.05 (1H, d, J = 8.7
Hz, H5), 8.15 (1H, s, H2). 13C RMN (MeOH-d4, 75 MHz): 101.8 (C8), 114.8 (C3’, C5’), 115.1
(C6), 116.7 (C4a), 122.7 (C3), 123.9 (C1’), 130.0 (C2’, C6’), 153.3 (C2), 157.3 (C7, 4’),
158.4 (C8a), 163.3 (C5), 178.6 (C4).

2.3.3. 2’-Hidroxigenisteina:

Senales caracteristicas: UV Amax (MeOH-AcOH 0.05%, nm): 204, 228 y 278. *H RMN
(MeOH-d4, 300 MHz): 6.25 (1H, d, J = 2 .0 Hz, H6), 6.30-6.40 (3H, m, H8, H3’, H5’), 7.05
(1H, d, J =7.8, H6’), 8.03 (1H, s, H2). *C RMN (MeOH-d4, 75 MHz): 93.4 (C8), 98.8 (C6),
102.8 (C3’), 104.8 (C4a), 106.7 (C5’), 109.4 (C1’), 121.2 (C3), 131.8 (CE’), 155.3 (C2),
156.4 (C2’), 158.4 (C8a), 158.8 (C4’), 162.3 (C5), 164.6 (C7), 181.3 (C4).

2.3.4. Dalbergioidina

Sefales caracteristicas: FAB-MS de alta resolucién en modo ion positivo: calculado para
C15H1206[M*]: 288.06339 u.m.a. Encontrado: 288.05814 u.m.a. FAB-MS de baja resolucion
(ion positive FAB, 3-nitrobelcilalcohol, m/z), [M+H]": 289. UV Amax (MeOH-AcOH 0.05%,
nm): 265, 290, 344. 'H RMN (MeOH-d4, 300 MHz): 4.27 (1H, m, H3), 4.60-4.44 (1H, m,
H2), 5.97 (2H, m, H6, H8), 6.35 (1H, dd, J = 8.3 Hz, 2.4 Hz, H5’), 6.45 (1H, d, J = 2.4 Hz,
H3’), 6.95 (1H, d, J = 8.3 Hz, HE’). 13C RMN (MeOH-d4, 75 MHz): 47.7 (C3), 71.5 (C2), 96.1
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(C8), 97.3 (C6), 104.1 (C4a), 104.3 (C3’), 108.3 (C5), 114.3 (C1’), 132.2 (C6'), 157.5 (C4"),
159.3 (C2’), 165.0 (C8a), 166.1 (C5), 167.5 (C7), 198.9 (C4).

2.3.5. Coumestrol

Sefales caracteristicas: FAB-MS de alta resolucién en modo ion positivo: calculado para
C1sHsOs [M™]: 268.03717 u.m.a. Encontrado: 268.03689 u.m.a. FAB-MS de baja resolucion
(ion positive FAB, 3-nitrobelcilalcohol, m/z), [M+H]": 269. UV Amax (MeOH-AcOH 0.05%,
nm): 244, 303, 343. *H RMN (MeOH-d4, 300 MHz): 6.95 (1H, d, J = 2.2 Hz, H4), 7.0-7.1
(2H, m, H2, H8), 7.20 (1H, d, J = 2.0 Hz, H10), 7.78 (1H, d, J = 8.5 Hz, H7), 7.88 (1H, d, J
= 8.5 Hz, H1). *C RMN (MeOH-d4, 75 MHz): 99.9 (C10), 103.7 (C6a), 104.6 (C4), 106.2
(C11b), 114.9 (C8), 115.2 (C2), 116.5 (C6b), 122.1 (C7), 123.8 (C1), 156.5 (C4a), 157.9
(Cl1a), 158.6 (C3), 161.9 (C9), 162.5 (C10a), 162.9 (C6).

2.3.6. Phaseollina

Sefiales caracteristicas: FAB-MS de alta resolucion en modo ion positivo: calculado para
C20H1904 [M+H]*: 323.13616 u.m.a. Encontrado: 323.13419 u.m.a. FAB-MS de baja
resolucion (ion positive FAB, 3-nitrobelcilalcohol, m/z), [M+H]*: 323. UV Anax (MeOH-AcOH
0.05%, nm): 240, 279, 287 (inflexion suave), 310. *H RMN (CDClz, 300 MHz): 1.37 y 1.40
(s, 2xMe), 3.36 (1H, m, H6a), 3.50 (1H, dd, J =11.1 Hz, 10.8 Hz, H6ax) y 4.22 (1H, dd, J =
10.8 Hz, 4.8 Hz, H6ec), 5.49 (1H, d, J = 6.6 Hz, H11a), 5.62 (1H, d, J = 9.9 Hz, H13), 6.28
(1H, d, J = 7.8 Hz, H8), 6.32 (1H, d, J = 2.4 Hz, H4), 6.49 (1H, d, J = 9.9 Hz, H12), 6.53
(1H, dd, J = 8.4 Hz, 2.4 Hz, H2), 6.99 (1H, d, J = 8.1 Hz, H7), 7.32 (1H, d, J = 8.4 Hz, H1).
13C RMN (CDCls, 75 MHz): 26.5 y 26.7 (2xMe), 39.6 (C6a), 66.2 (C6), 75.6 (C14), 79.1
(Cl1a), 102.7 (C4), 105.8 (C8), 108.1 (C2), 109.3 (C10), 111.3 (C12), 116.0 (C11b), 119.5
(C7), 123.7 (C6b), 129.3 (C1), 131.9 (C13), 153.7 (C4a), 156.7 (C9), 156.9 (C10a), 158.8
(C3).

2.3.7. Phaseollidina

Sefales caracteristicas: FAB-MS de alta resolucién en modo ion positivo: calculado para
C20H2004 [M*]: 324.13616 u.m.a. FAB-MS de baja resolucion (ion positive FAB, 3-
nitrobelcilalcohol, m/z): 324. Encontrado: 324.14439 u.m.a. UV Anax (MeOH-AcOH 0.05%,
nm): 235, 282, 310. *H RMN (CDCls, 300 MHz): 1.85y 1.80 (s, 2xMe), 3.42 (1H, m, H12),
3.59 (1H, m, H6a), 4.27 y 3.69 (1H, m, H6), 5.32 (1H, m, H13), 5.51 (1H, d, J = 6.7 Hz,
H1lla), 6.42 (1H, d, J = 8.0 Hz, H8), 6.47 (1H, d, J = 2.5 Hz, H4), 6.59 (1H, dd, J = 8.4 Hz,
2.5 Hz, H2), 7.02 (1H, d, J = 8.0 Hz, H7), 7.45 (1H, d, J = 8.4 Hz, H1). 13C RMN (CDCls, 75
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MHz): 23.6 (Me), 26.2 (C12), 40.5 (C6a), 67.1 (C6), 78.6 (C1la), 104.1 (C4), 108.6 (C8),
110.1 (C2), 110.8 (C10), 113.4 (C13), 119.1 (C11b), 121.8 (C7), 122.7 (C6b), 132.8 (C1),
135.4 (C14), 156.3 (C4a), 157.0 (C9), 157.1 (C10a), 157.4 (C3).

2.3.8. Phaseollinisoflavano

Senfales caracteristicas: FAB-MS de alta resolucién en modo ion positivo: calculado para
C20H2004 [M*]: 324.13616 u.m.a. Encontrado: 324.13155 u.m. FAB-MS de baja resolucién
(ion positive FAB, 3-nitrobelcilalcohol, m/z): 324. UV Amax (MeOH-AcOH 0.05%, nm): 246,
278, 342. 'H RMN (CDCls, 300 MHz): 1.35 (s, 2xMe), 2.7-2.9 (2H, m, H4eq y ax), 3.3 (1H,
m, H3), 3.91 (1H, dd, J = 10.0 Hz, 10.0 Hz, H2ax), 4.23 (1H, dd, J = 10.0 Hz, 4.0 Hz, H2eq),
5.59 (1H, d, J = 10.0 Hz, H13), 6.3-6.4 (3H, m, H5’, 6, 8), 6.51 (1H, d, J = 10.0 Hz, H12),
6.83 (1H, d, J = 8.0 Hz, H6’), 6.91 (1H, d, J = 8.0 Hz, H5). *C RMN (CDCls, 75 MHz): 28.1
(2xMe), 31.1 (C3), 32.4 (C4), 70.5 (C2), 76.1 (C12), 103.7 (C8), 108.6 (C5’), 109.9 (C3’, 6),
115.0 (C11), 116.2 (C17), 120.0 (C10), 127.3 (C12), 130.9 (C6’, C5), 149.4 (C2’, C9), 152.9
(C4’), 155.4 (C7).

La kievitona no pudo ser purificada, pero fue detectada e identificada mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas de baja
resolucion y detector de arreglo de diodos. Sefales caracteristicas: UV Amax (MeOH-AcOH
0.05%, nm): 255, 280, y 334 nm. El espectro de masas (ESI-MS ionizacién por

electrospray, mostro el ion [M + H]*, el cual presenté una masa de 357 uma.

2.4. Proceso de elicitacién y preparacion de muestras para analisis.

Todas las semillas de frijol empleadas en este trabajo son certificadas y/o seleccionadas.
La variedad seleccionada ICA Cerinza se obtuvo del distribuidor Semicol S.A.S. (Santa Fe
de Bogotd) y la variedad Uribe Rosado proviene de Semillas & Semillas Ltda. (Medellin).
Se utilizaron plantulas de frijol de ambas variedades, con un crecimiento de 4 a 5 dias
(entre 4 y 6 cm de altura) en vermiculita (arenilla). Las plantulas se trataron con soluciones
de los elicitores con concentraciones entre 0.044 mM y 4,44 mM, mediante aspersion o
inmersion de las plantulas durante 3 horas. Luego, las plantulas fueron retiradas de la
arenilla y puestas en vasos plasticos de 13 onzas con una pequefia capa de algodén
humedecido con agua, que garantice las necesidades de agua de las plantulas. Estas
permanecieron bajo condiciones ambientales durante un tiempo minimo de 24 horas y
maximo de 96 h, en ausencia de luz solar. El proceso de elicitacion se realiz6 sobre el tallo-

raiz, y los cotiledones fueron descartados. Posteriormente se procedié con la extraccidén
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del material; los tejidos se maceraron manualmente en presencia de etanol (20 mL) y las
soluciones resultantes se filtraron a través de papel. El etanol se eliminé rotoevaporando
a presion reducida. En los experimentos en el curso del tiempo, efecto de la concentracién,
se emplearon plantulas tratadas con agua e incubadas por 96 h como control y 72 h en el
caso del efecto de la estructura del elicitor. A continuacion, se realizo a la fraccion acuosa
un proceso de extraccion liquido-liquido con AcOEt (20 mL, 3 veces). La solucion obtenida
se sec6 con Na;SO, anhidro y el solvente se evapord a presion reducida. El residuo
obtenido se disolvi6 con metanol grado HPLC (5.0 mL); las muestras resultantes fueron
almacenadas a 4°C, hasta que se realizaron los andlisis de la produccion de fitoalexinas
(Durango, 2013).

2.5. Anaélisis contenido de fitoalexinas.

Se empled cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) en un equipo Shimadzu,
Prominence 20A con Software LabSolutions Lite versién 5.71 SP2 y usando una columna
RP - C18 Luna (150 mm x 4,6 mm — 5 ym) Phenomenex Technologies. Como fase movil
se empled agua acidulada (0.05 % con AcOH) (A) y metanol (B); la evolucion del gradiente
fue: de 10 hasta 70% de B en 40 min, luego de 70 hasta 90% de B en 20 min, seguido por
100% de B en 3 min. Luego, la concentracion de B de nuevo inicia en 10% y se conserva
por 8 min para equilibrar la columna para la siguiente inyeccién. Se inyectaron 20 pL de

muestra
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Figura 2-21 Sistema de elucién por gradiente empleado en el andlisis por HPLC



42 Sintesis de derivados del &cido 1-indanona-4-carboxilico y evaluacién de su aplicacién en variedades de frijol sobre la acumulacién de
fitoalexinas isoflavonoide, fitotoxicidad y actividad antifingica de sus extractos.

Para la cuantificacion de las fitoalexinas se construyeron curvas de calibracion, para este
fin se prepararon 5 soluciones (1, 10, 25, 50, 100 mg/L) de cada estandar en metanol
utilizando dalbergioidina, 2’-hidroxigenisteina, daidzeina, genisteina, coumestrol y
phaseollina. Para determinar las concentraciones de las fitoalexinas para las cuales no se
obtuvo un estandar puro, como phaseollinisoflavano, phaseollidina y kievitona, se utilizaron
las curvas de calibracion de la phaseollina y dalbergioidina. A partir de los estandares de
las fitoalexinas purificadas, se identificaron los tiempos de retencién y espectros UV de las
sefales caracteristicas de estas fitoalexinas, ademas los tiempos de retencién en los
extractos de las plantulas sometidas al proceso de elicitacion, se confirmaron
enriqueciéndolos con cada uno de los estandares, los cuales fueron Dalbergioidina (34
min), 2’-Hidroxigenisteina (35 min), Daidzeina (36 min), Genisteina (39 min), Coumestrol
(43 min), Kievitona (46 min), Phaseollinisoflavano (49 min), Phaseollidina (51 min) y
Phaseollina (53 min). Se utilizaron 5 longitudes de onda diferentes para la cuantificacion
de las fitoalexinas como, 278, 248, 259, 343 y 286 nm, las cuales fueron escogidas por los
maximos de absorcién de los espectros UV. Las concentraciones de cada una de las
fitoalexinas se obtuvieron como ug/g de material fresco y mostrados como los valores

promedios * desviacion estandar.

2.6. Pruebas de fitotoxicidad.

Se evalué el efecto fitotdxico sobre las plantulas de frijol del elicitor que gener6 la mayor
acumulacion de fitoalexinas, el 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster, a una concentracion
de 1.0 mM. Ademas, se utilizé el metil jasmonato (1.0 mM) como control positivo y agua
como control negativo, para efectos de comparacién. Las pruebas se realizaron sobre la
variedad Uribe Rosado, analizdndose la germinacion de las semillas, dureza de los
cotiledones, crecimiento de las plantulas y raices, luego de la aspersion con el elicitor de
manera regular y periodica. Para el analisis estadistico y comparacion de los tratamientos,

se utilizé la prueba LSD de Fisher con p = 0.05.

2.6.1. Germinacion de semillas

En cajas Petri (60x15 mm) se depositaron ocho (8) semillas de tamafio similar, sobre un
disco de papel filtro impregnhado con la sustancia evaluada (derivado indanoilo, metil
jasmonato y agua). Las cajas Petri se pusieron en oscuridad a una temperatura de 24 °C
y 80% de humedad. Cada 24 horas, las semillas se asperjan con una cantidad similar de

las soluciones elicitoras o0 agua, durante 5 dias consecutivos. Al quinto dia, se retir6 de
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manera cuidadosa el tegumento a las plantulas que aun lo tenian adherido. Se midié la
longitud de las radiculas y la presencia o no de raices secundarias. Los cotiledones fueron

utilizados para medir la dureza de estos.

2.6.2. Dureza de cotiledones de frijol

Los cotiledones, provenientes de las plantulas asperjadas durante cinco dias con las
soluciones elicitoras 0 agua, se sometieron a pruebas de dureza (punciéon y compresién),
utilizando un analizador de texturas modelo TA.XTplus. Para la prueba de puncion, se
utilizé un accesorio cilindrico de 2 mm de diametro para evaluar la dureza del tejido
cutaneo; la puncion se realizé a una velocidad de 1 mm/s y con un maximo de distancia
de puncion de 3.5 mm (Chu, 2014). Las pruebas se realizaron con 10 réplicas por cada
tratamiento de frijol. Para la prueba de compresién se tomé uno de los cotiledones y se
utilizé un accesorio cilindrico de 35 mm de diametro, para evaluar la dureza del cotileddn;
la prueba de compresion se realizé a una velocidad de 1 mm/s y con un maximo de
distancia de 3.5 mm (Chu, 2014).

2.6.3. Efecto sobre el crecimiento de la plantula.

Se utilizaron plantulas de frijol de la variedad Uribe Rosado, con un crecimiento de 5 dias
en vermiculita (arenilla). Las semillas se sembraron dejando una distancia entre 7 a 10 cm
aproximadamente. Pasados cinco (5) dias de germinacién, las plantulas se asperjaron con
los diferentes tratamientos (derivado indanoilo é metil jasmonato) a concentracién 1.0 mM
0 agua. Este proceso se repitio a los 7, 9 y 11 dias de germinacién. Los otros dias se
realiz6 aspersion con agua para evitar el marchitamiento de las plantulas de frijol. Para el
analisis se utilizaron cinco (5) plantulas, las cuales fueron retiradas los dias 7, 9, 11y 13,
y se midieron el tallo, las hojas y la coloracién de las hojas. Las plantulas permanecieron
expuestas a luz difusa a temperatura ambiente y humedad relativa de 80 %. Las hojas se

emplearon para el analisis del contenido de clorofilas.

2.6.4. Contenido de clorofilas

Las hojas (200 mg) frescas se maceraron en 5.0 mL de etanol 80%. La mezcla se filtrd y
la solucién etandlica resultante se calenté en un bafo de agua a 80°C durante 20 minutos.
Posteriormente, la solucién se centrifugé a 9000 rpm, y el precipitado se eliminé. El

contenido total de clorofilas (mg/g m.f.) se evalué a partir de lecturas de absorbancia del
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sobrenadante a 654 nm, utilizando la ecuacion 1000A4¢s54/(39.8mp4ja5(g)) (Tetley &
Thimann, 1974).

2.6.5. Efecto sobre las raices de la plantula.

Se utilizaron plantulas de frijol de la variedad Uribe Rosado, con un crecimiento de 5 dias
en vermiculita (arenilla). Las semillas se sembraron dejando una distancia entre 7 a 10 cm
aproximadamente. En el dia 5, las plantulas se retiraron de la arenilla y se depositaron en
vasos plasticos de 13 onzas con una pequefia capa de algodén humedecida con agua.
Para el analisis se utilizaron cinco (5) raices de las plantulas, estas se asperjaron con los
diferentes tratamientos (1.0 mM del derivado indanoilo y metil jasmonato, 6 agua) a los
dias 5, 7,9y 11; los otros dias se realiz6 aspersion con agua para evitar el marchitamiento
de las plantulas de frijol. El tamafio de la raiz y la cantidad de raices secundarias se
determing para los dias 7, 9, 11, y 13. Las plantulas permanecieron expuestas a luz difusa

a temperatura ambiente y humedad relativa de 80 %.

2.7. Evaluaciéon delaactividad antifungica de los extractos provenientes de
plantulas elicitadas

La actividad antifingica se evalué sobre el hongo Colletotrichum lindemuthianum

(causante de la antracnosis). La evaluacion se realiz6 con el extracto en AcOEt proveniente

de plantulas de frijol de las variedades ICA Cerinza y Uribe Rosado elicitadas con 1.0 mM

del derivado del acido 1-indanona-4-carboxilico mas activo, y a 72 h post-induccién. Se

determind la inhibicién del crecimiento micelial y la esporulacion.

2.7.1. Microorganismo

En el estudio se utilizé un aislamiento monoesporico (Cepa 22) del hongo Colletotrichum
lindemuthianum, proporcionado por el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad
Nacional de Colombia, sede Medellin. El hongo se aisl6 a partir del tallo de plantulas de
frijol comuan tipo Cargamanto Blanco del oriente antioquefio. La identificacion morfologica
se hizo a partir de caracteristicas macroscopicas y microscépicas de las colonias del hongo
crecidas en el medio de cultivo PDA (papa, 200 gr/L; dextrosa, 20 gr/L, y agar 18 gr/L)
(Merck S.A.). La identificaciébn molecular se basé en el analisis de las secuencias de la
region ITS del ADN ribosomal (cebadores ITS1 — ITS4 White et al., 1990), comparando las

secuencias obtenidas con secuencias disponibles en la base de datos del NCBI (National
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Center for Biotechnology Information) (Afanador-Kafuri et al., 2014). El hongo se conservé

en medio PDA a 24 + 2°C, y se subcultivd quincenalmente en cajas Petri.

2.7.2. Inhibicién del crecimiento micelial

Los extractos en AcOEt de las plantulas elicitadas con 1.0 mM del derivado mas activo se
disolvieron en etanol (0.3 %), hasta una concentracién de 1000 pg/mL. Ademas, como
control negativo se usé una disolucién en 0.3 % etanol del extracto en AcOEt (1000 pug/mL)
de plantulas de frijol tratadas con agua, y como control positivo una disolucién etandlica
del extracto en AcOEt de plantulas elicitadas con 1.0 mM metil jasmonato. Ademas, se
evaluo la actividad antifingica de phaseollina (una fitoalexina tipo-pterocarpano de frijol) a
una concentracion de 200 pg/mL. Las evaluaciones se realizaron en cajas Petri usando el
medio de cultivo PDA (Alzate et al., 2009). Las mediciones del crecimiento miceliar se
realizaron cada 48 horas, hasta completar 16 dias. Los resultados se calcularon como
valores medios de tres réplicas del % de inhibicion del crecimiento miceliar con sus
respectivas barras de desviacion estandar.

Dabs - DTratamiento

%IC =
Dabs_C

Donde Daps corresponde al diametro del micelio en cada replica (mm) sin adiccion de
sustancias al medio del cultivo (blanco absoluto); Dyatamiento COrresponde al diametro del
micelio en cada replica (mm) con la adiccion del extracto evaluado al medio del cultivo; C
corresponde a un valor constante del diametro inicial del hongo en el tiempo 0 con un valor

de 6 mm.

2.7.3. Inhibicién de la esporulacidon

Adicionalmente, se evalud la esporulacién del hongo expuesto a los diferentes extractos
en AcOEt de las plantulas de las dos variedades de frijol elicitadas (derivado indanoilo,
metil jasmonato) y no elicitadas, y phaseollina. Las mediciones se realizaron el dia 16 de
crecimiento del hongo. Se removieron las esporas con la ayuda de una espétula,
preparandose soluciones con un volumen de 500 pL. A partir de las soluciones preparadas
se determind la concentracion de esporas, tomando 10 L con una micropipeta
depositdndose en la placa de la camara de Neubauer, observandola al microscopio (10X).

