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RESUMEN

Trece compuestos tipo perinaftenona (1-13) fueron evaluados para determinar
su actividad in vitro contra Mycosphaerella fijiensis bajo condiciones luminicas
controladas y su concentracion inhibitoria al 50% (ICso) fué calculada para
establecer relaciones estructura-actividad (SAR). Una tendencia en la relacion
estructura-actividad (SAR) fue postulada, la cual permitio el disefio del
compuesto (14). El compuesto disefiado exhibié una mejor actividad contra M.
fijiensis en comparacion con los demas compuestos evaluados en este estudio
y la actividad fue comparable con la observada para algunos fungicidas

comerciales.

16



ABSTRACT

Thirteen perinaphthenone-type compounds (1-13) were evaluated for their
activity against Mycosphaerella fijiensis under light controlled conditions and
their half-maximal inhibitory concentration (ICsp) were calculated in order to
establish structure-activity relationships (SAR). A SAR trend was hypothesized
which allowed the design of compound (14). The designed compound
displayed significantly enhanced in vitro activity against Mycosphaerella fijiensis
in comparison with other perinaphthenone-type compounds and the activity was

comparable with some commercial fungicides.
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INTRODUCCION

El cultivo de banano en Colombia representa el 3% de las exportaciones totales
de frutas y el 0.4% del producto interno bruto, ademas, Colombia esta ubicado
en el tercer lugar en exportacion de banano en el mundo con cerca de 80

millones de cajas que representan 400 millones de délares al afio [1, 2].

Dicho cultivo se ve atacado por multiples enfermedades entre ellas la Sigatoka
Negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, la cual ha sido
considerada la enfermedad mas devastadora que ataca al banano en todo el
mundo. En Colombia, el manejo de dicha enfermedad cuesta alrededor de 30
millones de ddlares al afio (800 dolares por hectarea al afio) y su control se
basa en el empleo de fungicidas sintéticos [3]. El empleo de dichas sustancias
en la produccion agricola ha sido objeto de fuertes cuestionamientos en las dos
ultimas décadas en el mundo, tanto por la resistencia concomitante que se
genera debido a la aparicion de cepas resistentes del hongo, lo que resulta en
un aumento de ciclos de aspersién, como también por los efectos nocivos que
ocasionan en el hombre y en el medio ambiente debido a su creciente

acumulacion [4, 5].

Sin embargo, el tratamiento quimioterapéutico continta siendo el modo mas
efectivo y rapido de controlar esta enfermedad, lo cual pone de manifiesto la
necesidad de buscar nuevos motivos estructurales para el desarrollo de
fungicidas ambientalmente amigables y con modos de accién novedosos [6].
Otra opcion podria fundamentarse en el desarrollo de variedades resistentes a
esta enfermedad, de las cuales ya existen reportes (Calcutta 4, Yangambi Km5
entre otra), pero debido a sus pobres caracteristicas agronémicas no son
adecuadas para el cultivo [7, 8]. Por tanto, algunas de estas variedades
resistentes se han utilizado como base genética para desarrollar hibridos

tetraploides resistentes en trabajos de mejoramiento convencional realizados
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por varias entidades internacionales como [ITA (Africa), CIRAD (Francia) y
algunos investigadores importantes como Phillip Rowe y sus colegas en FHIA
(Honduras) [9, 10]. A pesar de producir variedades resistentes de banano y
platano, la calidad de la fruta aun no es lo suficientemente buena como para
satisfacer las necesidades de los mercados de exportaciéon [11]. La variedad de
banano Cavendish Valery, continla dominando el mercado de exportacion,

siendo aun altamente susceptible a la enfermedad de la Sigatoka Negra [9].

Por otra parte, existen evidencias que sugieren gque en algunas variedades de
Musa, la resistencia podria ser debida al efecto de un grupo de compuestos
microbicidas llamados fitoalexinas las cuales son sustancias de bajo peso
molecular que se acumulan en las plantas cuando se activan las vias
enzimaticas del metabolismo secundario [12]. Hasta el momento no se conocen
los genes implicados en la sintesis de estos metabolitos secundarios y en
general no se conocen los genes involucrados en las respuestas de defensa en
Musa. Sin embargo, la investigacion fitoquimica de este tipo de metabolitos
ofrece una oportunidad invaluable para el descubrimiento de nuevos nucleos,
los cuales, por ser productos naturales, se podrian presumir como

ambientalmente amigables.

Una clase importante de metabolitos secundarios son los compuestos fendlicos
[13]; jugando un papel primordial en la interaccion de plantas con su ambiente
[14]. Ellos pueden actuar como atrayentes de insectos y animales frugivoros,
como sefales alelopaticas entre plantas y como mediadores en la interaccion
de plantas con organismos simbioticos o patdgenos. Bajo este contexto, los
compuestos fendlicos también tienen potencial para proteger las plantas contra
estrés de tipo bidtico (bacteria, hongos, herbivoros) y abiotico (contaminacion

aérea, metales pesados, radiacion UV) [15, 16].

En las ultimas décadas se ha prestado gran atencion a la investigacién de
metabolitos fendlicos tales como flavonoides, taninos, o lignina; metabolitos

que se encuentran distribuidos casi que de manera ubicua en el reino vegetal.
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Las fenilfenalenonas son compuestos fendlicos a los cuales se les atribuye una
funcién defensiva contra patégenos (fitoalexinas) en banano, tales como
Colletotrichum musae y Mycosphaerella fijiensis. La distribucion de estos
compuestos se limita a las familias Haemodoraceae [17], Musaceae [18],

Pontederiaceae [19, 20] y Strelitziaceae [21].

Recientemente se ha reportado una uUnica clase de fitoalexinas aisladas de la
variedad resistente Musa acuminata var. “Yangambi km 5”. Dichas estructuras
guimicas reciben el nombre de perinaftenonas y su importancia recae sobre su
actividad antifungica, puesto que este nulcleo inhibe eficientemente tanto la
germinacion como el crecimiento micelar del hongo Mycosphaerella. fijiensis.
Esto ha permitido correlacionar la resistencia de ésta variedad de Musa con la

produccion de este tipo de compuestos [6].

Por tal razon, el presente trabajo explora la relacion estructura-actividad de
compuestos tipo perinaftenona en la interaccibn con Mycosphaerella fijiensis,
compuestos con potencial para el desarrollo de nuevos fungicidas que sean

ambientalmente amigables.
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1. REVISION DE LITERATURA

1.1 ASPECTOS SOCIOECONOMICOS DEL CULTIVO DE BANANO

Colombia tiene una larga trayectoria en la produccion de banano. Se producen
en el pais tres tipos diferentes de bananos: banano tipo exportacién, banano
para consumo interno y banano bocadillo. ElI banano tipo exportacion solo se
produce en dos regiones del pais: en el norte del departamento de Magdalena
y en el Uraba Antioquefio, siendo este ultimo el de mayor participacion en el
mercado de exportacion, llegando al 72% en el 2007 [2, 22].

Las exportaciones colombianas de banano son el tercer producto agricola en
importancia, después del café y las flores. El tipo de banano que Colombia
exporta es el Cavendish Valery, en donde la agroindustria bananera sobresale
como un modelo econdmico y social exitoso que se ha sobrepuesto a las
condiciones de violencia en la zona, desarrollando una industria de produccion
y comercializacion de banano competitiva en los mercados internacionales,
posicionandose como rubro importante en la economia Colombiana, generador
de divisas, junto con café y flores (con valores de exportacion que han oscilado
entre 400 y 444 millones de ddlares desde 1995) [1, 2].

En el aino 2007, las exportaciones colombianas de banano ascendieron a 85.5
millones de cajas de 18.14 Kg por valor de US$509.6 millones. Se presentaron
crecimientos de 2.04% en volumen y de 10.09% en valor, respecto al afio 2006.
Las hectareas sembradas de banano de exportaciéon en éste afio fueron de
42,287 en las dos zonas productoras del pais; 827 hectareas menos que las
reportadas para el afio 2006. Pese a la reduccion de siembra, la productividad
promedio fue levemente superior a la observada en el afio 2006 debido a la

mejora en productividad de la region de Uraba [1, 23].
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Los paises hacia los cuales se exporta la fruta colombiana son, en su orden,
Bélgica (y a otros paises de Union Europea), Alemania, Estados Unidos y el
Mediterraneo. En la figura 1, se observa la participacion de estos paises en el

mercado de exportacion [23].

Figura 1. Exportacion de banano en Colombia. Fuente Augura.

Exportaciones Colombianas de Banano
por Mercado - 2007

Yugoslavia
1,79%
LSA 23,29%
Fusia 2 60%—
LE B1,25%
Mediterraneo
11,07%

En el mercado internacional, las principales frutas que conforman el
movimiento diario son las bananas. En términos de volumen, representan las
primeras frutas de exportacion, y ocupan el segundo lugar, después de las
citricas en términos de valor; y corresponde al 12% del volumen total de frutas

producidas en el mundo [1, 24, 25].

Los mayores productores de banano en el mundo son India y Brasil, quienes
concentran el 33,6% de la produccion mundial. Por su parte, Ecuador, China,
Filipinas, Indonesia y Costa Rica concentran otro 33,3%. Colombia se ubica en
el puesto once, con una participacion del 2,2% de la produccion mundial. En
general, los paises de América Latina y el Caribe constituye la zona de mayor
exportacion de banano del mundo, concentrando el 81% del total [24].
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Ecuador es el primer exportador mundial de banano, con una participacion del
20%, seguido de Costa Rica 12%, Colombia 10%, y Filipinas 6% (Figura 2),
siendo abastecido los mercados consumidores en mas del 60% por los cuatro

paises, que sumado Guatemala alcanzan el 70% de la oferta mundial [1, 24].

Figura 2 . Estadisticas de paises exportadores de banano. Fuente: FAO

Principales Paises exportadores de
Banano - 2005

Resto del
mundo 39%

Costa de Marfil
2%

Honduras 3%

Guatemala 4%

Panama 3
Filipinas 7%

Ecuador 20%

Colambia 10%  costa Rica 12%

En el comercio internacional del banano, los mercados mas grandes son

Estados Unidos, la Union Europea, Canada y Japon.

1.2 ASPECTOS TAXONOMICOS DE LA FAMILIA Musaceae

La familia Musaceae pertenece al orden Scitamineae el cual también incluye
las familias Cannaceae, Lowiaceae, Marantaceae, Strelitziaceae, Yy
Zingiberaceae. La familia Musaceae posee dos géneros (Musa y Ensete). El
género Musa se divide en cuatro grandes grupos, de los cuales el grupo
Eumusa contiene la gran mayoria de bananos comestibles, que a su vez
derivan principalmente de dos variedades silvestres: Musa acuminata y Musa

balbisiana. De acuerdo a la multiplicidad genética y al grado en que cada una
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de las variedades silvestres Musa acuminata y Musa balbisiana haya
contribuido en la diversidad genética de la planta en cuestion [26, 27], se
establece la subdivision de cada grupo en “collas” (figura 3): Musa acuminata
Colla (genoma A) y M. balbisiana Colla (genoma B), siendo éstos los ancestros

comunes de todos los cultivares triploides y tetraploides conocidos [28].

Dichas “collas” se subdividen en subgrupos, cada subgrupo con un buen
namero de entradas. Por ejemplo, el grupo diploide AA (colla AA) de los
cultivos acuminata posee mas de 24 subgrupos, uno de los cuales, el subgrupo

“Dorado” posee mas de 6 variedades [26].

