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Contenido IX

Resumen

El presente trabajo describe el aislamiento de seis cumarinas a partir de frutos de lima
Tabhiti (Citrus latifolia Tanaka): 5-geranoxi-7-metoxicumarina (1), 5,7-dimetoxicumarina (sin.
Citroptene, II), 5,8-dimetoxipsoraleno (lll), 5-metoxipsoraleno (sin. Bergapteno, V), 5-
geranoxipsoraleno (V) y 5-(2,3-dihidroxi-3-metilbutoxy)psoraleno (VI). Estos compuestos
se purificaron usando técnicas cromatograficas estandar y se identificaron por métodos
espectroscopicos (*Hy *C RMN 1Dy 2D, IR y UV). Posteriormente, se evalud la actividad
antifungica (inhibicién del crecimiento micelial y germinacién de esporas) de las cumarinas
contra el hongo causante de la antracnosis, Colletotrichum spp. (aislado de partes aéreas
de lima Tabhiti). Algunas cumarinas y mezclas de ellas, tales como citroptene y bergapteno,
mostraron un efecto inhibitorio significativo (crecimiento radial y germinacion de esporas)
en comparacion con el control. Finalmente, se desarrolld6 un método por cromatografia
liquida (HPLC) para detectar y cuantificar las cumarinas, y estudiar el efecto de algunos
elicitores reconocidos para inducir su produccién en frutos de C. latifolia Tanaka. Los
resultados mostraron que los perfiles cromatograficos son dependientes del elicitor
aplicado. Como resultado de la induccion, se presentd un aumento significativo en la
cantidad de algunas cumarinas, en comparacion con los controles. En conclusion, las
cumarinas aisladas podrian estar involucradas en los mecanismos de defensa de C.

latifolia Tanaka y su acumulacién puede ser modulada mediante la aplicacién de elicitores.

Palabras clave: elicitores, fitoalexinas, fitoanticipinas, inhibicion de la germinacién de

esporas, citropten.
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Abstract

The present work describes the isolation of six coumarins from fruits of Tahiti lime (Citrus
latifolia Tanaka): 5-geranoxy-7-methoxycoumarin (I), 5,7-dimethoxycoumarin (syn.
Citroptene, 11), 5,8 -dimethoxypsoralen (lll), 5-methoxypsoralen (syn. Bergaptene, V), 5-
geranoxipsoralen (V) and 5- (2,3-dihydroxy-3-methylbutoxy)psoralen (VI). These
compounds were purified using standard chromatographic techniques and identified by
spectroscopic methods (*H and *C NMR 1D and 2D, IR and UV). Subsequently, the
antifungal activity (inhibition of mycelial growth and germination of spores) of the coumarins
against the fungus causing the anthracnose, Colletotrichum spp. (isolated from aerial parts
of lima Tabhiti). Some coumarins and mixtures thereof, such as citroptene and bergaptene,
showed a significant inhibitory effect (radial growth and spore germination) compared to
the control. Finally, a method was developed by liquid chromatography (HPLC) to detect
and quantify coumarins, and study the effect of some recognized elicitors to induce their
production in fruits of C. latifolia Tanaka. The results showed that the chromatographic
profiles are dependent on the applied elicitor. As a result of the induction, there was a
significant increase in the amount of some coumarins, compared to the controls. In
conclusion, isolated coumarins could be involved in the defense mechanisms of C. latifolia

Tanaka and their accumulation can be modulated by the application of elicitors.

Keywords: elicitors, phytoalexins, phytoanticipins, spore germination inhibition, citropten.
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Introduccioén

En los ultimos afios la poblacion mundial se ha incrementado notablemente, al mismo
tiempo que la demanda de alimentos. Este suceso se encuentra reflejado en el indice de
produccion de alimentos, que para el periodo de 2006 a 2016 se ha elevado en mas del
25%. Las frutas no han sido ajenas a este fenébmeno, y en el mismo periodo de tiempo su
produccion se ha incrementado en un 26 %. En el 2016 los citricos representaron el 16.9%
de la produccion total de frutas, siendo uno de los mas consumidos a nivel mundial [1]. En
Colombia los citricos tienen un espacio importante dentro de la industria agricola,
ocupando los primeros lugares de produccién y areas sembradas del renglén fruticola [2].
Se estima que el sector citricola en Colombia generé en el 2009 mas de 230 mil empleos
entre directos (43 mil) e indirectos (188 mil) estos Ultimos asociados a procesos de
comercializacion en establecimientos especializados, plaza de mercado (mayoristas y
minorista) y mercados moviles. Este renglén participa con aproximadamente el 24% de los
empleos directos en el sector frutales y representa una gran oportunidad de generacion de

empleos puesto que sus cultivos requieren mano de obra permanente [3].

El cultivo de citricos se caracteriza por ser permanente y presentar alta adaptabilidad a
condiciones climaticas, lo que le facilita su cultivo en varias regiones o paises, sumado a
esto, Colombia disfruta de condiciones geogréaficas particulares, que le brindan la
posibilidad de desarrollar este tipo de cultivos. Un citrico que actualmente sobresale por
su marcado crecimiento es la lima Tahiti (Citrus latifolia Tanaka), que ha aumentado su
produccion en mas de diez veces entre 2007 y 2016. Su comercializacion a nivel
internacional también ha incrementado, en el 2017 se exportaron mas de 13 mil toneladas,

avaluadas en 13 millones de ddlares aproximadamente [4].

Con el fin de aumentar la produccion y el rendimiento de los cultivos de citricos, Colombia
ha desarrollado programas como: El Acuerdo Nacional de Competitividad de la Cadena
Productiva de los Citricos y la creacion del Consejo Nacional Citricola, que dentro de sus

objetivos se planted; impulsar y renovar los métodos tradicionales de produccion;
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incrementar la investigacion y el desarrollo tecnolégico; fortalecer los procesos de
transferencia de tecnologia y desarrollar mercados de bienes de factores de la cadena de
los citricos. Para asi aprovechar las oportunidades de negocio en los diferentes mercados
nacionales y extranjeros [3]. Como resultado de las nuevas politicas, el sector ha ganado

dinamismo y ha crecido tanto en areas cultivadas como en produccion.

No obstante, estos esfuerzos han sido insuficientes y se requiere mas investigacion.
Algunos de los problemas del sector citricola en Colombia estén relacionados con el control
de microorganismos fitopatégenos que generan pérdidas y bajos rendimientos en los
cultivos. Para hacer frente a esta situacion, tradicionalmente se han utilizado plaguicidas
sintéticos, que han traido consigo; consecuencias negativas en los ecosistemas
circundantes a donde son aplicados, problemas de salud para quienes los manipulan,
aumento en la resistencia de los patégenos e incremento en los costos de produccion [5],
[6] . Otro efecto no menos importante, es la residualidad de estos productos en alimentos
gue limita el acceso a mercados internacionales y disminuye los intercambios comerciales

con otros paises [7].

Es asi, que surge la necesidad de desarrollar nuevos procedimientos para el control de
enfermedades. En ese sentido, el conocimiento de las interacciones entre los metabolitos
secundarios de la planta y del microorganismo, de sus efectos, de los mecanismos de
invasion y del metabolismo, ha permitido disefiar moléculas mas activas y especificas [7],
[8]. Dentro de estos metabolitos se encuentran las fitoanticipinas y las fitoalexinas, que son
sustancias antimicrobianas de bajo peso molecular producidas por las plantas. Las
primeras hacen parte de las defensas constitutivas de la planta y se encuentran previo al
atague de un microorganismo. Por su parte, las fitoalexinas pertenecen a las defensas
activas y son sintetizadas solo después del ataque de un microorganismo patégeno o por

algunos agentes quimicos y fisicos (denominados elicitores).

Este tipo de compuestos junto a los elicitores, ofrecen un excelente modelo estructural y
bioquimico para el desarrollo de métodos novedosos de control de enfermedades en
plantas, con efectos menos nocivos con el medio ambiente. Sin embargo, esta perspectiva
no ha sido debidamente explorado ni aprovechado. Esto se debe en parte a que no se

conocen los mecanismos y eventos que regulan su formacién. Las perspectivas en cuanto
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al empleo de las fitoalexinas y los elicitores para proteger cosechas y reducir el uso de

plaguicidas de baja selectividad, se describen a continuacion:

o Aplicar las fitoalexinas directamente en los cultivos.

e Usar las fitoalexinas como plantillas 0 modelos estructurales para el desarrollo de
analogos mas activos.

e Emplear las fitoalexinas como marcadores quimicos de resistencia y disefar
métodos de seleccidn de variedades o clones basados en su biosintesis.

e Desarrollar elicitores y aplicarlos de manera exdgena sobre la planta, para que se
acumulen altas concentraciones de fitoalexinas antes de la interaccion con

microorganismos.

En el presente trabajo se realiz6 un estudio sobre la produccion, actividad antifiingica y
acumulacion de fitoalexinas en frutos de Lima Tahiti (Citrus latifolia Tanaka) como
respuesta a la aplicacién de diferentes elicitores. La ejecucion del trabajo incluyo en
primera instancia la induccién y aislamiento de algunas de las fitoalexinas presentes en
frutos de lima Tahiti por diferentes técnicas cromatograficas, confirmando sus estructuras
por métodos espectroscopicos. Posteriormente se desarrollé una metodologia de andlisis
por cromatografia liquida para la deteccién y cuantificacién de dichos metabolitos. Se
construyeron curvas de calibrado a cinco niveles, y se determiné el tiempo de retencion de
cada fitoalexina. Establecido el método de analisis, se evalué la acumulacion de
fitoalexinas en frutos de lima Tabhiti en respuesta a varios elicitores. El analisis involucré
aspectos como la concentracion de los elicitores y la acumulacion de fitoalexinas en el
curso del tiempo. Finalmente, la actividad antifungica de los compuestos aislados y algunos

reportados como fitoalexinas en citricos fueron evaluados.






1.MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de los citricos y la lima Tahiti

Los citricos se encuentran dentro de los principales arboles frutales cultivados alrededor
del mundo y sus frutos, uno de los productos horticolas mas comercializados. Estan
integrados por numerosas especies con importancia que varia segun el uso, los mercados,
condiciones de crecimiento y zonas climaticas. Los citricos hacen parte del género Citrus,
el mas amplio de la familia de las Rutaceae. La identificacion taxonémica es compleja y el

namero de especies no se encuentra bien definido por la existencia de hibridos [9].

Dos esquemas para la clasificacibn taxondémica de los citricos son empleados
tradicionalmente; el sistema Swingle que reconoce 16 especies en dos subgéneros, Citrus
y Papeda. El otro sistema taxondmico ampliamente utilizado y desarrollado
simultdneamente con el de Swingle es el de Tanaka, que reconoce 162 especies
independientemente de si es puro o un hibrido de dos 0 mas especies o variedades.
Actualmente se han realizado estudios moleculares que respaldan el supuesto que solo
existen tres especies principales, Citrus maxima, Citrus medica y Citrus reticulata. Los

demas tipos son hibridos de estos géneros [10].

Los citricos alternativamente pueden ser clasificados en las siguientes categorias: [9]

= Naranjas dulces (Naranja Dulce, Valencia, Navel (Citrus sinensis))

» Mandarinas (Mandarina Comun (Citrus reticulat); Satsumas (Citrus unshi);
Tangerinas (Citrus tangerina); Clementinas (Citrus clementina))

= Naranjas agrias (Seville (Citrus aurantium))

* Limon (Citrus limon)

» Limas (Citrus aurantifolia and Citrus latifolia)

= Toronja (Citrus paradisi)

* Pomelo (Citrus maxima)
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Las limas son un grupo de citricos variado con caracteristicas organolépticas bastante
particulares. Se distinguen dos subgrupos, limas dulces y limas &cidas. La lima dulce
(Citrus limettioides Tan.) también conocida como lima dulce India o lima Palestina, es
empleada principalmente por sus propiedades medicinales. Sus frutos son de tamafio
medio, de forma redonda a oblonga y de color amarillo claro en la madurez. Se caracteriza
por presentar un zumo sin acides. Las limas acidas, por su parte, presentan frutos con
altos niveles de acides en su jugo; las dos especies mas representativas son la Citrus
latifolia Tan. y Citrus aurantifolia. Esta Gltima es conocida como lima mexicana o rey, crece
en regiones tropicales y subtropicales alrededor del mundo, sus frutos son pequefios de

forma redonda a eliptica y presentan corteza fina [9], [11], [12].

1.1.1 Lima Tahiti

La lima Tahiti (Citrus latifolia Tan.) es también conocida como lima Persa o Bearss. Su
origen no se encuentra bien definido, no obstante, estudios genéticos sugieren que es
oriunda del sureste asiatico, mas precisamente del noreste de India y migro alrededor del
mundo a través de las rutas comerciales. Es un hibrido del cruce de tres especies de
plantas y al menos dos géneros diferentes. C. latifolia Tan. es un arbol pequefio que
alcanza aproximadamente cinco metros de alto, las hojas son de color verde oscuro, ovales
a ampliamente lanceoladas; su fruto es ovalado, de entre 4,7 y 6,3 cm de diametro,
presenta un peso promedio de 54g, es de aspecto verde oscuro y se torna amarillo al
madurar, como se ilustra en la Figura 1-1. El fruto carece de semilla, presenta corteza
gruesa y se produce durante todo el afio, fue identificada por primera vez en 1875 en
California — EE.UU. [13], [14], [15].

Figura 1-1:  Fruto, hojas y flores de lima Tahiti
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1.2 Importancia nutricional y econdmica de la lima Tahiti.

La lima Tabhiti, asi como los demas frutos citricos, es una valiosa fuente de nutrientes,
posee una gran variedad de compuestos bioactivos, como vitaminas B y C, carotenoides,
flavonoides, limonoides, minerales, fibra y altos contenidos de agua que pueden tener
efectos positivos para la salud humana. Resalta en la lima Tahiti los altos niveles de
minerales en la pulpa y corteza de la fruta [16]. Adicionalmente, se le ha atribuido
propiedades anticancerigenas, cardioprotectoras y de eliminacion de radicales libres o
antioxidante, asi como también actividad bactericida, antiviral y antifungica [17], [18].

El cultivo de citricos a nivel mundial se encuentra liderado por China, con
aproximadamente 33 millones de tonelada; Brasil con un poco mas de 17 millones y
Estados Unidos con cerca de 9 millones. Los frutos citricos de mayor produccién son las
naranjas, le siguen las mandarinas y en tercer lugar se encuentran las limas y los limones.
La produccién de estos ultimos la encabeza India, seguida muy de cerca por México con
mas de 1,7 millones de toneladas [19], [1].

Colombia no es un pais lider en la produccién de citricos, pero cuenta con las condiciones
agroecoldgicas para desarrollar este tipo de cultivos. En el tercer censo agropecuario
realizado en Colombia en 2014 [2], los citricos disponian del 12,7 % del area agricola
dedicada al cultivo de frutas y su produccion fue de mas de 600 mil toneladas. Para el
2016, si bien hubo una disminucién en la producciéon general de citricos, se destaca el
crecimiento de la lima Tahiti de un poco mas del trecientos por ciento, siendo los

departamentos de Santander, Antioquia y Tolima los que mas contribuyeron a esta cifra

[4].

En Colombia son pocos los lugares en los que se producen limones, sin embargo, se
cultivan ampliamente las limas acidas. Estas Ultimas tiene como principal finalidad el
consumo en fresco, si bien sus caracteristicas no son apropiadas para usarse como postre,
presentan algunas ventajas sobre el resto de los citricos. Dado sus multiples usos las limas
acidas gozan de un mercado mucho mas extenso; son empleadas en la produccion de
zumo concentrado, como saborizante en la preparacion de dulces y bebidas carbonatadas,
en la obtenciébn de terpenos, pectinas, &cido citrico y cascara deshidratada como
espesante. En otro mercado que han ganado gran importancia es en el de los aceites
esenciales, ya que sus aceites pueden ser usados en la industria de alimentos,

farmacéutica, cosmética y en la elaboracion de articulos de aseo [20], [21].
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En consonancia con lo anterior, el interés de los mercados internacionales en lima Tabhiti
ha incrementado en los ultimos afios. Adicionalmente, Colombia no presenta restricciones
fitosanitarias y arancelarias frente algunos tratados comerciales, esto ha generado
oportunidades de negocio que se reflejaron en el volumen de exportaciones. Para el
periodo 2006 a 2016, el valor de las exportaciones de lima Tahiti se duplicé, y en el 2016
estuvieron avaluadas en mas de seis millones de ddlares, representando el 74% del total
de citricos exportados [3], [4], [22].