El recuento de esporas se realizd tres veces y se obtuvo el promedio, transformandose
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con el factor de conversion que permita conocer la concentracion de esporas en cada caja

Petri analizada.

2.7.4. Metabolismo de phaseollina por el hongo Colletotrichum lindemuthianum

En el proceso de biotransformacion se utilizaron 120 mL de medio de cultivo liquido
Czapeck-Dox, dicho proceso se realizé en 3 erlenmeyer de base ancha de 250 mL
conteniendo 40 mL de medio cada uno. La inoculacion se realizé con trozos de siembra
en placa por extendido provenientes de cajas con edad de 15 dias; se utilizé una caja de
cultivo por 40 mL de medio. Los erlenmeyers se cerraron con algodén estéril; para la
preincubacion del hongo se emplearon las colonias de un aislado monosporico de C.
lindemuthianum cultivadas durante 15 dias, en un agitador orbital tipo shaker a 120 rpm.
Terminado el periodo de preincubacion se retir6 asépticamente la biomasa, mediante
filtracion con un lienzo de nylon estéril, y se transfiri6 a un nuevo medio de cultivo fresco;
sobre este material se adicion6 phaseollina, ajustandose una concentracion de 200 mg/L.
El proceso de biotransformacién se extendié por un periodo de tiempo de 120 h. Se realiz6
muestreo del proceso del metabolismo a las 24, 48 y 120 h y el proceso de extraccion se
realizdé con AcOEt, el extracto obtenido se secd en un rotoevaporador a presion reducida
y el residuo se disolvié en metanol y se analiz6 mediante HPLC. Los resultados fueron
expresados mediante abundancia relativa. Los productos obtenidos del metabolismo
fueron aislados mediante técnicas cromatograficas y fue identificados por métodos

espectroscopicos.
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3. Resultados y discusion.

3.1. Derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico

La sintesis de los derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico se realizé partiendo del &cido
2-carboxicinamico. Inicialmente, la hidrogenacion del a&cido 2-carboxicinamico se llevo a cabo
en diferentes solventes (MeOH, DCM, AcOEt y AcOH) bajo atmosfera de hidrégeno y con
catalizador de paladio (C/Pd, 10%). El general, cuando la reaccion se llevé a cabo en MeOH
se produjo varios productos, mientras que en DCM y AcOEt quedd reactivo en gran proporcion.
En AcOH, el &cido 2-carboxicindmico se consumié casi completamente, y adicionalmente, sélo
se formé el &cido 2-carboxihidrocinamico (2.1). Krumm et al. (1995) llevé a cabo esta misma
reaccion, pero empleando una solucién del acido 2-carboxicinamico en 0.6 N NaOH.
Posteriormente, el acido dicarboxilico saturado (2.1) resultante se ciclé por acilacion
intramolecular de Friedel-Crafts. Entre las metodologias evaluadas, con cloruro de tionilo
(SOCIL,), cloruro de oxalilo (COCI), y AICIs/NaCl a 150°C, fue esta ultima la que arrojé los
mejores resultados con un rendimiento del 65%. Krumm et al. (1995) reporta un rendimiento
global para la hidrogenacion y acilacion del 90%, muy superior al encontrado en el presente
trabajo. Esta diferencia puede estar asociada a las condiciones de la reaccion de acilacion, la
cual demanda AICI; anhidro; en nuestro caso este reactivo pudo tener algo de humedad, lo
gue redujo considerablemente el rendimiento de la reaccion. Entre los derivados del acido 1-
indanona-4-carboxilico, se prepararon conjugados con aminoacidos, amidas y esteres, como
resultado de maodificar la posicion 4 del acido l-indanona-4-carboxilico. Los conjugados
indanoilo-aminoécido y las amidas se sintetizaron por reaccion entre el acido 1-indanona-4-
carboxilico con ésteres metilicos de aminoacidos y aminas respectivamente, y empleando
DCC y el aditivo 1-hidroxibenzotriazol (HOBt). Lauchli et al. (2002) reportan que es posible
mejorar el rendimiento de esta reaccién usando sym-colidina y HATU (O-(7-aza-benzotriazol-
1-i)-N,N,N’,N’-tetrametiluroniunfluorofosfato) en N,N-dimetilformamida. El acoplamiento de
aminoacidos mostré su mayor rendimiento con el éster metilico de la L-isoleucina.
Adicionalmente, se sintetizaron derivados por modificaciones en las posiciones 1 (grupo
carbonilo) y 2 (carbono a a grupo carbonilo), obteniéndose derivados hidroxilados (por
reduccion de grupo carbonilo con NaBHs) e iminas (por reaccion con hidrazida), y 2-
bencilidenos (por condensacion alddlica), respectivamente. A continuacion, se describe la

asignacion estructural de los elicitores sintetizados derivados del &cido 1-indanona-4-
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carboxilico, la cual se baso principalmente en espectroscopia de RMN de *Hy **C mono -y

bidimensional.

3.1.1. 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster (2.3)

Este compuesto se aislé6 como un sdlido fino de color blanco, con un rendimiento en la etapa
de acoplamiento del aminoacido del 55%, y un Rf 0.45 (n-hex:AcOEt, 7:3); el compuesto reveld
como una banda de color amarillo luego de la aspersion de la cromatoplaca con revelador
universal. El espectro IR del compuesto mostro la banda en 3500-3180 cm™ caracteristica de
la tensiéon N-H y la banda en 1716 cm™ de la tensién del enlace C=0. El derivado sintetizado
se confirmé en *H RMN por la presencia de los protones H5’ y H6’, que aparecen como un
multiplete intenso a © 0.93-1.05 ppm que integra para 6 hidrogenos; entre & 1.28 — 1.59 ppm
aparecen los protones diasterotdpicos (confirmados con el espectro *H-*C HMQC, Figura 3-
7) en C4’ (-CH2-), una de las sefiales en & 1.28 ppm y otra en & 1.59 ppm. En & 2.07 ppm
aparece el proton H3’ (CH)’; entre 6 2.74 — 3.48 ppm aparecen los protones en los carbonos
C3 y C2 (-CH,) de la ciclopentanona, los cuales son confirmados por el acoplamiento
observado en el experimento de correlacion *H-'H COSY (Figura 3-6). Adicionalmente en &
3.83 ppm aparece el grupo -OCHs; como un singlete intenso y en & 4.87 se observa el proton
H2’ acoplado al protdn del grupo amida que aparece en 6.65 ppm, lo anterior se observa en
el experimento H-'H COSY. En cuanto a la regién aromatica se observaron sefiales que
integraron para tres protones (Figura 3-3). El anillo se encuentra trisustituido y se observa un
sistema AB; (6 7.51, J =7.5Hz paraH6 y & 7.92, J = 7.2 Hz para H5 y H7), y el patron de
sustitucion del anillo se confirmé por el experimento de correlacion *H-'H COSY. El espectro
13C RMN (Figura 3-4, Figura 3-5) revel6 la presencia de diecisiete sefiales asignadas con
base en los espectros *H-*C HSQC, 'H-*C HMBC y DEPT: d 11.7 (CH3, C5’), 15.6 4 (CHs,
C6’), 25.3 (CH,, C4’), 26.1 (CH, C3), 36.2 (CH2, C2), 38.2 (CH, C3’), 52.4 (O-CH?3), 56.80 (CH,
C2’). En la zona aromatica se observan 3 carbonos -CH a 8 126.5 (CH, C7), 127.7 (CH, C6),
132.7 (CH, C5), y a campos mas bajos se observan 3 carbonos cuaternarios a & 133.0 (C4),
138.3 (C7a), 154.1 (C3a). Asimismo, se observan las sefiales de los grupos carbonilos en &
166.7 perteneciente al grupo amida (-CONH-), en & 172.5 correspondiente al grupo éster (-O-
C=0,C1)yen 0 206.5 (C=0, C1) correspondiente al grupo oxo de la ciclopentanona. Mientras
el espectro 'H-13C HMBC (Figura 3-8) muestra una correlacion a larga distancia entre el protén
en C7 y el carbono carbonilico de la ciclopentanona & 206.5 ppm, y correlaciones entre H2

con C3a.
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Figura 3-1. Estructura del compuesto 2.3
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Figura 3-2. Espectro IR del compuesto 2.3
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Figura 3-3. Espectro de *H RMN del compuesto 2.3
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3.1.1. 1-oxo-indanoil-L-leucina metil éster (2.4)

Este compuesto se aislé como un solido fino de color amarillo con un rendimiento en la etapa
de acoplamiento del aminoéacido del 52% y un Rf 0.45 (n-hex:AcOEt, 7:3), y reveld como una
banda de color amarillo luego de la aspersién de la cromatoplaca con revelador universal. El
espectro IR del compuesto mostré la banda 3500-3180 cm™ caracteristica de la tension N-H y
la banda 1716 cm™ de la tensién del enlace C=0. El derivado sintetizado se confirmé en H
RMN (Figura 3-9) por la presencia de los protones H5' y HE’, que aparecen como un multiplete
intenso a & 0.98 ppm que integra para 6 hidrégenos; entre & 1.60-1.90 ppm aparecen los
protones en C3’ (-CH-) y C4’ (CH) solapados en un pico que integra para tres protones; a
campos mas bajos, en & 2.71 y 3.37 ppm aparecen los protones en C2 y C3 (-CH-) de la
ciclopentanona, acoplados, lo cual se confirmé en el experimento de correlacion *H-H COSY
(Figura 3-13). Adicionalmente, en & 3.77 ppm aparece el grupo -OCH;s; como un singlete
intenso y en 0 4.73 se observa el proton H2’ acoplado con el protén H3’, confirmado en el
experimento COSY (Figura 3-13). A campos bajos, en la regién aromatica, se observaron
sefales (un sistema ABC: 6 7.45,J =7.8 Hzpara H6,567.82,J=75HzparaH7y57.89,J =
7.5 Hz para H5) que integraron para tres protones (Figura 3-10), indicando un anillo aromatico
trisustituido, el cual se confirmé por el experimento de correlaciéon *H-H COSY (Figura 3-13).
El espectro *C RMN (Figura 3-11, Figura 3-12) revel6 la presencia de diecisiete sefiales
asignadas con base en los espectros *H-*C HSQC, *H-*C HMBC y DEPT: 5 21.1 (C5’), 22.5
(C6’), 25.0 (C4’), 25.6 (C3’), 36.0 (C2), 40.1 (C3), 51.2 (C2’), 52.0 (-OCHgs). En la zona
aromatica se observan 3 carbonos metinicos (-CH) a & 125.9 (CH, C7), 127.5 (CH, C6), y
133.2 (CH, C5). A campos mas bajos, se observan 3 carbonos cuaternarios con los siguientes
desplazamientos 6 133.3 (C4), 137.6 (C7a), y 154.6 (C3a). Asimismo, se observan las sefiales
de los grupos carbonilos en & 168.4 perteneciente al grupo amida, en & 173.6 correspondiente
al grupo éster (-O-C=0, C1’) y en 6 208.0 (C=0, C1) correspondiente a la ciclopentanona. El
espectro *H-C HMBC (Figura 3-15) muestra una correlacion a larga distancia entre el proton
en C7 y el carbono carbonilico de la ciclopentanona & 208.0 ppm, y correlaciones entre H2 y
H3 con C3a. Adicionalmente se observa una correlacion a larga distancia entre el proton H2’

y el carbono del grupo amida.
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Figura 3-15. Espectro *H-*C HMBC del compuesto 2.4

3.1.2. 1-oxo-indanoil-L-valina metil éster (2.5)

Este compuesto se aisl6 como un sélido fino de color blanco, con un rendimiento en la etapa
de acoplamiento del aminoacido del 32 %. El compuesto tiene un Rf 0.30 (n-hex:AcOEt, 7:3),
y revelé como una banda de color amarillo luego de la aspersién de la cromatoplaca con
revelador universal. El espectro IR del compuesto mostré la banda 3500-3180 cm®
caracteristica de la tensién N-H y la banda 1716 cm™* de la tensién del enlace C=0. El derivado
sintetizado se confirm6 en *H RMN (Figura 3-17) por la presencia de los protones H4’ y H5’,
que aparecen como un multiplete intenso a 8 1.05 ppm que integra para 6 hidrégenos; a campo
mas bajo, en d 2.27, se encuentra una sefial que integra para 1 protdén y corresponde a H3’;
en 8 2.72 y 3.32 ppm aparecen los protones en C2 y C3 (-CH-) de la ciclopentanona; en &
3.36 ppm se observa el proton H2’; adicionalmente en & 3.78 ppm aparece el grupo -OCHjs
como un singlete intenso. En la region aromatica se observaron sefiales que integraron para
tres protones (un sistema ABC (6 7.53, J = 7.5 Hz para H6, 6 7.85, J = 7.5 Hz para H7 y &
7.91, J1 = 0.9 Hz, J; = 7.5 Hz para H5)(Figura 3-17), confirmando el anillo trisustituido. El
espectro *C RMN (Figura 3-18, Figura 3-19) reveld la presencia de dieciséis sefales
asignadas con base en los espectros 'H-1*C HSQC y DEPT: 17.5 (C4’), 18.2 (C5’), 25.3 (C2),
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30.3 (C3’), 35.6 (C3), 51.2 (-OCHz), 58.5 (C2’). A campos mas bajos, en la zona aromatica, se
observan 3 carbonos metinicos (-CH-) a & 125.9 (CH, C7), 127.5 (CH, C6), y 133.2 (CH, Cb5),
y 3 carbonos cuaternarios a & 133.7 (C4), 137.5 (C7a), y 154.1 (C3a). Asimismo, se observan
las senales de los grupos carbonilos en 8 169.0 (-CONH-), en & 172.2 correspondiente al grupo

éster (-O-C=0, C1’) y en 6 207.48 (C=0, C1) correspondiente a la ciclopentanona.

Figura 3-16. Estructura del compuesto 2.5
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3.1.3. 1-oxo-indanoil-L-glicina metil éster (2.6)

Este compuesto se aislé como un sélido fino de color amarillo, con un rendimiento en la etapa
de acoplamiento del aminoacido del 19 %. El compuesto tiene un Rf 0.17 (n-hex: AcOEt, 7:3),
y revel6 como una banda de color amarillo luego de la aspersion de la cromatoplaca con
revelador universal. El espectro IR del compuesto mostr6 la banda 3500-3180 cm
caracteristica de la tensiéon N-Hy la banda 1716 cm™ de la tensién del enlace C=0. Elderivado
sintetizado se confirmé en *H RMN (Figura 3-21) por la presencia de los protones en C3y C2
(-CH2-) en 6 2.73 y 3.45 ppm de la ciclopentanona; asimismo, en 6 3.84 ppm aparece el grupo
-OCH3z como un singlete intenso; en & 4.3 ppm se observa el protén H2’; adicionalmente el
proton del grupo amino se observa en 6 6.79 ppm (-NH). En cuanto a la regién aroméatica se
observaron sefiales que integraron para tres protones un sistema AB, (6 7.48, J = 7.5 Hz para
H6, 6 7.89, J; = 3.6 Hz, J, = 7.5 Hz para H5 y H7), indicando un anillo trisustituido. El espectro
13C RMN (Figura 3-22, Figura 3-23) revel6 la presencia de trece sefiales asignadas con base
en los espectros H-13C HSQC y DEPT: 26.1 (C3), 36.2 (C2), 41.6 (C2’), 52.65 (-OCHj3). En la
zona aromética se observan 3 carbonos metinicos (-CH-) a & 126.6 (C7), 127.7 (C6), 132.5
(C5), y acampos mas bajos 3 carbonos cuaternarios a & 132.7 (C4), 138.3 (C7a), 154.4 (C3a).
Asimismo, se observaron sefiales para los carbonos carbonilicos, en d 167.1 (-CONH-), 170.4
correspondiente al grupo éster (-O-C=0), C1’) y 206.5 (C=0, C1) correspondiente al grupo

oxo de la ciclopentanona.

Figura 3-20. Estructura del compuesto 2.6
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Figura 3-23. Espectro DEPT del compuesto 2.6

3.1.4. 1-oxo-indano-4-carboxilato de 3-hidroxipropilo (2.7)

Este compuesto se aislé como un sélido amorfo de color amarillo, con un rendimiento en la
etapa de esterificacion del 53 % y un Rf 0.19 (n-hex:AcOEt, 7:3). EI compuesto reveld con
tonalidad amarilla palida en TLC haciendo uso de revelador universal, posterior a un leve
calentamiento. El espectro IR (Figura 3-25) del compuesto mostré la banda a 3500 cm™ ancha
caracteristica del estiramiento O-H y la banda en 1682 cm™ correspondiente a la tension C=0
del grupo carbonilo de la ciclopentanona y el éster. El derivado sintetizado se confirmé en H
RMN (Figura 3-26) por la presencia de los protones de la cadena alquilica que se encuentra
enlazada al grupo éster; en primer lugar, aparecen los protones en C2’ como un multiplete a
0 2.07 ppm que integra para 2 hidrégenos, a ® 3.84 ppm aparecen los protones en C3’ como
un triplete que integra para 2 hidrégenos y por ultimo aparecen los protones en C1’, que
aparece como un triplete a & 4.55 ppm. Asimismo, se observan los protones en C2 y C3 del
anillo ciclopentanona a & 2.74 y 3.5 ppm integrando para 2 protones cada una; en 6 2.32 ppm
aparece la sefial para el grupo hidroxilo (-OH). A campos mas bajos, en la region aromatica,
se observaron senales que integraron para tres protones (un sistema ABC (6 7.50,J =7.5 Hz
para H6, 6 7.97, J = 7.5 Hz para H7, 6 8.31, J = 7.8 Hz para H5), confirmando el anillo
trisustituido. El espectro 3C RMN (Figura 3-27, Figura 3-28) revel6 la presencia de trece
sefiales asignadas con base en los espectros H-*C HSQC (Figura 3-30) y DEPT: d 27.3
(CH2, C3), 31.8 (CH2, C2), 36.1 (CH2, C2), 59.1 (CH,, C3’), 62.07 (CH2, C1’). En la zona
aromatica se observan 3 carbonos metinicos (-CH-) a & 127.6 (C6), 128.23 (C7), 136.4 (C5),
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y a campos mas bajos 3 carbonos cuaternarios a & 128.20 (C4), 138.3 (C7a), y 156.7 (C3a).
Asimismo, se observan las sefiales de los grupos carbonilos en & 166.1 (-O-CO-)
perteneciente al grupo éster y en & 206.7 correspondiente al grupo carbonilo de la
ciclopentanona (C=0, C1). Mientras el espectro *H-13C HMBC (Figura 3-32) muestra una
correlacion a larga distancia entre el proton en C2 y C3 y el carbono carbonilico de la
ciclopentanona & 206.7 ppm, y correlaciones entre H7 con C1 del grupo carbonilo.
Adicionalmente se observa una correlacion de larga distancia entre los protones de C1’ y el

carbono del grupo ester & 166.1 ppm.

Figura 3-24. Estructura del compuesto 2.7
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Figura 3-25. Espectro IR del compuesto 2.7
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Figura 3-31. Espectro *H-*C HMBC del compuesto 2.7
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3.1.5. 1-hidroxi-indanol-L-isoleucina metil éster (2.8)

Este compuesto se aislé como un sdlido fino de color blanco, con un rendimiento del 52 %y
un Rf 0.38 (n-hex:AcOEt, 7:3). El compuesto reveld con tonalidad amarilla palida en TLC
haciendo uso de revelador universal, posterior a un leve calentamiento. El espectro IR (Figura
3-33) del compuesto mostro la banda 3313 cm™ caracteristica del estiramiento O-H, la cual se
solapa con la banda a 3278 cm caracteristica de la tension N-H. También se observé la banda
en 1633 cm™ correspondiente a la tensién C=0 del carbonilo del grupo amida, y la banda en
1716 cm™ de la tension del enlace C=0 del grupo éster. El derivado sintetizado se confirmé
en *H RMN (Figura 3-34) por la presencia de los protones H5' y H6’, que aparecen como un
multiplete intenso a & 1.0 ppm integrando para 6 hidrogenos; entre & 1.25-1.52 ppm aparecen
los protones en C4’ (-CH;-), los cuales son diasterotdpicos, desdoblandose en dos sefales;
en 0 2.51 ppm aparece el protén H3’ (CH) y en & 2.69 ppm la sefal para el grupo hidroxilo (-
OH); por otro lado, en d 2.03 ppm aparecen los protones en C2 (-CHa-), mientras en 6 3.03 y
3.26 ppm aparecen los protones en C3 (-CH;-); adicionalmente en & 3.80 ppm aparece el
grupo -OCHs como un singlete intenso y en & 4.82 ppm se resond el proton H2’, mientras el
protéon H1 se observé en & 5.23 ppm como un singlete. El proton del grupo amino se detecté
en 0 6.59 ppm (-NH). A campo bajo, en la regidon aromatica, se observaron sefiales que
integraron para tres protones (un sistema ABC (0 7.30, J = 6 Hz para H6, 6 7.55, J = 7.5 Hz
para H7, & 7.57, J = 7.5 Hz para H5) confirmando el anillo trisustituido. El espectro **C RMN
(Figura 3-35, Figura 3-36) revel6 la presencia de diecisiete sefiales asignadas con base en
los espectros *H-1*C HSQC y DEPT: & 11.6 (CHs, C5’), 15.6 (CHs, C6’), 25.3 (CHy, C4’), 29.9
(CH2, C3), 35.8 (CH2, C2), 38.2 (CH, C3’), 52.3 (-OCHz3), 56.7 (CH, C2’), 75.7 (CH, C1). A
campo bajo se observan 3 carbonos metinicos (-CH-) a & 127.14 (CH, C7), 127.17 (CH, C86),
131.5 (CH, C5), y 2 carbonos cuaternarios a 6 142.1 (C4), 146.8 (C3a). Asimismo, se observan
las senales de los grupos carbonilos en d 168.0 y 172.7 correspondientes al grupo éster amida
y éster (-O-C=0, C1’).
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Figura 3-32. Estructura del compuesto 2.8
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Figura 3-33. Espectro IR del compuesto 2.8
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Figura 3-36. Espectro DEPT del compuesto 2.8

3.1.6. N-(3-(dimetilamino)propil)-1-oxo-indano-4-carboxamida (2.9)

Este compuesto se aislé como un sélido transparente de tonalidad morada con un rendimiento
en la reaccién de condensacién de la amina del 22 % y un Rf 0.29 (DCM: MeOH, 8:2). El
compuesto revelé en TLC con tonalidad roja con el revelador de Dragendorff y amarilla con el
revelador universal, posterior a un leve calentamiento. El derivado sintetizado se confirmé en
'H RMN (Figura 3-38) por la presencia de los protones H4' y H5’, que aparecen como un
singlete intenso en & 2.42 ppm que integra para 6 hidrégenos enlazados a los carbonos
sustituyentes de la amina alquilica; a desplazamientos quimicos mayores se observan los
protones H2’, H3’ y H1’ de la cadena alquilica que aparecen en & 1.93, 2.67 y 3.62 ppm como
un multiplete, triplete y doblete, respectivamente. Asimismo, los protones de la ciclopentanona
H3 y H2 aparecen como un multiplete en 6 2.75 ppm y 3.52 ppm, cada uno integrando para 2
hidrogenos; adicionalmente en & 8.39 ppm aparece la sefial para el protén del grupo amida (-
NHCO-). En la region aromatica se observaron sefiales que integraron para tres protones
(sistema AB,: & 7.48, J = 7.5 Hz para H6, & 7.88, J = 8.1 Hz para H7 y H5), confirmando el
anillo trisustituido. El espectro ¥*C RMN (Figura 3-39, Figura 3-40) reveld la presencia de
quince sefiales asignadas con base en los espectros *H-*C HSQC (Figura 3-42) y DEPT:
26.32 (CH, C2), 34.0 (CH2, C2’), 36.3 (CH, C3), 39.8 (CH,, C1’),45.0 (2 CH3s, C4’y C5’), 58.6
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(CH,, C3’), 126.1 (CH, C7), 127.6 (CH, C6), 132.4 (CH, C5), 133.3 (C4), 138.3 (C7a) y 154.7
(C3a). Asimismo, se observan las senales de los grupos carbonilos en 6 167.0 (-NHCO-)y &
207.0 (C=0, C1). Mientras el espectro *H-13C HMBC (Figura 3-44) muestra una correlacion a
larga distancia entre el proton del C1’y el carbono carbonilico de la amida; ademas, se observa
la correlacién a larga distancia entre los protones C2 y C3 con el carbono del grupo carbonilico
de la ciclopentanona.