Figura 3. Clasificacion taxonomica de los bananos comestibles.

| Cannaceae | | Marantaceae | Musaceae | | Zingiberaceae | | Strelitziaceae | | Lowiaceae |

!—k—\

Ensete | | Musa |
|

# cromosérlnico # cromolsc')mico
11
| Australimusa| | Callimusa | | Eumusa | | Rhodochlamys |
|
M. Balbisiana

|
AA AA |AAAA|| a8 || AsB | | aBe | | aBBB |

Las variedades comerciales de banano mas comunes corresponden a los
clones: “Cavendish”, “Gros Michel”, “Lacatan”, “Gran Cavendish”, “Dwarf
Cavendish”, “Robusta” y “Mysore”; y en general son susceptibles a alguna de

las enfermedades como Sigatoka Negra, Mal de Panama y/o Antracnosis. De
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otro lado, la serie hibrida entre Musa acuminata y balbisiana genera bananos y
platanos (estos Ultimos siendo no comestibles) cuya susceptibilidad a la
Sigatoka Negra es muy diferente. De los otros tres grandes grupos restantes se
destaca la produccion de una fibra importante (Abaca, procesada de M. textiles,
Australimusa), un grupo pequeio de cultivos comestibles, alguna que otra fibra
y plantas ornamentales [27].

Los bananos son principalmente hierbas terrestres las cuales poseen un
sistema adventicio de raices. Los tallos aéreos son altos y estan soportados
por una capa de hojas finamente empaquetadas las cuales forman los

seudotallos.

Comunmente se asume que los bananos de Africa y América son originarios de
Asia o el Pacifico; esto implica que la propagacion de estas plantas en América
ha sido exclusivamente clonal y que la principal fuente de variabilidad genética

ha sido la mutacion somatica [29].

1.3 ENFERMEDADES DEL BANANO

Entre las enfermedades mas devastadoras en la produccion de banano y
platano se encuentran la Sigatoka Negra y Amarilla causadas por los hongos
Mycosphaerella fijiensis Morelet y M. musicola respectivamente, y el Mal de
Panama causada por Fusarium oxysporum sp. cubense respectivamente,
siendo los principales patdgenos que afectan enormemente la produccion y
utilizacién de las Muséaceas [30, 31]. El uso de fungicidas quimicos ha sido la
forma mas comun de controlar estas enfermedades, lo cual significa entre un
30-40 % de los costos de produccién, ademas de producir trastornos a los
ecosistemas, a la salud humana y traer como consecuencia la aparicion de
fungorresistencia que demanda cambios constantes del fungicida que se esta
aplicando [11, 32].
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Por esta razén, una de las principales preocupaciones del Ministerio de
Agricultura, es la proteccion permanente en las plantaciones bananeras contra
plagas y enfermedades, por medio de camparias fitosanitarias realizadas bajo
la direccion y supervision de los técnicos de campo, disminuyendo el riesgo de
pérdidas causadas por este tipo de patdgenos. A continuacién se describe en
mas detalle la enfermedad “Sigatoka Negra”, la cual es objeto de estudio en

esta investigacion.

1.3.1 SIGATOKA NEGRA: Mycosphaerella fijiensis Morelet

La Sigatoka Negra es la forma mas severa del complejo Sigatoka el cual
involucra dos patégenos estrechamente relacionados: Mycosphaerella
musicola, causante de la Sigatoka amarilla, identificado por primera vez en la
Isla de Java en 1902 y, Mycosphaerella fijiensis [anamorfo Paracercospora
fijiensis (Morelet) Deighton] agente causante de la Sigatoka Negra, descubierto
en las islas Fiji en 1963 y en Honduras en 1972 [33, 34, 35]. Estos dos ultimos
patdgenos son apenas discernibles pues los sintomas ocasionados por ellos
son idénticos [30, 36].

En Colombia, la Sigatoka Negra se detecto por primera vez en octubre de 1981,
en la zona bananera de Uraba y desde entonces se ha difundido por las
regiones Atlantica, Pacifica y hacia el centro del pais alcanzando los
departamentos de Caldas, Cundinamarca y Tolima [37]. En las zonas
bananeras y plataneras del pais, el control de esta enfermedad representa un
costo que oscila entre US$700-800 ha/afio, representando cerca del 13,8% de
los costos totales de produccion del cultivo y el 46% de los costos en

agroquimicos [38].

Mycosphaerella fijiensis es particularmente un patégeno mucho mas agresivo y
destructor que M. musicola, causando dafios a bananos de genoma AAA asi
como también cultivares correspondientes a otros grupos genomicos (AA, AAB,

ABB). Su mayor impacto ha sido en las areas de América Central,
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Latinoamérica y Africa las cuales cuentan con banano y platano (genoma AAB)
como el principal alimento mas no con la financiacién ni las fuentes técnicas

suficientes para el uso de fungicidas [11, 30].

Las pérdidas en la produccion son principalmente debidas a los dafios sobre la
superficie funcional de la hoja, que a su vez ocasiona la produccién de fruta

pequefia y de baja calidad [11, 39].

La severidad de este patdgeno se magnifica en un sistema agricola como el de
las Musaceas, en el cual la propagacion vegetativa (reproduccion asexual) y el
cultivo en grandes extensiones de tierra de un clon genéticamente uniforme, lo

hace altamente vulnerable a ataques epidémicos de la enfermedad [40].

1.3.1.1 Agente causal.

Mycosphaerella fijiensis, el agente causal de la Sigatoka Negra de bananos y
platanos (Musa spp), presenta en su ciclo de vida un estado sexual perfecto o

teleomorfo (ascosporas) y un estado asexual, imperfecto o anamorfo (conidias).

La dispersion por salpicadura y el lavado por lluvia son los principales medios
de diseminacion de la enfermedad causada por conidias y/o ascosporas [35, 41,
42]. Las conidias se asocian principalmente con la diseminacion local de la
enfermedad y son importantes durante periodos de humedad alta. Las
ascosporas en cambio, son la principal fuente de in6culo de la enfermedad [35],
puesto que son diseminadas por el viento a distancias mas largas entre las
plantaciones y éstas son depositadas principalmente en la hoja “Candela” y en
las cuatro hojas mas jovenes [30, 43, 44, 45]. Ademas, debido a que M. fijiensis
produce relativamente pocos conidios, las ascosporas son consideradas mas

importantes en la dispersion de la enfermedad [46].

27



No obstante, las conidias pueden ser importantes en la prevalencia de la
enfermedad durante periodos de baja precipitacién, en los que se forma
abundante rocio en las horas de la madrugada y las primeras horas de la
mafiana. Hasta el momento, no ha sido posible determinar diferencias entre los

sintomas de las infecciones causadas por conidias o ascosporas [47].

1.3.1.2 Infeccién y sintomas de la enfermedad.

El ciclo de infeccidn se inicia con la deposicion de las ascosporas o conidios del
hongo que han sido liberados por el viento sobre las hojas libres de la
enfermedad. Bajo condiciones favorables de humedad, temperatura y agua
libre en la superficie de la hoja, el proceso de germinacion ocurre en alrededor
de una hora [5, 48], seguido por un crecimiento epifitico de los tubos
germinativos, los cuales entran a la hoja a través del estoma, para luego

proliferar en tejido intercelular de la hoja [42].

Se ha demostrado que justo después de que el hongo penetra por el estoma de
la hoja, se producen reacciones quimicas de hipersensibilidad que evitan la
expansion del patdgeno por el tejido vegetal. Sin embargo, en la mayoria de los
casos, el patdgeno supera rapidamente esta resistencia quimica y por

consiguiente no es duradera [49].

Bajo condiciones 6ptimas, el patégeno establece una relacion biotrofica durante
3 a 4 semanas después de la penetracion por el estoma antes de la aparicion
de sintomas necroticos [50]. Cabe anotar que, el desarrollo de la enfermedad
es favorecido cuando existe alta humedad y altas precipitaciones, mientras que
las temperaturas menores de 20°C y periodos secos inhiben el crecimiento del
hongo [51]. La culminacion del ciclo de infeccion ocurre con la liberacion de las
primeras ascosporas, lo cual se puede presentar aproximadamente a las seis

semanas después de la infeccién [52].
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Los sintomas de la Sigatoka Negra varian en funcién del estado de desarrollo
de la planta, variedad del hospedero y severidad del ataque [52].

De acuerdo a Meredith y Lawrence [42] y Fouré [36], se han identificado seis
estados de la evolucion de los sintomas de la enfermedad con las siguientes
caracteristicas (figura 4):

Estado 1. Sobre la superficie abaxial, decoloraciones pequefias menores de
1mm de longitud de color blanco amarillento; estas lineas, conocidas como
pizcas, en condiciones naturales aparecen principalmente cerca al borde del
lado izquierdo de la hoja y particularmente hacia el apice. Sobre la superficie
adaxial, usualmente no se presentan sintomas, ocasionalmente manchas

circulares palidas correspondientes a sintomas menores [48, 52, 53].

Estado 2. Rayas de 2-3mm de longitud de color café rojizo, visibles primero en
el envés y luego en el haz donde varian de color amarillo a café y negro
(conservan el color café rojizo solo en el envés) a causa de manchas cloréticas
previo a la decoloracion por xantofilas y fenoles. Su distribucion sobre las hojas
puede ser muy variable; sin embargo, es comun encontrar grupos de lineas o
estrias en toda la hoja o en el borde, o en bandas sobre la lamina foliar que se

conservan paralelas a la vena central [48, 52].

Estado 3. Las estrias continlan alargandose hasta llegar a tener una longitud
que va desde 5 hasta 20mm, cambiando su coloracién a un tono café oscuro o
negro dependiendo del cultivar. Su distribucion sobre la hoja es similar al

estado anterior [48].

Estado 4. Muerte y sequedad de tejidos observado como manchas ovales de
color café en el envés y negro en el haz. En este estado es comun encontrar en
horas de la mafana, en presencia de rocio o después de las lluvias, un borde

hamedo alrededor de la mancha [48, 52].
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Estado 5. Manchas negras rodeadas de un halo amarillento y centro
semihundido [52].

Estado 6. Manchas con centro hundido de color blanco grisaceo, donde a
simple vista se pueden observar los pseudotecios o cuerpos productores de

ascosporas [52].

Figura 4. Estados del desarrollo de la enfermedad de acuerdo con Fouré. A)
Estado 1; B) Estado 2; C) Estado 3; D) Estados 4 y 5; E) Estado 6 y F) Dafio
total de la hoja [36].
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Fullerton y Olsen [54], determinaron el grado de reaccion del hospedero al
ataque del patégeno, de acuerdo al progreso de los sintomas, los cuales
dependen de la combinacién particular entre estos dos organismos, tal como se

muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Grados de reacciéon de acuerdo a los sintomas de la enfermedad

Sintomas
Grado | (estado/tiempo) Patogeno Hospedero
1 Méaximo 1 0 2 Avirulento Alta resistencia
2 Maximo 3 Virulencia baja Resistencia moderada
3 4 > 45 dias Virulencia baja Resistente
4 4 < 45 dias Virulencia alta Susceptibilidad moderada
5 4 < 30 dias Virulencia muy alta | Altamente susceptible

1.3.1.3 Estrategias de control de la enfermedad.

La Sigatoka Negra, es controlada principalmente con la aplicacion de
fungicidas, puesto que es la medida mas viable y efectiva para reducir los
dafios causados por la enfermedad, aunque esta medida también es apoyada
con algunas practicas de cultivo como el deshoje fitosanitario, densidad de la

plantacion, drenaje, control de malezas vy fertilizacion [55].