1.3 Enfermedades en citricos

Los citricos son ampliamente cultivados alrededor del mundo, pero el éptimo desarrollo de
las plantaciones se ve limitado por factores climéticos, edéficos y biolégicos. Estos ultimos
proliferan facilmente en frutos como los citricos, que presentan altos contenidos de
nutrientes, humedad y bajos valores de pH durante el periodo comprendido entre su
cosecha y consumo. Por esta razon, en muchas regiones las enfermedades provocadas
por microorganismos patégenos, son las responsables de las pérdidas y los bajos

rendimientos en los cultivos [23], [24], [25].

La produccion de lima Tahiti en Colombia se ha incrementado en los Gltimos afios. Para el
2007 la produccion fue de 6 mil toneladas y en el 2016 superdé las 79 mil toneladas. Este
significativo incremento no ha estado en correspondencia con los rendimientos registrados,
gue en el mismo intervalo de tiempo se redujeron a la mitad, 15,4 toneladas por hectéarea,
muy por debajo del promedio de grandes productores, con 21,4 toneladas por hectareas.
Son variadas las razones de este fendmeno dentro de las que se destaca la falta de

tecnificacion y las enfermedades provocadas por microorganismos patégenos [4].

Las principales enfermedades en citricos son causadas por virus, bacterias y hongos. Por
su amplia distribucion e importancia econdémica, las enfermedades mas limitantes del

cultivo de citricos en Colombia son [24]:
Enfermedades Virales:

» Tristeza de los citricos (Citrus tristeza virus)
= Psorosis (Citrus psorosis virus)

= Exocortis (Citrus exocortis viroid)
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Enfermedades bacterianas:

= Cancer de los citricos (Xanthomonas campestris pv. citrumelo)

= Clorosis variegada de los citricos (Xylella fastidiosa)

Enfermedades Fungicas:

= Gomosis 0 pudricion de raices y tallos. Pudricion marrén o café en frutos
(Phytophthora nicotianae y Phytophthora citrophthora)

» El secamiento de los citricos (Ceratocystis fimbriata)

» La mancha foliar o mancha café (Alternaria tenuissima)

= Rofia (Elsinoé fawcettii)

= Caida prematura de flores y frutos (Colletotrichum acutatum)

= Pudricidn gris (Botrytis cinerea)

= Pudricién negra (Alternaria alternata)

= Pudricién verde (Penicillium digitatum y Penicillium. Italicum)

= Pudricién de frutos (Lasiodiplodia theobromae)

= Antracnosis de los citricos (Colletotrichum gloeosporioides)

La gran mayoria de enfermedades presentes en los citricos Colombianos son provocadas
por hongos fitopatdégenos. Estos pueden actuar en diferentes partes de la planta, asi como
también en los frutos. Sobresalen los hongos Colletotrichum acutatum, Colletotrichum
gloeosporioides y Botrytis cinerea, por su accion sobre las limas y limones [23], [24]. En la

Figura 1-2 se ensefan frutos y partes aéreas de citricos con enfermedades fungosas.

Figura 1-2: Sintomas de enfermedades fangicas en citricos. Lesiones en fruto, flores y
hojas por Colletotrichum spp (A), Botrytis cinérea. (B), Penicillium. Italicum
(C), Elsinoé fawcettii. (D) [26], [27], [28], [29].
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El género de hongos filamentosos y fitopatdgenos Colletotrichum spp tienen gran
incidencia econdmica en las regiones tropicales y subtropicales, ya que demerita la calidad
y el rendimiento de la produccién agricola e incrementa los costos de la misma por los
controles realizados. La enfermedad producida por este hongo se conoce como
antracnosis, y se caracteriza por lesiones necroticas de color oscuro. Afecta tanto las
partes aéreas, hojas y flores, como tejidos inferiores, raices y tubérculos. Las infecciones
en los frutos pueden ser latentes, en las cuales el patdgeno permanece inactivo durante el
proceso de desarrollo del fruto, hasta que este alcanza la madurez. En este punto se
reanuda el desarrollo del patégeno y la infeccion progresa hasta los procesos de
poscosecha, donde puede afectar a frutos recolectados, transportados o almacenados
[30], [31], [32].

1.4 Métodos de control de enfermedades en citricos

En Colombia el control de las enfermedades en los citricos se adelanta desde dos
perspectivas. La primera, enfocada en la prevencién, que abarca el manejo integrado de
plagas y enfermedades; esta consiste en el uso y desarrollo de estrategias que prevengan
su aparicion, adviertan oportunamente su presencia y mitiguen sus dafios. Algunas de
estas son: la adecuada seleccion del material a sembrar y el terreno, el disefio y
mantenimiento del drenaje, podas fitosanitarias y de formacién, asi como también un
adecuado método de cosechado, entre otros [32], [33]. Dentro de este primer enfoque
también encontramos los injertos. Este método de propagacion vegetativa es la unién en
una sola planta, partes de plantas de manera tal que se unan y contindien su crecimiento
como una sola. El objetivo de este sistema es acoplar variedades con distintas cualidades
o atributos para mejorar caracteristicas como: produccion, calidad de frutos y tolerancia a
enfermedades. Si bien Colombia viene desarrollando estrategias en este campo todavia

faltan muchos mas esfuerzos [34], [35].

La segunda perspectiva se encuentra orientada a subsanar o corregir los efectos
provocados por los microrganismos patégenos. Métodos fisicos, biolégicos y quimicos
comprenden esta categoria. Colombia histéricamente ha optado por el empleo intensivo y
extensivo de métodos quimicos; es decir, plaguicidas. En el cultivo de citricos se maneja
una gran variedad de plaguicidas, dependiendo del tipo de cultivo, el patdégeno, el momento

de aplicacién y la persistencia del mismo. Algunos de los mas empleados son:
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Carbendazim, Fosetil Aluminio, Benomilo, Mancozeb, Azoxystrobin, Difenoconazol,
Tiabendazol y Oxicloruro de cobre [24], [32]. La Estructura de algunos se muestra a

continuacioén (Figura 1-3).

Figura 1-3:  Estructura de algunos plaguicidas empleados en la citricultura.
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El empleo de este tipo de sustancias quimicas contrasta con los cuestionados efectos
adversos a la salud humana y el medio ambiente; ademas de sobrecostos de produccion.
Plaguicidas como Carbendazin y Benomil, han sido considerados genotéxicos y de
provocar alteraciones en las funciones y el desarrollo reproductivo [36], [37], [38].
Adicionalmente, el fungicida Mancozeb ha sido reportado como causante de dermatitis,

irritacion en la piel, el tracto digestivo y los ojos [39], [40].

1.5 Mecanismos de defensa de las plantas.

Las plantas en general estan constituidas por una gran cantidad de sustancias o nutrientes,
por lo que la mayoria de organismos las consideran fuente de alimento. Esto las ha llevado
a lo largo de la evolucion a desarrollar diferentes mecanismos de defensa, dirigidos no solo
contra agentes bidticos, sino también contra agentes abidticos que puedan causar

condiciones desfavorables para su normal desarrollo.
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Las plantas para protegerse del dafio provocado por patégenos han desarrollado una
variedad de mecanismos de defensa que se encuentran jerarquizados y concatenados.
Estos mecanismos pueden agruparse en dos categorias: defensas constitutivas y

defensas inducidas, que dependiendo de su naturaleza pueden ser fisicas o quimicas [41].

Las defensas constitutivas son la primera barrera de proteccion ante un patégeno. Son
preformadas e incluyen tanto estructuras (fisicas), como sustancias quimicas (Tabla 1-1)
[42], [43]. Las ultimas, llamadas fitoanticipinas, son sintetizadas a través del metabolismo
primario de la planta, y se encuentran durante todo el proceso de crecimiento de la planta

en forma activa o a la espera de una reaccion bioquimica para su funcionamiento.

Las defensas inducidas constituyen las barreras activas de las plantas (Tabla 1-1) [41],
[43]. Son originadas como resultado de estimulos o factores externos. Al igual que las
defensas constitutivas pueden ser fisicas o0 quimicas. Las primeras involucran la
modificacion de estructuras y tejidos. Las segundas, por su parte, son sustancias de
diversa naturaleza quimica que surgen del metabolismo secundario de la planta. Pueden
ser enzimas, inhibidores enzimaticos, compuestos antimicrobianos denominados

fitoalexinas, compuestos proteicos entre otros.

Tabla 1-1 Mecanismos de defensa en plantas

Constitutivas Inducidas
Corteza Sintesis de Cutina
Pared Celular Sintesis de Callosa
Fisicas Tricomas Sintesis de Tilosa
Cierre de Estomas Sintesis de Lignina
Peliculas cerosas Sintesis de Suberina
Fitoanticipinas Especies reactivas de Oxigeno
Inhibidores enzimaticos Hormonas de Defensa
Quimicas Proteinas antifungicas Sintesis de Proteinas
Sintesis de Fitoalexinas
Apoptosis
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Otro rasgo importante y del cual depende el éxito de los mecanismos de defensa, es el
sistema de vigilancia y reconocimiento. Este es el encargado de registrar los peligros
potenciales y dar respuesta antes que el patdgeno genera afectaciones graves. La
respuesta inmune se da a través de dos formas interconectadas: la respuesta basal o
innata y la respuesta hipersensible. La respuesta basal se acciona a través del
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos [44]. Aqui, multiples
respuestas son generadas, provenientes de las defensas constitutivas e inducidas, contra
la mayoria de los microbios. La otra linea de respuesta es la hipersensible, esta se
caracteriza por la muerte deliberada de las células en el sitio de la infeccion, llamada
muerte celular programada (PCD). Se trata de un mecanismo de defensa inducido mucho
mas especifico, ya que solo hospederos que logren adquirir o desarrollar ciertas proteinas
de resistencia capaces de reconocer efectores asociados a patégenos, logran
desencadenar esta respuesta [43], [45].

Para que un hongo fitopatégeno logre una lesion y un desarrollo exitoso sobre algun tejido
de la planta o fruto, un conjunto de sucesos ordenados debe ocurrir. El origen de un
proceso infeccioso fungico comienza con la dispersion y adhesion de las esporas sobre el
hospedero (fruto). En este punto el patdgeno se encuentra con las defensas fisicas
constitutivas del fruto, como la cuticula cerosa, que genera interacciones hidrofobicas para
evitar la adhesion de las esporas y la acumulacién de humedad en la superficie, evitando
un ambiente fisiol6gico favorable para su germinacién. Para superar esta barrera, el
patdgeno segrega una pelicula, de naturaleza quimica variable, que media la adhesion.
Posteriormente, el hongo tiene que penetrar a su hospedero, para lo que cuenta con
muchas estrategias y herramientas. Una de esas es el empleo de enzimas hidroliticas,
cutinasas y celulasas entre otras, para degradar la pared celular y asi ingresar [46]. Sin
embargo, el fruto puede resistir la penetracion del patégeno y evitar su establecimiento
dentro del tejido. La reduccion de la agresion se logra gracias a una serie de sustancias
preexistentes y almacenadas en depoésitos estratégicamente ubicados. Estas sustancias,
gue hacen parte de las defensas quimicas constitutivas, pueden ser proteinas antifingicas,

inhibidores enzimaticos o fitoanticipinas entre otros [47], [48].

Burladas o superadas las barreras constitutivas por el patégeno, su siguiente paso es la
colonizacion y desarrollo. Simultaneamente es accionada la respuesta basal en el
hospedero a través del reconocimiento de patrones molecular asociados a patdgenos. Es

aqui, donde las defensas inducidas entran en funcionamiento. Primero se da la alteracion
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de la pared celular en la regién circundante al lugar de infeccion, procesos de lignificacion,
acumulacién de callosa y celulosa entre otros, son ejecutados [49], [50]. Como segunda
medida se origina la sintesis de novo de toxinas conocidas como fitoalexinas, proteinas y
enzimas hidroliticas como quitinasas o gluconasas [51]. En Ultima instancia se encuentra
la respuesta hipersensible, que implica una forma compleja de muerte celular programada.
Tiene como finalidad evitar el abastecimiento de nutrientes por parte del patégeno y asi

finalizar su proliferacién [52].

Inmediatamente la respuesta hipersensible es activada en el lugar de la infeccion, se
desencadena una sefial de resistencia sistematica, no especifica al resto de la planta. Esta
resistencia es conocida como resistencia sistémica adquirida (SAR). Concede proteccién
de larga duracidn contra infecciones ulteriores, para una amplia variedad de patégenos en
partes distantes no infectadas de la planta. Esta resistencia es mediada por un sistema de
sefalizacién capaz de transmitirse entre los tejidos. Se cree que la hormona vegetal 4cido
salicilico (AS) hace parte de este sistema de sefalizacién en el SAR. Esta hormona se
acumula en el lugar de la infeccion y después se difunde a través del sistema vascular de

la planta [53].

1.5.1 Fitoanticipinas

Las plantas producen una serie de compuestos quimicos con funciones no esenciales, que
median las interacciones entre éstas y su entorno. Una de estas funciones esta relacionada
con los mecanismos de defensa [54]. Asi, por ejemplo, encontramos las fitoanticipinas que
agrupan a una serie de sustancias antimicrobianas. El termino fitoanticipinas fue acuiado
en 1990 por J. W. Mansfield. Este hace referencia a los compuestos de bajo peso
molecular, presentes en las plantas previo al ataque de un microorganismo o a los

producidos, posteriormente a la infeccion, a partir de constituyentes preexistentes [55].

La produccion de fitoanticipas en las plantas es una capacidad bastante generalizada en
éstas. Se han logrado identificar en un gran nimero de familias y géneros, sugiriendo que
es una habilidad adquirida de procesos evolutivos antiguos. Estos compuestos presentan
gran diversidad tanto en su estructura quimica como en su modo de accién. Se pueden
agrupar en dos categorias: metabolitos antimicrobianos de accion previa a la infeccion,

presentes en concentraciones suficientes para inhibir el desarrollo de un patégeno, y
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metabolitos antimicrobianos en respuesta a una infeccion, pero sintetizados a partir de

sustancias ya elaboradas [56].

Numerosos compuestos preformados han sido identificados en la corteza de frutos,
tubérculos, plantas herbaceas y cereales entre otros. Ademas, han presentado actividad
antimicrobiana in vitro, por lo que se les ha asociado con fitoanticipinas de accién previa a
la infeccién [57]. Asi, por ejemplo, en la corteza de aguacates se reconoci6 la presencia
de dienos y alquenos de cadena larga con actividad antifingica contra Colletotrichum
gloeosporioides. El contenido de dienos fue relacionado con el grado de madurez del fruto
y la actividad antifingica, encontrdndose mayor susceptibilidad al hongo en frutos con
estados de maduracibn mas avanzados y niveles de dienos menores. De manera
semejante, en corteza de mango se consiguio el aislamiento de una mezcla de compuestos
antifingicos, derivados del resorcinol, que presentaron igual relacién entre concentracion,
estado de maduracion y actividad antifingica [58]. En la Figura 1-4 se presentan las

estructuras de los compuestos anteriormente mencionados.

Figura 1-4: Fitoanticipinas en corteza de: aguacate (A) y mango (B)
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Otros ejemplos que resaltan lo heterogéneo de la estructura quimica de las fitoanticipinas
son: los compuestos polifenoles presentes en hojas de té verde con actividad antiviral y
antibacteriana in vitro [59], [60]; diterpenos en la superficie de hojas de ciertas especies de
tabaco resistente a hongos del género Erysiphales [61], [62]; triterpenos en frutos de la
familia Cucurbitaceae que otorgan resistencia al ataque de Botrytis cinérea [63];
benzopiranos como los aislado de hojas de Piper aduncum que presenta actividad
antifingica y antibacterial [64], [65]. Cabe destacar, que en citricos son mdltiples y de

diversa naturaleza quimica (terpenoides, cumarinas y flavonoides) los compuestos
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preformados con un rol defensivo [66], [67], [68]. Las estructuras de los compuestos

anteriormente mencionados se muestran en la Figura 1-5.