_JJ LJU L_J:L*"w'l\ LA
WHH M M

Figura 3-38. Espectro de *H RMN del compuesto 2.9
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Figura 3-40. Espectro DEPT del compuesto 2.9
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Figura 3-42. Espectro *H-*C HSQC del compuesto 2.9



74 Sintesis de derivados del &cido 1-indanona-4-carboxilico y evaluacién de su aplicacién en variedades de frijol sobre la acumulacién de
fitoalexinas isoflavonoide, fitotoxicidad y actividad antifingica de sus extractos.

HE H1' H2 ’
_JL__JJM J'L.._.adlnﬁl\ J“L/“llu_ -

Figura 3-43. Espectro 'H-1*C HMBC del compuesto 2.9

3.1.7. N-(3-(dietilamino)propil)-1-oxo-indano-4-carboxamida (2.10)

El compuesto se aislé6 como un sélido transparente de tonalidad morada con un rendimiento
en la reaccion de condensaciéon de la amina del 35 % y un Rf 0.37 (DCM:MeOH, 8:2). El
compuesto reveldé en TLC con tonalidad roja con revelador de Dragendorff, y amarilla con
revelador universal posterior a un leve calentamiento. El derivado sintetizado se confirmé en
'H RMN (Figura 3-45) por la presencia de los protones H5' y H7’, que aparecen como un
triplete en & 1.09 ppm que integra para 6 hidrogenos enlazados a la cadena de carbonos
sustituyentes de la amina alquilica; luego se observan los protones en C4’ y C6’ (CH>)
enlazados a los carbonos sustituyentes de la amina alquilica que aparecen entre § 2.62 y 2.66
ppm. Los protones en C2 y C3 en el anillo ciclopentanona aparecen en 6 2.69 ppm y 3.37
ppm, respectivamente. Los protones H2' de la cadena alquilica aparecen en 6 1.84 ppmy a
campos mas bajos, por su cercania con un atomo de nitrégeno, los protones H3’ y H1’ en &
3.32 y 3.44 ppm, respectivamente. A campos bajos, en la regién aromatica, se observaron
sefiales que integraron para tres protones confirmando el anillo trisustituido. El espectro *C
RMN (Figura 3-46, Figura 3-47) revelo la presencia de diecisiete sefiales asignadas con base
en los espectros 1H-13C HSQC y DEPT: 6 9.7 (CH3, C5' y C7’), 25.2 (CH,, C2’, C3’), 25.5
(CH>, C3), 37.9 (CH,, C1"),46.32 (CH,, C4’ y C6’), 49.9 (CH», C2), 125.3 (CH, C7), 127.4 (CH,
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C6), 132.7 (CH, C5), 133.9 (C4), 137.7 (C7a), 154.3 (C3a), 168.6 (-NHCO-) y 207.7 (C=0,
C1). Mientras el espectro H-'*C HMBC (Figura 3-50) muestra una correlacion a larga
distancia entre el protén en C1’ y el carbono carbonilico de la amida; ademas, se observa la
correlacion a larga distancia entre los protones en C3 con el carbono del grupo carbonilo del

anillo ciclopentanona.

1 Lo
‘ : _ | )< H H HY

Figura 3-45. Espectro de *H RMN del compuesto 2.10
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Figura 3-47. Espectro DEPT del compuesto 2.10
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Figura 3-49. Espectro *H-*C HSQC del compuesto 2.10
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Figura 3-50. Espectro *H-3C HMBC del compuesto 2.10

3.1.8. 2-(3’-bromobencilideno)-1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster (2.11)

El compuesto se aisl6 como un soélido fino de color blanco con un rendimiento en la
condensacion alddlica de 33.2 % y un Rf 0.46 (n-hex:AcOEt, 7:3). Revel6 como una banda de
color amarillo por aspersion de la cromatoplaca con revelador universal. El derivado se
confirmé en *H RMN (Figura 3.52): los protones H5' y H6’, aparecen como un multiplete
intenso a ® 1.05 ppm que integra para 6 hidrogenos; entre & 1-10 y 1.98 ppm aparecen los
protones diasterotopicos en C4’; en & 3.51 ppm se observan la sefal del proton H3'. El grupo
-OCH3 del éster del aminoacido, aparece como un singlete intenso en & 3.89 ppm. Los
protones en C3 se observan en 6 4.36 ppm como un multiplete que integra para 2 hidrégenos,
mientras, los protones H2' aparecen en & 4.92 ppm; asimismo el protén del grupo amino se
observa en & 6.73 ppm. El experimento de correlacion *H-'H COSY (Figura 3-55) muestra el
acoplamiento entre el proton del grupo amino y H2'. Los protones del anillo aromatico de la
indanona muestran el sistema trisustituido (6 7.41, J = 8.1 Hz para H7, & 7.84, para H5 y &
8.07, J = 7.5 Hz para H6). Este patron de sustitucién se confirmé por los experimentos de
correlacion *H-'H COSY, H-13C HSQC (Figura 3-56) y *H-13C HMBC (Figura 3-57). El anillo

bencilideno mostré un patrén de meta-disustitucion, observandose los protones H2” en & 7.56
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ppm, H6” en & 7.61 ppm, H5” en & 7.71 ppm, y H4” en & 7.95 ppm. Es importante mencionar
que el desplazamiento quimico del protdon Ha que aparece en & 7.64 ppm, permitié deducir
gue configuracion del doble enlace C-C en el derivado como E, ya que el proton Ha al estar
cercano al grupo carbonilo presenta un desplazamiento a campos mas bajos, resonando en
la zona aromaética, lejos de la zona a la que normalmente absorben los protones vinilicos. El
espectro *C RMN (Figura 3-53, Figura 3-54) revel6 la presencia de 24 sefiales asignadas
con base en los espectros *H-1*C HSQC, *H-*C HMBC y DEPT: & 11.7 (CHgs, C5’), 15.7(CHg,
C6’), 33.9 (CH>, C3), 35.6 (CH, C4’), 49.2 (CH, C3’), 53.0 (-OCHz3), 56.9 (CH, C2’), 127.3 (CH,
C6), 128.2 (CH, C6”), 128.9 (CH, C5”), 130.5 (CH, C7), 132.5 (CH, C4”), 132.7 (CH, C2"),
133.8 (CH, C5), 133.1 (=CH, Ca), 123.1 (C3”), 135.4 (C4), 137.2 (C1”), 148.9 (C7a), 156.8
(C3a), 166.6 (-CONH), 172.5 (-COO-, C1’) y 8 193.5 (C=0, C1). Igualmente, en el espectro
!H-3C HMBC (Figura 3-58) se muestra una correlacion a larga distancia entre el proton en

Cay el carbono carbonilico de la ciclopentanona y correlaciones entre H3 con C7a 'y C4.
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Figura 3-51. Estructura del compuesto 2.11
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Figura 3-53. Espectro de *C RMN del compuesto 2.11
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Figura 3-54. Espectro DEPT del compuesto 2.11
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Figura 3-55. Espectro H-'H COSY del compuesto 2.11
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Figura 3-57. Espectro *H-*C HMBC del compuesto 2.11
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3.1.9. 1-bencilhidrazono-indanoil-L-isoleucina metil éster (2.12)

El compuesto se aislé como un sdélido fino de color blanco con un rendimiento en la reaccién
de adicién nucleofilica de 37 % y un Rf 0.39 (n-hex:AcOEt, 7:3). El producto revel6 como una
banda de color amarillo luego de la aspersién de la cromatoplaca con revelador universal. El
derivado sintetizado se confirmé en *H RMN (Figura 3-59) por la presencia de los protones
H5’ y H6’, que aparece como un multiplete intenso a & 1.05 ppm que integra para 6 hidrégenos;
entre & 1.31 y 1.61 ppm aparecen los protones diasterotdpicos en C4’; en 6 2.0-2.05 ppm se
observa el proton H3'. A campos mas bajos, aparecen los protones H2 y H3 en & 3.03-3.07
ppm; en & 3.36 ppm aparece el protdbn Ha como un singlete intenso. Asimismo, en & 3.78 ppm
aparece un singlete intenso caracteristico del grupo -OCHg; del éster de los aminoacidos; los
protones H2’ aparecen en d 4.58 ppm. En la region aromatica se observan las sefiales de los
protones aromaticos (6 7.43,J=7.5Hz paraH6,67.68,J=7.5Hz, paraH5y 5 8.14,J=7.8
Hz para H6) del nucleo indanoil. El patron de sustitucion trisustituido se confirmé por los
experimentos de correlacion *H-'H COSY (Figura 3-62), *H-3C HSQC (Figura 3-63) y 1H-13C
HMBC (Figura 3-64). El anillo proveniente de la bencil hidrazina, monosustituido, se determin6
por los protones H3” y H5” entre & 7.48-7.56 ppm, H4” en & 7.60 ppm, H2” y H6” en & 7.91
ppm. El espectro ¥C RMN (Figura 3-61, Figura 3-62) reveld la presencia de 24 sefiales
asignadas con base en los espectros *H-*C HSQC, *H-*C HMBC y DEPT: & 10.2 (CHjs, C5’),
14.7 (CHs, C6’), 25.3 (CH,, C4’), 27.0 (CH2, C2), 28.1 (CH, C3), 36.7 (CH, C3’), 48.5 (CHx,
Ca), 51.2 (-OCHgs), 57.4 (CH, C2"), 124.8 (CH, C7), 127.2 (CH, C6), 127.5 (2CH, C3” y C5"),
128.3 (2 CH, C2” y C6”), 129.7 (CH, C5), 131.8 (CH, C4”), 132.5 (C4), 133.1 (C3a), 138.6
(C7a), 147.9 (C1”), 164.7 (C=N), 169.6 (-CONH), y 172.4 (-O-C=0, C1’). El espectro H-*C
HMBC (Figura 3-65) muestra una correlacién a larga distancia entre el proton en H2 y C1;
ademas, correlaciones entre H7 con C5, H6 con C7a, Ha con C1”, H2” y H6” con C4y H3” y
H5” con C4”. Adicionalmente se observa una correlacion a la larga distancia entre H2’ y el

carbono del grupo amida.
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Figura 3-59. Espectro de *H RMN del compuesto 2.12
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Figura 3-64. Espectro *H-*C HMBC del compuesto 2.12

3.1.10. 6-Bromo-1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.15)

El compuesto se aisléo como un sadlido fino de color blanco con un rendimiento en la etapa de
la conjugacién con el aminoacido de 59 % y un Rf 0.41 (n-hex:AcOEt, 7:3). EI compuesto
revelé6 como una banda de color amarillo luego de la aspersiéon de la cromatoplaca con
revelador universal. El espectro IR del compuesto mostré la banda 3500-3180 cm®
caracteristica de la tension N-H y la banda 1716 cm™ de la tensién del enlace C=0. El derivado
sintetizado se confirmé en *H RMN (Figura 3-66) por la presencia de los protones H5’ y H6’,
como un multiplete intenso a 6 0.93-1.05 ppm; entre & 1.26 — 1.61 ppm aparecen los protones
diasterotdpicos en C4’; en 0 2.04 — 2.12 ppm aparece H3’; entre  2.76 — 3.41 ppm aparecen
los protones en C3 y C2 mutuamente acoplados y observados en el experimento de
correlacion *H-'H COSY (Figura 3-69); en & 3.84 ppm aparece el grupo -OCH; como un
singlete intenso y en & 4.85-4.90 ppm se observa el proton H2' acoplado al protén del grupo
amida que aparece en 6.65 ppm, lo anterior se observa en el experimento COSY. A campos
bajos, en la region aromatica, se observaron senales (un sistema AB, 5 7.98,J=1.5Hz, H7 y
8.02,J =1.2 Hz, H5) que integraron para dos protones y confirman un sistema cuatrisustituido.

El espectro *C RMN (Figura 3-67, Figura 3-68) reveld la presencia de diecisiete sefiales
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asignadas con base en los espectros *H-*C HSQC (Figura 3-70), *H-*C HMBC y DEPT.: &
11.7 (CHs, C5’), 15.6 (CHs, C6’), 25.4 (CH2, C4’), 25.8 (CH, C3), 36.2 (CH, C2), 38.2 (CH,
C3’), 52.5 (O-CHs3), 56.9 (CH, C2’), 129.3 (CH, C5), 135.5 (CH, C7), 121.7 (C6), 134.6 (C4),
140.1 (C3a), 152.4 (C7a), 165.3 (-CONH), 172.4 (-O-C=0, C1’) y 204.8 (C=0, C1). El espectro
!H-C HMBC (Figura 3-71) muestra una correlacion a larga distancia entre el proton en H2 y

el carbono carbonilico, y correlaciones entre H7 con C6, y C5 y H3 con C7a.
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Figura 3-66. Espectro de *H RMN del compuesto 2.15
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Figura 3-70. Espectro 'H-13C HSQC del compuesto 2.15
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Figura 3-71. Espectro *H-*C HMBC del compuesto 2.15

En la Figura 3-72 se muestran los derivados del 4cido 1-indanona-4-carboxilico sintetizados

en el presente trabajo.
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Figura 3-72. Estructuras de los derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico sintetizados
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3.2. Identificacidn de las fitoalexinas del frijol

Luego del proceso de induccion y extraccion, para la deteccion de las fitoalexinas se empleé
cromatografia de capa fina (Figura 3-73), para determinar diferencias en la composicion
relativa de los extractos de plantulas tratadas con el inductor CuCl, de tres variedades de frijol,
lo cual permitio identificar diferentes fuentes para la purificacion e identificacion de las
fitoalexinas. Al tratar la placa con el revelador, se observo la presencia de nuevos compuestos
ausentes en las plantulas tratadas con agua. Estos compuestos pasaron a ser purificados por
técnicas cromatograficas convencionales. La fitoalexina mayoritaria correspondié a la
phaseollina, de la cual se obtuvieron 26 mg; para las demas fitoalexinas las cantidades
obtenidas variaron entre 6 mg y 14 mg.

eannaanrennnn
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Figura 3-73. Cromatografia de capa fina de extractos de frijol, codificados de la siguiente

manera: Car: Variedad Cargamanto Blanco, Cal: Variedad Calima, Moc: Variedad Cargamanto
Mocho. Bla: Extracto blanco (control; plantulas no tratadas con inductor), Cu: Extracto de
plantulas inducidas con solucion de CuCl,. Se sefalan las areas donde se aprecia mayor
cambio en la composiciéon. El sistema de elucion utilizado fue CHCls:acetona, 80:20; a la
izquierda se aprecia la placa sin revelar y a la derecha aparece la placa tratada con revelador

universal.

A continuacion, se describe la asignacion estructural de las fitoalexinas aisladas de las
variedades de frijol, la cual se basd principalmente en espectroscopia de resonancia

magnética nuclear de *H y 3C mono - y bidimensional.
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3.2.1. Genisteina

Este compuesto se aislé como un sélido amorfo de color blanco. Presenté Rf de 0.59 en TLC
(n-hex-Et20, 1:3), y revelé como una banda de color amarillo luego de la aspersion de la
cromatoplaca con revelador universal. En el sistema empleado en HPLC (Figura 2-21), el
compuesto presentd un tiempo de retencion, Tg, de 39.0 min. El espectro de absorcion UV
mostré dos bandas de absorcion maxima a 211 y 259 nm, bajo las condiciones empleadas en
HPLC (Figura 3-74). El espectro de masas (FAB-MS de ion positivo, Figura 3-75) de baja
resoluciéon mostrd un ion cuasimolecular [M*H]* a 271 uma, y el de alta resolucion presento
una masa de 270.05689 uma, concordante con una formula molecular C1sH100s. El esqueleto
isoflavona se confirmé en *HRMN por la presencia del protén H2, que aparece como un
singlete intenso a & 8.06 ppm; adicionalmente se observaron sefales en la regidon aromatica
gue integraron para seis protones (Figura 3-76). El patrén de sustitucién del anillo B (para-
sustituido; 4’-hidroxi) se dedujo del sistema AA'’XX’ (6 7.36, J = 8.7 Hz para H2’, H6’ y & 6.84,
J = 8.7 Hz para H3’, H5’), y el patron de sustitucién del anillo A, se dedujo a partir de
consideraciones biosinteticas y por la presencia de dos protones a campo mayor que las
anteriores (0 6.35 y 6.23 ppm) con una constante de acoplamiento de 2.1 Hz, indicando una
posicién relativa meta y que se asignan a los hidrégenos 6 y 8; este patrén de sustitucion se
confirmé por el experimento de correlacion *H-'H COSY (Figura 3-79). El espectro 1*C RMN
(Figura 3-77, Figura 3-78) reveld la presencia de quince sefiales (caracteristico del sistema
CsCsCs de isoflavonoides), asignadas con base en los espectros *C RMN, DEPT, 'H-13C
HMBC: & 153.4 (CH1, C2), 121.9 (C3), 180.0 (C4), 162.0 (C5), 98.7 (CH?, C6), 164.0 (C7),
93.4 (CHt, C8), 157.8 (C9), 104.5 (C10), 121.5 (C1"), 130.0 (C2’), 114.9 (CH?t, C3’), 158.0
(C4’), 114.9 (CH1, C5), 130.0 (CHT1, C6’). Igualmente, el espectro *H-*C HMBC (Figura 3-79)
muestra una correlacién a larga distancia entre el protén en C, caracteristico de la isoflavona,
y el carbono carbonilico a & 180.0 ppm, y correlaciones entre Hg con Cg y Hg con Ce. La
identidad de esta isoflavona se confirmé por comparacion de los espectros de *H y *C RMN,

con los obtenidos a partir de una muestra autentica de Genisteina.
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Figura 3-74. Espectro de absorcion UV de la Genisteina
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Figura 3-75. Espectro de masas (FAB de ion positivo) de la Genisteina
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Figura 3-76. Espectro de *H RMN de la Genisteina
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Figura 3-77. Espectro de *C RMN de la Genisteina
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3.2.2. Daidzeina

Esta fitoalexina se aislé como un solido amorfo de color blanco. En cromatografia de capa fina
presenté un Rf de 0.41 (n-hex-Et;0, 1:3); reveld de color amarillo con revelador universal, y
posterior calentamiento. Presenté en HPLC un T de 36.0 min (Figura 2-21). La daidzeina
mostro una banda de absorcion UV maxima a 248 nm, y varios picos de inflexion a 211y 301
(Figura 3-80), bajo las condiciones empleadas en HPLC. El espectro de masas (FAB-MS de
ion positivo, Figura 3-81) de baja resolucion mostré un ion cuasimolecular [M*H]* a 255 uma,
y el de alta resolucion present6é una masa de 254.06368 uma, correspondiente con una férmula
molecular CisH1004. En 'H RMN (Figura 3-82), la daidzeina presentd un proton H2
caracteristico de las isoflavonas a ® 8.15 ppm, y siete protones aroméaticos formando un
sistema AMX y AA’XX’ a 6 8.05 (d, H5), 6.94 (dd, H6) y 6.85 (d, H8), y a 6 6.85 (2H, d, H3’ y
5)y 7.37 (2H, d, H2’ y 6’), respectivamente. Para el primer sistema y que corresponde al anillo
A, se confirma un sustituyente hidroxi en C7. El patrén de sustitucién 4’-hidroxi en el anillo B
se deduce del sistema AA’XX'. La identidad de esta isoflavona se confirmd por comparacion
de los espectros de H y *C RMN (Figura 3-82, Figura 3-83, Figura 3-84) del material, con

los obtenidos a partir de una muestra autentica de daidzeina.
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Figura 3-80. Espectro de absorcién UV de la Daidzeina
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3.2.3. 2’-Hidroxigenisteina