Control quimico. A escala mundial, el uso de agentes quimicos continla
siendo el mecanismo mas eficaz para controlar la enfermedad de la Sigatoka
Negra en variedades susceptibles. Tipicamente, el control requiere de 12 a 15
aplicaciones de fungicidas (de accion sistémica y de contacto) al afio y los
cultivadores gastan de 30% a 40% de sus ingresos brutos en fungicidas [3, 38,
55].
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No obstante, el uso indiscriminado de fungicidas ha generado un grave
problema de contaminacion ambiental, conllevando a serios riesgos para la
salud humana [35, 56] y ademas, generando la pérdida de sensibilidad del

hongo a este tipo de sustancias para su manejo [4].

Los principales fungicidas sistémicos utilizados para el control de la
enfermedad han sido benzimidazoles, triazoles, estrobiliurinas y morfolinas
(figura 5). Entre 1991 — 1992 una amplia resistencia a Benomil fue reportada en
Costa Rica y posteriormente distribuida en todo el mundo, lo que obligé a retirar
éste fungicida de los programas de manejo de la enfermedad. Como alternativa,
se incremento el uso del fungicida propiconazol [57, 58] para el cual, la pérdida
de sensibilidad a triazoles fue encontrada posteriormente en Honduras, Costa

Rica, México, Panamay Cameron [59].

Figura 5. Estructuras quimicas de los principales fungicidas utilizados para el

control de la Sigatoka Negra.
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Esta resistencia del patégeno a algunos fungicidas y el incremento en su
virulencia, ha hecho que su control sea mas complejo y costoso al incrementar
el numero de aplicaciones [58]; por esta razon, recientemente se ha utilizado
como alternativa el sistema preaviso biolégico, que consiste en la deteccion
oportuna de los sintomas en tres de las hojas méas jovenes de la planta y
detener el desarrollo de la enfermedad con el uso de fungicidas sistémicos y de
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contacto (como ditiocarbamatos y derivados de isoftalonitrilo) que tienen efecto
curativo sobre los cultivos con temprano proceso de patogénesis del hongo [60].

Control biologico. Otra alternativa es el uso de agentes de control biolégico
como el hongo Trichoderma spp., cuyo efecto se ha evaluado sobre el
desarrollo de M. fijensis en laboratorio y en campo, asi como también bacterias

del género Serratia y Bacillus [61].

La selecciébn de microorganismos ha sido enfocada sobre la capacidad del
microorganismo de secretar enzimas hidroliticas de la pared celular tales como

glucanasa y quitinasa [61].

Sin embargo, los resultados no han sido satisfactorios debido a que no tienen
un efecto similar de control como el de los fungicidas, pero tienen potencial
para ser usados en las regiones donde existen poblaciones de M. fijiensis

resistentes a fungicidas [61]

Mejoramiento Genético. El desarrollo de variedades resistentes a la Sigatoka
Negra, ha sido otra de las herramientas utilizadas para el control de la
enfermedad. En la actualidad existen varios hibridos resistentes que se han
desarrollado en algunos centros de investigacion (tabla 2), como son los
obtenidos por la Fundacion Hondurefia de Investigaciones Agricolas (FHIA), el
Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA) en Nigeria, y el Centro de
Cooperacion Internacional en Investigacion Agronomica para el Desarrollo
(CIRAD-FLHOR) en Francia [62].

Sin embargo, una de las dificultades especiales en el mejoramiento vegetal
enfocado hacia el desarrollo de nuevos cultivares de Musa resistentes, hace
enfasis sobre los altos niveles de infertilidad de machos y hembras, poliploidia,
diferentes combinaciones gendmicas en germoplasma, la necesidad para

retener esas caracteristicas en la progenie final y la calidad del fruto [54, 63].
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A pesar que la resistencia a enfermedades de Sigatoka ha sido objeto de
estudio de programas de mejoramiento por muchos afos (Jamaica >40afos,
Honduras >30 afios), poco se conoce sobre la herencia de resistencia a los
patogenos de Sigatoka [54]. Se espera que, con ayuda de los avances de la
biotecnologia moderna se logre transformar genéticamente plantas de banano
a través del bombardeo de microparticulas [64] o por Agrobacterium [65], lo
que permitiria en un futuro obtener plantas de banano y platano resistentes a la
enfermedad mediante la transferencia de genes de resistencia a variedades de

interés comercial.

Tabla 2. Variedades de banano con diferentes niveles de resistencia a la

Sigatoka Negra.

Variedad Genoma Nivel de Resistencia
Calcutta 4 AA HR
Tuu gia AA HR
M.a. burmanica AA HR
M.a. malaccensis AA HR
Bocadillo AA S
Niyarma yik AA S
Fougamou ABB PR
Yangambi AAA HR
Grand Nain AAA VS
Gross Michel AAA VS
Balbisiana BB HR
Pelipita ABB PR
Manzano AAB VS
FHIAL AAAB HR
FHIAZ2 AAAB PR

HR: Muy Resistente, PR: Parcialmente Resistente, S: Sensible y VS: Muy Sensible



1.4 INTERACCION Banano- Mycosphaerella fijiensis

La especificidad de la interaccion banano - M. fijiensis est4 descrita a nivel de
especies para el patdogeno y a nivel de variedades para el hospedero [53, 66,
67, 68], por cuanto la clasificacion de los genotipos de Musa spp. con relacion a
su resistencia a la enfermedad, ha sido el resultado de la caracterizacion de las
interacciones planta-patdgeno. Esta interaccion inicia cuando las ascosporas o
conidios de M. fijiensis llegan e inician la penetracion a los espacios

intercelulares del parénquima de la hoja, a través del estoma [49, 50].

De acuerdo al resultado de esta interaccion, los cultivares se han clasificado en
tres categorias; los altamente resistentes, que bloquean tempranamente la
infeccién (interacciones incompatibles), los parcialmente resistentes que
desarrollan los sintomas lentamente (interacciones compatibles), y los
susceptibles que desarrollan los sintomas rapidamente (interacciones
compatibles) [69, 70, 71].

La resistencia de algunas especies de Musa a M. fijiensis parece estar
relacionada con la postinfeccion, en la cual, la planta activa mecanismos de
defensa manifestado por la produccion de proteinas relacionadas a la
patogénesis [72], fitoalexinas [73] asi como también cambios en la estructura

de substancias preformadas [50].

Una vez liberado este tipo de sustancias en los espacios intercelulares, se
produce el contacto con las hifas del hongo para limitar su extension en el
parénquima. Este material se cree que desempefa un papel importante en las
Gltimas etapas del proceso de la infeccion. Los fenotipos altamente resistentes
muestran una rapida inducciéon de los mecanismos de defensa, que inducen a
una muerte rapida de las células huésped en los sitios de la infeccion, una
reaccion que se encuentra en las interacciones incompatibles planta-patégeno
[53]. Yangambi km5, un triploide AAA originario del oeste Africano, es

altamente resistente a M. fijiensis bajo condiciones de campo y laboratorio. Los
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sintomas son bloqueados en un estado temprano del desarrollo y, sobre la
base de estudios histoldgicos, conforman una tipica reaccion hipersensible [36,
53].

La densidad estoméatica también parece estar involucrado en la resistencia,
estudios realizados con clones de platano resistentes a la enfermedad
reportaron una menor densidad estomatica en las hojas, reduciendo de forma
directa la probabilidad de invasion del hongo a la planta e indirectamente
participando en la eficiencia de la misma para elaborar sustancias bioquimicas

capaces de frenar en mayor tiempo el avance del patégeno en la hoja [74].

Algunos trabajos [6, 18, 73, 75] sugieren que al menos en ciertas variedades de
Musa, la resistencia puede ser debida al efecto de un grupo de fitoalexinas
denominadas fenilfenalenonas, las cuales se han aislado de los rizomas y
hojas del banano y se ha demostrado que tienen actividad in vitro contra
Mycosphaerella fijiensis. Algunas de estas sustancias estdn presentes
solamente después de la colonizacion por Mycosphaerella fijiensis o Fusarium
oxysporum. Adicionalmente, se han detectado en al menos cuatro especies de
Musa varios tipos de fenilfenalenonas y parece haber una correlacion entre el
tipo de fenilfenalenona y la resistencia de las plantas a los microorganismos
patogénicos [73, 75]. No se sabe aun las vias enzimaticas implicadas en la
regulacion y sintesis de éstos compuestos. Apoyando la hipétesis de que el
metabolismo secundario juega un papel importante en la respuesta de defensa
a la Sigatoka Negra, se ha demostrado que existe una fuerte activacion de la
enzima fenilalanina-amonio-liasa (PAL) después de la inoculacibn con M.
fijiensis en la cual juega un papel importante el metabolito producido por el

hongo, denominado 2,4,8-trihidroxytetralona [50, 76].

Estudios realizados con base en la biosintesis de éste metabolito fungico
(2,4,8-THT) en este tipo de interacciones, describen dos eventos con respecto
a la susceptibilidad y resistencia de las variedades de Musa: (1), la

incompatibilidad es marcada por una activacion especifica del metabolismo
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fungico incrementando la concentracion fisiolégica de 2,4,8-THT como un
resultado de la interaccion con la planta hospedante resistente, la cual causa
micro-lesiones necraoticas y elicitacion de los mecanismos de defensa a través
de la sintesis de fitoalexinas dependientes de PAL; en consecuencia, el
crecimiento del hongo es restringido en un estado temprano y el proceso de
infeccion bloqueado; (2) por otra parte, la interaccion compatible es marcada
por los niveles sub-letales de 2,4,8-THT durante la fase temprana de contacto
huésped-patdégeno, los cuales permiten la dispersién del micelio en el espacio
intercelular y sucesivamente la acumulacion de 2,4,8-THT causando desarrollo
de sintomas en los estados posteriores a la patogénesis [50].

Algunos estudios sugieren que la respuesta hipersensible como mecanismo de
defensa de la planta es en gran parte, producto de la interaccién de las
fitotoxinas de M. fijiensis, por lo que éstas podrian servir como un determinante
secundario de patogenicidad en cultivares altamente resistentes a la
enfermedad, y en consecuencia, los prospectos en la investigacion de

cultivares de banano resistentes a Sigatoka Negra son prometedores [77].

Shepherd (1990) [54] encontrd que la resistencia en las formas silvestres de M.
acuminata fueron dependientes, en parte, sobre genes homocigotos recesivos.
La resistencia a la Sigatoka Negra en plantas hibridas utilizando M. acuminata
ssp. Burmannica Calcutta 4 (tabla 2) como un patrén resistente, ha mostrado
ser controlado por un alelo recesivo principal (bsrl) y dos alelos recesivos

independientes con efectos aditivos (bsr2 y bsr3).

No obstante, debido a la gran variabilidad patogénica de M. fijiensis, se ha
demostrado que algunos aislamientos obtenidos de diferentes hospederos
procedentes de varios paises, fueron virulentos en ciertos hospederos
considerados como resistentes Calcutta 4, T8, Paka y Pisang Lilin los cuales
son comunmente utilizados como fuente de resistencia en los programas de

mejoramiento genético [54]
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1.5 FITOALEXINAS DE MUSA

Recientemente, el estudio de metabolitos secundarios tipo fenilfenalenonas de
Musa es una de las investigaciones de gran importancia con miras hacia la
manipulacion genética de las rutas metabdlicas que estan involucradas en la
activacion de mecanismos de defensa de la planta contra agentes patogenos.
Por esta razén, en el caso de las plantas de la familia Musaceae, el analisis
fitoquimico enfocado hacia este tipo de estudios, ha arrojado como resultado
un gran numero de fenilfenalenonas las cuales se han reportado también en
otras especies vegetales [78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88].