Figura 1-5:  Estructura de fitoanticipinas: polifenoles de Té (A), diterpenos de tabaco (B),
triterpeno de la familia Cucurbitaceae (C), benzopirano de Piper aduncum
(D) y fitoanticipinas en citricos (E).
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El otro grupo de fitoanticipinas, las sintetizadas a partir de constituyentes preexistentes, no
se encuentran en la planta de manera superficial como las anteriormente mencionadas.
Este tipo de compuestos, en forma inactiva, son almacenados en organulos como las
vacuolas al interior de las células. La liberacion de la forma activa se da cuando entra en
contacto con enzimas, generalmente hidrolizantes, producto de dafios en tejidos por
patdégenos, microorganismos o herbivoros [69]. Dentro de estos compuestos encontramos

saponinas, glucésidos cianogénicos, glucosinolatos y otros compuestos.
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Las saponinas son moléculas glicosiladas y pueden ser terpenos, esteroides o alcaloides
esteroidales. Son producidas por muchas plantas, pero principalmente por dicotiledoneas
como defensa contra hongos fitopatégenos [70]. Ejemplos de saponinas que han sido
estudiadas por su papel defensivo en plantas se muestran en la Figura 1-6 A. La Avenacina
A-1 es una saponina triterpenoide presente en las raices de especies de avena (Avena
spp.) y la Tomatina a es una saponinas alcaloide esteroidea identificada en la familia
Solanaceae a la que pertenece el tomate [57], [71]. Estas saponinas presentan cadenas
de azucares unidas en la misma posicion. Se cree que su actividad antifingica esta
relacionada con la capacidad que tienen de formar complejos con esteroles de la
membrana fungica y asi causar pérdida de la integridad de la membrana [72], [73].

Los glucdsidos cianogénicos se encuentran ampliamente distribuidos en las plantas
superiores y los emplean principalmente como disuasores alimentarios contra herbivoros.
Son a-hidroxinitrilos glicosilados derivados de aminoacidos como tirosina, fenilalanina,
valina entre otros [74] y su funcion bioldgica se produce cuando se hidroliza el glucésido
cianogénico, por accion de enzimas hidroliticas, produciendo cianuro de hidrogeno [75].
Ejemplo de este tipo de compuestos se encuentran en la Figura 1-6 B.

Los glucosinolatos son glucésidos que contienen azufre y se encuentran en plantas de la
familia Brassicaceae que incluye el género Brassica con multiples especies de interés
agronomico. Los glucosinolatos se dividen en tres categorias segun el tipo de cadena
lateral que presente. Pueden ser derivados de a-aminodcidos alifaticos, indélico o
arilalquilos. La hidrélisis de estos compuestos genera especies como tiocianatos,
isotiocianatos y nitrilos, que son los responsables de la actividad biol6gica [76], [77]. La
importancia de estos compuestos esta relacionada con el papel que desempefian en la
interaccidn planta-insecto, que puede ser atrayente o de disuasion alimentaria [78].

Ejemplos de estos compuestos se encuentran en la Figura 1-6 C.

Hay otra clase de compuestos que no pertenece a los grupos anteriormente mencionados
y desempenfian funciones defensivas como fitoanticipinas. Asi, por ejemplo, el compuesto
azufrado alicina (Figura 1-6 D) presente en ajo (Allium sativum) ha mostrado actividad
antibacteriana y antifungica in vitro. Esta sustancia no se encuentra de forma natural en el
ajo; su formacion ocurre cuando la enzima alinasa y el sustrato aliina entran en contacto

por dafos en los tejidos del bulbo de la planta [79], [80].
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Figura 1-6: Fitoanticipinas a partir de constituyentes preexistentes: saponinas (A),
glucosidos cianogénicos (B), glucosinolatos (C) y otros grupos (D).
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1.5.2 Fitoalexinas

La produccién de fitoalexinas, son uno de los multiples mecanismos de defensa utilizados
por las plantas. Este término se usé hace mas de 70 afios, por los investigadores Muller y
Borger, para agrupar a un conjunto de sustancias antimicrobianas. Si bien se habian
recogido observaciones que hacian pensar en un periodo de respuesta defensiva en las
plantas ante enfermedades, solo evidencias claras se presentaron con ensayos sobre
Solanum tuberosum (papa). Estas fueron expuestas al hongo fitopatégeno Phytophthora
infestans, causante del tizén tardio o mildiu de la papa, observandose la produccién de
compuestos fungitoxicos que inhibian el crecimiento del microorganismo. Recientemente,
las fitoalexinas han sido consideradas como compuestos antimicrobianos de bajo peso
molecular sintetizados por las plantas como respuesta a enfermedades o estrés [81], [55].

La produccion de escoparona, fitoalexina de los citricos, puede ser inducida por diferentes
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patégenos (Botrytis cinérea, Penicillium digitatum y Phytophthora citrophthor) y por
radiacion UV [67], [82], [83].

Una de las caracteristicas que presentan las fitoalexinas es la sintesis de novo; es decir,
gue no deben estar preformadas en los tejidos o ser liberadas a partir de sustancias
preexistentes. También hay que mencionar que su acumulacion solo se da en los lugares
donde se produce la infeccidn, logrando alcanzar concentraciones lo suficientemente altas
como para inhibir el crecimiento del patégeno (Figura 1-7). Adicionalmente, y por ser

considerado un mecanismo de defensa activo, su empleo requiere un gasto energético.

Figura 1-7; Acumulacion de la fitoalexina 3-desoxiantocianinas en sitio de infeccion
[57].

Otros aspectos importantes de las fitoalexinas son el modo de accién y el efecto
antimicrobiano, estos varian entre fitoalexinas y en algunos casos no estan bien definido.
Algunas tienen afinidad por los lipidos, como es el caso de la camalexina presente en
Arabidopsis thaliana, que altera la membrana de la bacteria Pseudomonas syringae
afectando su normal funcionamiento [84]. Otras fitoalexinas afectan procesos de
respiracion disminuyendo la capacidad de captar oxigeno, esto puede ser exhibido por
compuestos del tipo estilbenoide, los cuales alteran los procesos de respiracion en conidios

de Botrytis cinérea [85].

Se han logrado caracterizar aproximadamente 350 fitoalexinas, de alrededor de 900
especies de plantas pertenecientes a 40 familias. La familia mas estudiada ha sido la
Fabéacea con cerca de 600 especies y 130 compuestos identificados. Las fitoalexinas estan
presentes tanto en dicotiledbneas como en monocotiledéneas incluyendo arroz, maiz,

sorgo, trigo, cebada, cebolla y lirios, y se han aislado a partir de todas las partes de la
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planta, aunque no todos los oOrganos producen necesariamente el o los mismos
compuestos [81], [86]. Debido a que las fitoalexinas son un grupo de compuestos
guimicamente heterogéneo, practicamente todas las clases de productos naturales se
encuentran representadas; compuestos fendlicos, alcaloides, terpenoides, poliacetilenos
entre otros. En general hay una correlacion entre el tipo de fitoalexina producida por una
planta y la familia a la que esta pertenece. Asi, isoflavonoides como la pisatina y la
medicarpina (Figura 1-8) son comunes en la familia Fabacea, pero no han sido reportados
en Solanaceae; mientras que las fitoalexinas sesquiterpenicas, capsidiol y la rishitina, que
son comunes en Solanaceae no han sido reportadas en Fabaceas. Otros ejemplos son: la
familia Brassicaceae, que produce compuestos de azufre basados en indol, como la
camalexina [80], [87], [88] . En el género Citrus perteneciente a la familia Rutaceae, con
gran importancia a nivel agroindustrial, se han identificado derivados cumarinicos como
fitoalexinas (Figura 1-8) [89], [90], [91], [92].

Figura 1-8: Estructura de fitoalexinas en diferentes géneros y familias: Citrus (A),
Fabaceae (B), Brassicaceae (C), Solanaceae (D).
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1.5.3 Elicitores

Los mecanismos de defensa activos de las plantas han despertado gran interés en la
industria agricola, ya que se muestran como una alternativa a los métodos tradicionales de
control de plagas. En ese sentido, numerosos son los estudios que buscan comprender
como funciona esta clase de defensa en las plantas. La clave, al parecer, son los elicitores,
sustancias quimicamente diversas que reconocen las plantas como sefiales para activar

sus sistemas de proteccion [93].

El término elicitor fue empleado inicialmente para hacer referencia a moléculas capaces
de estimular la produccién de fitoalexinas; sin embargo, ha sido ampliado a otros tipos de
respuesta fisioldgica [94]. Por ejemplo, han sido relacionados con la modificacién de la
pared celular, sintesis de proteinas, sintesis de enzimas entre otros. También hay que
mencionar que algunos producen efectos selectivos, aunque en la mayoria de los casos
se genera un grupo de respuestas paralelas o secuenciadas [95], [96], [97]. Las estructuras
de los elicitores son extensamente diversas. Por esta razon, se descartan patrones

universales de sefializacion que activen las defensas de las plantas [98].

El reconocimiento de los elicitores por parte de la planta, se da a través de receptores en
las células vegetales. Estos receptores pueden encontrarse en la superficie de la célula,
como sucede con receptores de elicitores de origen flngico, o en el interior como ocurre
para los de origen bacteriano. Se cree, que los elicitores al ser percibidos por los receptores
de la planta, desencadenan una seria de eventos metabdlicos, que por lo general finalizan
en una respuesta de defensa, como la acumulacién de fitoalexinas en el sitio de infeccion.
Dentro de estos eventos encontramos reconocimiento, transcripcion y transduccion de
genes especificos que resultan en la induccién de novo de enzimas para la biosintesis de
fitoalexinas [99], [100], [101]. Por otra parte, los elicitores pueden ser categorizados en
generales o especificos. Los primeros hacen referencia a moléculas con la capacidad de
inducir defensas tanto en plantas hospedadoras como no hospedadoras. Por ejemplo,
carbohidratos y proteinas de las paredes celulares de los hongos. Mientras que los

segundos inducen respuestas defensivas solo en variedades especificas [102].

Los elicitores se clasifican en dos grupos (Tabla 1-2): biéticos y abidticos para describir
respectivamente, inductores que son de origen bioldgico o aquellos de origen quimico o
fisico [103]. Los inductores bioticos corresponden a hongos, bacterias, virus y nematodos.

Los inductores abioticos se subdividen en abioticos quimicos y abidticos fisicos; entre los
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primeros estan algunas sustancias quimicamente disimiles. Estas sustancias
probablemente actdan en formas diferentes en cada caso; sin embargo, el resultado es un
cambio notable en el metabolismo de la planta que ha sido expuesta [104]. Por su parte,
los abidticos fisicos incluyen la luz ultravioleta, los cortes y congelamiento del

material vegetal.

Tabla 1-2: Clasificacion de elicitores.

Bioticos | Hongos, Bacterias, Virus, Nematodos

Fisicos: Radiaciéon ultravioleta, dafio mecanico, estrés

térmico

AbiGt Quimicos: Microbianos (Oligosacaridos, Glicoproteinas,
iéticos
Glicopéptidos, Elicitinas); Sales de metales pesados (Cu,
Cd, Hg, Fe); Inhibidores metabdlicos (Cicloheximida,

Actinomicina D); Otros: Hormonas, solventes, fungicidas.

Otra forma de clasificar los elicitores es, atendiendo a su origen en endégenos y exdgenos.
Los exodgenos, se consideran las primeras sefales de interaccién planta patégeno y
provienen del agresor. Su naturaleza quimica es bastante diversa, se han identificado
proteinas, oligosacaridos, glicoproteinas, acidos grasos y derivados. Pero presentan como
caracteristica comuan ser constituyentes estructurales de la superficie del patégeno. Estos
pueden ser desprendidos espontaneamente o por la accidon de enzimas hidroliticas
generadas por el hospedero [94], [105], [106]. Por su parte, los elicitores endégenos
provienen del hospedero y surgen como resultado de la accién del patégeno sobre este.
Dependiendo del tipo, pueden generar respuestas tanto localizadas como sistémicas. Los
elicitores son liberados por dafios celulares o la muerte debido a heridas, una respuesta
de hipersensibilidad o la accion de enzimas provenientes de patdgenos. Los mas
estudiados han sido los derivados de los componentes pécticos de las paredes celulares.
Otras sefales también han sido caracterizadas como el acido jasmoénico y el polipéptido

de 18 aminoacidos, conocido como Systemin [107], [108], [109].
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la produccion y actividad antifangica de fitoalexinas en frutos de la especie

vegetal

natural.

Citrus latifolia Tanaka como respuesta a la aplicacion de elicitores de origen

2.2 Objetivos especificos

Aplicar diferentes elicitores de origen natural en frutos de la especie C. latifolia Tan.

para estimular la produccion de fitoalexinas.

Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas algunas de las fitoalexinas
presentes en los frutos de la especie vegetal C. latifolia Tan. e identificar sus

estructuras por métodos espectroscépicos.

Desarrollar un método cromatografico para detectar y cuantificar las fitoalexinas en

frutos de la especie vegetal C. latifolia Tan.

Determinar la acumulacion de fitoalexinas en frutos de la especie vegetal C. latifolia
Tan. en el curso del tiempo como respuesta a la aplicacion de elicitores de origen

natural.

Evaluar la actividad antifingica de fitoalexinas de la especie C. latifolia Tan. contra

algun hongo promotor de enfermedad en citricos.
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3.SECCION EXPERIMENTAL

3.1 Materiales y equipos

Para la purificacion de los compuestos se emplearon diferentes técnicas cromatograficas
(cromatografia de columna, CC, y de capa delgada, CCD). Como fase mévil se usaron los
solventes éter de petroleo (EP), diclorometano (CH.Cl,), acetato de etilo (EtOAc), etanol
(EtOH), metanol (MeOH) y acetona; grado analitico y comercial (previamente purificados
por bidestilacion y secado con sulfato de sodio anhidro). Para la cromatografia en columna
se utilizaron columnas cromatograficas de vidrio con llave de teflon y como fase
estacionaria silica gel 60 (0.040-0.063 mm; Merck) y Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich). El
seguimiento de los compuestos se hizo mediante CCD en placas de aluminio con fase
estacionaria de silica gel (Si 60 Fzs4, 20x20 cm, 0.25 mm, Merk). Los compuestos se
visualizaron bajo radiacion UV a 254 y 365 nm, y mediante aspersion con la mezcla AcOH:
H>S04: H20 (143:28:30) y soluciéon de FeCls al 5%, seguido por un calentamiento breve.

La caracterizacion e identificacion de los compuestos fue realizada por métodos
espectroscopicos modernos tales como espectroscopia ultravioleta (UV/Vis), infrarrojo (IR)
y resonancia magnética nuclear (RMN) mono (*H-RMN, *3C- RMN) y bidimensional (COSY,
HSQC y HMBC). Los espectros de infrarrojo se tomaron en un equipo FT-IR Spectrum two
Perkin Elmer (refractancia total atenuada, ATR), mientras que los espectros de resonancia
se determinaron usando CDCl; en un espectrémetro Bruker AMX 300 (300 MHz para *H y
75 MHz para C).

La acumulacién de los compuestos en el curso del tiempo fue evaluada por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC-DAD) en un equipo Shimadzu Prominense con detector de
arreglo de diodos (SPD-M20A), software LabSolutions Lite version 1.22 SP1 y columnas
RP-C18 Zorbax Eclipse Plus (150 mm x 4,6 mm — 5 pm) Agilent Technologies y RP-C18
Luna (150 mm x 4,6 mm — 5 ym) Phenomenex con gradiente de solventes acetonitrilo

(ACN), metanol (grado HPLC) y agua desionizada.
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Los ensayos de actividad antifingica se llevaron a cabo asépticamente dentro de una
cabina de flujo laminar (o cabina de seguridad biolégica CSB 180 A) clase Il tipo A,
utilizando para ello materiales esterilizados en un autoclave horizontal automatico (marca
Centricol AUA 80 L). Para el conteo de esporas se us6 un microscopio Carl Zeiss Primo

Star y Camara de Neubauer (Deep 1/10 mm, Boeco).

Escopoletina y umbelliferona (7-hidroxicumarina) se adquirieron de la casa comercial
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA). Escoparona se aisl6 desde la semilla de frutos de
mamey Mammea americana L. (Guttiferae) y xantiletina desde la corteza de Palo de sangre

(Brosimum rubescens Taub., Moraceae).

3.2 Material vegetal

El material vegetal utilizado (frutos) de las especies Citrus latifolia. Tanaka se recolecto en
la Estacion Agraria Cotove, ubicada en el municipio de Santafé de Antioquia y
perteneciente a la facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Colombia
sede Medellin. La seleccion de los frutos para los ensayos se realiz6 acorde a los requisitos
generales y de madurez de la Norma Técnica Colombiana NTC 4087, ubicando los frutos

entre las categorias dos y tres de la tabla de colores de lima Tabhiti.