El compuesto se aislé como un sélido amorfo blanco. En cromatografia de capa fina presentd
Rf de 0.36 (n-hex-Et;0O, 1:3); se aprecid6 como una mancha de color pardo con revelador
universal, seguido de un calentamiento breve. Present6 un Tr de 35.0 min en el sistema
empleado en HPLC. En el espectro de absorcion UV/VIS (Figura 3-85), el compuesto presenté
bandas de absorcion maxima a 204, 228 y 278 nm en el sistema de elucion empleado en
HPLC. El espectro de 'H RMN (Figura 3-86) revel6 un patrén de sustitucion para el anillo A
(sistema 5,7-dihidroxi) igual que el de la genisteina, presentando sefiales similares para H6 y
H8 (6 6.25y 6.40 ppm, respectivamente); el proton H2 comun de la isoflavona se aprecia como
un singlete a & 8.03 ppm. El patrén de sustitucién 2’,4’-dihidroxi del anillo B se dedujo a partir
de las sefiales de protén formando un sistema AMX: el protén H6’ aparece como un doblete
(J=7.8 Hz) a & 7.05 ppm debido al acoplamiento orto- con H5’; la sefial de este ultimo proton
se superpone con la correspondiente al doblete de H3’, y aparecen como un multiplete en &
6.30-6.40 ppm. Las asignaciones para todos los protones y carbones (Figura 3-86, Figura 3-
87) se realizaron con base en los espectros de correlacion *H-'H COSY (Figura 3-89), *H-13C
HSQC (Figura 3-89) y correlacién a larga distancia *H-*C HMBC (Figura 3-89). Comparando
con los datos reportados en la literatura para la 2’-hidroxigenisteina estos coinciden con los
datos espectroscépicos reportados en nuestro estudio.
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Figura 3-85. Espectro de absorcion UV de la 2’-Hidroxigenisteina
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3.2.4. Dalbergioidina

Este compuesto se aislé como un sélido amorfo incoloro. En TLC presentd Rf de 0.33 (n-hex-
Et,0O, 1:3); reveld de color negro con revelador universal seguido de calentamiento. Posee un
Tr de 34.0 min en el sistema empleado en HPLC (Figura 2-21). El espectro de absorcién UV
de la dalbergioidina presentd bandas de absorcion maxima a 265, 290 y 344 nm, en el sistema
de elucion en HPLC. El espectro de masas (FAB-MS de ion positivo, Figura 3-91) de alta
resolucién presentdé una masa de 288.05814 uma, concordante con una férmula molecular
Ci1sH1206. En *H RMN (Figura 3-92), los protones aromaticos se observan como un sistema
AMX (para el anillo B) y uno AX (para el anillo A), éste ultimo revelando un patron de sustitucion
5,7-dihidroxi. El primer sistema esta integrado por las siguientes sefales: 6 6.95 (H6', d, J =
8.0 Hz), 6.45 (H3', d, J = 2.3 Hz) y 6.35 (H5’, dd, J = 8.0 y 2.3 Hz), que definen el patrén de
sustitucion 2’,4’-dihidroxi del anillo B. La naturaleza isoflavanona del compuesto se confirmé a

partir de un grupo de sefiales mutuamente acopladas que conforman un sistema ABX, para
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los tres protones del anillo heterociclico en  4.60, 4.44 y 4.27 ppm, y que a su vez demuestran
la no equivalencia de los protones en C2. Estos acoplamientos se confirmaron con los
espectros de correlacion *H-'H COSY y H-13C HSQC (Figura 3-95).

Por otro lado, el espectro de 13C RMN (Figura 3-93) permitié establecer las multiplicidades de
los carbonos; donde aparecieron quince sefales correspondientes a seis grupos metinos,
cinco de los cuales son aromaticos: 6 132.2, 108.3, 104.3, 97.3 y 96.1 ppm, y uno no aromatico
a 0 47.7 ppm; un grupo metileno desplazado a campo bajo & 71.5 ppm correspondiente a C2,
un carbono carbonilico a & 198.9 ppm y siete carbonos cuaternarios aromaticos, cuatro de
ellos oxigenados y que resuenan a & 167.5, 166.1, 165.0, 159.3, 157.5 y dos no oxigenados a
114.3 y 104.1 ppm. Las asignaciones para todas los protones y carbones se realizaron con
base en los espectros de correlacion *H-*H COSY (Figura 3-95) y correlacion a larga distancia
IH-13C HMBC (Figura 3-95). En este Ultimo, aparecieron conectividades entre los dos protones
no equivalentes H2 y la sefal del carbono carbonilico en & 198.9 ppm, asi como también entre
H5' y el carbono metinico C3 no aromatico a & 47.4 ppm. Estas asignaciones para la

isoflavanona daldergioidina concuerdan con las citadas en reportes previos.
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Figura 3-90. Espectro de absorcién UV de la Dalbergioidina
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Figura 3-92. Espectro de *H RMN de la Dalbergioidina

Figura 3-93. Espectro de *C RMN de la Dalbergioidina
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Figura 3-94. Espectro de *C RMN (DEPT) de la Dalbergioidina



Capitulo 3

107

el W

4 1 J kﬂ' . [
ab ; j a .-'q d g
. = &
{ ] S
i = s 3
: e | SRR :
¢ )l G :
g J ks :
P T a Y M i e
l ‘U I’LU N
— <} e {1 s
] ny .
=] '
=== ; ,' ' }."’°°
2 @ 3L ;
_—.L : P - 125
;150
= & i i
E QQ.Q 3 [-200

Figura 3-95. Espectros *H-'H COSY (superior izquierda), *H-13C HSQC (superior derecha) y
1H-13C HMBC (inferior) de la Dalbergioidina



10E Sintesis de derivados del &cido 1-indanona-4-carboxilico y evaluacién de su aplicacién en variedades de frijol sobre la acumulacién de
fitoalexinas isoflavonoide, fitotoxicidad y actividad antifingica de sus extractos.

3.2.5. Coumestrol

El compuesto se aislé como un sélido amorfo blanco. En TLC presenté un Rf de 0.54 (n-hex-
Et,O, 1:3). Revel6 como una banda de color amarillo con revelador universal seguido de
calentamiento; se observa como una banda fluorescente azul en UV de onda corta y larga.
Tiene un Tr de 43.0 min en el sistema empleado en HPLC (Figura 2-21). El espectro de
absorcion UV (Figura 3-96) present6 tres bandas intensas a 343 nm (longitud de onda de
maxima absorcion), 303 y 244 nm. El espectro de masas (FAB-MS de ion positivo) (Figura 3-
97) de baja resolucion mostré una masa de 268 y el de alta resolucién 268.03689 uma, que
concuerda con una férmula molecular C1sHsOs. En *H RMN (Figura 3-98), se observaron seis
protones aromaticos como dos sistemas ABX. El patrén de sustitucién en el anillo A se dedujo
de las sefiales protdnicas, puesto que H1 da lugar a un doblete (J = 8.6 Hz) acoplado a H2 en
el carbono adyacente, el cual muestra un doble de dobletes debido al acoplamiento adicional
meta- con H4 (J = 2.0 Hz); la multiplicidad de H4 por su parte, es un doblete estrecho (J = 2.0
Hz). El patron de sustitucién 9-hidroxi del anillo B se dedujo del sistema ABX. La correlacion
entre los protones en ambos sistemas de espin se confirmo por espectroscopia de correlacion
(Figura 3-100). Adicionalmente, el espectro de *C RMN mostré sefiales para quince
carbonos, seis de los cuales son aromaticos no sustituidos a & 123.8 (C1), 115.2 (C2), 104.6
(C4), 122.1 (C7), 114.9 (C8), 99.9 ppm (C10), asi como una sefial a campo bajo en & 162.9
ppm correspondiente al carbono carbonilo (de éster) a,B-insaturado, el cual se asigné al C6
de un esqueleto coumestano. La estructura de este coumestano se corrobor6 por comparacion

de los espectros de RMN del material, con los obtenidos a partir de una muestra autentica de

coumestrol.
UV Speactrum
mAU
600
1
400 "-H
10 343
“~.\ 244 )
2004 i [
303 \\
- ___'___,rih- \
D_ S
T T T T |
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Figura 3-96. Espectro de absorcién UV del Coumestrol
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Figura 3-101. Espectro *H-*C HSQC del Coumestrol

3.2.6. Phaseollinisoflavano

El compuesto se aislé como un aceite de color ambar. En TLC presenté un Rf de 0.76 (n-hex-
Et,0O, 1:3); revel6 de color naranja con revelador universal seguido de un calentamiento.
Present6 un Tr de 49.0 min en el sistema empleado en HPLC. En espectroscopia de absorcion
UV, el compuesto presentd bandas de absorcién en 246, 278 y 342 nm. El espectro de masas
(FAB- MS de ion positivo)(Figura 3-102) de bala resolucion presenté una masa de 324 y el de
alta resoluciéon de 324.1315 uma, concordante con una férmula molecular CxH2004. En los
espectros de *H RMN (Figura 3-103) y *H-'H COSY (Figura 3-105), se observé un grupo de
cinco protones mutuamente acoplados (ABMXY), asignados a H4 en § 2.7-2.9 (m, H4eq y ax),
H2ax en & 3.91 ppm, H2 eq en & 4.23 ppm, y H3 en & 3.3 ppm, de un esqueleto isoflavano.
Para el anillo A se observa un sistema AMX correspondiente a los protones H5, H6 y H8. En
el espectro *H-*C HMBC (Figura 3-106) se observo que el protdn vinilico H10 correlaciona
simultaneamente a tres enlaces con dos carbonos aroméaticos oxigenados sobre el anillo C,
C2'ad 1494 ppmy C4’ a d 152.9 ppm, y con el carbono cuaternario alifatico oxigenado C12
a d 76.1 ppm, confirmando las sustituciones en esta porcion de la molécula. Igualmente se

puede apreciar que los protones sobre C2 y C4 ademas de correlacionar entre si con sus
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respectivos carbonos, lo hacen a tres enlaces con C1’, confirmando la naturaleza isoflavano.

Los datos espectroscopicos concuerdan con lo reportado en la literatura (Higgins et al., 1973).
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Figura 3-106. Espectro 'H-1*C HSQC y 'H-*C HMBC del Phaseollinisoflavano

3.2.7. Phaseollidina

Este compuesto se aislé como un solido amorfo blanco. En TLC present6 un Rf de 0.78 (n-
hex-Et;0, 1:3); reveld de color naranja con revelador universal seguido de calentamiento.
Tiene un Tr de 51.0 min en el sistema empleado en HPLC. El espectro de masas de baja
resolucion (FAB-MS de ion positivo) (Figura 3-107) dio una masa de 324 umay en el de alta
resolucién de 324.14439 uma, correspondiente a una férmula molecular C2H2004. El espectro
UV de la phaseollidina presenté bandas de absorcién en 235, 282 y 310 nm. En 'H RMN
(Figura 3-108), los protones de los anillos aromaticos y el sistema heterociclico central son
muy similares a los descritos para la phaseollina. Sin embargo, en la cadena lateral isopentenil
de la phaseollidina, los grupos metilo alilicos resuenan a campos mas bajos, & 1.80 y 1.85
ppm, que aquellos del anillo 3,3-dimetilcromeno. Los protones restantes -CH,-CH= forman un
sistema ABX, en donde el grupo metileno aparece como un doblete y el protébn metinico como
un singlete ancho. Las propiedades espectroscépicas coinciden con las reportadas

previamente para la phaseollidina (Perrin et al., 1972).
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Figura 3-107. Espectro de masas (FAB de ion positivo) de la Phaseollidina
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Figura 3-110. Espectro *H-'H COSY (arriba) y *H-*C HSQC (abajo) de la Phaseollidina

3.2.8. Phaseollina

El compuesto se aisl6 como un aceite ambar. En CCF presenté un Rf de 0.87 (n-hex-Et.0,
1:3); revel6 de color verde con revelador universal, seguido de calentamiento. Tiene un Tr de
53.0 min en el sistema empleado para HPLC (Figura 2-21). La phaseollina presenté bandas
de absorciéon UV intensas a 240, 279, y 310 nm (Figura 3-111). El espectro de masas (FAB-
MS de ion positivo) (Figura 3-112) de baja resolucién presenté una masas de 323 umay el
de alta resolucion de 323.13419 uma, concordante con una formula molecular C2oH18O04. En el
espectro de *H RMN (Figura 3-113), se aprecié un patrén caracteristico de un sistema
aromatico conteniendo un sustituyente isopentenil; este Ultimo se evidencid por las sefales en
0 5.61 y 6.54 ppm, correspondientes a los protones olefinicos (J = 9.9, geometria cis). Los
protones H1, H2 y H4 forman un sistema AMX; H1 aparece como doblete ancho (du: 7.43 ppm,
J = 8.4 Hz) acoplado con H2 (dn: 6.59 ppm, J = 8.4 Hz, 2.4 Hz), el cual debido al acoplamiento
adicional meta con H4 (& 6.46 ppm, J = 2.4 Hz) se desdobla en un doble de dobletes. Los
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protones del anillo heterociclico, H6, H6a y H11a, forman un sistema ABMX con un patron
espectral caracteristico del nucleo pterocarpano: H11a aparece a campos mas bajos (64: 5.52
ppm, d, J = 6.6 Hz), debido a las corrientes diamagnéticas del anillo aromatico y al
desapantallamiento por el atomo de oxigeno del anillo furanico, acoplando con el protén H6a
(m, & 3.49 ppm). Las magnitudes de las constantes de acoplamiento vecinales diferencian los
protones en el C6, estando el protdon axial mucho mas cerca de H6a que su contraparte
ecuatorial. Estos acoplamientos se confirmaron mediante espectroscopia de correlacion *H-
H COSY (Figura 3-116) y HMQC (Figura 3-116). Adicionalmente, el espectro de **C RMN
(Figura 3-114, Figura 3-115) mostro sefiales para veinte carbonos, cinco de los cuales son
aromaticos no sustituidos y que resuenan a ® 132.3 (C1), 123.9 (C7), 109.9 (C2), 108.7 (C8),
y 103.7 (C4), ademas de cuatro sefales correspondientes a carbonos aromaticos hidroxilados
en 6 157.3 (C3), 156.6 (C10a), 155.4 (C9) y 153.7 ppm (C4a), y un carbono aromatico unido
al grupo isopreno a & 112.4 ppm. A campos mas altos se apreciaron los carbonos metinicos
C11ay 6a en d 78.8 y 39.7 ppm respectivamente; el carbono cuaternario en & 76.2 ppm, el
carbono metilénico en & 67.0 ppm (C6) y los carbonos metilicos en & 27.7 y 27.8 ppm. Las
propiedades espectroscopicas del compuesto coinciden con las determinadas en reportes

previos para la phaseollina (Perrin, 1964).

UV Spectrum
mAU

¥ T T T v T T T T
200 240 280 320 360
nm

Figura 3-111. Espectro de absorciéon UV de la Phaseollina
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Figura 3-114. Espectro de *C RMN de la Phaseollina
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3.2.9. Kievitona

La identificacién de compuesto y tiempo de retencion se realizé6 mediante cromatografia liquida
de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas. Tiene un Tr de 46.0 min en el sistema
empleado para HPLC (Figura 2-21). La kievitona presentd bandas de absorcion UV intensas
a 255, 280, y 334 nm (Figura 3-117). El espectro de masas (ESI-MS ionizaciéon por
electrospray, mostré el ion [M + H]*, el cual presenté una masa de 357 uma., concordante con

una féormula molecular C2oH200s.
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Figura 3-117. Espectro de absorcién UV de la Kievitona
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Figura 3-118. Tiempo de retencién y espectro de masas para la kievitona

A continuacion, se presenta la estructura de las fitoalexinas de frijol detectadas e identificadas

en el presente trabajo:
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Figura 3-119. Fitoalexinas de frijol identificadas y aisladas.
3.3. Deteccidn, identificacion y cuantificacion de las fitoalexinas
Se desarroll6 un protocolo de deteccion de las fitoalexinas por cromatografia liquida de alta

eficiencia. Se us6 un cromatografo Shimadzu equipado con un detector de arreglo de diodos,

una columna Luna C-18 (150 x 4.6 mm, 5 um). Se evaluaron diferentes condiciones de fase

movil (gradientes con MeOH-agua, ACN-agua, y MeOH-0.05% AcOH), gradientes de elucion,

flujo (1.0

mL/min, 0.8 mL/min, y 0.7 mL/min), concentracion y volumen de extracto inyectado,

entre otras. Finalmente, se seleccioné una metodologia con un flujo para la fase movil de 0.7

mL/min con los solventes A: metanol y B: solucion acuosa de &cido acético al 0.05% como

sigue: de 10 hasta 90% de A en 60 min. Una vez transcurre este tiempo se reequilibra la

columna

con el sistema inicial por 8 min para una nueva inyeccion. Se emple6 un loop de 20
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MLy se inyectan 80 pL de muestra, para garantizar el llenado completo del loop. Las longitudes

de onda se escanearon en el rango 200 a 500 nm.

Para la deteccion e identificacion, inicialmente, se inyectaron soluciones de las fitoalexinas
puras (Figura 3-120) y se determind su tiempo de retencién, Tgr, seguidamente se
corroboraron los valores mediante la adicion de una pequefa cantidad del estdndar a algunos
de los extractos resultantes de cada uno de los tratamientos de induccion, y se establecio el
incremento de su sefial con relacion a los demas constituyentes presentes en el extracto
(Figura 3-121). Lo anterior permiti6 determinar con exactitud los Tr de las fitoalexinas, la
pureza y sus correspondientes espectros UV/Vis bajos las condiciones empleadas en los
correspondientes andlisis por HPLC. A partir de estos se seleccionaron las longitudes de onda
de andlisis, correspondiendo a los maximos de absorcion. Todos los picos presentaron una

pureza superior al 95 %.

Cromatograma 1. 2"-Hidroxigenisteina Cromatograma 2. Daidzeina Cromatograma 3. Coumestrol

a0
;.

Cromatograma 4. Dalbergioidina Cromatograma 5. Genisteina Cromatograma 6. Phaseollina

Figura 3-120. HPLC-DAD para las fitoalexinas identificadas en frijol
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Figura 3-121. Adicion de estandar de fitoalexina a un extracto de frijol inducido para la

identificacion de los tiempos de retencién

En general, se observé un amplio nimero de picos de variada polaridad; las isoflavonas
precursoras genisteina (14), daidzeina (13), 2’-hidroxigenisteina (15), y la isoflavanona
dalbergioidina (16) presentan los menores tiempos de retencion (Tr 39.0, 36.0, 35.0, 34.0 min,
respectivamente), indicando una mayor polaridad. A mayores tiempos de retencién aparece
el cumestano cumestrol (12, Tr 43.0 min), y posteriormente las fitoalexinas preniladas: la
isoflavona prenilada kievitona (9, Tr 46.0 min), los pterocarpanos prenilados phaseollidina (8,
Tr51.0 min) y phaseollina (7, Tr 53.0 min), y el isoflavano prenilado phaseollinisoflavano (10,
Tr 49.0 min), indicando una menor polaridad. Las longitudes de onda de analisis
correspondieron a 248 nm para daidzeina, 259 nm para genisteina, 286 nm para dalbergioidina
y kievitona, 278 nm para 2’-hidroxigenisteina, phaseollina, phasellidina, y phaseollinisoflavano,
y 343 nm para coumestrol.

Para la cuantificacion se construyeron las curvas de calibracion (Figura 3-122) de cada
fitoalexina, a la longitud de onda de analisis. Todas las curvas de calibracion presentaron un
coeficiente de correlacion linear mayor que 0.95. Las fitoalexinas phaseollidina y
phaseollinisoflavano, aisladas en cantidades muy pequefias, se analizaron usando la curva de
calibracion de la phaseollina, dada sus similitudes tanto en estructura como en su espectro de
absorcion. Similarmente, la kievitona se cuantific6 usando la curva de calibracion de la

dalbergioidina.
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Figura 3-122. Curvas de calibracion para la cuantificacion de fitoalexinas en plantulas de
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3.4. Elicitacion de fitoalexinas en frijol con metil jasmonato.

Para llevar a cabo el estudio de la produccién de fitoalexinas del tipo isoflavonoide, se analizé
el efecto de variables como la variedad de frijol, el tiempo post-induccién, la concentracién y
estructura del elicitor, teniendo en cuenta diferentes reportes sobre la importancia de dichas
variables (Morrisey & Osbourn, 1999; Soriano-Richards et al., 1998).

Inicialmente, se analiz6 el efecto del tiempo post-induccion y la concentracion de
metiljasmonato en la biosintesis y acumulacion de fitoalexinas en hipocatilo-raiz de plantulas
de frijol, de las variedades ICA Cerinza y Uribe Rosado. Con base en este analisis se
determinaron variables como concentracién optima del elicitor y tiempo de maxima

acumulacion de fitoalexinas, para las evaluaciones posteriores.

3.4.1. Efecto del tiempo post-induccién en la elicitacion con metiljasmonato

Las plantulas fueron inmersas durante 3 h en una solucién 0.44 mM metil jasmonato y
posteriormente se incubaron durante 96 h, posteriores a la induccién. Cada 24 h, a las
plantulas se les retiraron cuidadosamente los cotiledones y se descartaron, y los hipocotilos-
raiz se extrajeron por maceracion en presencia de etanol. Una vez removido el solvente a
presion reducida, la fraccion acuosa se extrajo con AcOEt, y el contenido de fitoalexinas se
analizé por HPLC. EI perfil cromatografico de los extractos en funcidon del tiempo post-
induccién (24, 48, 72,y 96 h), se presenta en la Figura 3-123. Como control se emplearon los

hipocoétilos-raiz de plantulas tratadas s6lo con agua.