A continuacién, se presenta una revision del estado del arte de los aspectos

mas relevantes de estas sustancias.

1.6 FENILFENALENONAS

Los compuestos de caracter fendlico conocidos como fenilfenalenonas han sido

reportados como fitoalexinas del género Musa [78].

El término fenilfenalenona deriva del sistema principal triciclico de fenaleno, un
grupo carbonilo y un anillo fenilo lateral enlazado al carbono C-4 6 C-9 (figura
6). Los primeros compuestos de este tipo fueron aislados en 1955 de plantas
superiores de la familia Haemodoraceae [17], y de hongos del género
Hypomicetos y Discomicetos [89, 90]. Claro estd que las estructuras de las
fenalenonas derivadas de plantas son significativamente diferentes de las
derivadas de hongos (figura 7), ya que ambos tipos de sustancias derivan de
rutas biosintéticas diferentes [90, 91].
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Figura 6 . Estructuras de fenaleno, fenalenona (perinaftenona) y fenilfenalenona.

1H-Fenaleno 1H-Fenalen-1-ona 9-Fenil-1H-fenalen-1-ona

Poco después que se reportara el aislamiento de la primera fenalenona en una
planta, especificamente haemocorin [17], otras fenilfenalenonas y compuestos

afines fueron encontrados en la misma familia Haemodoraceae [92, 93, 94].

Figura 7. Estructuras de las primeras fenalenonas reportadas en hongos

(Penicilium herquei) y plantas (Haemodorum corymbosum)
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Hasta la fecha mas de 30 fenilfenalenonas o anélogos estructurales han sido
aislados de raices, flores, frutos, y material vegetal completo de la familia
Muséceae [78, 79]. Las caracteristicas estructurales generales de estas
moléculas se presentan en la figura 8. Es importante mencionar que todos
estos compuestos pueden ser referenciados como derivados de 9-

fenilfenalenonas haciendo alusion a la relaciéon 1,3 (peri) entre un carbono
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oxigenado Yy el otro carbono que soporta el anillo fenilo lateral y otros como 4-

fenilfenalenonas.

Figura 8. Estructuras generales de fenilfenalenonas y compuestos afines

encontrados en Musa.
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En la figura 9 se muestran las estructuras de fenilfenalenonas comunes en
algunas especies de Musa: Anigorufona (1), hidroxianigorufona (2) [95],
metoxianigorufona (3) [84], 2-hidroxi-4-fenil-fenalen-1-ona (isoanigorufona) (4)
[91], irenolona (5) [78], 4 -metoxiirenolona (6) [80], y el anhidrido 2-fenil-1,8-
naftélico (7) [96].

Figura 9. Fenilfenalenonas identificadas en algunas especies de Musa.
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Al comparar las estructuras de fenilfenalenonas reportadas en Musa con las
reportadas en otras especies, se ha encontrando caracteristicas similares asi
como también sustanciales diferencias; por ejemplo, las 9-fenilfenalenonas han
sido aisladas de varias especies e incluso se han detectado compuestos

idénticos. Sin embargo, la sustitucion en el anillo lateral de las 9-
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fenilfenalenonas es una caracteristica que ocurre con mayor frecuencia en
Musa. De hecho, el grupo 4"-metoxilo se encuentra exclusivamente en
fenilfenalenonas de Musa. También hay un Unico tipo de estructura presente en
Musa, conocido como las 4-fenilfenalenonas [78, 80, 82, 87, 97], en las cuales
el carbono oxigenado C-1 y el &omo de carbono que soporta el anillo lateral,

C-4, se encuentran en relaciéon 1:5.

1.6.1 Aspectos biosintéticos generales de fenilfenalenonas.

Los estudios biosintéticos realizados han demostrado el papel primordial que la
ruta del acido shikimico juega en la biosintesis de las fenilfenalenonas. Esta
ruta genera fenilalanina, el principal precursor involucrado en la formacion de
dichos compuestos [98], que es posteriormente transformado en acido p-
cumarico por las respectivas enzimas fenilalaninamonioliasa (PAL) y cinamato
hidroxilasa (C4H). Se ha demostrado que dos unidades de &acidos
fenilpropanoicos (una de acido cinamico y otra de hidroxicinamatos) se
condensan con un carbono del acetato para dar lugar a la formaciéon de un
intermedio  diarilheptanoide, el cual, presumiblemente via cicloadicién
intramolecular de Diels-Alder forma el nudcleo fenilfenalénico [99, 100] (Figura
10).
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Figura 10. Esquema ilustrativo de la hip6tesis biosintética general para la

biosintesis de una 9-fenilfenalenona (anigorufona).
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1.6.2 Actividad bioldgica
Actividad de fenilfenalenonas en la defensa inducible de las plantas.

Se ha reportado que la biosintesis de varias fenilfenalenonas es estimulada
después de que la planta es infectada con hongos patogénicos o neméatodos en
Musa acuminata [85, 101]. Por lo anterior, las fenilfenalenonas son
consideradas como metabolitos que juegan un importante papel en los
mecanismos de defensa inducida de las plantas del género Musa [78, 84].
Kamo et al. [81] demostraron que los frutos verdes producen fenilfenalenonas
antifingicas (en las cascaras) cuando son infectados por Colletotrichum musae;
al parecer estos metabolitos estan involucrados en los mecanismos de defensa
haciendo que el patdgeno no se desarrolle hasta que la fruta madure [102]. Los
ensayos in vitro mostraron que tanto las 9- como las 4- fenilfenalenonas que

contenian un grupo hidroxifenilo presentaban una buena actividad biolégica
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contra Colletotrichum musae [81], siendo estas Ultimas las mas activas.
Adicionalmente, la actividad antifangica contra Mycosphaerella fijiensis de
algunas 9- fenilfenalenonas naturales junto con algunos analogos estructurales
ha sido reportada, dando como resultado una actividad biologica relativamente

moderada por parte de las 9-fenilfenalenonas naturales [73].

Pese a que algunas fenalenonas aparecen solo después que la planta es
infectada (biosintesis de novo), hay reportes en los que se demuestra que las
fenilfenalenonas se encuentran presentes en baja concentracion en material
vegetal sano (no infectado) como antibiéticos naturales constitutivos del género
Musa. Es por esto que algunas fenilfenalenonas se encuentran clasificadas
como fitoanticipinas [84]. Kamo et al. [96] demostraron que la concentracién
fisiol6gica en banano de hidroxianigorufona aumenta cuando la planta sufre
lesiones fisicas pero no cuando es inoculada con conidias de C. musae;
mientras que otras fenilfenalenonas solo aparecen después de un dafio fisico

de la planta junto con inoculacion.

En resumen, parece ser que las fenilfenalenonas juegan un papel tanto de
fitoalexinas como de fitoanticipinas en los mecanismos de defensa de las
plantas, e incluso, el nombre de fitoresistinas ha sido propuesto para

compuestos con esta dualidad (fitoalexina y fitoanticipina) [103].

Actividad farmacoldgica de las fenilfenalenonas

Muy pocos estudios han sido reportados en relacion con la actividad
farmacoldgica de las fenilfenalenonas. Haemocorin fue la primera fenalenona a
la cual se le exploré su actividad antitumoral [104] y antibacterial [105].
Estudios recientes reportaron que las 9-fenilfenalenonas naturales anigorufona
y metoxianigorufona poseen actividad leishmanicida, actuando sobre la

mitocondria de los promastigotes de Leishmania donovani [106].
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1.7 PERINAFTENONAS.

Los metabolitos secundarios que poseen el ndcleo fenalenona, o estructuras
presumiblemente derivadas de una fenalenona, se encuentran raramente en la
naturaleza. Los primeros compuestos de este tipo fueron aislados en 1955 y su
ocurrencia se ha restringido a wuna familia de plantas superiores
(Haemodoraceae), cuatro generadas de Hyphomycetes (hongo imperfecto), y
un género (Roesleria) dentro de la clase Discomycetes (Ascomycotina). Las
fenalenonas de plantas y hongos son estructuralmente diferentes por cuanto
son derivados de vias biosinteticas distintas; hasta el momento, estas rutas de
biosintesis se desconocen para aquellas fenalenonas de origen vegetal [90]
(figura 11).

Figura 11. Relaciones quimicas entre fenalenonas del hongo Penicillium

herquei (a y b) y Penicillium duclauxi (c)

@ (b)
Atrovenetin: R = H Norherqueinona: R = H
Deoxyherqueinona: R = Me Herqueinona: R = Me

(©

Duclauxin

Interesantemente, en esta Ultima década se han reportado nuevos compuestos
tipo perinaftenona procedentes de las familias, Strelitziaceae y Musaceae;
dichos compuestos corresponden a la 4-hidroxi-2-metoxifenalen-1-ona, aislado
de Strelitzia reginae [21] y, los compuestos 2-hidroxifenalen-1-ona y 2-
metoxifenalen-1-ona (figura 12), aisladas de Musa acuminata var. “Yangambi

km5” [6], los cuales constituyen el grupo de compuestos tipo fenalenonas de
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gran interés como productos naturales Unicos reportados hasta el momento en

Musa.

Figura 12. Fenalenonas aisladas de (a) Strelitzia reginae y (b y ¢) Musa

acuminata var. “Yangambi km5”.
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1.7.1 Biosintesis de perinaftenonas en hongos.

En 1956, Barton y colaboradores [107, 108] propusieron que el sistema central
del anillo del pigmento atrovenetin (figura 11) probablemente era derivado de
unidades de acetato, con una unidad de mevalonato en el C-5 formando el
anillo dihidrofurano. No obstante, en 1961 a través de la incorporacién de
precursores radio-marcados dentro de la norherqueinona (figura 11), Thomas
[109] comprobd esta hipotesis en estudios realizados con Penicillium hequei
incorporando los precursores 1-**C-acetato y acido 2-**C-mevalonico. Pese a
gue se desconoce los posibles intermediarios aciclicos en la formacion del
policétido-Cy4 lineal de las fenalenonas aisladas de hongos, ha sido posible
establecer en estudios con **C, tres modos estructurales en los que se podria
plegar el policétido-C,4 para formar el sistema metilfenalenona, donde cada uno
podria resultar en la misma fenalenona hidroxilada (figura 13).

Cabe sefialar que este tipo de estudios ha sido enfocado hacia la investigacion
de rutas biosintéticas implicadas en la sintesis de fenalenonas fungicas, pero

hasta el momento, se desconoce totalmente los precursores y las vias
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metabdlicas que conducen a la formacién de este tipo de compuestos en

plantas, mas especificamente en Musa.

Figura 13. Esquema general de la ruta biosintética de fenalenonas en hongos
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1.7.2 Aspectos sintéticos de perinaftenonas.

La sintesis de fenilfenalenonas y fenalenonas en general, parten de reactivos
comerciales tipo perinaftenona [73], por cuanto la formacion de este sistema
triciclico compacto es quizas el reto mas importante en la sintesis de estas

moléculas.

Tipicamente, el nucleo quimico “perinaftenona” puede ser obtenido en un solo

paso por condensacion del 2-naftol con glicerol, acido sulfurico, y un agente
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oxidante moderado. Sin embargo, el rendimiento de la reaccion es muy bajo y
resulta en mezclas complejas [110, 111, 112].