3.3 Microorganismo

El hongo fitopatdgeno Colletotrichum spp. de frutos de lima Tahiti (C. latifolia Tan.)
infectados y con sintomas evidentes de la enfermedad, se caracterizé morfolégicamente.
El hongo se conservé en medio Agar Papa Dextrosa (PDA; Merck-KGaA, Darmstadt,
Alemania) a 24 + 2°C y se subcultivd mensualmente en cajas Petri (9,0 cm de diametro y

15,0 mL de medio) hasta la realizacion de los bioensayos.

3.4 Induccidn

Para la induccién de los metabolitos secundarios se prepararon soluciones acuosas de los
siguientes agentes inductores: sulfato de cobre (CuSO4), glucomananos, mezcla de a, 3
glucanos y gentamicina. También se emple6é como agente de induccién fisico, radiacion
ultravioleta (UV), para lo que se utilizé una ldmpara UVP UVGL-58 (6 watt) a 254 nm y 20

cm de altura.
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Previo a la induccién, los frutos de lima Tahiti se lavaron en agua, seguidamente fueron
desinfectados por inmersion en una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 10
minutos. Posteriormente los frutos se sometieron a los diferentes tratamientos de induccion
con las siguientes soluciones: T1 y T2 glucomanano a 50 y 400 mg/L respectivamente. T3
y T4 mezclas de a,B-glucanos a 50 y 400 mg/L y T5 gentamicina a 400 mg/L. Por ultimo,
T6 radiacion ultravioleta a 254 nm durante 30 min. Todos los tratamientos, a excepcion de
la radiacion UV, se aplicaron por inmersion durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo los
frutos se retiraron de la solucién, se secaron al ambiente y almacenaron separadamente
en cajas de plastico protegidos de la luz a temperatura ambiente durante 2, 4, 6, 8, 10, 13
y 16 dias. Los ensayos se realizaron por cuadruplicado y cada unidad experimental

consistié de cuatro frutos.

3.5 Aislamiento, purificacion e identificacion de
compuestos

Frutos de lima Tahiti se lavaron en agua y seguidamente se desinfectaron por inmersion
en una solucién de hipoclorito de sodio al 1% durante 10 minutos. Posteriormente los frutos
se sometieron a induccién con solucion de CuSO. 1000 mg/L, por inmersion durante 1
hora. Transcurrido ese tiempo los frutos se retiraron de la solucién, se secaron al ambiente
y se almacenaron en cajas de plastico protegidos de la luz a temperatura ambiente durante
6 dias. A los frutos elicitados se les retir6 la corteza. El material vegetal finamente picado
y homogenizado (2500 g de corteza de los frutos), se sometié a extraccion exhaustiva por
percolacion con metanol (2 L) durante 5 dias a temperatura ambiente. El extracto
metandlico obtenido se concentrd por rotaevaporacion a presion reducida y temperatura
inferior a 40°C. El extracto libre de solvente se almacendé en la oscuridad y a temperatura
de 4°C, en un frasco sellado y rotulado hasta su fraccionamiento por cromatografia en

columna.

El extracto obtenido de la induccion con CuSO4 se sometid a fraccionamiento en columna
de silica gel usando como fase mévil mezclas de éter de petréleo-acetato de etilo, de
polaridad creciente. Seguidamente las fracciones de diferente polaridad o composicion se
cromatografiaron por CC con Sephadex LH-20, usando la mezcla éter de petréleo-
diclorometano-metanol (2:1:1). Adicionalmente, algunas sub-fracciones se purificaron
mediante CCD preparativa. En total se obtuvieron seis compuestos, los cuales se

identificaron mediante UV, IR, *H-RMN y ¥C-RMN. Los desplazamientos quimicos (3) se
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expresaron en unidades de ppm tomando como referencia la sefial del cloroformo a 7,26
(*H-RMN) y 77,0 (*3C-RMN) ppm; las constantes de acoplamiento (J) estan dadas en Hertz
(Hz). La multiplicidad de las sefiales es expresada como singulete (s), doblete (d), triplete
(t), multiplete (m), doble doblete (dd). A continuacién, se muestran los datos

espectroscopicos de los compuestos aislados.

5-geranoxi-7-metoxicumarina. UV Amax (ACN/H.0, nm): 246, 325; IR (cm™): 3090, 2970-
2900, 1725, 1600, 1160-1100; *H-RMN: d 1.65 (s, 3H, H-8’), 1.71 (s, 3H, H-9’), 1.78 (s, 3H,
H-10), 2.12-2.21 (m, 4H, H-4’, H-5’), 3.89 (s, 3H, H-11"), 4.64 (d, J = 6.6, 2H, H-1’), 5.12 (t,
J=6.7,1H, H-6"), 5.51 (t, J = 6.6, 1H, H-2"), 6.19 (d, J = 9.6, 1H, H-3), 6.32 (d, J = 2.0, 1H,
H-6), 6.45 (d, J = 2.0, 1H, H-8), 8.04 (d, J = 9.6, 1H, H-4). *C-RMN: & 16.7 (C-10’), 17.7
(C-8), 25.7 (C-9"), 26.2 (C-5), 39.5 (C-4’), 55.8 (C-11"), 65.7 (C-1"), 92.7 (C-8), 95.8 (C-6),
104.2 (C-4a), 110.7 (C-3), 118.5 (C-2’), 123.6 (C-6"), 132.0 (C-7’), 139.0 (C-4), 142.1 (C-
3"), 156.3 (C-5), 156.8 (C-8a), 161.6 (C-2), 163.6 (C-7).

5,7-dimetoxicumarina. UV Amax (ACN/H.O, nm): 254, 326; IR (cm™): 3080, 1727, 1625,
1140-1125; *H-RMN: & 3.89 (s, 3H, H-9), 3.93 (s, 3H, H-10), 6.20 (d, J = 9.8, 1H, H-3), 6.32
(d,J=2.1, 1H, H-6), 6.46 (d, J = 2.1, 1H, H-8), 8.01 (d, J = 9.8, 1H, H-4). *C-RMN: 5 55.8
(C-9), 55.9 (C-10), 92.8 (C-8), 94.8 (C-6), 104.0 (C-4a), 110.9 (C-3), 138.8 (C-4), 156.8 (C-
5), 157.0 (C-8a), 161.6 (C-7), 163.7 (C-2).

5,8-dimetoxipsoraleno. UV Amax (ACN/H20, nm): 222, 249, 311; IR (cm™): 3100, 1725,
1620, 1154-1090; *H-RMN: & 4.21 (s, 3H, H-1’), 4.22 (s, 3H, H-2), 6.34 (d, J = 9.9, 1H, H-
3),7.05(d, J=2.4, 1H, H-9), 7.66 (d, J = 2.4, 1H, H-10), 8.18 (d, J = 9.9, 1H, H-4).

5-metoxipsoraleno. UV Amax (ACN/H.O, nm): 222, 266; IR (cm™): 3100, 1716, 1600,
1135-1068; 'H-RMN: d 4.32 (s, 3H, H-1’), 6.33 (d, J = 9.6, 1H, H-3), 7.05 (d, J = 2.2, 1H,
H-9), 7.18 (s, 1H, H-8), 7.64 (d, J = 2.2, 1H, H-10), 8,21 (d, J = 9.6, 1H, H-4).23C-RMN: &
60.2 (C-1’), 93.9 (C-8), 105.0 (C-9), 106.7 (C-4a), 112.5 (C-3), 112.7 (C-6), 139.3 (C-4),
144.8 (C-10), 150.0 (C-5), 153.5 (C-8a), 159.0 (C-7), 161.35 (C-2).

5-geranoxipsoraleno. UV Amax (ACN/H.O, nm): 219, 250, 307; IR (cm™): 3100, 2970-
2908, 1721, 1600, 1151-1074; *H-RMN: & 1.64 (s, 3H, H-9'), 1.71 (s, 3H, H-8'), 1.73 (s, 3H,
H-10’), 2.11-2.20 (m, 4H, H-4’, H-5’), 4.98 (d, J = 6.6, 2H, H-1’), 5.10 (t, J = 6.7, 1H, H-6"),
5.56 (t, J = 6.6, 1H, H-2"), 6.30 (d, J = 9.8, 1H, H-3), 7.00 (d, J = 2.1, 1H, H-9) 7.18 (s, 1H,



Capitulo 3 31

H-8), 7.63 (d, J =2.1, 1H, H-10), 8.20 (d, J =9.8, 1H, H-4). 3C-RMN: 5 16.7 (C-10’), 17.7
(C-9'), 25.7 (C-8'), 26.2 (C-5'), 39.5 (C-4’), 69.7 (C-1'), 94.2 (C-8), 105.1 (C-9), 107.5 (C-
4a), 112.5 (C-3), 114.1 (C-6), 118.8 (C-2"), 123.5 (C-6'), 132.0 (C-7’), 139.6 (C-4), 143.0
(C-3'), 144.9 (C-10), 149,0 (C-5), 152.6 (C-8a), 158.1 (C-7), 161.37 (C-2).

5-(2,3-dihidroxi-3-metilbutoxy) psoraleno. *H-RMN: & 1.36 (s, 3H, H-4"), 1.41 (s, 3H, H-
5’), 3.69 (s. 1H, OH), 3.96 (dd, J = 8.1 2.3, 1H, H-2"), 4.49 (dd, J =9.9 8.1, 1H, Ha-1’), 4.59
(dd, 3 =9.9 2.3, 1H, Hy-1’), 6.35 (d, J=9.6, 1H, H-3), 7.04 (d, J=2.0, 1H, H-9), 7.22 (s, 1H,
H-8), 7.66 (d, J=2.0 1H, H-10), 8.23 (d, J=9.6, 1H, H-4).23C-RMN: & 25.1 (C-4’), 26.7 (C-
5), 71,5 (C-3), 71,7 (C-1’), 74.5 (C-2’), 94.9 (C-8), 104.7 (C-9), 107.3 (C-4a), 113.1 (C-3),
114.3 (C-6), 139.0 (C-4), 145.3 (C-10), 148.4 (C-5), 152.5 (C-8a), 158.1 (C-7), 161.1 (C-2).

6,7-dimetoxicumarina. Sélido cristalino incoloro. *H-RMN: & 3.95 (s, 3H, H-2’), 3.98 (s,
3H, H-1’), 6.32 (d, J = 9.6, 1H, H-3), 6.87 (s, 1H, H-8), 6.89 (s, 1H, H-5), 7.66 (d, J = 9.6,
1H, H-4’). ®C-RMN: & 56.3 (C-2’), 56.4 (C-1°), 100.0 (C-8), 107.9 (C-5), 111.4 (C-4a), 113.5
(C-3), 143.3 (C-4), 146.3 (C-8a), 150.0 (C-6), 152.8 (C-7), 161.4 (C-2).

Xantiletina. Sélido cristalino incoloro. *H-RMN: & 1.45 (s, 6H, H-12, H-1’, H-2 ), 5.68 (d,
J=9.9, 1H, H-10), 6.19 (d, J= 9.3, 1H, H-3), 6.32 (d, J= 9.9, 1H, H-11), 6.67 (s, 1H, H-8),
7.04 (s, 1H, H-5), 7.58 (d, J= 9.3, 1H, H-4). *C-RMN: & 28.3 (C-1’, C-2’), 77.7 (C-9), 104.2
(C-8), 112.7(C-4a), 112.8 (C-3), 118.5 (C-6), 120.7 (C-11), 124.8 (C-5), 131.2 (C-10), 143.4
(C-4), 155.3 (C-8a), 156.8 (C-7), 161.2(C-2).

3.6 Obtencidn de extracto

A los frutos previamente elicitados se les retir6 la corteza (flavedo y albedo). Para
determinar la concentracion de los compuestos inducidos en el curso del tiempo, de cada
tratamiento y réplica se pesé 5 g de material vegetal finamente picado y se extrajo con
metanol (3x15 mL) durante 30 minutos en ultrasonido (Ultrasonik 28H). Las fases
organicas se unieron y se llevaron a un volumen final de 50 mL, para luego ser analizado
por HPLC.
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3.7 Deteccion y cuantificacion de compuestos

Para evaluar la acumulaciéon de los compuestos inducidos en el curso del tiempo,
inicialmente se desarrollé una metodologia en un cromatografo liquido de alta eficiencia
(HPLC). Para esto se inici6 con la seleccion del tipo de columna, el gradiente de solventes,
el volumen de inyeccion y el flujo de fase maovil. Se realizaron analisis sistematicos, de una
misma muestra, en los que se comparoé la separacion de los compuestos con las distintas
columnas y solventes. Seleccionada la columnay la fase movil, se procedié a optimizar el

método con la temperatura de la columna, el gradiente y el flujo de fase movil.

Habiendo desarrollado el método de separacién en el HPLC se procedi6é a determinar la
pureza de los compuestos, tanto los aislados en el presente trabajo como los obtenidos
desde las casas comerciales. Todos los compuestos fueron disueltos en acetonitrilo grado
HPLC e inyectados en el cromatdgrafo. La pureza de los estandares se calculé dividiendo
el area del respectivo compuesto entre el area total de los picos en el cromatograma y
multiplicando por 100.

Posteriormente se realiz6 la identificacion de los compuestos en los extractos. Para esto
se inyectaron soluciones de cada uno de los estandares y se determiné el tiempo de
retencién (tr) de cada uno. Seguidamente se corroboraron los tr de cada compuesto
mediante la adicién de una cantidad del estandar a los extractos resultantes de los ensayos
y se establecid el incremento de su sefial con relacion a los demas constituyentes
presentes en el extracto. Lo anterior permiti6 determinar con exactitud los tr de los
diferentes compuestos y sus correspondientes espectros UV/Vis bajo las condiciones

empleadas en los andlisis.

Para la cuantificacién se construyeron curvas de calibracion (relacion area del pico en
funcién de la concentracion). Para esto se pesaron adecuadamente 4 mg de cada
compuesto aislado o estandar y se disolvieron en 10 mL de acetonitrilo. Cada solucion se
diluy6 posteriormente con la fase movil a cinco concentraciones diferentes entre 0,5y 10
mg/L. La concentraciéon de los compuestos en los extractos se calculé por interpolacién a
partir del area de los picos en los cromatogramas y las curvas de calibrado. El andlisis de

cada concentracion se realizo por triplicado inyectando 10 uL de la solucion.
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3.8 Evaluaciones de actividad antifungica in vitro

3.8.1 Crecimiento radial

Las medidas de la actividad antifingica de los compuestos aislados, mezclas de estos y
compuestos reportados en la literarura, se desarrollaron mediante la metodologia de
envenenamiento del medio de cultivo [110], con algunas modificaciones. Diferentes
concentraciones de los compuestos a evaluar (0,25; 0,50 y 1,00 mmolar) se incorporaron
al medio de cultivo, disueltos al 1% en dimetilsulféxido (DMSO). El medio de cultivo para
los ensayos fue Agar-Avena (avena 2%; Agar-Agar 1,8%, Scharlau). Luego, se inocul6 el
microorganismo en la parte central de cada caja Petri mediante la insercién de circulos de
agar con micelio, de 6 mm de didmetro. Todas las concentraciones se evaluaron por
triplicado. Los resultados se muestran como valores de crecimiento micelial medio
correspondiente a los diametros de la colonia, y como porcentajes de inhibicién,
comparando los diametros de crecimiento de los tratamientos y el control negativo
(Ecuacion 3-1). Cajas Petri sin compuesto se usaron como control negativo, conteniendo
s6lo medio de cultivo (Blanco absoluto) y adicion de DMSO al 1% (Blanco solvente),
mientras que para verificacion de inhibicion de crecimiento se emple6 el fungicida
comercial Carbendazim como control positivo, a una concentracién 0,05 mM. Las cajas
Petri se incubaron a temperatura ambiente con luz difusa y el diametro del crecimiento
micelial se midio cada 24 horas. La incubacion se detuvo cuando el micelio en los controles
absoluto y de solvente ocupd la totalidad del espacio.

DPBA-DPX

% de Inhibicion = ——>rpal X 100 %  (Ecuacion 3-1)

DPBA (Diametro promedio del blanco absoluto)

DPX (Diametro promedio a la concentracion X)

La actividad antifungica también se evalué como resultado de efectos sinérgicos. Se
prepararon mezclas de los dos compuestos con mayor actividad antifungica, aislados de
lima Tahiti. Estos se prepararon en proporciones 0,25-0,75; 0,50-0,50 y 0,75-0,25 mM. Las
diferentes mezclas se estudiaron a través de la metodologia de envenenamiento del medio
de cultivo y adicionalmente la solucién 0.50-0.50 mM se utilizo para evaluar el porcentaje

de inhibicion de la germinacién de esporas.
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3.8.2 Inhibicién de germinacion de esporas

A los compuestos que presentaron mejores resultados por la metodologia de
envenenamiento del medio de cultivo, se les evalué la actividad antifingica a través del
porcentaje de inhibicion de la germinacion de esporas. Inicialmente se recolectaron
esporas de un cultivo en caja Petri con medio PDA y 7 dias de incubacion. Para ésto se
adicionaron 20 mL de agua estéril al micelio de la caja Petriy se realizé un barrido repetitivo
con hisopo de algodon estéril, para solubilizar el mayor nimero de esporas. La solucién
de micelio y esporas se filtr6 con gaza estéril y se diluyé con agua tipo 1 hasta alcanzar

una concentracion aproximada de 3x10° esporas/mL.