En general, se observa un incremento notable en la concentracion de algunas de las
fitoalexinas en el curso del tiempo en comparacion con el control. A medida que aumenta el
tiempo post-induccién, se presenta aumento en la intensidad de los picos, particularmente de
la phaseollina. Adicionalmente, se observa que la composicion en los tejidos elicitados es
usualmente mas compleja, y se presentan otros metabolitos, que no pudieron ser identificados
en el presente estudio. Evidentemente como resultado del tratamiento con 0.44 mM, se genera
un incremento significativo de las fitoalexinas de frijol, particularmente del pterocarpano
phaseollina, lo que podria ser usado como una alternativa para proteger los cultivos de frijol.
La phaseollina ha demostrado ser altamente activa contra microorganismos patogénicos
(Ingham, 1982; Mohamed et al., 1987).
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Figura 3-123. Perfil cromatografico caracteristico del efecto en el curso del tiempo post-
induccion de la acumulacién de fitoalexinas en hipocotilos-raiz de frijol variedad ICA Cerinza,

elicitada con 0.44 mM metiljasmonato (longitud de onda de analisis: 278 nm).

La concentracion de las fitoalexinas en el curso del tiempo en la variedad ICA Cerinza como
resultado de la induccion con 0.44 mM metillasmonato, se presenta en la Figura 3-124. En
general, se observa un aumento gradual de la concentracion de algunas de las fitoalexinas
con el avance del tiempo. Se encontr6 que durante las primeras 72 h, la fitoalexina mayoritaria
correspondié a la isoflavona genisteina (31.4 ug/g a las 72 h). A las 48 h, se alcanzaron los
mayores niveles de dalbergiodina (3.4 ug/g), 2’-hidroxigenisteina (5.9 ug/g), y daidzeina (5.2
Mo/g). Luego, entre 72 y 96 h post-induccion, se observdé un leve decrecimiento en la
concentracion de genisteina y daidzeina, acompafado de un incremento notable en la
concentracion de los pterocarpanos phaseollina (35.5 pg/g a las 96 h) y phaseollidina (6.0 ug/g
a las 96 h), y el phaseollinisoflavano (1.2 pg/g a las 96 h). Comparado con el control, el
incremento de phaseollina en los tejidos elicitados luego de 96 h post-induccién fue de
aproximadamente 70 veces. Este comportamiento es consistente con el hecho de que durante
las primeras horas se biosintetizan las isoflavonas precursoras, genisteina y daidzeina, y
finalmente en tiempos mas prolongados los productos biosintéticos mas elaborados, como los
pterocarpanos. Se ha establecido que existen dos rutas biosintéticas separadas para la
formacion de fitoalexinas isoflavonoide en frijol, la ruta 5-hidroxi y la 5-deoxi (Brooks & Watson,
1985). La primera ruta involucra la secuencia genisteina — 2’-hidroxigenisteina —

dalbergioidina — Kkievitona. La ruta de los 5-deoxiisoflavonoides usa daidzeina como
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precursor, y conduce a dos ramificaciones: una que pasa a través de phaseollidina a
phaseollina y phaseollinisoflavano, y la otra que produce coumestrol. La produccion
predominante de las isoflavonas durante las primeras horas, y posteriormente de los

pterocarpanos ha sido informada por otros autores (Botero et al., 2021).
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Figura 3-124. Concentracion de fitoalexinas en el curso del tiempo en hipocétilo-raiz de la
variedad de frijol ICA Cerinza inducida con 0.44 mM metil jasmonato.

La presencia en los controles (plantulas tratadas con agua) de niveles considerables de
genisteina (3.7 ug/g) y coumestrol (3.5 pg/g), puede sugerir que estos metabolitos pueden ser
constitutivos (preformados) y actuar como una primera barrera defensiva a los
microorganismos fitopatégenos. En el caso de las otras fitoalexinas los valores no superaron
1.3 pg/g m.f. acorde con reportes de diferentes autores (Botero et al., 2021). La presencia de
estas fitoalexinas en los controles, también puede suponer una respuesta de la planta al estrés
ocasionado por micro-lesiones mecanicas y diversas condiciones ambientales (contaminantes
del aire, radiacion, temperatura). Estas micro-lesiones mecanicas pueden ocurrir durante el
tratamiento, especificamente al ser removidas del lecho de arena y su posterior trasplante al
algodén, provocando respuestas de defensa no especificas como consecuencia de la

liberacién de inductores enddgenos (de la propia planta) (Hargreaves & Bailey, 1978).

Por otro lado, la genisteina ha sido reportada como antifiingico (Rivera-Vargas et al., 1993)
mientras que el coumestrol, como un antibacteriano (Gnanamanickam & Patil, 1977). Para la

kievitona se detectaron bajos niveles en los hipocaétilos-raiz, lo cual es concordante con
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Goossens et al. (1987), quienes encontraron que los mayores niveles de esta fitoalexina se

presentan en los cotiledones y decrecen para los hipocotilos y la raiz.

Para la variedad Uribe Rosado (Figura 3-125), se observé un incremento en la concentracion
de algunas de las fitoalexinas como resultado de la elicitacién con 0.44 mM metil jasmonato.
La fitoalexina mayoritaria durante todo el tiempo del analisis fue la genisteina. La mayor
concentracion de genisteina se detect6 a las 72 h post-induccién (136.6 ug/g). Las isoflavonas
daidzeina (10.0 pg/g a las 72 h) y 2’-hidroxigenisteina (10.0 pg/g a las 72 h), junto con la
dalbergioidina (2.0 ug/g a las 24 h) también alcanzaron los mayores niveles durante las
primeras 72 h, luego de lo cual se presentd un descenso. Este decrecimiento estuvo
acompafado de un incremento en los niveles de phaseollina (21.1 pg/g a las 96 h),
phaseollidina, phaseollinisoflavano, y kievitona. Interesantemente, aunque los niveles de
isoflavonas precursoras (genisteina y daidzeina), en la variedad Uribe Rosado fueron
superiores que en ICA Cerinza, la concentracion de los pterocarpanos phaseollidina y
phaseollina fue muy baja. Este hecho demuestra la posibilidad, que para esta variedad se
presenta un bloqueo metabdlico en la conversion de daidzeina — phaseollidina y phaseollina.
Este bloqueo parece no presentarse hacia la otra rama de la ruta biosintética de los 5-
deoxyisoflavonoides, dado que la conversion daidzeina — coumestrol parece ser mas eficiente
en Uribe Rosado que en ICA Cerinza, a la luz de los mayores niveles de coumestrol (16.0 ug/g
a las 24 h). Los niveles bajos de phaseollina en la variedad Uribe Rosado y altos en ICA
Cerinza, podrian explicar su comportamiento fitopatolégico. Uribe Rosado es catalogada como
susceptible a la antracnosis mientras que ICA Cerinza es tolerante. Esto sugiere que la
fitoalexina tipo-pterocarpano phaseollina podria ser un marcador quimico y emplearse para
detectar de forma preliminar y rapida, la resistencia potencial de una variedad de frijol a la

antracnosis. Esta misma conclusion ha sido propuesta por otros autores (Botero et al., 2021).

Es de resaltar que la variedad Uribe Rosado mostré niveles mayores de fitoalexinas en el
control (plantulas tratadas con agua) que la variedad ICA Cerinza, incluyendo la presencia de
phaseollina; estos metabolitos podrian ser preformados o ser rapidamente elaborados como
resultado del estrés. Lo anterior sugiere que podrian estar actuando como una primera barrera
guimica defensiva contra microorganismos fitopatdgenos en la variedad Uribe Rosado. Este

resultado concuerda con los resultados previos reportados por Durango et al. (2002).
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Figura 3-125. Concentracion de fitoalexinas en el curso del tiempo en hipocétilo-raiz de la
variedad de frijol Uribe Rosado inducida con 0.44 mM metil jasmonato Para cada fitoalexina,
las barras con distinta letra son significativamente diferentes (p=0.05;prueba LSD de Fisher).

3.4.2. Efecto de la concentraciéon del elicitor

Se realizé un estudio de la acumulacion de fitoalexinas con el cambio en la concentracion de
metil jasmonato, entre 0.04 y 4.40 mM. Las plantulas, una vez tratadas con la solucion del
elicitor por 3 h, se incubaron durante 96 h. Se evidencia un incremento significativo en la
concentracion de todas las fitoalexinas comparado con el control (plantulas tratadas con agua)
(Figura 3-126; Figura 3-127). En general, la concentracion de las fitoalexinas fue dependiente
de la concentracion del elicitor. En la variedad ICA Cerinza, la concentracion de la fitoalexinas
genisteina, phaseollina, phaseollidina, phaseollinisoflavano y kievitona incrementé con el
aumento de la concentracion de metil jasmonato entre 0.04 y 2.22 mM. Asi, la concentracion
maxima de genisteina (33.3 pg/g), phaseollina (35.5 upg/g), coumestrol (6.9 ug/g), vy
phaseollidina (6.0 ug/g), se presentd cuando se us6 una concentracion de metil jasmonato de
2.22 mM. Luego, a 4.40 mM metil jasmonato, la concentracion de todas las fitoalexinas

decrecio fuertemente, el cual puede ser el resultado de efectos fitotdxicos sobre las plantulas

En el caso de la variedad Uribe Rosado, la concentracion de las fitoalexinas fue dependiente
de la concentracion de elicitor. Entre 0.04 y 2.22 mM metil jasmonato, se detecté un

incremento gradual en la concentracion de algunas de las fitoalexinas, particularmente
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phaseollina. La concentracion maxima de phaseollina (24.0 pg/g) se presenté para una
concentracion de 2.22 mM metil jasmonato. La genisteina (37.0 upg/g) presenté un nivel
maximo cuando se emple6é 0.44 mM metil jasmonato. Es de resaltar que bajo las mismas
condiciones, los niveles de phaseollina fueron superiores para la variedad ICA Cerinza, siendo
casi 1.5 veces mayores que en Uribe Rosado. La reduccion en la concentracion de las
fitoalexinas para altas concentraciones del elicitor, particularmente 4.40 mM metil jasmonato,
puede ser el resultado de efectos fitotoxicos sobre las plantulas. Se ha reportado que el uso
de niveles elevados de algunos elicitores puede conducir a la inhibicién de algunas enzimas
involucradas en la biosintesis de fitoalexinas y otros procesos metabdlicos (Schiler et al.,
2004, Pancheva et al., 1996).

Tomando en cuenta la reduccién en la concentracion de fitoalexinas para las dos variedades
de frijol cuando se usaron altas concentraciones del elicitor metil jasmonato, un estudio visual
adicional sobre el efecto fitotdxico fue realizado. A partir de 2.22 mM, se observaron efectos
negativos sobre las raices de las plantulas, tales como perdida de dureza y resistencia (las
fibras se rompian con mayor facilidad), y reduccién en el nimero de raices secundarias
(Figura 3-128).

Mg / g material fresco

Control 0,04 mM 0,44 mM 2,22 mM 4,40 mM
Concentracion Metil Jasmonato (mM)
O Dalbergioidina O 2'-Hidroxigenisteina O Daidzeina
@ Genisteina B Coumestrol @ Phaseollinisoflavano
@ Phaseollidina @ Phaseollina B Kievitona

Figura 3-126. Estudio de la concentracion de fitoalexinas a las 96 h realizada sobre hipocotilo-
raiz de la variedad de frijol ICA Cerinza inducida con una solucion del compuesto metil
jasmonato a diferentes concentraciones 0.04 mM a 4.40 mM. Para cada fitoalexina, las barras
con diferente letra son significativamente diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher).
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Figura 3-127. Estudio de la concentracién de fitoalexinas a las 96 h realizada sobre hipocotilo-
raiz de la variedad de frijol Uribe Rosado inducida con una solucion del compuesto metil
jasmonato a diferentes concentraciones 0.04 mM a 4.40 mM.

Asimismo, la elicitacion con 2.22 y 4.40 mM metil jasmonato mostré cambios en la coloracion
de las raices, y alteracion y destruccion de la pared celular (Figura 3-128). La lisis de la pared
celular disminuye en numero de células viables para la produccién de fitoalexinas. Asi, estos
cambios morfologicos vy fisioldégicos podrian sustentar las reducciones en el contenido de
fitoalexinas, cuando se emplean altas concentraciones del elicitor. El metil jasmonato causé
una reduccién significativa en el crecimiento de plantulas de cebada, lo cual fue mas evidente
en la longitud y el peso seco de las primeras hojas, y en la eficiencia fotosintética (Kurowska
et al., 2020).

También se ha reportados sintomas de estrés o toxicidad en forma de clorosis, que pudo
alterar el contenido fendlico total en las hojas de algodén (Gossypium hirsutum L.) (Konan et.
Al., 2014). El efecto de metil jasmonato a altas concentraciones ha sido previamente reportado

en muchas plantas (Heijari et al., 2005; Moreira et al., 2009).
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Figura 3-128. Efecto de la concentracion del inductor sobre las raices de las plantulas de frijol
de la variedad Uribe Rosado, con un tiempo de incubacién de 96 h. Muestras observadas en
microscopio. Abajo izquierda 0.04 mM (40X); Abajo centro 2.22 mM (10X); Abajo derecha
(40X).

3.5. Efecto de la estructura del elicitor en la acumulacién de fitoalexinas

Una serie de 15 derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico (Figura 3-72), relacionados
estructuralmente con la coronatina y la coronalona, fue sintetizada. Posteriormente, se evalué
el efecto elicitor de fitoalexinas de los derivados indanoilo, en hipocotilo-raiz de las variedades
de frijol comun ICA Cerinza y Uribe Rosado. Se prepararon soluciones hidroalcélicas de los
elicitores a una concentracion de 1.0 mM, y los respectivos controles, en las cuales fueron
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inmersas las plantulas durante 3 h. Se seleccioné la concentracién de 1.0 mM, inferior a
aquellas en donde el metil jasmonato provocé efectos fitotoxicos. Luego, las plantulas se
incubaron durante 72 h post-induccion. Una vez retirado cuidadosamente los cotiledones, los
hipocotilos-raiz pasaron a ser extraidos. Los resultados de la produccion de fitoalexinas
isoflavonoide se muestran en la Figura 3-129, Figura 3-130, Figura 3-131, Figura 3-132,
Figura 3-133 y Figura 3-134.

3.5.1. Acumulacion de fitoalexinas con la permutacién de la posicion 4 del 4cido
l-indanona-4-carboxilico.

En primer lugar, se realizaron permutaciones en la posicion 4 del acido 1-indanona-4-
carboxilico, obteniéndose un éster (7), amidas (9 y 10), y un conjugado indanoil-aminoacido
(3). En general se emplearon cadenas cortas como sustituyente, imitando caracteristicas
estructurales como las encontradas en la coronatina y la coronalona. La actividad elicitora de

fitoalexinas se presenta en la Figura 3-129 y Figura 3-130.

[¢]
C g | o ¢} 0
40 | o o EI@ g 5
O™"NH Ao~ - /)
‘.OBJ\r\ 07070 OTNTTNT O h'/\/,N
30 A ) @) ® (10)
o
a
[J]
-«
=
g
©
€
[-T:]
~
0
3
Control 3 7 9 10
Derivado
@ Dalbergioidina O 2'-Hidroxigenisteina O Daidzeina
B Genisteina O Coumestrol @ Phaseollinisoflavano
B Phaseollidina B Phaseollina B Kievitona

Figura 3-129. . Estudio de la concentracion de fitoalexinas en hipocdtilo-raiz de frijol variedad
ICA Cerinza, elicitados con solucion 1.0 mM de derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico
y 72 h post-induccion. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son
significativamente diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher).
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Figura 3-130. Estudio de la concentraciéon de fitoalexinas en hipocétilo-raiz de frijol variedad
Uribe Rosado, elicitados con solucion 1.0 mM de derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico
y 72 h post-induccidon. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son
significativamente diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher).

En la variedad ICA Cerinza, todos lo derivados incrementaron significativamente la
concentracion de las fitoalexinas, particularmente de genisteina, phaseollina, coumestrol y
daidzeina. La mayor acumulacion de fitoalexinas se elicito con el conjugado indanoil-
aminodcido (3), siendo las fitoalexinas mayoritarias genisteina (35.6 pg/g) y phaseollina (17.7
Hg/g). Con este derivado, se observd un incremento significativo en la concentracién de
genisteina y phaseollina, de 28 y 80 veces con respecto a la concentracion encontrada en los
tejidos de las plantulas control. También se detectaron incrementos notables de la
concentracion de coumestrol, daidzeina, 2’-hidroxigenisteina y dalbergioidina. En el caso de
los derivados (7), (9) y (10), las fitoalexinas mayoritarias fueron genisteina y coumestrol con
concentraciones menores a 9.8 y 6.8 ug/g, respectivamente.

En la variedad Uribe Rosado, la mayor acumulacion de la fitoalexina phaseollina (21.9 pg/g),
se acumulé cuando los tejidos se trataron con el conjugado indanoil-aminoacido (3). También
se encontr6 un incremento significativo de la concentracion de 2’-hidroxigenisteina,
dalbergioidina, y kievitona, comparada con los tejidos de las plantulas control, cuando se usé
como elicitor la amida (9). Aunque (9) elicité una cantidad 3 veces superior de phaseollina
comparado con el control, resulté inferior que la inducida por el derivado indanoil-aminoacido

(3). Resulta claro entonces que, la induccidn de las fitoalexinas en frijol con los derivados del
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acido 1-indanona-4-carboxilico es altamente dependiente de las caracteristicas estructurales;
incluso pequefias diferencias en la estructura son suficientes para elicitar diferencialmente las
fitoalexinas. Con el fin de seleccionar el nucleo estructural mas promisorio como elicitor, se
consider6 a aquella sustancia que estimulé la mayor acumulacién del pterocarpano
phaseollina; por ser esta fitoalexina una reconocida sustancia antifangica (Perrin &
Cruickshank, 1969) cuya produccion esta directamente relacionada con la resistencia a
microorganismos fitopatogénicos en frijol (Garcia & Perez, 2003; Bailey, 1973), ademas de
gue su biosintesis se realiza en las Ultimas etapas de la ruta de los 5-deoxi isoflavonoides
(Dewick & Steele, 1982). En este sentido, el conjugado indanoil-aminoécido elicit6 los mayores

incrementos de phaseollina, en las dos variedades consideradas en el presente estudio.

3.5.2. Acumulacion de fitoalexinas con conjugados indanoil-aminoécido.

En segundo lugar, se analiz6é el efecto del aminoacido (3; 4; 5; 6) en el nicleo indanoil-
aminodcido, sobre la capacidad elicitora de fitoalexinas. En la Figura 3-131 y Figura 3-132 se
presentan los resultados. Como se puede ver, el conjugado indanoil-L-isoleucina metil éster
elicitdé los mayores niveles de fitoalexinas, particularmente de phaseollina. Interesantemente,
los niveles de fitoalexinas encontrados en los tejidos de plantulas tratadas con (4, indanoil-L-
leucina metil éster), (5, indanoil-L-valina metil éster) y (6, indanoil-L-glicina éster) resultaron
similares a las detectadas en el control (plantulas tratadas con agua). Esto demuestra que los
derivados indanoilo conteniendo los aminoécidos L-leucina metil éster, L-valina metil éster, y
L-glicina éster, resultaron inactivos biolégicamente. EI derivado indanoil-aminoacido
conteniendo el éster metilico de la L-isoleucina parece ser particularmente interesante, debido
a que este elemento estructural es facilmente derivado del bloque de construccion del
amino4cido &cido corondmico de la coronatina, por apertura del enlace C(2)-C(3) del

aminoacido ciclopropilico (Schuler, 2004).
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Figura 3-131. Estudio de la concentracion de fitoalexinas en hipocotilo-raiz de frijol variedad
ICA Cerinza, elicitada con soluciones 1.0 mM de conjugados indanoil-aminoacido, y 72 h post-
induccién. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son significativamente
diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher)..
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Figura 3-132. Estudio de la concentracién de fitoalexinas en hipocotilo-raiz de frijol variedad
Uribe Rosado, elicitada con soluciones 1.0 mM de conjugados indanoil-aminoacido, y 72 h
post-induccion. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son significativamente
diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher)..

Estudios con diferentes conjugados indanoil-aminoacido han reportado que solo aquellos

conteniendo isoleucina y leucina son activos bioldgicamente induciendo volatiles de defensa
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en frijol Lima (P. lunatus L.); los autores informan que la pérdida de un grupo -CH.-, como en
el caso de la valina, lleva a una pérdida total de la actividad bioldgica (Krumm et al., 1995;
Lauchli & Boland, 2003). Lo anterior sugiere que la interaccién del elicitor indanoilo con el
receptor que desencadena la actividad biolégica es muy especifica, discriminando pequefias
diferencias en la cadena carbonada del amino&cido, o incluso entre la conformacion L y D
(Krumm et al. 1995). Dicho sitio activo parece estar optimizado para la cadena lateral de la

isoleucina, preferentemente por la configuracion L.