Otras metodologias involucradas en la sintesis de 4-metoxi-1H-fenalen-1-ona
(4-metoxiperinaftenona) y perinaftenonas semejantes, han sido establecidas
utilizando estrategias de ciclacion de acidos B-1-naftilpropanoicos obtenidos por
la sintesis del éster maldnico, utilizando 1-halogenometilnaftalenos, como
materiales de partida (figura 14) [112]. Esta estrategia ha sido reconocida como
la sintesis mas versatili de fenalenos, 2,3-dihidrofenalenos, y 2,3-
dihidrofenalenonas [112]. Sin embargo, el acido 3-(2-metoxi-1-naftil) propanoico,
el precursor directo de 4-metoxiperinaftenona, es formado en rendimientos
moderados, en donde la clorometilacibn y condensaciéon del malonato

requieren un manejo adecuado para alcanzar rendimientos reproducibles [113].

Figura 14. Ruta de sintesis del acido 3-(2-metoxi-1-naftil) propanoico

(precursor de la 4-metoxiperinaftenona).
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Por otra parte, cabe sefalar que los sustratos como el &cido 3-(2-metoxi-1-naftil)
propanoico (figura 14) pueden ser ciclados utilizando las condiciones de
Friedel-Crafts, que en una posterior hidrogenacion, resultan en buenos

rendimientos en la sintesis de compuestos tipo perinaftenonas.

En resumen, en la figura 15 se indican las estrategias mas comunes en la

sintesis de perinaftenonas.
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Figura 15. Estrategias comunes para la sintesis del nucleo perinaftenona.
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1.7.3 Actividad bioldgica.

Entre las fenalenonas fungicas con actividad biologica cabe resaltar la
Atrovenetina [114] y en menos proporcion la deoxiherqueinona [115], las cuales
presentan actividad antibacterial contra algunos organismos Gram-positivos. La
Herqueinona y norherqueinona no presentan ningun tipo de actividad (figura
11).

Por otra parte, al Duclauxin (figura 11) se le ha determinado actividad
antitumoral puesto que disminuye la proliferacion in vitro de células del
carcinoma de Ehrlich y, ejerce su efecto citotoxico sobre las células
cancerigenas por inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos sin afectar la
sintesis de proteinas [116]. Como se comentd en la seccion 1.6.2, se ha
demostrado que las fenalenonas presentan buena actividad antifiUngica contra
el hongo fitopatdgeno Mycosphaerella fijiensis, siendo la perinaftenona [73] y
los compuestos naturales, 2-hidroxiperinaftenona y 2-metoxiperinaftenona [6],
los més activos en la inhibicién in vitro del hongo ascomycete. Esto les
permiti6 a Otélvaro et. al [6] correlacionar la resistencia que presenta la
variedad de Musa “Yangambi km 5” a la enfermedad Sigatoka Negra, con la
presencia de este tipo de compuestos tipo perinaftenona como un posible

mecanismo de defensa inducible por la planta.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Explorar la relacion estructura-actividad en la interaccion in vitro de compuestos

tipo perinaftenona contra el hongo patégeno Mycosphaerella fijiensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Sintetizar una serie de compuestos tipo perinaftenona, con sustitucion en
C-2, C-3, C-4 y C-6 por un grupo hidroxilo o metoxilo con fines de explorar
los efectos de la posicidén de estos sustituyentes en el nlcleo perinaftenona.
. Sintetizar una serie de perinaftenonas con sustituyentes en la posiciéon C-2
que afecten la densidad electronica del doble enlace sea por efecto
inductivo o por conjugacion.

. Evaluar la actividad in vitro de los compuestos tipo perinaftenonas en la
inhibicion del crecimiento micelar de las cepas 060124 y 080105 del hongo
M. fijiensis bajo condiciones de oscuridad y fotoperiodo luminico de 12
horas diarias.

. Con base en los resultados de los objetivos 1-3, diseiar, sintetizar y evaluar
in vitro, una molécula tipo perinaftenona que permita mejorar la actividad
contra el hongo M. fijiensis.

. Evaluar la actividad in vitro de los compuestos tipo perinaftenonas que
presentaron buena actividad antifungica, sobre la inhibicion del tubo
germinativo de ascosporas del hongo M. fijiensis.

. Realizar una evaluacion preliminar del efecto fitotoxico de algunas

perinaftenonas seleccionadas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES GENERALES

3.1.1 Seguimiento de la reaccion y porcentaje de rendimiento.

El seguimiento de la reaccién se realizé por cromatografia en capa fina (placas
de silica gel 60 Fys4). En todos los casos los reportes de rendimiento se

calcularon con base a medidas directas de peso del producto puro.

3.1.2 Purificacion de los compuestos sintéticos.

Se utilizaron diferentes técnicas para el aislamiento y purificacion de los
productos de reaccién: cromatografia de columna de silica gel 60 (0,063-
0,200mm), cromatografia de capa fina (TLC) preparativa (silica gel 60 Fsq4,
2mm, con zona de concentracion 20x4cm). Los solventes: hexano,
diclorometano, acetato de etilo, metanol y etanol 96% fueron destilados
previamente; éter etilico y etanol absoluto fueron obtenidos de fuente comercial
(Merck).

3.1.3 Métodos espectroscopicos.

La elucidacion estructural de los compuestos se realiz6 utilizando
espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de alta resolucion (HR-RMN):
Los espectros *H-RMN, *H-'H COSY, HMBC y HMQC fueron colectados en un
equipo de resonancia Bruker Avance DRX500 equipado con microsonda de
deteccidn inversa (2.5mm) o en su defecto con crio-sonda TXI de 5mm. Para el
espectro *C RMN se utilizd una microsonda desacoplada de banda ancha

(2.5mm) operando a una frecuencia de 125.75 MHz.
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En todos los casos se utilizd TMS como referencia interna. El equipo de
resonancia magnética nuclear Bruker AMX 300 MHz fue empleado para la
toma de espectros rutinarios. Los espectros de masas de alta resolucion con
ionizacion por impacto electronico (HR-EIMS) fueron colectados usando un
espectrometro de masas Micromass MasSpec operando a 70 eV y equipado

con una sonda de inyeccion directa.

3.1.4 Reactivos.

Todos los reactivos fueron obtenidos de fuente comercial (Sigma-Aldrich) y

utilizados de acuerdo a las instrucciones sefialadas.

El proyecto de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Sintesis y
Biosintesis de Metabolitos Naturales (SIMBIOMENA) de la Universidad de
Antioquia en convenio con la Unidad de Biotecnologia Vegetal UNALMED-CIB

de la Corporacion para Investigaciones Bioldgicas (CIB).

3.2 MATERIAL BIOLOGICO

Mycosphaerella fijiensis fue aislado de hojas de banano naturalmente
infectadas, suministradas por la Asociacion de Bananeros de Colombia
(AUGURA) de Apartadd, Colombia acorde a la metodologia reportada por
Quifionez, et. al [75]. En resumen, los aislados de M. fijiensis fueron obtenidos
de ascosporas, después de la descarga de las hojas infectadas con Sigatoka
Negra sobre agar-agua al 2%, y fueron mantenidas en tubos con medio Potato
Dextrosa Agar (PDA) a 25+2°C. Los aislados de M. fijiensis fueron
caracterizados por amplificaciéon de la region ITS por PCR para diferenciar ésta
de Mycosphaerella musicola [117] (figura 16). Las siguientes secuencias de
oligonucledtidos fueron utilizadas: MF137
5GGCGCCCCCGGAGGCCGTCTAZ (especifico para M. fijiensis), MM137
5'GGCGCCCCCGGAGGTCTCCTT3" (especifico para M. musicola) en

conjunto con el primer inespecifico R635 5 GGTCCGTGTTTCAAGACGGS3’
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gue codifica para una regidén conservada situada en la subunidad 25S del DNA
ribosomal [117]. Las cepas de M. fijiensis fueron clasificadas acorde con Carfias
et. al [118] y son mantenidas en la Unidad de Biotecnologia Vegetal
UNALMED-CIB (Medellin, Colombia) bajo las referencias No. 060124 y 080105

(figura 17)

1018ph E . B B

Figura 16. PCR para identificacion de M. fijiensis. Linea 1, cepa 0601146
(control positivo). Linea 2, cepa 060124. Linea 3, cepa 080105. Linea 4, cepa
060124 con primers especificos para M. musicola. Linea 5, control negativo.

Linea 6, Gene Ruler™ 100bp Plus DNA Ladder.

52



Figura 17. Fotografias de la morfologia tipica de las dos cepas de M. fijiensis

utilizadas en este estudio (en medio de cultivo PDA)

cepa 060124 cepa 080105

3.3. ENSAYOS BIOLOGICOS: Mycosphaerella fijiensis

3.3.1 Método para determinar el crecimiento micelar de Mycosphaerella

fijensis

Se utiliz6 el método automatizado y cuantitativo desarrollado por Peldez, et. al
[120]. Para esto, se prepararon subcultivos monosporicos frescos de las dos
cepas de M. fijiensis (Ref. 060124 y 080105) mantenidos durante 15-20 dias a
27°C en medio PDA para obtener el indculo. ElI micelio de esos subcultivos
fueron resuspendidos en 2-3mL de agua destilada estéril. La suspension fue
fragmentada por vortex durante 2 minutos seguido por la filtracion con
membrana de “etamina” estéril (poro de 100um) para obtener fragmentos
micelares uniformes. La concentracién de fragmentos de micelio se determind
utilizando camara de Neubaver (1/10 mm de espesor) y se ajusté a 2x10°
fragmentos de micelio/mL con agua destilada estéril [119]. Posteriormente, en
platos de ELISA (FALCON) de 96 pozos cada uno, se adicioné 50 uL del

indculo fangico, 50 uL de caldo Sabouraud (BBL™

Becton Dickinson) y 50 yL
del compuesto de interés disuelto previamente en dimetil sulféxido “DMSO” a

0.5,1.0,5.0, 10, 25,50 y 100 ppm (seccion 3.4).
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Como control negativo se utilizé 50uL de agua, 50 yL de medio Sabouraud y 50
pL del in6culo; los productos comerciales benomil y propiconazol (antifingicos)
se utilizaron como control positivo. La concentracion de DMSO en la solucion

final fue ajustada a 0,5% para todos los tratamientos incluidos los controles.

El crecimiento se determind espectrofotométricamente, midiendo Ila
absorbancia de la solucion en cada pozo a una densidad Optica de 595nm en el
tiempo cero y a los ocho dias, tiempo establecido como Optimo de acuerdo a la
curva de crecimiento preliminar realizada para las dos cepas de estudio (figura
18). Los ensayos in vitro se realizaron bajo condiciones de oscuridad y en
exposicion a 12 horas diarias de iluminacion (fotoperiodo), utilizando la camara
de incubacion de la Unidad de Biotecnologia Vegetal (CIB) con unas
dimensiones de 1 metro de alto por 1,30 metro de ancho. EIl sistema de
iluminacién consta de ocho lamparas de luz dia de 20 wattios cada una, las
cudles estan controladas por un programa automatico para activar las lamparas
cada 12 horas. La temperatura se controld6 por medio de un calentador
Navoplus RI.1016 a través de un control Vertex VT4810 el cual tiene como

funcion mantener la temperatura constante en 25°C dentro de la camara.

A partir de los datos de crecimiento micelar se determiné la media, desviacion
estandar, porcentaje de crecimiento y la concentracion inhibitoria del 50% de la

poblacion (ICsp).