Para desarrollar el ensayo se emplearon tubos de microcentrifuga marca Eppendorf de 2
mL de capacidad. En éstos se adicion6 1 mL de la solucién de esporas (3x10° esporas/mL)
seguido del compuesto a evaluar disuelto en 15 uL de DMSO y de forma inmediata se
incorpor6 0.5 mL de PDA al 9% con agitacion en un Vortex V1 Plus hasta homogenizar. El
medio de germinacion alcanzé una concentracion de 3% de PDAy 1 % de DMSO la cual
no inhibe el crecimiento de las esporas segun curva de germinacion de esporas a
diferentes concentraciones de DMSO, realizadas previamente. Los compuestos a evaluar
se incorporaron en cantidades que garantizaron la concentracién de 1 mM y se realizaron

por triplicado.

Finalmente, la evaluacion del porcentaje de inhibicion de la germinacion de esporas se
realizé midiendo en intervalos de 8, 24 y 48 horas, el nUmero de esporas que desarrollaron
una dimensién del tubo germinativo mayor al doble del radio de la espora. Los resultados
se presentan en términos de porcentajes de inhibicién de germinacién (%IG), al comparar
el porcentaje de germinaciéon promedio de esporas en los tratamientos (%GT) y los
controles, con el porcentaje promedio de esporas germinadas en el blanco absoluto (%GB)
segun la Ecuacion 3-2. Esto con el fin de garantizar que los porcentajes de inhibicion

obtenidos son debidos al efecto neto de los compuestos en estudio.

% IG = NGB AET x100 % (Ecuacion 3-2)

%GB
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4.Resultados y discusién

4.1 Aislamiento e identificacion de compuestos en lima
Tahiti

De la corteza (flavedo y albedo) de los frutos elicitados con CuSO4 se obtuvieron 35,18 g
de extracto crudo que al ser fraccionado mediente CC, con la mezcla de éter de petréleo
(EP) y acetato de etilo (AcOEt) de polaridad creciente (100:0 a 0:100), generao 23
fracciones. El andlisis por CCD realizado a las diferentes fracciones revelo la presencia de
varios compuestos de diferente polaridad. Adicionalmente, el perfil cromatografico mostré
diferencias cualitativas entre el control y los tratamientos. Sin embargo, todos los

compuestos aislados estuvieron presente tanto en frutos inducidos como en los controles.

Los compuestos aislados y purificados se caracterizaron e identificaron por UV/Vis, IR y
RMN (Anexo A), correspondiendo a los siguientes derivados de cumarina: 5-geranoxi-7-
metoxicumarina (Compuesto 1), 5,7-dimetoxicumarina (Compuesto Il), 5,8-
dimetoxipsoraleno (Compuesto Ill), 5-metoxipsoraleno (Compuesto 1V), b5-
geranoxipsoraleno  (Compuesto V) y  5-(2,3-dihidroxi-3-metilbutoxy)psoraleno
(Compuesto VI). Por otra parte, las fitoalexinas ampliamente reconocidas de los citricos
6,7 dimetoxicumarina (sin. Escoparona, Compuesto VII), 6-metoxi-7-hidroxicumarina (sin.
Escopoletina, Compuesto VIII) y 7-hidroxicumarina (sin. Umbelliferona, Compuesto 1X) y

xantiletina (Compuesto X) se obtuvieron de otras fuentes naturales y/o casas comerciales.

5-geranoxi-7-metoxicumarina (Compuesto 1): Se aislé como un sélido blanco amorfo. Su
espectro de UV/Vis dejo ver dos bandas de absorcion maximas en 246 y 325 nm,
caracteristicas de cumarinas [111], [112]. El espectro de IR mostré bandas de absorcion
correspondientes a estiramientos =CH de compuestos aromaticos y C-H alifaticos en 3090
y 2970 cm?, respectivamente. Ademas, se presentaron tenciones de grupo carbonilo
(C=0), insaturaciones (C=C) sobre 1725y 1600 cm™ respectivamente y estiramientos de

(C-0O) en 1160-1100. El espectro de *H-RMN revel6 la presencia de 24 protones. Cuatro
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singletes que integran para tres protones cada uno; tres sefiales a campo alto en la regién
alifatica 1.65, 1.71 y 1.78 ppm correspondientes a (H-8', H-9’ y H-10’) y una sefal (H-11’),
desplazada a campo bajo (3.88 ppm) por encontrarse sobre carbono unido a un atomo
electronegativo (-OCHs). Otros protones también observados en la regién alifatica fueron
H-1’, H-4’y H-5', con sefiales en 4.64 y en 2.12 - 2.21 ppm respectivamente. De igual forma
se identifico la presencia de dos protones olefinicos (H-6' y H-2’) a 5.12 y 5.51 ppm con
multiplicidad que indica acoplamiento a protones vecinales de cadena alifatica (H-5" y H-1
correspondientemente). Los dos Ultimos grupos de sefales junto a los tres protones
alifaticos pueden ser atribuidos a un grupo geranil. Adicionalmente se identificaron dos
sistemas de espin, AB y AX. El primero formado por dos dobletes en 6.19 y 8.04 ppm
correspondientes a los protones del anillo a-pirona de la cumarina (H-3 y H-4). El otro
sistema corresponde al par de protones en posicion meta (H-8 y H-6) del anillo aromético
(6.32'y 6.45 ppm).

Del espectro de *C-RMN se observaron 20 sefiales. Cuatro sefiales (16.7, 17.7, 25.7 y
55.8 ppm) se asignaron a carbonos metilicos (C-10’, C-8’, C-9’, C-11’), tres sefales (26.2,
39.5 y 65.7 ppm) a carbonos metilénicos (C-4’, C-5" y C-1’) de la cadena alquilica y seis
sefales (92.7, 95.8, 110.7, 118.5, 123.6, 139.0 ppm) a carbonos metinicos (C-8, C-6, C-3,
C-2, C-6 y C-4). Finalmente, las sefiales restantes corresponden a carbonos cuaternarios
(C-4a, C-7’, C-3', C-8a, C-5, C-2y C-7).

El experimento COSY permiti6 determinar correlaciones escalares entre los protones
ubicados sobre carbonos vecinos, se observé la correlacione entre los protones olefinicos
6.19 (H-3) y 8.04 (H-4) ppm. Las otras dos correlaciones mostradas en el espectro
confirman la presencia de la cadena geranoxi. Aqui se puede notar las correlaciones de
los protones metinicos 5.12 (H-6’) y 5.51 (H-2’) ppm con los metilénicos 2.12-2.21 (H-5) y
4.64 (H-1') ppm.

El experimento HSQC revelo la conectividad de los hidrégenos a los respectivos carbonos.
Se observo la correlacion de los cuatro protones metilicos 1.65, 1.71, 1.78 y 3.89 ppm (H-
8’, H-9’, H-10’ y H-11’) con los carbonos 17.7, 25.7, 16.7 y 55.8 (C-8’, C-9', C-10’y C-11’)
respectivamente. También se observo la conectividad de seis protones metinicos; dos
olefinicos y dos aromaticos (del esqueleto de la cumarina) 6.19, 6.32, 6.45y 8.04 ppm (H-
3, H-6, H-8 y H-4) con los respectivos carbonos 110.7, 95.8, 92.7 y 139.0 ppm (C-3, C-6,
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C-8y C-4). Finalmente, los protones olefinicos de la cadena geranoxi 5.12 y 5.51 ppm (H-

6’y H-2') con los carbonos 123.6 y 118.5 ppm (C-6’ y C-2’) respectivamente.

A través del experimento HMBC se ubicaron los sustituyentes sobre el anillo aromatico y
los carbonos cuaternarios de la molécula. La ubicacion del grupo geranoxi sobre el anillo
aromatico fue determinada mediante la correlacién a tres enlaces entre el proton 4.64 ppm
(H-1) y el carbono aromético 156.3 ppm (C-5), la posicién del otro grupo sustituyente
(metoxilo) fue confirmado a través de la correlacion a tres enlaces entre el proton 3.89 ppm
(H-11") con el carbono aromatico 163.6 ppm (C-7). La confirmacién de la cumarina con el
anillo a-pirona no sustituido fue corroborada mediante la correlacién a dos y tres enlaces
de los protones 6.19 (H-3) y 8.04 (H-4) ppm con los carbonos cuaternarios 161.6 (C-2) y

104.2 (C-4a) ppm. Estas correlaciones se muestran en el anexo A.

5,7-dimetoxicumarina (Compuesto Il): Este compuesto fue obtenido como un sdélido
cristalino incoloro. Su espectro UV/Vis presenté bandas de absorcion maximas en 254 y
326 nm caracteristico de compuestos tipo cumarina [112], [113]. El espectro de infrarrojo
mostré bandas de absorcién particulares del grupo carbonilo, estiramientos =C-H e
insaturaciones aromaticas (C=C) y estiramientos de (C-O) en 1718, 3080, 1625 y 1140-
1125 cm?, respectivamente. En cuanto al espectro 'H-RMN se observaron sefales para
10 protones. Dos sefales singletes a campo alto que integran para tres protones cada una
(-OCHs). Dos sistemas de espines, AX y AB, a campo bajo; el primero lo conforman dos
dobletes a 6.20 y 8.01 ppm, mientras que el segundo corresponde a dos protones
aromaticas con sefales en 6.32 y 6.46 ppm. Esto permite inferir que se trata de una
cumarina con el anillo a-pirona no sustituido. De los espectros de *C-RMN y DEPT-135
se observaron dos sefales (55.8 y 55.9 ppm) correspondientes a los grupos metoxilo C-9
y C-10. Adicionalmente, se reconocié la presencia de cuatro carbones metinicos (92.8,
94.8, 110.9 y 138.8 ppm), dos del anillo aromatico (C-8 y C-6) y dos (C-3 y C-4) de la

insaturacion del anillo a-pirona.

También, se reconocieron 5 sefiales a 104.0, 156.8, 157.0, 161.6 y 163.7 ppm,

correspondientes a los carbonos cuaternarios C-4a, C-5, C-8a, C-7 y C-2, respectivamente.

El experimento COSY mostré correlaciones entre los protones olefinicos 6.20 (H-3) y 8.1
(H-4) ppm, mientras que el experimento HSQC reveld la conectividad de los hidrégenos a

los respectivos carbonos; los protones de sefales en 3.89 (H-9) y 3.93 (H-10) ppm con los
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carbonos metilicos en 55.8 (C-9) y 55.8 (C-10) ppm respectivamente, los protones
olefinicos en 6.20 (H-3) y 8.1 (H-4) ppm con los carbonos 110.9 (C-3) y 138.8 (C-4) ppm .
Finalmente, los protones aromaticos 6.32 (H-6) y 6.46 (H-8) con los carbonos 92.8 (C-8) y
94.8 (C-6) ppm respectivamente (Anexo A).

Del experimento HMBC permitié ubicar los sustituyentes sobre el anillo aromético y
confirmar los carbonos cuaternarios. La posicién de los grupos metoxilos se determin6
mediante la correlacion a tres enlaces entre los protones 3.89 (H-9) y 3.93 (H-10) ppm con
los carbones arométicos 156.8 (C-5) y 161.6 (C-7) respectivamente. La confirmacion de la
cumarina con el anillo a-pirona no sustituido mediante la correlacion a dos y tres enlaces
de los protones 6.20 (H-3) y 8.1 (H-4) ppm con los carbonos cuaternarios 163.7 (C-2) y

104.0 (C-4a) ppm. Estas correlaciones se muestran en el anexo A.

5,8-dimetoxipsoraleno (Compuesto lll): Este compuesto se aislé como un sélido blanco
amorfo. El espectro UV/Vis mostro tres bandas de absorcion maximas en 222, 249 y
311nm, caracteristicas de psoraleno [111], [114].. En el espectro de infrarrojo se
observaron las bandas de absorcién 3100, 1725, 1620 y 1159-1090 cm™ correspondientes
a estiramientos =C-H aromaéticos, de grupo carbonilo, insaturaciones C=C y estiramientos
de (C-O). Entre tanto, el espectro *H-RMN revel6 la presencia de dos singletes a campo
alto (4.21y 4.22 ppm) que integran para tres protones cada uno, indicando la presencia de
dos grupos metoxilos. También se observaron dos sistemas de espin AX. Uno, conformado
por dos dobletes a 6.34 y 8.18 ppm, correspondientes al par de protones del anillo a-pirona
del psoraleno. El otro sistema AX, corresponde al par de protones H-9 y H-10 (7.05y 7.66
ppm) presentes en el anillo sin sustituir de furano. La estructura fue confirmada con la

ayuda de los espectros de *H-RMN de los compuestos similares (IV y V).

5-metoxipsoraleno (Compuesto |V): Fue aislado como un solido cristalino de color
amarillo. Presento bandas de absorcion méaximas a 222, 266 y 311 nm en el UV/Vis,
caracteristicas de psoraleno [111], [114]. El espectro IR mostr6 bandas de absorcion
correspondientes a tension de enlace =C-H aromaticos y C-H alifaticos sobre 3100 y 2920
cml. También se observd una banda intensa en 1715 cm™ representativa del grupo
carbonilo del anillo a-pirona, una sefial en 1600 cm™ de instauraciones C=C y bandas en
1135-1068 correspondientes a estiramientos de (C-O). El espectro H-RMN revel6 la
presencia de un singlete a campo alto (4.32 ppm) el cual integra para tres protones, H-1’.

Mientras que a campo bajo se observaron dos sistemas de espin AX. El primero,
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conformado por dos dobletes a 6.33 y 8.21 ppm, correspondientes a los protones del anillo
a-pirona del psoraleno (H-3 y H-4): el otro sistema, corresponde al par de protones C-9y
C-10 (7.05y 7.64 ppm) presentes en el anillo furano sin sustituir. El espectro de *C-RMN
mostro sefiales para 12 carbonos. A partir del espectro DEPT-135 se observo la presencia
de un carbono metilico (C-1’) en 60.2 ppm y cinco carbonos metinicos (C-8, C-9, C-3, C-4
y C-10) en 93.9, 105.0, 112.5, 139.3 y 144.8 ppm, respectivamente. Adicionalmente se
identificaron seis carbonos cuaternarios. Cinco corresponden al anillo aromatico (C-4a, C-

6, C-5, C-8ay C-7) y un sexto (C-2) se asigno al carbono carbonilico en 161.35 ppm.

5-geranoxipsoraleno (Compuesto V): Este compuesto fue aislado como sélido cristalino
incoloro. Presento bandas de absorcion maxima (219, 250 y 307 nm) en el UV/Vis,
caracteristicas de psoraleno [111], [114]. El espectro IR mostré absorciéon a 3100 cm™, de
tension =C-H de aromatico. En la regiéon 2970 — 2910 cm? se identificaron sefiales
correspondientes a tensiones de CH y CH, de alifaticos. Otras sefiales importantes fueron
la tensién de grupo carbonilo, la insaturacion C=C en 1721 y 1600 cm™ respectivamente.
También se identificaron los estiramientos de (C-O) en 1151-1074. El espectro de *H-RMN
presento sefales que integraron par 22 protones. Se observo la presencia de tres protones
alifaticos (H-9’, H-8 y H-10’) a campo alto con sefiales en 1.64, 1.71 y 1.73 ppm
respectivamente. De igual forma se identificé la presencia de dos protones olefinicos a
5.10y 5.56 ppm con multiplicidad que indica acoplamiento a protones vecinales de cadena
alifatica, correspondiendo a H-6’ y H-2'. Las sefiales antes mencionadas, junto a los cuatro
protones entre 2.11 y 2.20 ppm (H-4’ y H-5’) pueden ser atribuidos a un grupo geranilo.
También se identificé la presencia de dos sistemas AX. Uno formado por dos dobletes en
6.3 y 8.20 ppm del anillo a-pirona del psoraleno (H-3 y H-4). El otro corresponde al par de
protones H-9 y H-10 (7.00 y 7.63 ppm) presentes en el anillo sin sustituir de furano.
Adicionalmente se presenta un singlete en 7.18 ppm correspondiente a H-8 e indicando la
presencia de un anillo aromatico pentasustituido. Con el espectro *C-RMN fue posible
establecer la presencia en total de 21 carbonos. Al compararse con el experimento DEPT
135 se pudieron discriminar de la siguiente forma: tres carbonos metilicos (16.7, 17.7 y
25.7 ppm), tres metilenicos (26.2, 39.5 y 69.7 ppm), siete metinicos (94.2, 105.1, 112.5,
118.8, 123.5, 139.6 y 144.9 ppm) y ocho cuaternarios (107.5, 114.1, 132.0, 143.0, 149.0,
152.6, 158.1y 161.3 ppm) siendo el ultimo el carbono carbonilico.