3.5.3. Acumulacién de fitoalexinas con derivados del 1-oxo-indanoil-L-isoleucina
metil éster.

En tercer lugar, puesto que el compuesto 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster (3) exhibié un
efecto elicitor de fitoalexinas en frijol promisorio, se utiliz6 como una plantilla estructural para
la obtencion de nuevos derivados. Entre las modificaciones estructurales se incluyo: la
reduccion del grupo carbonilo para la obtencion del alcohol (8), la condensacion alddlica en C-
2 para la sintesis del 2-bencilideno (11), la adicién nucleofilica de hidrazina para la preparacion
de la imina (12) y la bromacién en el carbono 6 (por una ruta alterna a partir del acido 2-
carboxicindmico) involucrando sustitucion electrofilica (15). En la Figura 3-133 y Figura 3-134
se presentan los resultados de la acumulacion de fitoalexinas en los hipocétilos-raiz de las
dos variedades de frijol, tratados con los elicitores derivados de (3). En general, el tratamiento
de los tejidos de frijol con los derivados indanoilo incrementé la concentracion de las
fitoalexinas; en la variedad ICA Cerinza, particularmente de dalbergioidina, daidzeina, 2’-
hidroxigenisteina, phaseollina, coumestrol, y kievitona. En el caso de la phaseollina, se
detectaron diferencias significativas en la concentracion entre los tejidos tratados con (3), (12),
y (15) comparados con el control. No obstante, se evidencia una pérdida significativa de la
actividad elicitora de fitolexinas isoflavonoides en las dos variedades de frijol analizadas, como
resultado de la reduccién del grupo carbonilo (en C1)(8) y la formacion de la hidrazona (12).
El 1-hidroxiindanoil-L-isoleucina metil éster (8) exhibi6 wuna actividad elicitora
significativamente superior con respecto al control, en la concentracién de 2’-hidroxigenisteina,
daidzeina, genisteina y coumestrol para la variedad ICA Cerinza. Sin embargo, los niveles
elicitados por (8) de phaseollina, phaseollidina, phaseollinisoflavano, y kievitona fueron
similares a los encontrados en el control. Esto demuestra que (8) elicitd las isoflavonas

precursoras, pero no los pterocarpanos ni la kievitona.
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Figura 3-133. Estudio de la concentracion de fitoalexinas en hipocotilo-raiz de frijol variedad
ICA Cerinza, elicitada con soluciones 1.0 mM de derivados del 1-oxo-indanoil-L-isoleucina
metil éster, y 72 h post-induccién. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son
significativamente diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher)
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Figura 3-134. Estudio de la concentracion de fitoalexinas en hipocoétilo-raiz de frijol variedad
Uribe Rosado, elicitada con soluciones 1.0 mM de derivados del 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina
metil éster, y 72 h post-induccién. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son
significativamente diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher).

Nuestros resultados contrastan con los de Krumm et al. (1995), quienes reportan que la

actividad de (3) y (8) resultd similar en la induccion de volatiles en P. lunatus. Esta aparente
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contradiccion puede ser resultado de diferencias en la estructura del receptor, en especies
diferentes de leguminosas. Por su parte, la acumulacién de fitoalexinas en los tejidos de frijol
tratados con la hidrazona (12), mostré un incremento significativo en la concentracion de
daidzeina, coumestrol, y kievitona para ICA Cerinza y de phaseollina y kievitona en Uribe
Rosado, con respecto a sus respectivos controles. Por lo tanto, el grupo carbonilo juega un
papel muy importante en el reconocimiento del derivado como una sefial quimica para la
activacion de la produccién y acumulacion de fitoalexinas, lo cual coincide con lo reportado en

la literatura especializada (Schiler et al. 2004).

El derivado 2-bencilideno (11) por su parte, no elicitd la acumulacion de fitoalexinas en ninguna
de las variedades de frijol estudiadas. Esta inactividad estuvo acompafiada de una menor
solubilidad en agua para este derivado. La baja solubilidad limita el uso practico de los
derivados indanoilo, como ha sido mencionado por Lauchli et al. (2002). Finalmente, la
sustitucién con bromo en C-6 (15) exhibié un efecto elicitor en la variedad ICA Cerinza pero
no en Uribe Rosado. En ICA Cerinza, el derivado (15) elicité la produccién y acumulacion
significativa de 2’-hidroxigenisteina, daidzeina, genisteina, coumestrol, y phaseollina,

comparado con el control. No obstante, su efecto fue inferior al observado para el derivado

A3).

Como resultado del analisis sistematico sobre el efecto de la estructura en la elicitacion de
fitoalexinas en hipocétilo-raiz de frijol, se concluye que el derivado mas promisorio
corresponde al derivado (3). Por lo anterior, se llevé a cabo un analisis méas detallado del
efecto de la concentracién del derivado (3) en la actividad elicitora de fitoalexinas, y en el curso

del tiempo.

3.6. Efecto del tiempo post-induccién y la concentracion en la elicitacion con
1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster (2.3)

Después de identificar el derivado con mayor capacidad elicitora, es importante analizar el
comportamiento de la acumulacion de fitoalexinas en el proceso de elicitacion teniendo en
cuenta variables como el tiempo post-induccién y la concentracién del elicitor. Para el efecto
en el curso del tiempo, las plantulas se sumergieron durante 3 h en una solucién 0.44 y 1.00
mM 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster (3) y se incubaron durante 96 h, posteriores a la
induccién. Cada 24 h, a las plantulas se les retiraron cuidadosamente los cotiledones y se

descartaron, y los hipocétilos-raiz se extrajeron por maceracién en presencia de etanol. Una
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vez removido el solvente a presién reducida, la fraccion acuosa se extrajo con AcOEt, y el
contenido de fitoalexinas se analiz6 por HPLC. El perfil cromatografico de los extractos en
funcién del tiempo post-induccion (24, 48, 72,y 96 h), se presenta en la Figura 3-135 y Figura
3-136. Como control se emplearon los hipocétilos-raiz de plantulas tratadas s6lo con agua y

96 h de incubacion.

Se observa que la concentracion de las fitoalexinas incrementa significativamente con el
tiempo post-induccion, en comparacion con el control. Durante las primeras 24 h, en ICA
Cerinza, se detectan concentraciones maximas para las isoflavonas genisteina (50.2 ug/g) y
2’-hidroxigenisteina (3.2 ug/g), y la isoflavanona dalbergioidina (5.1 pg/g); luego de lo cual, la
acumulacion de las isoflavonas e isoflavanona decrece. Consecuentemente, aumenta la
concentracion de las fitoalexinas tipo pterocarpano y coumestrol. En ICA Cerinza, la
concentracion maxima de phaseollina (17.2 pg/g; 39 veces mayor que en el control) y
coumestrol (9.8 ug/g) se alcanza a las 72 h post-induccion. En Uribe Rosado, la phaseollina
también alcanzé su mayor concentracion a las 72 h post-induccion (22.0 ug/g) y el coumestrol
alas 96 h post-induccion (15.8 ug/g m.f). En el caso de la isoflavona precursora daidzeina, su
concentracion crecié gradualmente durante las 96 h post-induccion en la variedad ICA Cerinza
hasta alcanzar 10.0 pg/g. Esta misma concentracion maxima (13 veces mayor que en el
control) fue elicitada en Uribe Rosado a 72 h post-induccion, luego de lo cual la cantidad de

daidzeina decae.

Las altas concentraciones de genisteina en las dos variedades de frijol, pero bajos niveles de
2’-hidroxigenisteina, y mucho méas de dalbergioidina y kievitona, claramente indican que existe
algun bloqueo metabdlico en la ruta biosintética de los 5-hidroxiisoflavonoides (genisteina —

2’-hidroxigenisteina — dalbergioidina — kievitona).
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ug / g material fresco

Control 24 48 72 96
Tiempo (Horas)

O Dalbergioidina O 2'-Hidroxigenisteina DO Daidzeina

B Genisteina B Coumestrol @ Phaseollinisoflavano

@ Phaseollidina @ Phaseollina B Kievitona

Figura 3-135. Estudio de la concentracién de fitoalexinas en el curso del tiempo post-induccion
en hipocétilo-raiz de la variedad de frijol ICA Cerinza, elicitada con 1.0 mM 1-oxo-indanoil-L-
Isoleucina metil éster. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son

significativamente diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher).

ug / g material fresco

Control 24 48 72 96
Tiempo (Horas)
O Dalbergioidina 0O 2'-Hidroxigenisteina O Daidzeina
@ Genisteina O Coumestrol @ Phaseollinisoflavano
@ Phaseollidina @ Phaseollina B Kievitona

Figura 3-136. Estudio de la Concentracion de fitoalexinas en el curso del tiempo en hipocatilo-

raiz de frijol variedad Uribe Rosado, elicitada con solucion 1.0 mM 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina



14[ Sintesis de derivados del &cido 1-indanona-4-carboxilico y evaluacién de su aplicacién en variedades de frijol sobre la acumulacién de
fitoalexinas isoflavonoide, fitotoxicidad y actividad antifingica de sus extractos.

metil éste. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son significativamente diferentes
(p = 0.05; prueba LSD de Fisher).

Adicionalmente, la baja cantidad de kievitona puede ser el resultado del tejido estudiado.
Goossens et al. (1987), encontraron que los mayores niveles de esta fitoalexina se presentan
en los cotiledones y decrecen para los hipocotilos y la raiz. En contraste, la ruta biosintética
de los 5-deoxiisoflavonoides parece ser bastante eficiente en los tejidos (hipocaétilo-raiz) de
ambas variedades como respuesta al tratamiento con 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster
(3), dado que a pesar de los bajos niveles detectados del precursor daidzeina, se elicita una
concentracion relativamente alta de phaseollina y coumestrol entre 72 y 96 h post-induccién.
Los bajos niveles de phaseollidina claramente indican que la conversion a phaseollina es
rapida (phaseollidina — phaseollin). El metabolismo de phaseollina a phaseollinisoflavano se
ha hipotetizado que resulta de la necesidad de reducir el efecto fitotdxico de la fitoalexina
phaseollina (Bailey et al., 1980). Los bajos niveles del phaseollinisoflavano detectados como
resultado de la elicitacion con (3), sugieren que las concentraciones de phaseollina alcanzadas

en ambas variedades no representan niveles toxicos para las plantulas (Bailey et al., 1980).

En segundo lugar, se evalué el efecto de la concentracién (entre 0.44 mM y 4.40 mM) del 1-
oxo-indanoil isoleucina metil éster en el proceso de elicitacion (Figura 3-137 y Figura 3-138).
La concentracion de las fitoalexinas fue dependiente de la concentracion del derivado (3). Para
ambas variedades, se observo un incremento en la concentracion de fitoalexinas cuando los
tejidos de frijol se trataron con soluciones 0.44 y 1.00 mM de (3). A 1.00 mM de (3), se elicitaron
cantidades maximas de genisteina (36.3 pg/g), daidzeina (10.0 pg/g), coumestrol (9.4 pg/g),
2’-hidroxigenisteina (7.0 pg/g) y dalbergioidina (3.0 pg/g) en la variedad ICA Cerinza, y de
genisteina (36.5 pg/g), 2’-hidroxgenisteina (18.0 pg/g) y coumestrol (16.0 mM) en Uribe
Rosado. El tratamiento de hipocétilos-raiz con 2.22 mM (3), causd un decrecimiento en la
concentracién de muchas de las fitoalexinas, lo que puede posiblemente ser el resultado de
efectos fitotoxicos, tales como la muerte celular o la inhibicién de enzimas involucradas en la
biosintesis de isoflavonoides. De modo interesante, la elicitacion de los tejidos de frijol con
4.44 mM (3) exhibié un incremento transitorio en la concentracién de algunas fitoalexinas;
particularmente, se alcanz6 la maxima concentracion de phaseollina en las dos variedades,

siendo 20.0 pug/g en ICA Cerinza 'y 17.0 ug/g en Uribe Rosado.

Resulta interesante, al comparar con la elicitacion con 2.22 mM metiljasmonato (Figura 3-126

y Figura 3-127), que la concentracion de las fitoalexinas no mostré la reduccidn transitoria
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observada para el derivado (3), a la misma concentracién. Por el contrario, el tratamiento con
2.22 mM metiljasmonato exhibié un incremento continuado del contenido de las fitoalexinas,
mostrando concentraciones maximas para todas las fitoalexinas en ICA Cerinza, y de
phaseollina y coumestrol para Uribe Rosado. En ICA Cerinza, particularmente, la
concentracion de phaseollina fue de aproximadamente 35.0 pg/g. Sélo a 4.40 mM metil
jasmonato, se aprecié una reducciéon considerable en el contenido de todas las fitoalexinas y
en ambas variedades. Bajo estas condiciones, los niveles de las fitoalexinas resultaron incluso
inferiores a las detectadas para la elicitacion con 4.44 mM del derivado (3). La elicitacién de

los tejidos de frijol con 4.44 mM metiljiasmonato mostré niveles de phaseollina inferiores a 10.0

Ha/g.

Tomando en cuenta la actividad elicitora de fitoalexinas del derivado (3), un estudio adicional

sobre otro tejido del frijol, las vainas, se llevo a cabo.
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Concentracion Isoleucina (mM)
DO Dalbergioidina O 2'-Hidroxigenisteina DO Daidzeina
B Genisteina B Coumestrol @ Phaseollinisoflavano
@ Phaseollidina @ Phaseollina B Kievitona

Figura 3-137. Estudio de la concentracion de fitoalexinas en hipocdtilo-raiz de frijol variedad
ICA Cerinza, elicitada con solucién de 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster entre 0.44 mM a
4.40 mM, y 96 h post-induccion. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son

significativamente diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher).
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ug / g material fresco

Control 0,44 mM 1,0 mM 2,22 mM 4,40 mM
Concentracion 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil ester (mM)
O Dalbergioidina O 2'-Hidroxigenisteina O Daidzeina
@ Genisteina B3 Coumestrol @ Phaseollinisoflavano

Figura 3-138. Estudio de la concentracion de fitoalexinas en hipocétilo-raiz de frijol variedad
Uribe Rosado, elicitada con solucién de 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster entre 0.44 mM
y 4.40 mM y 96 h post-induccién. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son

significativamente diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher).

3.7.  Acumulacion de fitoalexinas en vainas de frijol comun

Se evaluo la acumulacion de fitoalexinas en vainas de frijol comun (variedad Cargamanto
Blanco) adquiridas en una plaza de mercado campesino de la ciudad de Medellin y su
respuesta utilizando el derivado 1l-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (3). Las vainas se
sumergieron en una soluciéon 1.0mM del elicitor, con sus respectivos controles (agua como
control negativo y metil jasmonato como control positivo), durante un tiempo de 3 horas, y
posteriormente se incubaron por 96 h. Los resultados de la produccién de fitoalexinas
isoflavonoide se muestra en la Figura 3-139. Se encontrd un incremento significativo en la
concentracion de las fitoalexinas como resultado del tratamiento de las vainas con los
elicitores, comparado con el control (vainas tratadas con agua). En particular, se observa un
aumento significativo en la concentracion de 2’-hidroxigenisteina, genisteina,
phaseollinisoflavano, y phaseollina luego del tratamiento con la solucién 1.0 mM metil
jasmonato y del derivado (3), comparado con el control. Tras la elicitacidon con metil jasmonato,
las fitoalexinas mayoritarias fueron genisteina (8.0 pg/g; 3.4 veces mayor al control),

phaseollina (9.5 pg/g; 2.0 veces mayor al control), phaseollinisoflavano (3.8 ug/g; 1.8 veces
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mayor al control), coumestrol (2.3 ug/g) y 2’-hidroxigenisteina (2.3 pg/g; 1.6 veces mayor al
control). Para el caso del derivado (3), las fitoalexinas mayoritarias fueron genisteina (5.1 pg/g
) y phaseollina (8.9 pg/g). En general, no se encontraron diferencias significativas en la
concentracién de coumestrol, phaseollina, phaseollinisoflavano, phaseollina, y kievitona en las
vainas elicitadas con metil jasmonato y el derivado (3). Sélo pequefias diferencias se
detectaron entre los dos elicitores, para la induccion en vainas de frijol de las isoflavonas
precursoras 2’-hidroxigenisteina, daidzeina, genisteina, y para el pterocarpano phaseollidina.
Lo anterior demuestra que el derivado 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (3) es un inductor

de fitoalexinas en diferentes tejidos de frijol, y cuyo potencial es comparable con el del metil

jasmonato.
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Figura 3-139. Estudio de la concentracion de fitoalexinas en vainas de frijol variedad
Cargamanto Blanco, elicitada con solucion 1.0 mM 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster, y
96 h post-induccién. Para cada fitoalexina, las barras con diferente letra son significativamente
diferentes (p = 0.05; prueba LSD de Fisher).

3.8. Actividad antifungica contra C. Lindemuthiuamun

3.8.1. Inhibicion del crecimiento miceliar

Se evalud la inhibicion del crecimiento micelial de C. lindemuthianum de los extractos en

AcOEt de los tejidos de las plantulas de frijol, variedades ICA Cerinza y Uribe Rosado,
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elicitadas con 1.0 mM 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (3) durante 3 horas e incubadas
72 h. Ademas, se utiliz6 como control positivo, extractos en AcOEt de los tejidos de las
plantulas de frijol tratadas en una solucion 1.0 mM metil jasmonato y 200 pg/mL phaseollina,
y como control negativo, extractos de tejidos tratados con agua. Para el crecimiento del hongo,
se utilizé como control absoluto el medio del cultivo, y como control solvente, el medio de
cultivo conteniendo 0.3% etanol. Los extractos en AcOEt se disolvieron inicialmente en una
solucion hidroalcdlica y posteriormente en el medio de cultivo (0.3% etanol) a una
concentracién de 1000 ug/mL. Se determiné el diametro de crecimiento micelial cada 2 dias,
a partir del cual se calcul6 el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial. Los resultados
de la inhibicion del crecimiento micelial de C. lindemuthianum se presentan en la Figura 3-
140.
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Figura 3-140. Inhibicién del crecimiento micelial de C. lindemuthianum de extractos de
plantulas de frijol variedades ICA Cerinza y Uribe Rosado, elicitadas con 1.0 mM 1-oxo-
indanoil-L-Isoleucina metil éster (3) y metil jasmonato, no elicitadas (control negativo) y

phaseollina.

En general, se observé una alta inhibicién (entre 62 y 50%) del crecimiento micelial de C.

lindemuthianum con la incorporacion de los extractos en el medio de cultivo. Es de resaltar, la
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mayor inhibicién de C. lindemuthianum exhibida por los extractos de los tejidos de Uribe
Rosado e ICA Cerinza elicitados con 1.0 mM de (3), seguida del extracto de los tejidos de ICA
Cerinza tratados con 1.0 mM metil jasmonato. Le siguieron en actividad antifingica los
controles negativos de Uribe Rosado e ICA Cerinza, y el extracto de los tejidos de Uribe
Rosado elicitados con metil jasmonato. Lo anterior, es consistente con la mayor acumulacion
de fitoalexinas en los tejidos de ambas variedades tratados con (3) y metil jasmonato,

comparado con los hipocotilos-raiz tratados con agua (controles negativos).

Resulta interesante que los controles negativos (tejidos tratados con agua), para ambas
variedades, exhibieron altas inhibiciones del patégeno, lo que podria ser el resultado de los
niveles relativamente elevados de algunas fitoalexinas, como genisteina, daidzeina y
coumestrol. La actividad antifingica de la genisteina ha sido reportada por varios autores
(Rivera-Vargas et al., 1993; Cruickshank & Perrin, 1971; Van den Heuvel & VanEtten, 1973).
Estos metabolitos pueden actuar como una primera barrera quimica defensiva, estando de
manera constitutiva (preformada) o acumulandose rapidamente en las primeras etapas de la

infeccion.

Por otra parte, 200 ug/mL phaseollina mostré una actividad inhibitoria de C. lindemuthianum
entre 62 y 33%, decreciente con el tiempo, y siendo inferior a la desplegada por los extractos.
La mayor actividad antifingica de los extractos en AcOEt con respecto a la phaseollina,
posiblemente se deba a efectos sinérgicos de todos sus componentes, resultantes de la
combinacion de diferentes fitoalexinas acumuladas en el proceso de elicitacion. Estos
componentes pueden actuar con mecanismos de accién antifangica diferentes, y potenciar su
efecto inhibitorio contra el microorganismo. El efecto fungiestatico decreciente con el tiempo
de la phaseollina, puede ser consecuencia de la detoxificacion del medio de cultivo realizada
por C. lindemuthianum. Esta detoxificacion del medio por parte del hongo, puede verse mas
limitada en el caso de la mezcla de componentes presentes en el extracto, dada las diferencias
estructurales de las diferentes fitoalexinas y otros metabolitos. Se ha reportado que la
phaseollina afecta la membrana celular; causa una cesacion inmediata del flujo protoplasmico
y en la contraccion del protoplasto de la punta de la hifa (VanEtten & Bateman, 1971). Lo
anterior muestra la posibilidad de usar el 1l-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (3) para
incrementar la proteccién de las plantulas de frijol contra enfermedades como la antracnosis,

dado su efecto elicitor de fitoalexinas isoflavonoides.
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Durante la evaluacion de inhibiciéon del crecimiento micelial, en las cajas conteniendo los
extractos, se observd un crecimiento del hongo de manera irregular comparado con su
crecimiento normal en agar PDA (Blanco absoluto y Blanco solvente). Las estructuras
observadas del hongo presentaron una coloracién blanca-rosada, y su consistencia fue dura
y callosa. Cuando se observé la estructura al microscopio, se evidencié un engrosamiento de
las hifas (Figura 3-141). Adicionalmente, al utilizarse 200 pg/mL phaseollina, se observo
inhibicion significativa del crecimiento micelial, pero la morfologia de la colonia (plana) fue
similar a la observada en el Blanco absoluto y Blanco solvente. Lo anterior, posiblemente sea
el resultado de la afectacion de las estructuras del hongo por efecto de los extractos de los
tejidos de frijol elicitados, provocando una morfologia de la colonia con elevacién umbonada;
esta adaptacion morfologica posiblemente sea una respuesta a la actividad antimicrobiana de

los extractos.

Figura 3-141. Crecimiento de C. lindemuthianum. Arriba: medio de cultivo con extractos de
plantulas de frijol sometidas a proceso de elicitacion. Abajo: solo medio de cultivo. Medio

derecha: hifas observadas en el microscopio.

3.8.2. Efecto sobre la esporulacion de C. Lindemuthianum

Se evaluo el porcentaje de inhibicion de la germinacion de esporas de C. lindemuthianum. Se
evaluaron extractos en AcOEt de tejidos (hipocétilos-raiz) de las variedades de frijol ICA
Cerinza y Uribe Rosado elicitados con 1.0 mM del 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (3) y

72 h post-induccion; ademas, se utilizé como control positivo extractos en AcOEt de tejidos de
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frijol tratados con 1.0 mM metil jasmonato, y como control negativo, tejidos tratados con agua.
Adicionalmente, se utilizé phaseollina. La medicién de la esporulacién del hongo se midio el
tltimo dia (dia 16) del experimento de inhibiciébn del crecimiento micelial, empleando las
concentraciones en el medio de cultivo de 1000 pg/mL para los extractos y 200 pg/mL para la

phaseollina, como se indico en el numeral anterior.