Figura 18. Curva de crecimiento de las cepas de M. fijiensis en estudio.
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3.3.2 Método para determinar el crecimiento del tubo germinativo de

ascosporas de Mycosphaerella. fijiensis

El Hongo Mycosphaerella fijiensis se aislo por descarga sobre medio de cultivo
a partir de hojas de banano naturalmente infectadas y en estado de necrosis,
las cuales se recolectaron en diferentes fincas del municipio de Antioquia. Las
hojas infectadas se cortaron en cuadros de 1 cm? de lado y fueron grapadas en
circulos de papel Kraft (cinco cuadros de hoja por cada circulo de papel), para
someterlas a tratamiento en camara humeda por 48 horas (en bolsas plasticas
con toallas de papel humedas). Los circulos de papel filtro se adhirieron a las
tapas de las cajas de petri las cuales contenian agar agua al 2% vy el
compuesto de interés (s6lo se evaluaron los compuestos 11, 13 y 14) a
concentraciones de 0.05, 0.1, 0.5, 1 y 2ppm. Se dejo en incubacion durante
24 horas a 27°C para su posterior lectura utilizando microscopio de luz (las
hojas infectadas unidas al papel Kraft fueron retiradas de la caja de petri a la
hora de incubacién). Las mediciones del tubo germinativo se realizaron

utilizando una reticula micrométrica ubicada en el ocular del microscopio en
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objetivo de 20X. El experimento se realizd por triplicado y se contaron 50
ascosporas por caja de petri. Como control positivo se evalué el fungicida
propiconazol a concentraciones de 0.003, 0.01, 0.1 y 1ppm. Se calculo el
porcentaje de inhibicion tomando como referencia ascosporas descargadas

sobre agar-agua al 2%.

3.3.3 Evaluacion preliminar cualitativa de fitotoxicidad de perinaftenonas

La fitotoxicidad de los compuestos tipo perinaftenonas que presentaron buena
actividad antifungica contra M. fijiensis fueron evaluados de forma cualitativa
(presencia o0 ausencia de sintomas necroticos), utilizando plantulas de banano

variedad Williams de 2 meses de edad.

Para este analisis, se prepararon soluciones de perinaftenonas a evaluar en
concentraciones de 1, 10, 25 y 50 ppm, utilizando como solvente una mezcla
de agua-alcohol al 40% para facilitar la solubilidad de los compuestos y la
rapida fijacion de los mismos a la superficie de la hoja. La aplicaciéon se realizd
por medio de un aerdgrafo Picasso K-3 a 50 psi a una distancia aproximada de
20 cm tanto por la parte adaxial como en el envés de cada hoja. Se asperj6 un
volumen de 2mL de cada solucién a las 3 primeras hojas de cada planta. Las
plantas controles fueron asperjadas con la solucion de agua-alcohol al 40%.
Posteriormente, se transfirieron las plantulas a la Camara de Incubacion (con
caracteristicas antes mencionadas) a una temperatura de 29°C. En este
experimento, no se utilizé el aspersor de agua automatico puesto que el agua
podria arrastrar los compuestos fijados en las hojas; a cambio de ello, se
suministro agua de forma manual dos veces al dia sobre la maceta de cada

plantula a fin de mantener una humedad relativa por encima del 95%.

Las observaciones se registraron a los 2, 5, 10 y 25 dias de exposicion a cada

uno de los compuestos.
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3.3.4 Andlisis estadistico.

En la evaluacion del crecimiento micelar del hongo, se utilizO un disefio de
bloques completamente al azar, con diferente nUmero de repeticiones y tres
réplicas por experimento; el disefio completamente aleatorizado fue empleado
en la determinacion del crecimiento del tubo germinativo de ascosporas. El
ICs0, definido como la concentracion de un componente requerido para inhibir el
crecimiento del hongo al 50% del valor del control, fue obtenido por
interpolacién de las correspondientes graficas de porcentaje de crecimiento
micelar vs. Concentracion de fenalenona, utilizando el software Kyplot version
2.0. Estos resultados fueron transformados a Log(Y) y estuvieron sujetos a un
analisis inicial para corroborar la distribucion normal de los datos (Shapiro-Wilk)
y la homogeneidad de varianza [120], seguido por el analisis de varianza
ANOVA vy la prueba de Tukey con un nivel de confiabilidad del 95%. Los

analisis estadisticos fueron realizados utilizando el software SAS, version 8.0.
3.4 METODOS SINTETICOS

La perinaftenona (10) y 3-hidroxiperinaftenona (3) fueron adquiridas de Aldrich
(Milwaukee, WI) y, previo a los bioensayos, purificadas por cromatografia
preparativa usando el sistema 2:1 éter etilico:n-hexano como eluente (R; 0.68 y

0.21 respectivamente).

3.4.1 Sintesis de 2-hidroxiperinaftenona (1)
OH

O 1) t-BUOOH, Triton B~ ©
0°C (5min), 2.45h ‘
OO 2) p-TsOH, toda la noche OO

(70%)

La metodologia descrita por Otalvaro et.al [6] fue empleada para este caso.

57



A una soluciébn en frio (en bafio de hielo-agua) conteniendo 200mg de
perinaftenona (10) en benceno se le adiciond 100uL de tert-butilhidroperoxido
acuoso (70% en agua) y 100uL de TritonB (40% en metanol). Después de 5
minutos en frio, la mezcla se deja que alcance la temperatura ambiente y se
mantiene en agitacion constante durante 45 minutos antes de otra adicion igual
de 100uL de t-BuOOH y 100uL de TritonB. La formacion del epoxido fue
observado por TLC (CH.Cl;) durante un periodo de 2 horas. El acido p-
Toluensulfénico monohidratado (200mg) fue luego adicionado, y la mezcla
resultante se dejé en agitacion magnética durante toda la noche. El producto
fue purificado por cromatografia de columna en silica gel utilizando
diclorometano como eluente para obtener 145mg de  2-hidroxiperinaftenona

(70%) como un solido naranja.

2-hidroxi-1-H-fenalen-1-ona (1, 2-hidroxiperinaftenona). Sdlido naranja, pf 176-
178°C; UV-vis (MeOH) Anax (log €) 230 (4.42), 260 (4.29), 330 (3.96), 360 (3.89),
430 (3.87) nm; *H RMN : & 8.64 (H-9, d, J=7.5Hz), 8.43 (H-7, d, J=8.0Hz), 8.06
(H-6, d, J=8.2Hz), 7.89 (H-8, dd, J,;=7.5Hz, J,=8.0Hz), 7.84 (H-4, d, J=7.0Hz),
7.66 (H-5, dd, J;=8.2Hz, J,=7.0Hz), 7.20 (H-3, s); **C RMN: & 180.9 (C-1),
150.0 (C-2), 136.9 (C-7), 132.4 (C-6a), 131.5 (C-9), 130.8 (C-4), 130.2 (C-6),
128.9 (C-3a), 127.9 (C-9a), 127.6 (C-5), 127.2 (C-8), 124.9 (C-9b), 114.2 (C-3).
HREIMS m/z 196.0528 (Calculado para C;3HgO,, 196.0524)

3.4.2 Sintesis de 4-hidroxiperinaftenona (5)

O O
‘ OMe HBr/CH3COOH‘ ‘ OH
L e I
9 h (55%)

La siguiente adaptacion del método descrito por Otalvaro et.al [111] fue

empleada para este caso.
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El compuesto 4-metoxiperinaftenona (6) (200mg, 0.95mmol) se sometié a
reflujo en atmdsfera de Nitrégeno (N) junto con una solucion de AcOH (20mL)
y HBr (2.8mL, 47%) durante 9 horas. Al producto crudo se le realizé una
extraccion liquido-liquido entre agua (20mL) y diclorometano (30mL). El
producto organico fue purificado por TLC preparativa utilizando una mezcla
40:1 diclorometano/metanol (R=0.20) para obtener 102mg de producto
esperado (55%).

4-hidroxi-1-H-fenalen-1-ona (5, 4-hidroxiperinaftenona). Sélido naranja. ‘H
RMN: & 8.51 (H-9, dd, J=7.9, 1.2Hz), 8.38 (H-3, d, J=9.0 Hz), 7.91 (H-7, dd,
J1=7.4, Jo= 1.2Hz), 7.80 (H-6, d, J=9.4Hz), 7.48 (H-8, dd, J;=7.9, J,= 7.4Hz),
6.84 (H-5, d, J=9.4Hz), 6.82 (H-2, d, J=9.0Hz); *C RMN: 5 176.6 (C-4), 175.2
(C-1), 138.2 (C-6), 135.6 (C-3), 132.9 (C-7), 131.0 (C-9b), 128.8 (C-9), 128.1
(C-6a), 127.7 (C-5), 127.3 (C-9a), 123.7 (C-8), 118.0 (C-2), 116.6 (C-3a)
HREIMS m/z 196.053394 (calculado para C;3HgO,, 196.052430)

3.4.3 Sintesis de 6-hidroxiperinaftenona (7)

HO™ > OH © ‘

HO OH OH
HsPO, / FeSO, / H3BO; OO

2h, 150°C (1%)

OH

El método reportado por Cooke R.G [112], fue modificado para este caso. Una
mezcla de 2,7-dihidroxinaftaleno (2g, 12.5mmol), glicerol (5g), H3PO, (85%,
14mL), FeSO, (0.6g) y H3BO3 (1g) fue calentada bajo agitacion magnética a
150°C durante 2 horas (Nota. El nitrobencenosulfonato de sodio no fue utilizado
en este caso). El crudo de reaccion se dejé enfriar hasta alcanzar una
temperatura de 50°C y se agrego0 silica gel (~50g) hasta sequedad. La masa
obtenida se trasvas6 a una columna de cromatografia, se adiciond
diclorometano hasta recuperar todo el compuesto de interés y finalmente se

Seco en rotaevaporador.
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El producto crudo fue purificado mediante cromatografia de columna en silica
gel y TLC preparativa utilizando el sistema 40:1 diclorometano/metanol para
obtener 26.4 mg de 6-hidroxiperinaftenona (1.1%).

6-hidroxi-1-H-fenalen-1-ona (7, 6-hidroxiperinaftenona). Sélido violeta. *H RMN:
6 8.69 (H-7, d, J=8.0 Hz), 8.57 (H-9, d, J=8.0 Hz), 7.85 (H-8, dd, J;=8.0, J,= 8.0
Hz), 7.83 (H-3, d, J =9.4 Hz), 7.80 (H-4, d, J=8.0 Hz), 7.08 (H-5, d, J=8.0 Hz),
6.48 (H-2, d, J=9.4 Hz); *C RMN: & 185.4 (C-1), 159.6 (C-6), 143.0 (C-3),
134.8 (C-4), 131.1 (C-7), 130.8 (C-9a), 130.3 (C-9), 129.8 (C-9b), 126.8 (C-8),
126.7 (C-2), 125.6 (C-6a), 121.2 (C-3a), 110.4 (C-5). EI-MS: m/z 196 [M]" (100);
HR-MS: encontrado 196.051903 (Calculado para C13HgO2: 196.052430)

3.4.4 Metilacion de 2-hidroxiperinaftenona (2)

OH OMe

o o)
‘ CH,N,, Et,0 ‘
C weam O
>08%

La solucion de diazometano fue preparada utilizando el método estandar con

Diazald® [121]. Esta solucion se adicion6 gota a gota a la 2-
hidroxiperinaftenona (1) (6mg, 0.031mmol) hasta que cesé la produccion de
gas. Se dej6 secar a 30°C durante 48 horas para obtener 6.4mg de

2-metoxiperinaftenona (aceite amarillo).