El experimento COSY permiti6 determinar correlaciones escalares entre los protones

olefinicos en 6.30 y 8.20 ppm (H-3 y H-4), asi como también los presentes en 7.00y 7.63
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ppm (H-9 y H-10). Estos confirmando la presencia del anillo a-pirona del psoraleno y el
anillo sin sustituir de furano. También se pudo corroborar la presencia de la cadena
geranoxi a través de las correlaciones observadas entre los protones metinicos 5.10 y 5.56
ppm (H-6' y H-2') con los protones metilénicos 2.11-2.20 y 4.98 ppm (H-5 y H-1)

respectivamente.

Del experimento HSQC manifestd la conectividad de los hidrégenos a los respectivos
carbonos. Se observo la correlacion de los tres protones metilicos 1.64, 1.71 y 1.73 ppm
(H-9, H-8 y H-10’) con los carbonos 17.7, 25.7 y 16.7 ppm (C-9, C-8 y C-10)
respectivamente. También se observo la conectividad de cinco protones metinicos; tres
olefinicos y uno aromatico (del esqueleto de psoraleno) 6.30, 7.00, 7.18 y 7.63 ppm (H-3,
H-9, H-8 y H-10) con los respectivos carbonos 112.5, 105.1, 94.2 y 144.9 ppm (C-3, C-9,
C-8, C-10 y C-4). Finalmente, un protdn olefinico de la cadena geranoxi 5.10 ppm (H-6)
con el carbono 123.5 ppm (C-6’).

A través del experimento HMBC se ubicaron los sustituyentes sobre el anillo aromatico y
los carbonos cuaternarios de la molécula. La ubicacion del grupo geranoxi sobre el anillo
aromatico fue determinada mediante la correlacion a tres enlaces entre el protén 4.98 ppm
(H-1") y el carbono aromatico 149.0 ppm (C-5). La confirmacion del psoraleno con el anillo
a-pirona no sustituido fue corroborada mediante la correlacién a dos y tres enlaces del
protén 6.30 (H-3) con los carbonos cuaternarios 161.3 (C-2) y 104.2 (C-4a) ppm, asi como
también, con la correlacién de 8.20 (H-4) ppm con los carbonos cuaternarios 161.3 (C-2) y
104.2 (C-8a) ppm. También se pudo comprobar la presencia de la furanocumarina lineal a
través de la correlacion a dos y tres enlaces de los protones 7.00 y 7.63 ppm (H-9 y H-10)
con los carbonos cuaternarios 114.1 ppm (C-6) y 158.1 ppm (C-7). Estas correlaciones se

muestran en el anexo A.

5-(2,3-dihidroxi-3-metilbutoxy)psoraleno (Compuesto VI): Fue aislado como un sdélido
amorfo de color blanco. El espectro de *H-RMN present6 sefiales que integraron par 14
protones. Se observaron dos protones alifaticos (H-4’ y H-5’) a campo alto con sefiales en
1.36y 1.41 ppm respectivamente. También se identificé un protén alifatico (H-2’) con sedal
en 3.96 ppm que acopld con dos protones en disposicion geminal (H-1.'y H-1,") en 4.49 y
4.59 ppm respectivamente. Las otras sefales son muy similares a las reportadas para el
nacleo de psoraleno como se mostro para los compuestos (lll, IV, V). En el espectro de

13C-RMN se establecié la presencia de 16 carbonos. Al compararse con el experimento
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DEPT 135 se pudieron discriminar de la siguiente forma: dos carbonos metilicos (25.1 y
26.7 ppm), uno metilenicos (71,7 ppm), seis metinicos (74.5, 94.9, 104.7, 113.1, 1390 y
145.3 ppm) y siete cuaternarios (71.5, 107.3, 114.3, 148.4, 152.5, 158.1, 161.1 ppm) siendo
el ultimo el carbono carbonilico. Los datos espectroscépicos coinciden con los reportados

previamente para el compuesto VI [115], [116].

A continuacion (Figura 4-1), se presentan las estructuras de los compuestos aislados de
lima Tahiti y algunas fitoalexinas de citricos empleadas en el presente trabajo como

estandares.

Figura4-1 (A) Compuestos aislados de lima Tahiti y (B) fitoalexinas de citricos.
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Los compuestos (I - V) han sido reportados en el aceite extraido de la corteza de frutos de
lima Tahiti [117]. También se han identificado en otros citricos y en diferentes partes de la
planta. Por ejemplo; los compuestos (I y V) pueden encontrarse en corteza de C. limon, C.
méxima y C. Paradisi entre otros [118], [119]; los compuestos (I y 1ll) han sido aislado en
hojas y pulpa de C. aurantifolia [120], [121]. En cuanto al compuesto (VI), se ha reportado

su presencia en aceite de C. aurantifolia y C. limon.

Por otra parte, VII, VIII, IX y X se han reportado ampliamente como fitoalexinas de citricos,
junto con su induccion provocada por multiples elicitores (bioticos y abioticos) [92], [122],
[90]. No obstante, bajo las condiciones usadas en el presente trabajo, no se detectd la
presencia de estos compuestos en el extracto de frutos de lima Tahiti inducidos con
CuSO0.. Con el objeto de analizar la presencia/ausencia de dichas fitoalexinas en lima Tabhiti
tratados con diferentes elicitores, los compuestos (VIII y IX) se adquirieron de casas
comerciales, mientras que (VII y X) se aisl6 y purificO desde otra fuente natural. A

continuacion, se realiza su elucidacion estructural a partir de los espectros de RMN.

6,7-dimetoxicumarina (Compuesto VII): Fue aislado como un sélido cristalino incoloro. El
espectro de *H-RMN presentd sefiales que integraron par 10 protones. Dos sefiales en la
region alifatica desplazadas a campo alto y con integracion para tres protones (3.95y 3.98
ppm) indicando la cercania a &tomos electronegativos (OCHzs). Dos singletes en la regién
aromatica 6.87 y 6.89 ppm caracteristico de dos protones (H-5 y H-8) en posicion para.
Adicionalmente un sistema de espin AX formado por dos dobletes en 6.32 y 7.66 ppm
asignados al anillo a-pirona de la cumarina (H-3 y H-4) sin sustituir. Del espectro **C-RMN
se establecio la presencia en total de 11 carbonos. Al compararse con el experimento APT,
se pudieron discriminar de la siguiente forma: dos carbonos metilicos (56.3 y 56.4 ppm),
cuatro metinicos (100.0, 107.9, 113.5y 143.3 ppm) y cinco carbonos cuaternarios (111.4,
146.3, 150.0, 152.8 y 161.4 ppm) siendo el ultimo el carbono carbonilico.

Xantiletina (Compuesto X): Fue aislado como un sélido cristalino incoloro. El espectro *H-
RMN del compuesto mostré un patrén caracteristico de un sistema aromatico conteniendo
un sustituyente de naturaleza prenilica, este Ultimo se evidencio por las sefales en 1.45,
5.68 y 6.32 ppm, correspondientes a: un singlete que integra para seis protones (H-1’ y H-
2’) y dos protones olefinicos (H-10 y H-11) respectivamente. Las sefiales en 6.67 y 7.04
ppm, corresponden a dos protones (H-8 y H-5) en posicidbn meta de anillo aromatico, junto

a un sistema de espin AX, formado por dos dobletes en 6.19 y 7.58 ppm asignados a los
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protones (H-3 y H-4), son caracteristicos de una cumarina con el anillo a-pirano sin
sustituir. Del espectro *C-RMN se establecié la presencia en total de 14 carbonos. Se
identificaron de la siguiente forma: dos carbonos metilicos en 28.3 ppm, seis metinicos
(104.2,112.8,120.7,124.8, 131.2 y 143.4 ppm) y seis carbonos cuaternarios (112.7, 112.8,
118.5, 155.3, 156.8 y 161.2 ppm) siendo el dltimo el carbono carbonilico. Estos datos
espectroscopicos coinciden con los reportados por otros para este compuesto [123].

Luego de identificados los compuestos, se procedié a desarrollar una metodologia de
analisis cromatografico a través de la cual se pudieran analizar cualitativa y

cuantitativamente los compuestos aislados del extracto de frutos de lima Tahiti.

4.2 Establecimiento de condiciones cromatograficas

Para el analisis en el curso del tiempo de los diferentes compuestos aislados en frutos de
lima Tahiti, se desarroll6 una metodologia por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC). En primer lugar, se seleccionaron las mejores condiciones de separacion, que
incluian: columna cromatogréfica, temperatura de la columna, fase mavil (gradiente de
solventes), volumen de inyeccidon de muestra, flujo, entre otros. En la Figura 4-2 se

observan algunos de los perfiles cromatogréficos a diferentes condiciones.

Figura4-2  Perfiles cromatogréficos a diferentes condiciones.
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Para la eleccién de las mejores condiciones, se evalué repetidamente la separacién de los
componentes del extracto de lima Tahiti, teniendo en cuenta el menor tiempo de retencion,
la resolucién y simetria de los picos de cada compuesto. En la Tabla 4-1 se observan las

condiciones con los mejores resultados.

Tabla 4-1.: Condiciones cromatograficas para el analisis de los compuestos de lima

Tahiti.
Columna Luna 5 pum C18 150 X 4.6 mm
Temperatura columna 33°C
Volumen de inyeccion 10 pL
Flujo 0,5 mL/min.
Fase movil Acetonitrilo (ACN) — Agua tipo 1
Tiempo | Relacion % (ACN - H,0)
0.0 5-95
10.0 34 -66
Gradiente 38.0 70-30
48.0 87 —-13
53.0 90 - 10
60.0 90 - 10

4.3 Cuantificacion de los metabolitos en el curso del
tiempo

Para la deteccion y cuantificacion de los diferentes compuestos, tanto los aislados de frutos
de lima Tahiti (I - V) como los obtenidos de otras fuentes o casas comerciales (VII - X), les
fue determinada la pureza. Para ello, se disolvieron separadamente en 1 mL de acetonitrilo
(grado HPLC) y se inyectaron en el cromatégrafo. El porcentaje de pureza de los
estandares se calcul6 dividiendo el area del pico de los compuestos por el area total de los
picos en el cromatograma y multiplicando por 100. Todos los compuestos presentaron una
pureza superior al 95% (Figura 4-3). Sin embargo, el compuesto (VI) no se incluy6 en los
perfiles cromatograficos y en la cuantificacién debido a la limitada cantidad disponible de

este.
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Posteriormente, se realiz6 la identificacion de los diferentes compuestos en el extracto de
lima Tabhiti; en primer lugar, se inyectaron soluciones de los compuestos puros y se
determinaron los tiempos de retencion tgr (Figura 4-3). Los tg fueron confirmados por la
adicion de estandar a algunos de los extractos y se establecié el incremento de su sefial
con relacién a los demas constituyentes presentes. Lo anterior permiti6 determinar con
exactitud los tr de los compuestos y sus respectivos espectros UV/Vis bajo las condiciones
empleadas en los correspondientes andlisis por HPLC. Cabe resaltar que los compuestos
(1 y (IV) no se lograron separar satisfactoriamente, presentando tr similares como

resultado de las semejanzas estructurales.

Después de establecidas las condiciones cromatogréficas e identificado los tg de cada uno
de los estandares se procedio6 a realizar la cuantificacion de los compuestos. Dado que no
se identifico la presencia de los compuestos (VII), (VIII), (1X) y (X) solo fueron cuantificados
los aislado de los frutos de lima Tahiti. De los cuales (lll) y (IV) se cuantificaron como

mezcla por no presentar una buena separacion.

Figura4-3  Cromatogramas de estandares aislados de lima Tabhiti y obtenidos de otras

fuentes.
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Para la cuantificacion, se construyeron curvas de calibracion (relacion area de pico en
funcién de la concentracion). Se pesé adecuadamente 4 mg de cada compuesto y se
disolvié en 10 mL de acetonitrilo. Cada solucion fue posteriormente diluida con la fase movil
a cinco concentraciones diferentes entre 0,5y 10 mg/L. El andlisis de cada concentracion
se realizé por triplicado inyectando 10 uL de la solucién. Las curvas de calibrado se
muestran en la Figura 4-4.

Para todas las curvas de calibrado el coeficiente de determinacion fue mayor al 0.99. Por
consiguiente, mas del 99% de la variacion observada en la concentracion de los
compuestos es explicada por el modelo de regresion lineal. Adicionalmente se realiz6 un
analisis de significancia a las pendientes de las curvas de calibrado, mostrando relacién
lineal significativa entre las variables (Anexo B). Por ultimo, los limites de deteccién (LD) y

cuantificacién (LC) a cada una de las curvas, se determiné segun guias ICHy IUPAC [124].

Figura4-4  Curvas de calibrado de los compuestos (1), (1), (Il y IV) y (V).
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Con el objetivo de evaluar el efecto provocado por los diferentes tratamientos (elicitores)
aplicados a los frutos de lima Tahiti, se realizé un estudio en el curso del tiempo. Para esto,
se comparo la composicion quimica del extracto de la corteza de frutos de lima Tahiti de
todos los tratamientos (Control y elicitores) en diferentes tiempos después de la induccién
(2, 4, 6, 8, 10, 13 y 16 dias). Esta comparacién fue realizada a través de los perfiles

cromatogréficos, empleando la metodologia establecida en la seccién anterior.

Al comparar los diferentes perfiles cromatograficos, no se identificaron variaciones en la
composicion quimica de los frutos de lima Tahiti tratados con los diferentes elicitores, en
relacién a las principales fitoalexinas que han sido reportadas para los citricos (compuestos
VII, VIII, IX'y X). Es decir, la exposicién de los frutos a los tratamientos (T1 — T6) no origino
la biosintesis de dichas fitoalexinas o en su defecto, las origind a concentraciones bajas
(por debajo de los limites de deteccién establecidos en el método). Esto se diferencia con
lo expuesto por Ben-Yehoshua et al. [66] que reportan la presencia de VII (23 ug/ g de
material vegetal fresco) en corteza de frutos de lima Tabhiti al dia decimo de ser tratada con
radiacion ultravioleta. Este hecho contrastante puede ser el resultado de diferencias en la
potencia de la radiacion UV empleada (3.6 watt), mientras que en nuestro experimento fue
de 6 watt. Otros citricos que también acumulan estos compuestos (VI y IX) en la corteza
del fruto y otras partes de la planta tratadas con UV, pero de manera mas acentuada, son
C. sinensis y C. limon [122], [91]. También se ha publicado el empleo de polisacéaridos y
oligosacaridos como elicitores en citricos, aunque son pocos los estudios al respecto [125].
Por ejemplo, B-ciclodextrinas y oligdbmeros de quitosano han inducido la produccion de
varios derivados de cumarina (xantiletina y seselina) en raices y brotes de Citrus jambhiri
Lush., pero no asi en cualquier variedad, como sucede con C. sinencis [89], [126]. A pesar
de que los tratamientos empleados (T1 — T6) no estimularon la produccién de dichas
fitoalexinas, se observaron diferencias, cuantitativamente significativas, de algunos de los
constituyentes aislados con respecto al control. Es importante mencionar que, aunque los
compuestos aislados se detectaron en el control su concentracion incrementé como

resultado de la induccién.

De forma general (comparando tratamientos y dias), se pudo observar que todos los
compuestos se acumularon con el tiempo, con fluctuaciones particulares de cada
sustancia, pero con valores superiores a los obtenidos el primer dia. Los compuestos (1) y

(V) alcanzaron concentraciones superiores a 1 mg/g de material vegetal fresco, este valor
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duplicé los registrados por el compuesto (Il) y triplico los obtenidos por la mezcla de (lll y

IV). Los resultados se encuentran en el anexo B.