La Figura 3-142 muestra inhibiciones en la esporulacién del 100 % para los extractos de
plantulas de frijol de las dos variedades evaluadas. En el Blanco solvente, se evidenci6 bajos
niveles de inhibicion de la esporulacién del hongo. La afectacién del proceso esporulativo es,
en definitiva, el que reviste mayor importancia desde el punto de vista agricola, pues la
enfermedad se disemina a través de estructuras reproductivas (esporas asexuales)

denominadas conidios (Soares et al., 2019).

Interesantemente, para la phaseollina, se observé una elevada esporulacion del hongo (136%,
comparada con el Blanco absoluto). Es importante tener presente que las esporas son las
estructuras de resistencia al estrés que emplea el hongo para garantizar su supervivencia. La
alta produccion de esporas en el medio conteniendo phaseollina, sugiere una condicion

adversa de crecimiento para el hongo.
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Figura 3-142. Porcentaje de inhibicidn de la esporulacion de C. lindemuthianum por extractos
de plantulas de frijol variedades ICA Cerinza y Uribe Rosado elicitadas con 1.0 mM 1-oxo-
indanoil-L-Isoleucina metil éster (3), metil jasmonato, control negativo y phaseollina.
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3.9. Metabolismo de la Phaseollina por C. lindemuthianum

Se analizé la capacidad y mecanismo de detoxificacion de phaseollina con el hongo
fitopatdgeno C. lindemuthianum. El andlisis de los cromatogramas (Figura 3-143) sobre los
productos metabdlicos en el curso del tiempo (0, 24, 48 y 120 h) obtenidos mediante HPLC,
muestra que el hongo transformé la phaseollina rapidamente; en 24 h, la cantidad de
phaseollina se redujo casi en mas del 90%. En la Figura 3-143, se observa la aparicion de
dos productos metabdlicos. Un producto mayoritario (producto metabdlico, 1), con un tiempo
de retencién de 41.0 min en las condiciones HPLC, que exhibe mayor polaridad que su
precursor. Adicionalmente, se observa la aparicién de otro producto metabdlico (producto

metabdlico, 1) en menor proporcién, con un tiempo de retencién de 45.0 min.
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Figura 3-143. Perfil en HPLC-DAD del metabolismo en el curso del tiempo de phaseollina por
C. lindemuthianum.

Por otro lado, en la Figura 3-144 se observa una transformacion rapida de la phaseollina (de
100 a 7% en 24 h). En ese mismo lapso de tiempo, la concentracion de los productos
metabdlicos (1) y (II) aumento a 47 y 9%, respectivamente. La maxima abundancia del producto
metabdlico (I) se alcanz6 a las 48 h (54.1%) y su abundancia relativa permanecié constante
hasta las 120 h. La rapida conversion de phaseollina a los productos metabdlicos (1) y (ll),
puede ser el resultado de un proceso de detoxificacion. La phaseollina ha sido reconocida

como una potente sustancia fungiestatica (Garcia & Perez, 2003).
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En estudios del metabolismo de la phaseollina por diferentes patégenos, Van Den Heuvel &
Vollaard (1976) encontraron que la phaseollina es rapidamente metabolizada por diferentes
razas de C. lindemuthianum; en las primeras 24 h la concentracion cae por debajo del 15 %
comparada con su concentracion inicial. Lo anterior también fue observado en el presente
estudio, donde la conversion de phaseollina fue rapida en las primeras 24 h con la cepa de C.
lindemuthianum aislada en el Oriente Antioquefio. Se han reportado diferentes productos del
metabolismo de la phaseollina, como la 6a-hidroxiphaseollina y la 6a,7-dihidroxiphaseollina
por diferentes razas de C. lindemuthianum (Van Den Heuvel & Vollaard, 1976), la la-
hidroxiphaseolona por Fusarium solani f. sp. phaseoli (Heuvel et al., 1974), y el cis- y trans-
12,13-dihidrodihidroxiphaseollina por Septoria nodorum (Bailey et al. 1977). Ademas, los
autores reportan que la concentracion de la phaseollina y los productos del metabolismo son
dependientes de la raza del patégeno (Van Den Heuvel & Vollaard, 1976). En el presente
estudio, no se detecto la hidroxilacion en 6a. Otros autores como Higgins et al. (1973), han
reportado el phaseollinisoflavano como producto metabdlico del Stemphylium botryosum a

partir de phaseollina.
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Figura 3-144. Abundancia relativa en el curso del tiempo de la phaseollina y los productos del
metabolismo (I y Il) con C. lindemuthianum.

Los productos metabdlicos se identificaron tentativamente mediante *H RMN, debido a la
cantidad insuficiente de material. En la Figura 3-145 se observan los desplazamientos

guimicos para el producto (l); se observan los protones diasterotépicos H4 en 8 2.7 a 2.9 ppm,



15[ Sintesis de derivados del &cido 1-indanona-4-carboxilico y evaluacién de su aplicacién en variedades de frijol sobre la acumulacién de
fitoalexinas isoflavonoide, fitotoxicidad y actividad antifingica de sus extractos.

mientras el proton H3 aparece como un multiplete en 3.5 ppm; asimismo los protones H2
aparecen 6 4.0 a 4.2 ppm, confirmandose el esqueleto del phaseollinisoflavano. Asi, nuestros
resultados concuerdan con lo reportado por Higgins et al. (1973), en el sentido de que uno de
los productos metabdlicos de la phaseollina correspondié al phaseollinisoflavano. En la Figura
3-146 se observa el espectro de 'H RMN de la mezcla de los productos metabdlicos.
Descontando las sefiales correspondientes al phaseollinisoflavano, se pueden asignar los
desplazamientos quimicos del producto (Il); aparecen los protones H13y H12 en 8 2.8 y 3.0
ppm producto de la reduccidn del enlace doble C-C del sistema, luego aparecen los protones
del anillo heterociclico 6a (3.38 ppm), 6 (3.5 ppm, 4.3 ppm) y 11a (5.3 ppm), de esta manera
se confirma el esqueleto del producto (ll) (Bailey et al., 1977). Los protones aromaticos no

presentaron diferencias con respecto a la phaseollina.

HO
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Figura 3-145. Espectro de *H RMN del producto I.
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Figura 3-146. Espectro de 1H RMN de la mezcla de los productos (1) y (II).

A partir de los analisis, se demuestra que la cepa del hongo C. lindemuthianum aislada en el
Oriente Antioquefio metaboliza rapidamente la phaseollina. Se ha sugerido que la
patogenicidad hacia una planta huésped puede estar relacionada con la capacidad del hongo
patégeno para metabolizar o detoxificar las fitoalexinas. Asi, la cepa de C. lindemuthianum
estudiada podria ser altamente patdgena al frijol. Como productos metabdlicos se generaron
el phaseollinisoflavano y un producto de hidrogenacion en el doble enlace C-C del anillo 2,2-
dimetilcromeno. Se demuestra la capacidad del hongo para realizar la apertura reductiva del
anillo de la phaseollina para formar el 2’-hidroxiisoflavano, phaseollinisoflavano. Asi como
también, la hidrogenacion del doble enlace C-C del anillo 2,2-dimetilcromeno para producir
(IN. Ha sido reportado que el phaseollinisoflavano es un compuesto no-téxico al hongo
Stemphylium botryosum, a diferencia de la phaseollina (Higgins et al. 1973). Tomando en
cuenta esto, la conversién de phaseollina llevada a cabo por la cepa de C. lindemuthianum en

el presente estudio, podria ser considerada una detoxificacion
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3.10. Fitotoxicidad de los derivados del acido 1l-indanona-4-carboxilico sobre
plantulas de frijol
Para el presente estudio es de gran importancia evaluar el efecto fitotéxico de los elicitores
sobre las plantulas de frijol, debido a que han sido reportados gran cantidad de efectos
negativos y positivos sobre las plantulas de frijol, en la fase de germinacion de las semillas
hasta el crecimiento de las plantulas (Pancheva et al., 1996). Realizando un analisis
sisteméatico en varias etapas del ciclo de vida de las plantulas de los efectos producidos con
la aplicacion de los elicitores sintetizados sobre las plantulas de frijol, puede arrojar
informacion de gran interés referente sobre las mejores condiciones para la aplicacion y
utilizacion de los elicitores en campo. Para este fin, se utilizé el elicitor con mayor acumulacion
de fitoalexinas, el 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3) con una concentracién de 1.0
mM, ademas se utilizé Metil Jasmonato como control positivo y Agua como control negativo,
para efectos de comparacion de los efectos en las plantulas. Se utilizaron semillas de la

variedad Uribe Rosado para los ensayos.

3.10.1. Germinacién de semillas

Se realizé seguimiento de la germinacion de semillas de la variedad de frijol Uribe Rosado
durante 5 dias en cajas Petri que su interior contenian un disco de papel filtro impregnado del
compuesto evaluado, cada 24 h se aplicaba el compuesto mediante aspersion de este; las
cajas Petri se mantuvieron en ausencia de luz durante la prueba. Los resultados se presentan
en la tabla 1, donde la germinacién de las semillas inici6 a partir del dia 3, observandose
influencia del tratamiento en el tiempo de germinacion de las semillas, donde la aplicaciéon de
Metil Jasmonato (56.9 %) y 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (71.7 %) disminuy6
significativamente el tiempo de germinacién de las semillas. Para los dias restantes no se
observé diferencias significativas en el porcentaje de germinacion de las semillas. Estos
resultados también han sido observados en semillas de zanahoria, en donde el tratamiento
con &cido salicilico o acetilsalicilico mejor6 significativamente el porcentaje de germinacion
(Rajasekaran et al., 2002). Asimismo, han sido reportados compuestos como derivados del
acido cindmico, que al ser utlizados en semillas de frijol comin disminuyeron

significativamente el porcentaje de germinacion de dichas semillas (Jitareanu et al., 2011).

Posteriormente al seguimiento de la germinacién de las semillas de frijol, el dia 5 se retird
cuidadosamente el tegumento de los cotiledones que no se les habia caido libremente,

separandose los cotiledones de las radiculas. A estas ultimas se les midio la longitud y nimero
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de raices secundarias. Los resultados (Figura 3-147) no mostraron diferencias significativas

en el nimero de raices y su longitud entre el control negativo y metil jasmonato, sin embargo,

se evidencian diferencias significativas con el tratamiento con el derivado 2.3, mostrando una

reduccion en la longitud de las radiculas y una inhibicién total en el crecimiento de las raices

secundarias. Estos efectos sobre la longitud y las raices se han sido documentadas en

estudios con analogos de coronalona (Schuler et al., 2004).

Tabla 1. Porcentaje Germinacién semillas variedad Uribe Rosado

Tratamiento i

Control
Negativo
Metil

Jasmonato

Derivado 2.3

e e e
o N OB o

numero de raices
o0}

Longitud radiculas (cm),

Figura 3-147.

0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 21.0+11928 955+622 975+562
0.0+0.0 0.0+00 569+21.1° 81.1+1592 928+11.0°2
0.0+ 0.0 0.0+0.0 71.7+216° 900+16.3% 100.0+0.0 2

Efecto sobre las radiculas

a Bl Longitud radiculas (cm)

M Numero de raices

W N

Control Negativo Metil Jasmonato Derivado 2.3

Tratamiento

Efecto sobre el nimero y longitud de las radiculas después de la germinacién

de semillas
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3.10.2. Dureza de cotiledones de frijol

Para determinar los efectos del tratamiento con elicitores en la dureza de los cotiledones de
frijol se realizé la prueba de puncién y la prueba de compresién utilizando un analizador de
texturas modelo TA.XTplus. Los resultados se pueden observar en la tabla 2, donde se
evidencian diferencias significativas con el tratamiento con el derivado 2.3, mostrando una
reduccion del 17 % en la fuerza de puncién y del 31.5 % de la fuerza de compresién de los
cotiledones de frijol comparado con el control negativo. Los resultados anteriores requieren un
estudio mas profundo sobre la relacién de la disminucidn de la dureza de los cotiledones con
el tratamiento con elicitores. Algunos autores han encontrado una relacion inversa entre la
dureza de los cotiledones y la absorcién de agua, a menor dureza mayor absorciéon de agua,
lo cual podria tener grandes implicaciones en el crecimiento de las plantulas, ademas, posibles
diferencias en la activacion de la maquinaria enzimatica de las semillas de frijol (Pefia-Valdivia
et al., 2012), lo anterior podria explicar los resultados obtenidos en la germinacion de las
semillas en variables como la longitud de raices y niUmero de raices secundarias, ya que la
interaccion con el elicitor puede desviar el metabolismo primario hacia la produccion de
metabolitos secundarios. Los anteriores resultados y la inhibicion en el crecimiento de las
raices secundarias en la etapa de germinacién podrian sugerir que es mas conveniente la

aplicacion del derivado 2.3 en una etapa posterior a la germinacion de las semillas.

Tabla 2. Dureza de cotiledones de frijol tratados con elicitores

Fuerza puncién cotiledones (N) Fuerza compresion cotiledon (N)
Tratamiento Fuerza (N) Tratamiento Fuerza (N)
Control Negativo 10.62 +1.02 ° Control Negativo 167.16 +21.88 °
Metil jasmonato 10.91+1.28 ° Metil jasmonato 152.22 + 36.75 P

Derivado 2.3 8.79+1.242 Derivado 2.3 114.49 +19.05 @

3.10.3. Efecto sobre el crecimiento de la plantula.

Se analizé el efecto de la aspersién de los elicitores en plantulas de frijol de la variedad Uribe

Rosado con un tiempo de crecimiento de 5 dias en arenilla; se utilizé metil jasmonato (1.0 mM)
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como control positivo y agua como control negativo. El elicitor se aplicé los dias 5, 7, 9y 11.
Se realizd seguimiento de variables de importancia relacionadas con la fisionomia y
funcionamiento de las plantulas, como tamarfio de la plantula (Figura 3-148a), tamafio tallo
(Figura 3-148b), tamafio hojas (Figura 3-148c) y contenido de clorofilas (Tabla 4). Los
resultados evidencian que no hay una diferencia significativa en las variables estudiadas para
los dias 7, 9, 11y 13. Los grupos de clasificacion obtenidos mediante las pruebas de Fisher
muestran que los grupos son homogéneos y no hay diferencias en los tratamientos. Teniendo
en cuenta los anteriores resultados, se observa que la aspersién del derivado 2.3 a una
concentracién de 1.0 mM en plantulas de frijol no tiene efectos significativos en las plantulas
en esta etapa de desarrollo. Otros autores han encontrado efectos negativos en el tamafio de
las plantulas, hipocotilo y hojas cuando se realiza la aplicacion exdgena de derivados del 4cido
cinamico, metil jasmonato en frijol comudn y lupino respectivamente (Jitareanu et al., 2011;
Zalewski et al., 2020).

Por otro lado, el contenido de clorofilas es una variable muy importante en el normal
funcionamiento de las plantulas por su participacion en el proceso de fotosintesis, por lo cual
el dia 13 se midio el contenido de clorofilas teniendo en cuenta los reportes de Tetley &
Thimann, 1974. Los resultados mostrados en la tabla 3, no evidencian diferencias significativas
en el contenido de clorofilas después de aplicar las soluciones de los elicitores durante 8 dias,
para este fin se utilizé el analisis estadistico realizado de comparacién de medias (p = 0.05;
prueba LSD de Fisher). Adicionalmente no se observaron cambios de coloracién o signos de
clorosis en las hojas de las plantulas de frijol durante el tratamiento con los elicitores. En
contraste con los resultados obtenidos, Pancheva et al. (1996) han encontrado una
disminucién de la cantidad de clorofilas producidas en plantulas de trigo con la aplicacion de
acido salicilico, donde la cantidad de clorofilas es dependiente de la concentracion y el tiempo
de contacto; asimismo, Xie et al. (2015) han estudiado el efecto de la concentracion de
coronatina en la produccion de clorofilas en plantulas de algodén, mostrando una disminucion

en la produccién de estas.

En general, se observa que la aplicacion de los elicitores durante esta etapa de crecimiento
muestra efectos fitotoxicos nulos o poco significativos para el desarrollo normal de las
plantulas de frijol, lo cual refuerza los resultados obtenidos sobre el 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina
metil éster, como potencial elicitor como alternativa para el control de enfermedades en

cultivos de frijol comun.
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Figura 3-148. Efecto sobre el crecimiento de las plantulas de frijol de la variedad Uribe
Rosado. Tamafio Plantula (Arriba izquierda). Tamafio tallo (Arriba derecha). Tamafio hojas

(inferior)

Tabla 3. Contenido de clorofilas en hojas de plantulas de frijol tratados con elicitores

Contenido clorofilas (mg/g m.f.)
Control Negativo 142.64 £ 37.212
MeJA 180,96 + 35.67 @
Derivado 2.3 126,34 +20.88 2



Capitulo 3 161

3.10.4. Efecto sobre las raices de la plantula.

Para garantizar el efectivo contacto de la solucién de los elicitores con las raices de las
plantulas, estas se cultivaron durante 5 dias en arenillas, luego fueron retiradas y puestas en
vasos plasticos de 13 onzas con una pequefia capa de algoddn humedecida de agua, que
garantice las necesidades de agua de las plantulas. Se le aplicé los diferentes tratamientos
con una concentracion de 1.0 mM (Elicitor, MeJA y Agua) mediante aspersion directa sobre
las raices, estos se aplicaron los dias 5, 7, 9, 11. Se realizé seguimiento de variables de
importancia de la fisionomia de las raices de las plantulas de frijol de la variedad Uribe Rosado,
como longitud y nimero de raices secundarias. Los resultados son presentados en la Tabla
4, donde se evidencia que los tratamientos no producen diferencias significativas en la longitud
y nimero de raices, dichos resultados se cumplen desde el dia 7 hasta el final del experimento,
por lo cual es importante mencionar el derivado 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster no tiene
efectos negativos sobre las raices de las plantulas a la concentracion evaluada de 1.0 mM.
Debido a la importancia de las raices, muchos autores han documentado la influencia de la
aplicacién exdgena de gran variedad de compuestos como derivados del 4cido cinamico en
frijol comun (Jitareanu et al., 2011) y &cido salicilico en cebada ((Pancheva et al., 1996); en
primer lugar, encontraron que a medida que aumenta la concentracion del derivado hay un
mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de las raices de las plantulas. Mientras en el caso
del acido salicilico el cual es reconocido por ser un regulador del crecimiento de las plantas,
se observé que a bajas concentraciones incrementé el tamafio de las raices, pero a altas

concentraciones la inhibicién en el crecimiento fue significativo.

El analisis de fitotoxicidad y su capacidad como elicitor del 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil
éster en la acumulacion de fitoalexinas en las variedades de frijol ICA Cerinza y Uribe,
muestran el potencial que poseen los elicitores sintéticos tipo indanoilo, los cuales pueden
representar una opcion prometedora a largo o mediano plazo como alternativa agronémica

para el control de enfermedades en frijol.
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Tabla 4. Efecto sobre las raices de la aspersion de elicitores

Dia Dia 7 Dia 9 Dia 11 Dia 13
. ) ; . Namero . Numero . Namero
. Longitud Numero raices Longitud ) Longitud ; Longitud )
Tratamiento ) ) ) raices ) raices ) raices
raices secundarias raices . raices ) raices .
secundarias secundarias secundarias
Control
. 12.0+1.78 154 +£1.3° 126 £1.18 15.2+1.18 14,2 +£1.62 16.4+1.78 13.6+£1.18 154 +£1.78
Negativo
Metil
11.6 £0.92 15.8+1.9° 12.6 £1.78 15.2+1.62 13,0+ 2.22 16.4 £1.18 12.6 £ 0.52 15.8+0.82
Jasmonato

Derivado 2.3 12.8+3.1% 16 £1.6% 122+1.6% 14+1.2°2 14,0+ 2.0% 15+£0.72 13.4+1.1°2 15+£1.0°
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4. Conclusiones

Los elicitores tipo indanoilo y metil jasmonato, permiten modificar la respuesta quimica de
plantulas de frijol coman en variedades colombianas como ICA Cerinza y Uribe Rosado,
generando una mezcla de fitoalexinas para el control no biocida de enfermedades como la
antracnosis. Esta respuesta depende de la variedad del frijol (susceptible o resistente a
enfermedades), el tiempo post-induccion, y la concentracion y la estructura del elicitor. Los
resultados del presente estudio mostraron que las maximas concentraciones de
fitoalexinas isoflavonoides se elicitaron en tejidos de frijol (hipocétilo-raiz, vainas) luego del
tratamiento con el compuesto 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster (3), en una
concentracién de 1.0 mM y un tiempo post-induccion de 72 h. Adicionalmente, las
fitoalexinas mayoritarias en el proceso de elicitacion fueron genisteina y phaseollina, las
cuales son reconocidas por su efecto antimicrobiano. Se observé, que el derivado 1-oxo-
indanoil-(L)-isoleucina metil éster induce niveles de fitoalexinas comparables al metil
jasmonato, hormona vegetal utilizada como sefial de alarma por las plantas. Asimismo, la
aplicacion de elicitores derivados del acido 1-indanona-4-carboxilico, mostré que la via
biosintética de los 5-desoxiisoflavonoides, la cual usa daidzeina como precursor, fue
canalizada preferencialmente hacia la produccion de pterocarpanos, especificamente
phaseollina. En el caso de la ruta biosintética de los 5-hidroxiisoflavonoides, se observo
una concentracion mayoritaria de genisteina, pero baja de 2’-hidroxigenisteina, y mucho
menos de dalbergioidina y kievitona; lo anterior puede suponer que la ruta de las
fitoalexinas 5-hidroxiisoflavonoide se encuentra reprimida 6 bloqueada en los tejidos

(hipocotilo-raiz) de las variedades ICA Cerinza y Uribe Rosado.