2-Metoxi-1H-fenalen-1-ona (2, 2-metoxiperinaftenona): Aceite amarillo. UV-Vis
(MeOH) Anax (log €) 230 (4.20), 260 (4.16), 330 (3.74), 360 (3.82), 420 (3.80)
nm; *H RMN: & 8.56 (H-9, d, J = 7.5Hz), 8.37 (H-7, d, J=8.0 Hz), 8.03 (H-6, d,
J=8.2 Hz), 7.85 (H-8, dd, J; =7.5Hz, J,=8.0 Hz ), 7.82 (H-4, d, J=7.1 Hz), 7.64
(H-5, dd, J; =8.2 Hz, J,=7.1 Hz ), 7.20 (H-3, s), 3.89 (OCHg, s); *C RMN: &
180.1 (C-1), 154.8 (C-2), 136.5 (C-7), 133.5 (C-6a), 130.9 (C-9), 130.5 (C-4),
130.2 (C-6), 129.9 (C-3a), 129.9 (C-9a), 128.5 (C-5), 128.2 (C-8), 125.8 (C-9b),
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113.8 (C-3), 56.2 (OCHs). HREIMS m/z 210.0686 (Calculado para Ci4H100,
210.0681)

3.4.5 Metilacién de 3-hidroxiperinaftenona (4)

o) OH o) OMe
‘ CH,N,, Et,0 ‘
sel-se
>97%

El procedimiento ante descrito fue empleado para este caso. Se utilizd 3-

hidroxiperinaftenona (3) (5mg, 0.0255mmol) y el tiempo de reaccion con
solucion diazometano fue de 30 minutos. El producto de reaccion se dejo secar
a 30°C durante 24 horas y fue purificada por TLC preparativa usando el
sistema 40:1 CH)Cl,-MeOH (Ry=0.70) para obtener 5.2mg de 3-

metoxiperinaftenona como un solido amarillo.

3-metoxi-1-H-fenalen-1-ona (4, 3-metoxiperinaftenona). Sélido amarillo. 'H
RMN: & 8.45 (H-9, dd, J,=7.2Hz, J,=1.3Hz), 8.30 (H-7, dd, J;=8.1Hz, J,=1.3H2z),
8.23 (H-4, dd, J;=7.3Hz, J,=1.2Hz), 8.21 (H-6, dd, J;=8.3Hz, J,=1.2Hz), 7.80
(H-8, dd, J,=7.2Hz, J,=8.1Hz), 7.71 (H-5, dd, J,=7.3Hz, J,=8.3Hz), 6.08 (H-2, s),
4.07 (3- OCHa, s); *C RMN: & 184.9 (C-1), 166.8 (C-3), 134.9 (C-7), 133.1 (C-
6), 133.1 (C-6a), 129.5 (C-9a), 129.4 (C-9), 128.0 (C-9b), 127.6 (C-8), 127.2 (C-
5), 126.8 (C-4), 125.7 (C-3a), 104.3 (C-2), 56.7 (3- OCH3); HREIMS m/z
210.068131 (calculado para C14H1002, 210.06080)
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3.4.6 Metilacion de 6-hidroxiperinaftenona (8)

(@] (@]
‘ CH,N,, Et,0 ‘
00 e OO

>98%
OH OMe

Para este caso particular, el tiempo de reaccion entre 6-hidroxiperinaftenona (4)
(4.5mg, 0.023mmol) y diazometano fue de 45 minutos.

El producto de reaccion fue purificado mediante cromatografia en capa fina
preparativa utilizando el sistema 49:1 diclorometano/metanol como eluente,

para obtener 4.8mg de 6-metoxiperinaftenona (98%).

6-metoxi-1-H-fenalen-1-ona (8, 6-metoxiperinaftenona). Sélido naranja. 'H
RMN: & 8.65 (H-7, dd, J; = 8.4, J,=1.3 Hz), 8.56 (H-9, d, J =7.4, 1.3 Hz), 7.91
(H-4, d, J=8.0 Hz), 7.86 (H-3, d, J=9.7 Hz), 7.86 (H-8, dd, J;=8.4, J,=7.4 Hz),
7.15 (H-5, d, J=8.0 Hz), 6.51 (H-2, d, J=9.7 Hz), 4.16 (6-OCHs, s); *C RMN: &
185.2 (C-1), 160.5 (C-6), 142.9 (C-3), 134.9 (C-4), 131.0 (C-9), 130.4 (C-9a),
129.9 (C-7), 129.6 (C-9b), 127.5 (C-8), 127.4 (C-2), 126.2 (C-6a), 121.6 (C-3a),
106.5 (C-5), 57.0 (6-OCH3). EI-MS: m/z 210 [M]" (100), 195 (26); HR-MS:
encontrado 210.067098 (Calculado para C14H1002: 210.068080).
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3.4.7 Sintesis de 4-metoxiperinaftenona (6)

La metodologia reportada por Nanclares et. al [122] fue utilizada para este caso,

la cual involucra cinco pasos:

EtO.__O
/\H/OEt
Br o o
OMe  NBS/ALLO; OMe Pd(OAc), / P(o-Toly)s OMe
90°C, 1h, 98% OO Et;N; DMF, 160°C OO
Reflujo 6h
I (68%) Il
EtO.__0O HO.__O

H2 s Pd/C 10% NaOH(aC), 2M

- OMe . OMe
25°C, 24h OO Reflujo 120°C, 3h OO

(85%) HCI concentrado (>99%)
"l v

o)
1. SOCl,, 25°C, 5min
> OMe
OMe 2. AICl5, 25°C, 10min OO
OO 3. DDQ, 40°C, 15min

v V (6)

HO.__O

Compuesto |. La bromacion de 2-metoxinaftaleno (procedimiento descrito en la
seccion 3.4.10) en seco con NBS/Al,O3 a 90°C por una hora para obtener

rendimientos del 98% del producto deseado.

Compuesto Il. Reacciéon de Heck entre el 1-bromo-2-metoxinaftaleno y el
etilacrilato. Esta metodologia fue llevada a cabo utilizando acetato de paladio,
tri(o-toluil)fosfina y 1-bromo-2-metoxinaftaleno; posteriormente, se adiciono al
balon de reaccion DMF seca, trietilamina y etilacrilato. La mezcla de reaccion
se coloco a reflujo por 6 horas (160°C) con agitacion. El crudo obtenido se

disolvié en acetato de etilo y se sometio a cromatografia en columna de silica
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gel usando 9:1 n-hexano/éter etilico como fase mavil. El producto mayoritario

fue separado como un aceite café.

Compuesto Ill. Hidrogenacion catalitica del (E)-etil-3-(2-metoxinaftalen-1-il)
acrilato. El procedimiento descrito en la seccion 3.4.9 fue utilizado en este caso,
donde el tiempo de reaccion fue de 24 horas. El crudo obtenido fue filtrado, y el
catalizador lavado con metanol. El filtrado se seco en rotaevaporador para

obtener el producto como un aceite incoloro (85%).

Compuesto IV Saponificacion del 3-(2-metoxinaftalen-1-il)propanoato de etilo.
En un balén de fondo redondo contenido el sustrato 3 y disuelto en etanol, se
adicion6 una solucion de hidroxido de sodio (2M); este sistema fue colocado en
reflujo (120°C) durante 3 horas. Una vez se encuentre a temperatura ambiente,
se acidulé con HCI concentrado hasta un pH ~ 2. La solucién turbia resultante
se sometid a extracciones sucesivas con éter etilico (3x30mL). El solvente
organico fue retirado en un rotaevaporador para obtener un rendimiento del
99% del producto.

Compuesto V (6). Reaccion de Friedel-Crafts. En un balén de fondo redondo,
se adicion6 el compuesto IV y lentamente, cloruro de tionilo. Este sistema se
dej6 en agitacion magnética y temperatura ambiente durante 5 minutos.
Transcurrido este tiempo, el crudo fue llevado a sequedad y posteriormente fue
disuelto en diclorometano; luego se adiciond tricloruro de aluminio y la reaccién
se coloco en agitacion constante a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Finalmente, al crudo obtenido se adicion6 DDQ y éste sistema fue llevado a
bafio maria a una temperatura de 40°C durante 15 minutos. El crudo de
reaccion fue llevado a un embudo de separacién y se le realizaron varios
lavados con agua. El producto fue purificado mediante una columna de silica
gel utilizando una mezcla 1:1 n-hexano/diclorometano para lograr un

rendimiento del 65%.



4-metoxi-1-H-fenalen-1-ona (6, 4-metoxiperinaftenona). Sélido naranja. ‘H
RMN: & 8.50 (H-9, d, J=7.4), 8.30 (H-5, d, J=7.8 Hz), 8.25 (H-6 , d, J=9.1 Hz),
8.25 (H-2, d, J=10.0, Hz ), 7.72 (H-8, dd, J; =7.5, J, = 7.9 Hz), 7.60 (H-5, d,
J=9.3 Hz ), 6.58 (H-2, d, J=10.0 Hz ), 4.17 (-OCHjs, s); *C RMN: & 184.7(C-1),
159.9 (C-4), 135.9 (C-6), 135.6 (C-7), 131.3 (C-9), 129.0 (C-6a), 127.9 (C-2),
125.7 (C-8), 114.9 (C-5), 113.8 (C-3a), 57.1 (-OCH3). HREIMS m/z 210.067280
(Calculado para C14H1002, 210.068080)

3.4.8 Sintesis de 2-nitroperinaftenona (13)

o o
‘ HNO3 / H,SO, / CH,Cl, ‘
SelE s e
(30%)

Fue empleado el método reportado por Dokunikhin et al. [123], en la cual, una

mezcla de acido nitrico concentrado 65% (42uL) y acido sulfarico concentrado
(121pL) fue adicionado gota a gota a una solucion preenfriada (0°C) de
perinaftenona (10) (100mg, 0.6mmol) disuelta en acido sulfarico concentrado
(2mL). La mezcla de reaccibn se mantuvo en agitacion durante 1 hora a
temperatura ambiente y luego extraido con agua (3x10mL) y CH,Cl, (3x15mL).
La fase organica fue evaporada y concentrada al vacio. La purificacion se
realiz6 por cromatografia preparativa utilizando el sistema 1:1 n-hexano:
acetato de etilo (R 0.65) obteniendo 13.5mg del compuesto de interés con un

rendimiento del 30% (55% basado sobre la perinaftenona recuperada).

2-Nitro-1-H-fenalen-1-ona (13, 2-nitroperinaftenona): Sélido amarillo. *H RMN:
5 8.77 (H-3, s), 8.71 (H-9, dd, J;=7.3Hz, J,=1.2Hz), 8.59 (H-7, dd, J;=8.1Hz,
J,=1.2Hz), 8.03 (H-8, dd, J:=7.3Hz, J,=8.1Hz), 7.91 (H-5, dd, J1=7.2Hz,
J,=8.3Hz), 7.50 (H-6, dd, J:=7.3Hz, J,=1.1Hz), 7.40 (H-4, dd, J1=7.2Hz,
J,=1.1Hz); *3C RMN: & 175.2 (C-1), 147.9 (C-2), 138.8 (C-3), 137.7 (C-7), 137.6
(C-4), 136.6 (C-6), 133.3 (C-6a), 132.4 (C-9), 130.5 (C-9a), 129.0 (C-8), 128.6
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(C-5), 127.8 (C-9b), 125.2 (C-3a); HREIMS m/z 225.043327 (calculado para
C13H7NO3, 225.042593)

3.4.9 Hidrogenacion catalitica de 2-NO; perinaftenona (9)

NO, NH,

O] @)
oLEG e
sel N e

En balébn de fondo redondo se adicion6 2-nitroperinaftenona (13) (5mg,

0.022mmol) disuelta en metanol (5mL), el catalizador Paladio/carbono (2.5mg,
Pd al 10%), se colocé un septum y se dejé en agitacion magnética (20rpm)
durante 5 minutos. Posteriormente, se sometio la mezcla de reaccion en
atmosfera de hidrogeno (H2) y se mantuvo durante 10 minutos (tiempo en el
cual, se observd cambio de color naranja a violeta). La extraccion con
diclorometano/agua, rotaevaporacion de la fase organica hasta sequedad y
cromatografia en capa fina preparativa (TLC) utilizando el sistema de elusién
2:1 n-hexano/acetato de etilo (R=0.62), permiti6 obtener 4.2mg de 2-

aminoperinaftenona (98%).