Al comparar la acumulacion de los compuestos (1) y (ll), como resultado de la aplicacién
de los diferentes tratamientos, distintas concentraciones y dias posteriores a su suministro.
Solo se observaron diferencias significativas, en la acumulacion, al comparar los dias
seguidos a la aplicacién del tratamiento. No se notaron diferencias ni entre los tratamientos,
ni entre las concentraciones para un mismo elicitor. En las Figuras 4-5 y 4-6 se presenta
la acumulacién en el curso del tiempo para los compuestos (1) y (ll) respectivamente; se
omitieron los datos para los tratamiento T1 y T3 correspondientes al glucomanano y a,(-
glucano a la menor concentracién, 50 mg/L. Los resultados muestran que los mayores
incrementos de (1) y (I1) se dan en los dias 13 y 16 para la mayoria de los tratamientos, a
excepcion de T6 y C1, que fueron al sexto dia. Resalta de (l) y (Il) su pronunciado
incremento en frutos tratados con T2, los cuales alcanzaron a duplicar la concentracion del
blanco en el dia 13. Estos compuestos (I, Il) también se han reportado en C. limon (recién
cosechado) con valores de 113 y 136 pg/g de flavedo respectivamente, pero en niveles
mucho menores a los encontrados en el presente trabajo para C. latifolia (1146 y 528 ug/g
de corteza para (l) y (Il) respectivamente) al dia 13 de induccién con T2. Para los
compuestos (I) y (Il) se observaron maximos transitorios dependientes del elicitor;
particularmente para (I), los maximos niveles se encontraron los dias 4 y 13 para T2, dias
6y 16 paraClyT6, dias 2y 13 para T5, y dias 2, 8y 13 para T4.

Figura4-5  Acumulacién de (I) en el curso del tiempo.
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Figura4-6  Acumulacién de (Il) en el curso del tiempo.
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Los compuestos (lll) y (IV) no se lograron separar y se cuantificaron como mezcla. Al
evaluar la concentracion de esta mezcla en el curso del tiempo (Figura 4-7), se
establecieron diferencias significativas entre los tratamientos y el control. En la Figura 4-7
se omitieron los resultados de los tratamientos T2 y T4, correspondientes a los tratamientos
con el glucomanano y el a,3-glucano respectivamente, a la mayor concentracién, 400 mg/L
(No se encontraron diferencias significativas en la acumulacién de (lll y IV) entre las
concentraciones para un mismo elicitor). Los tratamientos que lograron un efecto
cuantitativamente diferente en relacién a los controles fueron los frutos tratados con T3, T5
y T6. Dichos tratamientos ocasionaron efectos semejantes; se observd un incremento
gradual de la concentracion, a medida que avanzaron los dias. Es asi que los niveles mas
altos registrados para los tratamientos, se alcanzaron el dia 16. Solo los frutos tratados
con T6 alcanzaron esta concentracion maxima previamente, dia sexto, pero los niveles se
mantuvieron constantes hasta el dia 16. Este hecho contrasta con lo acontecido por el
control C1, el cual alcanz6 un méaximo al octavo dia, a partir del cual descendid. La
concentracion mas alta de (lll y 1V) se alcanz6 en los frutos tratados con T3, mientras que

la mas baja fue con T5, al cuarto dia.
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Figura4-7  Acumulacion de 11l y IV en el curso del tiempo.
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La acumulacion del compuesto (V) presento diferencias significativas entre los frutos no
tratados (control) y los tratados con elicitores. Adicionalmente, se encontraron diferencias
significativas en la concentracion entre los diferentes dias. EI compuesto (V) alcanzé las
concentraciones mayores los dias 6 y 16, en frutos tratados con T6 y T3, respectivamente.
El patron de acumulacion de (V) incrementé gradualmente hasta el dia 16, en frutos
tratados con T3, presentando fluctuaciones pequefias en este proceso. Para el caso de
T6, el incremento fue constante desde el primer dia hasta alcanzar su maximo al dia sexto,
posteriormente presenté pequefias oscilaciones cercanas a este maximo, como muestra

la Figura 4-8.

Figura 4-8  Acumulacién de (V) en el curso del tiempo.
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Un aspecto particular se observd con los frutos tratados con el a,B8-glucano. De dos
tratamientos aplicados con este elicitor (T3 y T4), sélo el de menor concentracion (50 mg/L;
T3) presentd diferencias significativas respecto al control. En cuanto a los demas
tratamientos (T1, T2 y T5), ninguno presento diferencias significativas respecto al control.

4.4 Evaluacion de la actividad antifungica

La actividad antifiingica de 9 sustancias se evalu6 contra Colletotrichum spp. Seis de ellas
se aislaron de la corteza de frutos de lima Tahiti, dos obtenidas comercialmente
(umbeliferona y escopoletina) y dos (escoparona y xantiletina) extraidas de otra fuente
vegetal. La actividad antifingica se evalué como inhibicién del crecimiento radial y de la
germinacion de esporas. Como control positivo se utilizé Carbendazin y Timol (C1) a una
concentracion de 0,5 mM. El primero presentd una inhibicion completa tanto del
crecimiento radial como de la germinacion de esporas, mientras que el segundo mostré

porcentajes de inhibicién superiores al 85%.

4.4.1 Crecimiento radial

La actividad antifungica de los compuestos aislados de lima Tabhiti (I - VI) se evalu6 a tres
concentraciones (0,25; 0,50 y 1,00 mM), a excepcién del compuesto (VI) que se realiz6 a
la concentracion mas alta. Los resultados se muestran como valores medios de tres

réplicas del diametro del micelio, con sus respectivas barras de desviacion estandar.

De forma generalizada los compuestos aislados de lima Tahiti (I - VI), a las diferentes
concentraciones, presentaron actividad significativa sobre el patdégeno, conforme al
andlisis de varianza realizado (Anexo B). Al comparar el efecto de la concentracion para
un mismo compuesto, no se observaron diferencias significativas para los compuestos ()
y (V); mientras que para el resto (Il, lll, IV y VI) al menos dos concentraciones fueron
diferentes (por lo general 0,25 y 1,00 mM). La concentracion 1,00 mM mostré la mayor
actividad antifingica, siendo esta de baja a moderada (Figura 4-9). No obstante, los
porcentajes de inhibicion se mantuvieron aproximadamente constantes después de las 72
horas. Los compuestos (1) y (IV) exhibieron los mejores porcentajes de inhibicién con 32

y 35% respectivamente (Figura 4-10).
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Figura4-9 Crecimiento micelial de Colletotrichum spp. en presencia de los diferentes
compuestos aislados de lima Tahiti (1,00 mM)
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Figura 4-10 Inhibicién del crecimiento micelial de Colletotrichum spp. con los
compuestos aislados de lima Tahiti.
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Adicionalmente, se evalué el efecto sinérgico de los compuestos (1) y (IV) aislados de lima
Tahiti que presentaron la mejor actividad antifingica. Las mezclas preparadas para este
ensayo: 0,25-0,75 (II-1V); 0,50-0,50 (1I-1V) y 0,75-0,25 mM (lI-1V), se desigharon como (XI),

(X1) y (XI1) respectivamente. En todos los casos, la mezcla de los compuestos mostro
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diferencias significativas respecto a los controles, y mejor actividad que los compuestos
individuales (Figura 4-11). El porcentaje de inhibicién a las 24 horas fue de 95, 91y 75%
para las mezclas (IX), (XI) y (XIl), respectivamente (Figura 4-12). No obstante, no se
encontraron diferencias significativas entre las mezclas (XI) y (XII) (Andlisis de varianza
Anexo B).

Figura4-11 Crecimiento micelial de Colletotrichum spp. en presencia de mezclas de dos
compuestos aislados de lima Tahiti.
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Figura 4-12 Actividad antifangica de mezclas de dos compuestos aislados de lima Tahiti
(ImM), expresada como porcentaje de inhibicion de Colletotrichum spp.
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También se comparé la actividad antifangica de los compuestos de naturaleza cumarinica
6,7-dimetoxicumarina (VII), 7-hidroxi-6-metoxicumarina (VIII) y 7-hidroxicumarina (1X)
reportados como fitoalexina de citricos, con los aislados de lima Tahiti (Il y 1V) y la mezcla
(XI).

Solo la actividad antifingica exhibida por la fitoalexina (VIII) fue superior a la obtenida con
los compuestos (II) y (IV) aislados de lima Tahiti. Sin embargo, la mayor actividad
antifungica fue exhibida por la mezcla (XIIl) (Figura 4-13). Otro aspecto para resaltar es
gue no hubo diferencias significativas entre la reconocida fitoalexina (VII) y el compuesto
aislado de Lima Tabhiti (IV), aunque este ultimo presenté mayores porcentajes de inhibicién.
De manera semejante sucedid con los compuestos (IX) y (ll); pero en este caso, el de
mayores porcentajes de inhibicién fue el compuesto (I1X) reportado en la literatura como
una fitoalexina.

Figura 4-13 Actividad antifingica de mezclas de compuestos aislados de lima Tabhiti y
algunas fitoalexinas reportadas en citricos (1,00 mM), expresada como: A,
crecimiento micelial de Colletotrichum spp. y B, porcentaje de inhibicion de
Colletotrichum spp.
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En la Figura 4-14 se puede observar el crecimiento radial del hongo expuesto a algunas
de los compuestos aislados, mezclas de estos y fitoalexinas reportadas.
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Figura 4-14 Crecimiento radial del hongo (Colletotrichum spp.) frente a algunos
compuestos aislados, mezclas de estos y fitoalexinas reportadas (ll, 1V, VII,
VIII a 1ImM), a las 144 horas. (A) control absoluto, (B) control solvente y
controles positivos (C) carbendazim y (D) timol.

Controles

Xl VIII

IV VII

4.4.2 Inhibicién de germinacion de esporas

Se evaluo el porcentaje de inhibicion de germinacion de esporas de Colletotrichum spp,
Los compuestos analizados fueron: los aislados de frutos de lima Tahiti a excepcion de (lll
y VI); los reportados como fitalexinas de citricos (VII, VIl y IX); la mezcla (XI) y los controles
(Solvente DMSO, Carbendazin y Timol). La Figura 4-15, revela un efecto generalizado en
la inhibicion de la germinacién por todos los compuestos a las 8 horas, alcanzando valores
de hasta un 100% para la mezcla (XI). Los resultados contrastan con los obtenidos a las
24 horas, cuya inhibicion se reduce a menos del 5% a excepcion de la mezcla (XI). Esto
sugiere que todos compuestos presentan un efecto fungistatico y no fungicida, que en el
caso de la mezcla (XI) se prolonga hasta las 24 horas y declina drasticamente a un 2%
sobre las 48 horas.
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Figura 4-15 Porcentaje de inhibicién de germinacién de esporas (Colletotrichum spp.)
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Luego de las primeras 8 horas, los compuestos aislados de lima Tahiti, (Il) y (IV), exhibieron

la mayor actividad inhibitoria alcanzando valores de 97 y 95% respectivamente; estos

valores son semejantes a los encontrados para la fitoalexina (VIII), pero superaron la

inhibicion mostrada por (VII) y (IX) que también son compuestos considerados como

fitoalexinas en citricos. En la Figura 4-16 se observan fotografias del ensayo realizado con

las esporas.

Figura 4-16 Fotografias de esporas; A sin germinar y B germinadas.
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En sintesis, la actividad antifingica de los diferentes compuestos evaluados sélo presento
un efecto fungistatico y moderado sobre el hongo Colletotrichum spp. Esto concuerda con
lo exhibido sobre otros patégenos como Candida albicans, Fusarium solani y Aspergillus
fumigatus [127], [111]. De los compuestos aislados de lima Tahiti resaltan (1l) y (1V), que
exhiben los mayores porcentajes de inhibicién. Asimismo, superan el efecto fungiestatico
de compuestos considerados fitoalexinas en citricos, como es reportado por Simonsen et.
al. [128] para Candida albicans y Penicillium expansum. Otro patron que se pudo constatar
fue la mayor actividad antifingica del compuesto (VIII) dentro de los considerados
fitoalexinas, concordando con lo reportado por Angioni et. al. [129]. Otro patrén que se
pudo constatar fue la mayor actividad antifungica del compuesto (VIII) dentro de los
considerados fitoalexinas, concordando con lo reportado por Angioni et. al. [130] como

sucedié con los compuestos (1) y (V) frente a Colletotrichum spp.






5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

El empleo de elicitores en frutos de Lima Tahiti conservé altos niveles de cumarinas y

furanocumarinas, pudiendo asi prolongar la vida util de los frutos.

Se desarroll6 una metodologia para la deteccion de compuestos relacionados con los
mecanismos de defensa de frutos de Lima Tahiti. Esta metodologia puede ser usada en la
seleccién de materiales promisorios para los programas de fitomejoramiento en el sector

citricola.

Fueron identificados seis compuestos en frutos de lima Tahiti, de los cuales (Il) y (IV)
mostraron actividad antifingica; contribuyendo asi, con estructuras para el desarrollo de
nuevos agentes antifingicos. Se encontraron por primera vez, efectos aditivos o sinérgicos

entre los metabolitos aislados contra el hongo Colletotrichum spp.

Nuestros hallazgos, permitian disefiar nuevas estrategias para el control de enfermedades

en citricos.
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5.2 Recomendaciones

Realizar el aislamiento e identificacion de los compuestos presentes en la corteza de frutos
de lima Tahiti que no se lograron reconocer en el presente estudio y evaluar su actividad
antifangica contra el hongo Colletotrichum spp.

Realizar un estudio mas detallado, que permita establecer claramente el papel
(fitoanticipinas o fitoalexinas) de los compuestos aislados en lima Tabhiti. Para lo cual se
tenga en cuenta el empleo de otro tipo de elicitores como los relacionados con la pared
celular de hongos. También evaluar diferentes concentraciones, tiempos de induccion e

incubacion.
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Espectro de RMN (DEPT 135) en CDCI; de 5,7-dimetoxicumarina

J UL

J

H-4

T
N

 S—
-
—

]
w

Espectro de RMN COSY en CDClI; de 5,7-dimetoxicumarina

P mmmmmmmmmmmm e mmmm e mmm——— = T

B g e e e e e

*:

T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3

T T T
.5 3.0 2.5 ppm



72 Fitoalexinas en lima Tabhiti (Citrus latifolia): evaluacion de la composicion,
actividad antifangica e induccion mediante elicitores

H-10 H-9
1H/13¢

H

u ppm
T

1

1

a1 00 s

C-10

Cc8_____ - --=.=
c6 T 77

F100

c3 Fom o= e - F110

F120

F130

Clf g - = = -

140

F150

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.3 1.0 3.3 ppm
Espectro de RMN HSQC en CDCl; de 5,7-dimetoxicumarina
H-10  H-9

H-4 H-8H-6 H-3

ppm

gi=

i
i
i -
1"
i E 70
i

i
g
n 100
i
- i 110
i
i
i
i
i 140
i
0 150

. * ________________________ < - 160

=170

=120

—-130

=180

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

Espectro de RMN HMBC en CDClI; de 5,7-dimetoxicumarina



73

750 600

900

3600 3450 3300 3150 3000 2850 2700 2550 2400 2250 2100 1950 1800 1650 1500 1350 1200 1050

Anexo A. Espectros de RMN, IR, UV
Espectro de IR de la 5,7-dimetoxicumarina

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
: : : : : : : : : : :
: : : : : : : : : : :
: : : : : : : : : : :
: : : : : : : : : : :
1 : ! 1 , ! 1 , ! 1 ,
I ey Il me E i By M il iy Hl R | M
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
S L [ | N Y [ e i T L--.
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 T 1 1 1
: : : : : : : 1 : : :

: : : : : : 1 : : : :
I R P U T S N Lo
At L :

: : : : : : : ! : : :

: : : : : : : : : :

: : : : : : : ) : : :

: : : : : : : 1 ! : :

1 : 1 1 : 1 1 : 1 1
B o A i R
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 T 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
il Bl bl e B e ae i b hl r=-=
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
: : : : : : : : : :

: : : : : : : : : :
R D [ P T O b L=FA IR, [ A
i : i i 1 i i 1 | 1 i
1 1 1 1 1 1 1 1 o 1 1
: : : : : : : : \ : :

: : : : : : : : : : :

: : : : : : : : 1 : :

: : : : : : : : . : :
T T I I T [Pl N A
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 T 1 1 1 1
1 1 1 L - d 1 1 1 1 1 1
1 T 1 1 1 1 1 1 1 1 1
M mﬂ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
o DALAAAS RAASI LSS LA RAASA ARSI s M Ay aay

7R 5§ FAEREEESR S

Espectro UV de la 5,7-dimetoxicumarina



74

Fitoalexinas en lima Tabhiti (Citrus latifolia): evaluacion de la composicion,
actividad antifangica e induccion mediante elicitores

Compuesto(lll): 5,8-dimetoxipsoraleno
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Compuesto (IV): 5-metoxipsoraleno
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Espectro IR del 5-geranoxipsoraleno
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Compuesto (VI): 5-(2,3-dihidroxi-3-metilbutoxi) psoraleno
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Espectro de *H RMN en CDCls de la 5-(2,3-dihidroxi-3-metilbutoxi) psoraleno
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Compuesto (VII): 6,7-dimetoxicumarina
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Compuesto (X): Xantiletina.
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Cuantificacion y analisis de varianza de los compuestos.