Por otro lado, se encontré que los extractos en AcOEt de los tejidos de frijol (hipocétilo-
raiz), elicitados con 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster y metil jasmonato y no elicitados
(tratados con agua), de las dos variedades estudiadas, poseen propiedades contra
Colletotrichum lindemuthianum (agente responsable de la antracnosis), como alta
inhibicion del crecimiento micelial y la esporulacién. No obstante, son los extractos
procedentes de los tejidos tratados con el derivado 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster

los que mostraron la mayor inhibicion del crecimiento radial.

Asimismo, el analisis cualitativo de estructura-actividad elicitora, y las modificaciones

sistematicas en las posiciones 4, 2, 1 y 6 del acido 1-indanona-4-carboxilico, mostraron la
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importancia de diferentes grupos funcionales y sustituyentes en la actividad inductora de
fitoalexinas isoflavonoides. En primer lugar, un cambio en la posicibn 4 por otro
sustituyente diferente al aminoacido L-isoleucina metil ester resulté en una perdida
significativa de la actividad bioldégica antes mencionada; en segundo lugar, el grupo
funcional carbonilo de la ciclopentanona juega un papel importante en la actividad elicitora;
la reduccién de este grupo o la adicion nucleofilica para la formacién de hidrazonas tuvo
efectos negativos en la actividad. En ultimo lugar, la incorporacion de un sustituyente
voluminoso como el Bromo en la posicién 6 redujo significativamente la actividad elicitora.
Es claro que es posible modular la produccion de fitoalexinas en frijol con el uso de

elicitores tipo indanoilo.

El derivado 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster mostré un bajo efecto fitotoxico sobre
diferentes tejidos de frijol. La aplicacién del elicitor debe realizarse en una etapa posterior
a la germinacion, ya que se evidencié inhibicion en el crecimiento de las raices. Ademas,
en esta etapa se encontré que la aplicacion del elicitor a las semillas trae consigo una
reduccion en el tiempo de germinacion de dichas semillas. Por otro lado, en las pruebas
realizadas en la etapa donde las plantulas se han desarrollado significativamente (5-13
dias de crecimiento), se encontrd que los efectos en variables morfoldgicas vy fisioldgicas
como el tamafio de la plantula, tallo y hojas, contenido de clorofilas, numero de raices
secundarias y longitud de raices son poco significativas o nulas, lo cual sumado a la
capacidad elicitora de fitoalexinas del 1-oxo-indanoil-L-isoleucina metil éster lo convierte

en un elicitor potencial para el control de enfermedades y su aplicacién en campo.

El método de deteccibn, identificacion y cuantificacion de fitoalexinas puede ser usado para
detectar rapidamente variedades con buenas perspectivas de resistencia a enfermedades,
basado en la acumulacién de fitoalexinas. El pterocarpano phaseollina puede ser usado
como un marcador quimico de resistencia, y su rapida y elevada acumulacién, como un

factor clave en la resistencia a enfermedades de una variedad de frijol.

Los resultados obtenidos de la acumulacién de fitoalexinas y las pruebas de fitotoxicidad
utilizando elicitores sintéticos tipo indanoilo, muestran que estos compuestos pueden
representar una opcion prometedora a mediano o largo plazo como alternativa agronémica

para el control de enfermedades en frijol.



Anexo: Informacion Suplementaria

Resumen proceso de elicitacion

Tabla 5. Concentracion de fitoalexinas promedio (pg/g m.f.) en el curso del tiempo
realizada sobre hipocétilo-raiz de la variedad de frijol ICA Cerinza inducida con una
solucion del compuesto metil jasmonato 0.44 mM.

Variedad ICA Cerinza, Metil Jasmonato 0.44 mM

Fitoalexina Control 24 48 72 96
Dalbergioidina 1,29 3,04 3,40 2,83 3,36
2'-Hidroxigenisteina 0,06 3,21 5,93 2,82 4,97
Daidzeina 0,59 1,31 5,17 4,47 3,09
Genisteina 3,68 26,56 31,42 25,43 33,44
Coumestrol 3,47 8,80 6,70 6,00 6,95
Phaseollinisoflavano 0,08 0,68 0,62 0,45 1,15
Phaseollidina 0,31 1,36 0,42 0,29 5,98
Phaseollina 0,44 9,91 16,14 17,12 35,49
Kievitona 0,77 1,53 1,06 1,05 1,26

Tabla 6. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) en el curso del tiempo
realizada sobre hipocoétilo-raiz de la variedad de frijol ICA Cerinza inducida con una
solucion del compuesto 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3) 0.44 mM.

Variedad ICA Cerinza, 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3) 0.44 mM

Fitoalexina Control 24 48 72 96
Dalbergioidina 1,29 3,16 2,63 2,47 1,70
2'-Hidroxigenisteina 0,06 5,07 3,02 2,10 1,24
Daidzeina 0,59 3,53 6,55 2,80 2,45
Genisteina 3,68 50,21 17,99 15,13 17,50
Coumestrol 3,47 10,77 8,72 8,07 6,08
Phaseollinisoflavano 0,08 1,27 1,60 1,65 1,33
Phaseollidina 0,31 2,86 3,01 1,77 1,14
Phaseollina 0,44 8,99 13,45 4,41 6,05
Kievitona 0,77 1,52 1,15 1,77 1,34

Tabla 7. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) en el curso del tiempo
realizada sobre hipocétilo-raiz de la variedad de frijol ICA Cerinza inducida con una
solucion del compuesto 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3) 1.0 mM.
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Variedad ICA Cerinza, 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3) 1.0 mM

Fitoalexina Control 24 48 72 96
Dalbergioidina 1,29 2,44 4,65 3,49 2,53
2'-Hidroxigenisteina 0,06 5,96 8,58 7,44 6,68
Daidzeina 0,59 4,42 4,36 8,00 10,03
Genisteina 3,68 21,20 28,53 35,60 36,27
Coumestrol 3,47 6,65 9,38 9,78 9,39
Phaseollinisoflavano 0,08 1,12 1,28 1,09 1,19
Phaseollidina 0,31 1,02 1,11 1,20 0,50
Phaseollina 0,44 3,91 11,77 17,17 9,44
Kievitona 0,77 1,75 1,52 1,92 1,18

Tabla 8. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) con el cambio en la
concentracion del elicitor realizada sobre hipocétilo-raiz de la variedad de frijol ICA Cerinza
inducida con una solucion del compuesto Metil Jasmonato.

Variedad ICA Cerinza, Metil Jasmonato

Fitoalexina Control 0,04 mM | 0,44 mM 2,22 mM 4,40 mM
Dalbergioidina 1,29 3,25 3,17 3,36 2,06
2'-Hidroxigenisteina 0,06 4,09 3,34 4,97 2,99
Daidzeina 0,59 3,34 1,81 3,09 1,30
Genisteina 3,68 25,23 21,43 33,44 19,50
Coumestrol 3,47 6,92 7,78 6,95 4,72
Phaseollinisoflavano 0,08 0,34 1,36 1,15 0,71
Phaseollidina 0,31 0,97 0,70 5,98 1,75
Phaseollina 0,44 12,24 29,69 35,49 10,05
Kievitona 0,77 0,99 1,20 1,26 1,34

Tabla 9. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) con el cambio en la
concentracion del elicitor realizada sobre hipocétilo-raiz de la variedad de frijol ICA Cerinza
inducida con una solucién del compuesto 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3).

Variedad ICA Cerinza, 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3)
Fitoalexina Control 044 mM | 10mM | 222 mM 4,40 mM
Dalbergioidina 1,29 1,70 2,53 1,28 1,57
2'-Hidroxigenisteina 0,06 1,24 6,68 0,62 1,34
Daidzeina 0,59 2,45 10,03 0,79 1,23
Genisteina 3,68 17,50 36,27 6,81 14,00
Coumestrol 3,47 6,08 9,39 6,57 5,81
Phaseollinisoflavano 0,08 1,33 1,19 0,34 0,93
Phaseollidina 0,31 1,14 0,50 0,89 0,96
Phaseollina 0,44 6,05 9,44 7,07 19,56
Kievitona 0,77 1,34 1,18 1,15 1,42
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Tabla 10. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) con el cambio en la

estructura del elicitor realizada sobre hipocatilo-raiz de la variedad de frijol ICA Cerinza
inducida con una solucion de los compuestos 2.3 - 2.6 a 1.0 mM.

Variedad ICA Cerinza, Elicitor 1,0 mM, Tiempo Post-induccién 72 h

Fitoalexina Control 2.3 2.4 2.5 2.6
Dalbergioidina 1,09 3,49 1,29 1,05 1,03
2'-Hidroxigenisteina 0,25 7,44 0,93 0,32 0,60
Daidzeina 0,49 8,00 0,32 0,35 0,46
Genisteina 1,24 35,60 2,01 2,34 1,72
Coumestrol 3,28 9,78 3,46 3,24 3,27
Phaseollinisoflavano 0,04 1,09 0,29 0,16 0,13
Phaseollidina 0,09 1,20 0,43 0,38 0,24
Phaseollina 0,21 17,17 1,06 0,26 0,11
Kievitona 0,77 1,92 0,80 0,72 0,72

Tabla 11. Concentracion de fitoalexinas promedio (pg/g m.f.) con el cambio en la estructura
del elicitor realizada sobre hipocoétilo-raiz de la variedad de frijol ICA Cerinza inducida con
una solucién de los compuestos 2.7 - 2.15 a 1.0 mM.

Variedad ICA Cerinza, Elicitor 1,0 mM, Tiempo Post-induccién 72 h

Fitoalexina Control 23 | 27|28 |29 |210|211|212| 215
Dalbergioidina 1,09 3,49 /1,05/1,07|1,07|1,03|0,95|1,03| 1,07
2'-Hidroxigenisteina 0,25 7,44 1094|169 |1,17|0,69|0,36 | 1,07 | 1,48
Daidzeina 0,49 8,00 |3,17|2,36 3,21 |2,40|1,16 | 2,23 | 3,04
Genisteina 1,24 35,60/9,84| 7,76 | 9,14 | 6,07 | 6,03 | 5,80 | 12,28
Coumestrol 3,28 9,78 |5,29/6,70 (6,82 | 6,85|5,32|6,78| 8,39
Phaseollinisoflavano 0,04 1,09 |10,57/0,45|0,65]0,84|0,40 0,64 | 0,89
Phaseollidina 0,09 1,20 |10,64|0,14]0,58|0,86|0,62|0,67| 0,87
Phaseollina 0,21 17,1712,18|2,611,10]2,15]1,19|2,32| 6,91
Kievitona 0,77 1,92 1095|147 (1,13 |1,18|1,64|2,73| 1,87

Tabla 12. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) en el curso del tiempo
realizada sobre hipocatilo-raiz de la variedad de frijol Uribe Rosado inducida con una
solucion del compuesto metil jasmonato 0.44 mM.

Variedad Uribe Rosado, Metil Jasmonato 0.44 mM
Fitoalexina Control 24 48 72 96
Dalbergioidina 1,59 2,25 1,56 1,28 1,22
2'-Hidroxigenisteina 494 5,20 7,07 9,75 2,69
Daidzeina 9,00 0,47 3,06 9,82 4,95
Genisteina 61,86 36,37 50,57 136,61 36,55
Coumestrol 8,50 15,92 10,51 13,21 7,91
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Phaseollinisoflavano 0,93 0,62 0,80 0,99 0,58
Phaseollidina 0,08 0,62 0,55 1,18 1,03
Phaseollina 3,35 14,39 8,64 17,80 21,13
Kievitona 1,13 0,84 1,91 2,72 1,07

Tabla 13. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) en el curso del tiempo
realizada sobre hipocétilo-raiz de la variedad de frijol Uribe Rosado inducida con una
solucién del compuesto 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3) 0.44 mM.

Variedad Uribe Rosado, 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3) 0.44 mM

Fitoalexina Control 24 48 72 96
Dalbergioidina 1,59 2,03 1,03 1,38 1,13
2'-Hidroxigenisteina 4,94 6,39 0,66 2,30 0,91
Daidzeina 9,00 3,76 1,11 3,18 2,79
Genisteina 61,86 29,69 6,23 28,64 26,96
Coumestrol 8,50 8,04 6,70 8,46 6,27
Phaseollinisoflavano 0,93 2,11 0,76 1,66 0,70
Phaseollidina 0,08 0,48 0,45 1,39 0,81
Phaseollina 3,35 6,65 3,11 13,60 7,45
Kievitona 1,13 1,69 0,77 1,66 1,73

Tabla 14. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) en el curso del tiempo
realizada sobre hipocdtilo-raiz de la variedad de frijol Uribe Rosado inducida con una
solucion del compuesto 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3) 1.0 mM.

Variedad Uribe Rosado, 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3) 1.0 mM

Fitoalexina Control 24 48 72 96
Dalbergioidina 1,59 1,49 2,38 2,23 1,30
2'-Hidroxigenisteina 4,94 7,15 12,51 7,73 17,95
Daidzeina 9,00 5,82 9,62 8,88 4,84
Genisteina 61,86 27,37 55,96 39,12 36,53
Coumestrol 8,50 6,04 13,37 11,09 15,80
Phaseollinisoflavano 0,93 0,60 1,94 0,86 2,28
Phaseollidina 0,08 0,67 0,59 1,04 2,19
Phaseollina 3,35 1,71 11,40 21,96 13,29
Kievitona 1,13 1,46 1,27 1,90 1,78

Tabla 15. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) con el cambio en la
concentracion del elicitor realizada sobre hipocétilo-raiz de la variedad de frijol Uribe
Rosado inducida con una solucion del compuesto Metil Jasmonato.
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Variedad Uribe Rosado, Metil Jasmonato

Fitoalexina Control 0,04 mM | 0,44 mM 2,22 mM 4,40 mM
Dalbergioidina 1,59 0,98 1,22 1,06 1,05
2'-Hidroxigenisteina 494 1,21 2,69 3,07 3,01
Daidzeina 9,00 4,50 4,95 4,71 3,15
Genisteina 61,86 8,74 36,55 28,54 20,26
Coumestrol 8,50 8,21 7,91 10,03 6,50
Phaseollinisoflavano 0,93 0,29 0,57 0,73 1,10
Phaseollidina 0,08 0,45 1,01 0,86 0,63
Phaseollina 3,35 2,68 21,13 24,38 5,73
Kievitona 1,13 1,02 1,05 1,15 1,19

Tabla 16. Concentracion de fitoalexinas promedio (ng/g m.f.) con el cambio en la
concentracion del elicitor realizada sobre hipocétilo-raiz de la variedad de frijol Uribe
Rosado inducida con una solucion del compuesto 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster.

Variedad Uribe Rosado, 1-oxo-indanoil-L-Isoleucina metil éster (2.3)
Fitoalexina Control 0,44 mM | 1,0mM | 2,22 mM 4,40 mM
Dalbergioidina 1,59 1,08 1,30 1,10 1,25
2'-Hidroxigenisteina 4,94 0,35 17,95 2,10 2,51
Daidzeina 9,00 2,41 4,84 2,70 2,15
Genisteina 61,86 6,53 36,53 16,32 26,42
Coumestrol 8,50 5,65 15,80 9,68 8,64
Phaseollinisoflavano 0,93 0,09 2,28 0,59 0,94
Phaseollidina 0,08 0,41 2,19 1,15 1,07
Phaseollina 3,35 1,47 13,29 15,12 17,38
Kievitona 1,13 1,23 1,78 1,30 1,32

Tabla 17. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) con el cambio en la estructura
del elicitor realizada sobre hipocotilo-raiz de la variedad de frijol Uribe Rosado inducida con

una solucién de los compuestos 2.3 — 2.6 a 1.0 mM.

Variedad Uribe Rosado, Elicitor 1,0 mM, Tiempo Post-induccién 72 h

Fitoalexina Control 2.3 2.4 2.5 2.6
Dalbergioidina 1,39 2,23 0,98 0,93 0,92
2'-Hidroxigenisteina 6,55 7,73 0,09 0,11 0,16
Daidzeina 16,71 8,88 0,21 0,44 0,65
Genisteina 86,68 39,12 3,77 2,45 3,23
Coumestrol 10,48 11,09 4,02 3,99 3,99
Phaseollinisoflavano 0,90 0,86 0,13 0,09 0,14
Phaseollidina 0,28 1,04 0,31 0,26 0,27
Phaseollina 2,89 21,96 1,74 0,43 0,87
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Kievitona 1,12 | 190 | o097 | o087 0,84

Tabla 18. Concentracion de fitoalexinas promedio (ug/g m.f.) con el cambio en la estructura
del elicitor realizada sobre hipocotilo-raiz de la variedad de frijol Uribe Rosado inducida con
una solucién de los compuestos 2.7 - 2.15a 1.0 mM

Variedad Uribe Rosado, Elicitor 1,0 mM, Tiempo Post-induccién 72 h

Fitoalexina Control 23 | 27| 28 | 29 | 210 (211|212 | 2.15
Dalbergioidina 1,39 2,23 /0,97 1,05 | 2,26 | 1,03 |0,95| 1,05 | 1,04
2'-Hidroxigenisteina 6,55 7,73 |0,69| 1,65 |20,43| 1,80 [0,43| 1,82 | 2,39
Daidzeina 16,71 8,88 |3,57| 3,40 | 1,07 | 1,08 |2,68| 6,03 | 3,59
Genisteina 86,68 [39,12/6,84|13,11]49,52| 8,39 14,45|15,15]| 24,68
Coumestrol 10,48 11,09/4,75| 8,68 | 8,81 |12,47|7,13|11,38| 8,14
Phaseollinisoflavano 0,90 0,86 0,24 0,81 | 573 | 1,68 |0,38] 1,03 | 0,68
Phaseollidina 0,28 1,04 |0,51| 0,18 | 0,70 | 1,14 |0,12| 0,26 | 0,31
Phaseollina 2,89 21,96/1,38| 6,13 | 8,80 /10,85(1,83| 7,20 | 3,68
Kievitona 1,12 1,90 |0,86| 2,05 | 2,79 | 1,07 [1,08| 2,69 | 1,95

Andlisis Estadistico

Andlisis de varianza y pruebas multiples de rangos de fitoalexinas acumuladas en el curso

del tiempo por induccién del compuesto Metil Jasmonato a 0.44 mM.

Tabla 19. Pruebas de Multiple Rangos para Dalbergioidina.

Tiempo Media Desviacién Grupos Equivalencia
Estandar Homogéneos Grupos
Control 1,29 0,39 X A
24 3,04 1,04 X B
48 3,40 0,14 X B
72 2,83 0,66 X B
96 3,36 0,12 X B

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0%
al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real
es igual a 0. En este se aplica, un procedimiento de comparacién multiple para determinar
cudles medias es significativamente diferentes de otras. Se han identificado 2 grupos

homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
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estadisticamente significativas entre aquellos niveles qgue compartan una misma columna
de X's.

Tabla 20. Pruebas de Multiple Rangos para 2’-Hidroxigenisteina.

Tiempo Media Desviaciéon Grupos Equivalencia
Estandar Homogéneos Grupos
Control 0,06 0,01 X a
24 3,21 0,34 X b
48 5,93 0,71 X c
72 2,82 2,24 X b
96 4,97 3,33 XX bc

Tabla 21. Pruebas de Mdltiple Rangos para Daidzeina.

Tiempo Media Desviacion Grupos Equivalencia
Estandar Homogéneos Grupos
Control 0,59 0,32 X a
24 1,31 0,26 X X ab
48 5,17 2,80 X c
72 4,47 1,16 X c
96 3,09 2,01 X X bc

Tabla 22. Pruebas de Mdltiple Rangos para Genisteina.

Tiempo Media Desviacién Grupos Equivalencia
Estandar | Homogéneos Grupos
Control 3,68 2,18 X a
24 26,56 2,29 X b
48 31,42 4,81 X b
72 25,43 6,13 X B
96 33,44 8,00 X B

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0%
al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real
es igual a 0. En este se aplica, un procedimiento de comparacion multiple para determinar
cuales medias es significativamente diferentes de otras. Se han identificado 2 grupos

homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
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estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna

de X's.

Tabla 23. Pruebas de Multiple Rangos para Coumestrol

Tiempo Media Desviacién Grupos Equivalencia
Estandar Homogéneos Grupos
Control 3,47 0,32 X A
24 8,80 1,09 X C
48 6,70 0,45 X B
72 6,00 0,90 X B
96 6,95 2,01 X B
Tabla 24. Pruebas de Mdltiple Rangos para Phaseollinisoflavano.
Tiempo Media Desviacion Grupos Equivalencia
Estandar Homogéneos Grupos
Control 0,08 0,05 X A
24 0,68 0,28 X B
48 0,62 0,34 X B
72 0,45 0,15 X X Ab
96 1,15 0,12 X C
Tabla 25. Pruebas de Mdltiple Rangos para Phaseollidina.
Tiempo Media Desviacién Grupos Equivalencia
Estandar | Homogéneos Grupos
Control 0,30 0,22 X A
24 1,35 1,09 X B
48 0,42 0,08 X A
72 0,29 0,14 X A
96 5,98 0,32 X C
Tabla 26. Pruebas de Multiple Rangos para Phaseollina.
Tiempo Media Desviacion Grupos Equivalencia
Estandar | Homogéneos Grupos
Control 0,44 0,36 X A
24 9,91 2,03 X B
48 16,14 3,89 X B
72 17,12 4,65 X B
96 35,49 7,66 X C
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El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de
diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0%
al decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia real
es igual a 0. En este se aplica, un procedimiento de comparacién multiple para determinar
cudles medias es significativamente diferentes de otras. Se han identificado 3 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna
de X's.

Tabla 27. Pruebas de Mdltiple Rangos para Kievitona.

Tiempo Media Desviacion |[Grupos Equivalencia
Estandar |Homogéneos [Grupos
1 0,77 0,01 X A
2 1,52 0,59 X B
3 1,06 0,23 XX ab
4 1,05 0,12 XX ab
5 1,26 0,13 X X Ab
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