Compuesto (1)

Dias
Tratamiento 0 2 4 6 8 10 13 16
C1 0,392 | 0,711 | 0,749 | 0,895 | 0,885 | 0,795 | 0,541 | 0,655
T1 0,392 | 0,649 | 0,552 | 0,430 | 0,502 | 0,678 | 0,694 | 0,669
T2 0,392 | 0,862 | 0,883 | 0,660 | 0,770 | 0,787 | 1,146 | 0,646
T3 0,392 | 0,717 | 0,590 | 0,699 | 0,732 | 0,863 | 0,795 | 0,938
T4 0,392 | 0,805 | 0,451 | 0,799 | 0,986 | 0,697 | 1,106 | 0,829
T5 0,392 | 0,702 | 0,480 | 0,489 | 0,660 | 0,686 | 1,089 | 0,914
T6 0,392 | 0,700 | 0,705 | 0,881 | 0,677 | 0,746 | 0,820 | 0,874

Cuantificacion del compuesto (I): Media de cuatro réplicas de la concentracion mg/g material
vegetal.

Resumen Cuenta Suma Promedio Varianza
C1l 8 5,624 0,703 0,029
T1 8 4,565 0,571 0,014
T2 8 6,147 0,768 0,048
T3 8 5,726 0,716 0,028
T4 8 6,065 0,758 0,059
T5 8 5,412 0,676 0,055
T6 8 5,795 0,724 0,024

Dia 0 7 2,744 0,392 0,000
Dia 2 7 5,146 0,735 0,005
Dia 4 7 4,411 0,630 0,024
Dia 6 7 4,853 0,693 0,033
Dia 8 7 5,211 0,744 0,025
Dia 10 7 5,252 0,750 0,005
Dia 13 7 6,190 0,884 0,054
Dia 16 7 5,526 0,789 0,017
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Analisis de varianza: cuantificacién del compuesto (1)

Origen de las Sumade Grados de | Promedio de los V. critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F para F
Tratamiento 0,209 6 0,035 1,901 2,324

Dias 1,032 7 0,147 8,036 2,237

Error 0,771 42 0,018

Total 2,013 55

Compuesto (I1)
Dias

Tratamiento 1 2 4 6 8 10 13 16
C1 0,183 | 0,330 | 0,348 | 0,358 | 0,416 | 0,342 | 0,221 | 0,290
T1 0,183 | 0,308 | 0,248 | 0,199 | 0,216 | 0,307 | 0,277 | 0,304
T2 0,183 | 0,345 | 0,421 | 0,263 | 0,317 | 0,354 | 0,528 | 0,275
T3 0,183 | 0,368 | 0,305 | 0,344 | 0,316 | 0,417 | 0,398 | 0,458
T4 0,183 | 0,417 | 0,220 | 0,366 | 0,442 | 0,296 | 0,445 | 0,407
T5 0,183 | 0,302 | 0,224 | 0,265 | 0,312 | 0,361 | 0,411 | 0,428
T6 0,183 | 0,361 | 0,327 | 0,394 | 0,326 | 0,337 | 0,352 | 0,370

Cuantificacion del compuesto (I): Media de cuatro réplicas de la concentracion mg/g material
vegetal.

Resumen Cuenta Suma Promedio Varianza
C1l 8 2,487 0,311 0,006
T1 8 2,042 0,255 0,003
T2 8 2,687 0,336 0,011
T3 8 2,791 0,349 0,007
T4 8 2,777 0,347 0,010
T5 8 2,487 0,311 0,007
T6 8 2,651 0,331 0,004

Dia 0 7 1,283 0,183 0,000
Dia 2 7 2,431 0,347 0,002
Dia 4 7 2,094 0,299 0,005
Dia 6 7 2,191 0,313 0,005
Dia 8 7 2,344 0,335 0,006
Dia 10 7 2,415 0,345 0,002
Dia 13 7 2,632 0,376 0,011
Dia 16 7 2,531 0,362 0,005
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Analisis de varianza: cuantificacién del compuesto (I1)

Origen de las Sumade Grados de Promedio de = V. critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Tratamiento 0,050 6 0,008 2,202 2,324

Dias 0,179 7 0,026 6,717 2,237
Error 0,160 42 0,004
Total 0,390 55

Compuesto (V)

Dias
Tratamiento 1 2 4 6 8 10 13 16
C1 0,349 | 0,699 | 0,648 | 0,815 | 0,785 | 0,750 | 0,491 | 0,593
T1 0,349 | 0,770 | 0,605 | 0,442 | 0,567 | 0,710 | 0,732 | 0,740
T2 0,349 | 0,716 | 0,734 | 0,498 | 0,649 | 0,723 | 0,998 | 0,743
T3 0,349 | 0,856 | 0,660 | 0,720 | 0,887 | 0,816 | 0,899 | 0,973
T4 0,349 | 0,718 | 0,503 | 0,818 | 0,797 | 0,623 | 1,011 | 0,710
T5 0,349 | 0,688 | 0,590 | 0,639 | 0,792 | 0,813 | 1,003 | 0,918
T6 0,349 | 0,757 | 0,796 | 0,924 | 0,787 | 0,788 | 0,913 | 0,870

Cuantificacion del compuesto (V): Media de cuatro réplicas de la concentracién mg/g material
vegetal.

Resumen Cuenta Suma Promedio Varianza
C1 8 5,130 0,641 0,025
T1 8 4,915 0,614 0,024
T2 8 5,411 0,676 0,036
T3 8 6,160 0,770 0,039
T4 8 5,530 0,691 0,041
T5 8 5,792 0,724 0,042
T6 8 6,183 0,773 0,033

Dia 0 7 2,444 0,349 0,000
Dia2 7 5,204 0,743 0,003
Dia 4 7 4,536 0,648 0,009
Dia 6 7 4,856 0,694 0,031
Dia 8 7 5,264 0,752 0,011
Dia 10 7 5,223 0,746 0,005
Dia 13 7 6,047 0,864 0,037
Dia 16 7 5,548 0,793 0,018
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Analisis de varianza: cuantificacién del compuesto (V)

Origen de las Sumade Grados de Promedio de V. critico
. . F
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Tratamiento 0,177 6 0,030 2,439 2,324
Compuesto 1,176 7 0,168 13,849 2,237
Error 0,509 42 0,012
Total 1,863 55

Como hay diferencias entre tratamientos se realiza la comparacién de medias.

Diferencia minima significativa (LSD).

Diferencia de medias

LSD Calculado

Valor critico LSD

Cl1-T3

0.129

0.119

Cl-T6

0.132

0.119

El valor LSD fue determinado con un a= 0.05
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Compuesto (lll y V)

Dias
Tratamiento 1 2 4 6 8 10 13 16
C1 0,117 | 0,198 | 0,196 | 0,224 | 0,242 | 0,236 | 0,167 | 0,187
T1 0,117 | 0,247 | 0,181 | 0,146 | 0,188 | 0,219 | 0,225 | 0,243
T2 0,117 | 0,231 | 0,227 | 0,170 | 0,203 | 0,239 | 0,333 | 0,224
T3 0,117 | 0,281 | 0,232 | 0,221 | 0,240 | 0,250 | 0,300 | 0,303
T4 0,117 | 0,261 | 0,189 | 0,226 | 0,249 | 0,207 | 0,276 | 0,237
T5 0,117 | 0,205 | 0,190 | 0,220 | 0,261 | 0,290 | 0,273 | 0,295
T6 0,117 | 0,244 | 0,244 | 0,274 | 0,234 | 0,249 | 0,266 | 0,261

Cuantificacion del compuesto (Il y IV): Media de cuatro réplicas de la concentracién mg/g material

vegetal.
Resumen Cuenta Suma Promedio Varianza
C1 8 1,565 0,196 0,002
T1 8 1,566 0,196 0,002
T2 8 1,745 0,218 0,004
T3 8 1,943 0,243 0,004
T4 8 1,763 0,220 0,003
T5 8 1,850 0,231 0,004
T6 8 1,889 0,236 0,003
Dia 1 7 0,817 0,117 0,000
Dia2 7 1,668 0,238 0,001
Dia4 7 1,459 0,208 0,001
Dia 6 7 1,482 0,212 0,002
Dia 8 7 1,617 0,231 0,001
Dia 10 7 1,689 0,241 0,001
Dia 13 7 1,840 0,263 0,003
Dia 16 7 1,749 0,250 0,002
Andlisis de varianza: cuantificacién del compuesto (Il y IV)
Origen de las Sumade Grados de Promedio de V. critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Filas 0,017 6 0,003 3,074 2,324
Columnas 0,102 7 0,015 15,993 2,237
Error 0,038 42 0,001
Total 0,157 55

Como hay diferencias entre tratamientos se realiza la comparacion de medias.
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Diferencia minima significativa (LSD).

Diferencia de medias | LSD Calculado | Valor critico LSD
Cl1-T3 0.047 0.032
C1-T5 0.035 0.032
Cl1-T6 0.040 0.032

El valor LSD fue determinado con un a= 0.05
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Resultados de actividad antifungica de los diferentes compuestos a diferentes
concentraciones.

Delta del Crecimiento Radial acumulado

Compuesto Crecimiento (mm)
fempo (Horas) 24 48 72 96 120 144
BK 8,0 19,7 | 32,3 | 45,3 | 59,0 | 75,7
BK-DMSO 8,3 18,3 | 31,3 | 42,7 | 57,7 | 72,7
1 (0,25) 6,7 | 16,3 | 27,3 | 38,7 | 51,0 | 64,7
1 (0,50) 7,7 | 17,3 | 29,3 | 40,3 | 52,0 | 66,3
I (1,0) 7,7 18,3 | 29,3 | 39,3 | 52,7 | 68,7
V (0,25) 7,7 | 17,3 | 28,7 | 41,3 | 54,3 | 68,7
V (0,50) 6,7 | 18,3 | 29,7 | 41,0 | 54,3 | 69,3
V (1,0) 6,7 18,3 | 28,0 | 42,7 | 54,3 | 72,3
11 (0,25) 6,3 | 13,3 | 24,3 | 35,7 | 46,0 | 56,7
11 (0,50) 73 | 143 | 26,3 | 38,0 | 48,7 | 62,3
I1(1,0) 7,0 | 18,0 | 28,7 | 42,0 | 54,0 | 70,3
11 (0,25) 6,7 | 153 | 26,7 | 37,3 | 49,3 | 60,7
111 (0,50) 73 | 153 | 28,7 | 39,3 | 51,0 | 65,3
111 (1,0) 8,0 17,7 | 29,7 | 41,7 | 52,7 | 69,0
IV (0,25) 6,3 | 14,7 | 25,7 | 36,7 | 48,0 | 58,3
IV (0,50) 7,0 | 16,0 | 27,7 | 38,3 | 49,7 | 63,3
IV (1,0) 7,0 | 16,7 | 28,0 | 40,3 | 52,0 | 69,7
VI (1,0) 7,7 13,0 | 29,7 | 43,3 | 55,0 | 66,7
X1 (1,0) 0,7 8,3 16,3 | 26,7 | 36,7 | 45,0
VIl (1,0) 7,7 | 16,7 | 27,3 | 39,3 | 50,7 | 62,3
Xl (1,0) 0,3 6,3 13,7 | 24,3 | 34,7 | 44,0
X (1,0) 2,0 11,0 | 20,3 | 30,3 | 43,0 | 53,7
VIII (1,0) 2,7 10,7 | 19,7 | 29,7 | 42,7 | 53,3
IX (1,0) 4,3 11,7 | 21,0 | 31,7 | 44,3 | 55,3
T1 (0,05) 1,0 3,7 3,7 2,0 2,7 3,7

Evaluacion de la actividad antifingica: Media de tres réplicas del diametro de la colonia mm.
Entre paréntesis, las diferentes concentraciones (mM).
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Andlisis de varianza de la actividad antifungica

RESUMEN Cuenta Suma Promedio Varianza
BK 6 240,0 40,0 631,6
Slv 6 231,0 38,5 584,0
1 (0,25) 6 204,7 34,1 471,0
1 (0,50) 6 213,0 35,5 477,8
1(1,0) 6 216,0 36,0 503,1
V (0,25) 6 218,0 36,3 527,2
V (0,50) 6 219,3 36,6 536,6
V (1,0) 6 222,3 37,1 586,1
1 (0,25) 6 182,3 30,4 373,7
Il (0,50) 6 197,0 32,8 436,5
I1(1,0) 6 220,0 36,7 551,0
11 (0,25) 6 196,0 32,7 419,2
111 (0,50) 6 207,0 34,5 477,1
11 (1,0) 6 218,7 36,4 511,6
IV (0,25) 6 189,7 31,6 393,9
IV (0,50) 6 202,0 33,7 4434
IV (1,0) 6 213,7 35,6 537,2
VI (1,0) 6 215,3 35,9 545,4
X1 (1,0) 6 133,7 22,3 287,9
VII (1,0) 6 204,0 34,0 429,5
X1 (1,0) 6 123,3 20,6 284,3
X (1,0) 6 160,3 26,7 380,6
VI (1,0) 6 158,7 26,4 3714
IX (1,0) 6 168,3 28,1 380,6
24 horas 24 147,7 6,2 5,5
48 horas 24 363,0 15,1 11,9
72 horas 24 629,7 26,2 22,2
96 horas 24 906,0 37,8 29,6
120 horas 24 1193,7 49,7 36,1
144 horas 24 1514,3 63,1 69,8
Caaciones | cuadrados | liberd. | loscusdrados | F | V-criticoparaF
Compuestos 3393,87 23,00 147,56 26,74 1,62
Horas 55068,97 5,00 11013,79 1995,97 2,29
Error 634,57 115,00 5,52
Total 59097,41 143,00

Para determinar cuales medias son significativamente diferentes de otras, se realizaron
comparaciones de multiples rangos por el método de Diferencia Minima Significativa (LSD).
El valor LSD, con un a= 0.05, fue de 2.94.
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Curvas de Calibrado de los diferentes compuestos cuantificados.

Curva de Calibrado 5-Geranyloxy-7-methoxycoumarin

Concentracion (ppm) Area
0,4 36699
1,1 86543
3,2 302537
4,6 427076
9,3 812002

Coeficiente de determinacién

0.997

Parametro

Estimacion

Erro estandar

Estadistico

V. critico parat

Pendiente

87889,0

2335,7

37,62

3,18

El area de los estandares se muestra como la media de tres réplicas.

Curva de Calibrado 5-Geranoxypsoralen

Concentracion (ppm) Area
1,6 307066
2,4 449154
4 792108
7,0 1460492
10,2 2080395

Coeficiente de determinacién

0.999

Parametro

Estimacion

Erro estandar

Estadistico

V. critico parat

Pendiente

207993

3145,6

66,12

3,18

El &rea de los estandares se muestra como la media de tres réplicas.
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Curva de Calibrado 5,7-Dimethoxycoumarin

Concentracién (ppm) Area
1,0 168988,3
2,1 307741,7
3,1 439285,3
51 735424,3
10,2 1520417,7
Coeficiente de determinacion 0.998
Pardmetro Estimacién Erro estdndar Estadistico V. critico parat
Pendiente 148321,6 2956,61 50,16 3,18

El &rea de los estandares se muestra como la media de tres réplicas.

Curva de Calibrado 5, 8-dimethoxypsoralen + 5-Methoxypsoralen

Concentracion (ppm) Area
0,5 176007,7
1,0 352716,0
1,4 530498,7
2,8 1039648,7
5,9 2403369,3
Coeficiente de determinacion 0.997
Parametro Estimacién Erro estandar Estadistico V. critico parat
Pendiente 4148268 129144 32,12 3,18

El &rea de los estdndares se muestra como la media de tres réplicas.
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