2-Amino-1H-phenalen-1-ona. (9, 2-aminoperinaftenona): Sélido rojo; *H NMR
(C3Dg0O, 500.13 MHz) & 8.61 (dd, J = 7.3, 1.2 Hz, H-9), 8.33 (H-7, dd, J; = 8.0
Hz, J,=1.2 Hz), 7.88 (H-6, dd, J, = 7.9 Hz, J,=1.5 Hz), 7.83 (H-4, dd, J; = 7.3
Hz, J,=8.0 Hz), 7.59 (H-4, dd, J; = 7.3 Hz, J,=1.5 Hz), 7.56 (H-5, dd, J; = 7.3
Hz, J, =7.9 Hz), 6.89 (s, H-3); *C NMR (C3D¢O, 125.75 MHz) & 180.9 (C-1),
143.0 (C-2), 136.3 (C-7), 133.1 (C-6a), 131.1 (C-3a), 130.5 (C-9), 129.2 (C-9a),
128.2 (C-5), 127.9 (C-4), 127.8 (C-6), 127.5 (C-8), 124.7 (C-9b), 110.0 (C-3);
LC-HRESIMS m/z 194.06097 (calculado para C13HgNO, 194.06059).

66



3.4.10 Bromacion de perinaftenona con NBS/AI,O3 en seco (11)

Br

o o
‘ NBS/Al,O4 ‘
sel oo

Se utilizé la metodologia reportada por Gholamhassan et. al [124]. En general,

la alimina anhidra se macera en un mortero de porcelana junto con la NBS. A
ésta mezcla se adicioné perinaftenona (10) y se homogeniz6 hasta obtener una
mezcla de color uniforme. Se transfirié a un tubo de ensayo y se calent6 a 45°C

en bafio maria durante 3 horas.

La mezcla de reaccion se dejé enfriar, se solubilizé con diclorometano, se filtrd
y el solvente organico se evaporé hasta sequedad. La purificacion del
compuesto se llevo a cabo mediante cromatografia de columna en silica gel
utilizando el sistema de elusion 1:1 n-hexano/diclorometano (R;=0.28). EI

rendimiento de la reaccion fue del 58%.

2-bromo-1-H-fenalen-1-ona (11, 2-bromoperinaftenona): Sélido amarillo. *H
RMN: & 8.63 (H-9, d, J=7.4Hz), 8.48 (H-3, s), 8.46 (H-7, d, J=8.1Hz), 8.27 (H-6,
d, J=8.2Hz), 8.02 (H-4, d, J=7.0Hz), 7.92 (H-8, dd, J;=7.7Hz, J,=7.8Hz), 7.74
(H-5, dd, J;=7.5Hz, J,=7.8Hz); *C RMN: & 178.6 (C-1), 144.2 (C-3), 136.7 (C-
7), 133.5 (C-6), 133.3 (C-6a), 133.0 (C-4), 132.3 (C-9), 129.4 (C-9a), 128.7 (C-
3a), 1285 (C-8), 128.2 (C-5), 127.4 (C-9b), 126 (C-2). HREIMS m/z
257.967261 (Calculado para Cy13H;BrO, 257.968026)
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3.4.11 Cloracién de perinaftenona con HCI en HNO3 (12)

Cl

o o
‘ HCI / HNO; ‘
SelENbe
(55%)

La reaccion se llevd a cabo con HCI concentrado al 36% (5mL) al cual se

adicioné perinaftenona (10) (100mg, 0.56mmol) y se homogeniz6 con agitacién
magnética durante 2 minutos con posterior adicion gota a gota de HNO;
concentrado al 65% (186uL, 4.8mmol). La mezcla se dejo bajo agitacion

constante a temperatura ambiente durante 3 horas.

Posteriormente se hizo varias extracciones con diclorometano, se evaporo la
fase organica hasta sequedad y se purificO el compuesto por cromatografia
capa fina preparativa utilizando una mezcla 2:3 n-hexano/diclorometano
(R=0.65) como eluente. Se obtuvo 66.5mg del compuesto de interés 2-cloro-

perinaftenona (55%).

2-Cloro-1-H-fenalen-1-ona (12, 2-cloroperinaftenona): Sélido amarillo. *H RMN:
6 8.66 (H-9, dd, J;=7.4Hz, J,=1.2Hz), 8.49 (H-7, dd, J;=8.1Hz, J,=1.2Hz), 8.28
(H-6, dd, J;=1.1Hz, J,=7.1Hz), 8.27 (H-3, d, J=0.5Hz), 8.05 (H-4, ddd, J;=7.1Hz,
J,=1.1Hz, J3=0.5Hz), 7.95 (H-8, dd, J:=8.1Hz, J,=7.4Hz), 7.77 (H-5, dd,
J1=8.3Hz, J,=7.1Hz); 3C RMN: & 178.7 (C-1), 140.1 (C-3), 136.8 (C-7), 133.9
(C-2), 133.4 (C-6), 133.3 (C-6a), 133.1 (C-4), 132.1 (C-9), 129.9 (C-9a), 128.5
(C-8), 128.2 (C-5), 128.1 (C-3a), 127.1 (C-9b); HREIMS m/z 214.018414
(calculado para C13H;*ClO, 214.018543).
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3.4.12 Sintesis de 2-nitro-4-metoxi-perinaftenona (14)

NO,

O O
CH3COOH
oOMe ———— OMe
™ o™ (12
(33%)

Para este caso, se utiliz6 4-metoxiperinaftenona (6) como sustrato (70mg,
0.3mmol) la cual fue disuelta previamente en 7mL de acido acético glacial.
Luego, se adicion6 HNO3 al 65% (30uL, 0.43mmol), se dejo en agitacion
magnética a temperatura ambiente durante 3 horas. Al crudo de reaccion se le
adicion6 agua fria y se realizaron varios lavados con diclorometano (3x30mL),
solucion de carbonato de sodio (5%) y posterior secado con sulfato de sodio
anhidro. Posteriormente, el solvente organico fue evaporado en rotaevaporador
y el compuesto purificado por cromatografia preparativa utilizando el sistema
2:1 n-hexano/acetato de etilo (R=0,14) para obtener un rendimiento del 33%

del producto.

4-metoxi-2-nitro-1H-fenalen-1-ona (14, 2-nitro-4-metoxiperinaftenona). Sélido
amarillo. *H RMN: & 8.94 (H-3, s), 8.70 (H-9, dd, J; =7.6, J, =1.2Hz), 8.54 (H-6,
d, J=9.3Hz), 8.47 (H-7, dd, J, =7.9, J, =1.2Hz), 7.85 (H-8, dd, J; =7.6, J,
=7.9Hz), 7.74 (H-5, d, J=9.3Hz), 4.30 (4-OCHs, s); *C RMN: 5 164.5 (C-4),
146.1 (C-2), 140.7 (C-6), 137.5 (C-7), 133.2 (C-9), 132.8 (C-3), 130.7 (C-9a),
129.1 (C-9b), 128.7 (C-6a), 126.7 (C-8), 115.3 (C-5), 110.2 (C-3a), 57.9 (4-
OCHp3); HREIMS m/z 255.053327 (calculado para C14HgNO4, 255.053158).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El reciente descubrimiento de compuestos naturales tipo perinaftenona en
Musa acuminata cv. “Yangambi km5” como la clase de compuestos mas
potentes aislados de esta planta contra el hongo patégeno ascomycete
Mycosphaerella fijiensis (agente causal de la enfermedad Sigatoka Negra),
situd el ndcleo perinaftenona como una interesante plantilla estructural para el

desarrollo de una nueva clase de fungicidas [6].

Una de las razones que enfocaron el interés en el nlcleo perinaftenona recae
en su posible modo de accion fototoxico [73, 125, 126]. Aqui, la perinaftenona,
un fotosensibilizador bien conocido de oxigeno molecular singlete (*O,) [127],
se presume actia como un catalizador para la produccién de especies
reactivas de oxigeno las cuales pueden causar dafios celulares al patdgeno
[73].

Para producir oxigeno singlete (0, —'0,), la perinaftenona excitada por el
fotébn debe hacer un sistema intercruzado (ISC) a un estado triplete del cual la
desactivacion puede ocurrir por diferentes procesos de transferencia de
energia tales como fosforescencia, decaimiento térmico o reacciones tipo
radicales con otros compuestos [128] (figura 19). Por consiguiente, las
condiciones experimentales adecuadas deben ser disefiadas para demostrar la
generacion de 'O, para cada patosistema vegetal particular [129]. Previos
bioensayos, con perinaftenonas naturales, contra M. fijiensis fueron llevados a
cabo en oscuridad [6]. Bajo condiciones de exclusién de luz, la fototoxicidad no
pudo ser evaluada y por tanto, no fue claro si los compuestos evaluados
exhibian actividad fotodinamica. Sin embargo, en caso de mas de un modo de
accion, la exclusion de luz es adecuada para distinguir la fototoxicidad de otras

formas de actividad.
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Figura 19 . Produccion de especies reactivas de oxigeno por absorcion de luz

en la perinaftenona
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Para verificar la actividad fotodinamica de compuestos tipo perinaftenona, los
compuestos 2-hidroxiperinaftenona (1) y 2-metoxiperinaftenona (2), presentes
en Musa acuminata var. “Yangambi km 5” fueron evaluadas contra M. fijiensis
(inhibicibn del crecimiento micelar) bajo condiciones controladas de luz
utilizando una ligera modificacion de un protocolo reportado [6] (figura 20).
Interesantemente, la actividad de los compuestos naturales 1 y 2 no cambio
significativamente bajo la influencia de la luz. Esto origind la pregunta de saber
si los grupos hidroxilo y metoxilo generalmente previenen la actividad
fotodinamica de perinaftenonas o si esto fue un efecto del sustituyente unido en
la posicion “0” relativa al grupo carbonilo. Para dirigir esta pregunta, los
compuestos 3-8 fueron sintetizados y evaluados bajo las mismas condiciones
(figura 20).
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Figura 20. Actividad antifingica de compuestos 1-8 sobre M. fijiensis. (a)
Efecto sobre el crecimiento de micelio medido después de 8 dias de incubacién

en la oscuridad, (b) bajo fotoperiodo de 12 horas durante 8 dias de incubacion.
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La figura 20 muestra que con excepcion del compuesto 1y 2, reemplazando un
grupo hidroxilo por metoxilo incrementa la actividad por mas de 3 veces. Un
incremento en lipofilicidad podria ser una posible explicacion del aumento de
actividad de los compuestos metoxilados. La actividad similar del compuesto 1
y su analogo O-metilo (2) (figura 20) puede ser visto en términos de un fuerte
enlace de hidrégeno intramolecular presente en 1 el cual deja a éste con una
polaridad mas baja que su contraparte O-metilo 2 como lo revela sus valores
de R¢ (0,77 para 2y 0,88 para 1), en silica gel fase normal CH,Cl,:MeOH 40:1.
Cabe resaltar que los compuestos 3, 5, 7 ofrecen la posibilidad de un fuerte
enlace de hidrégeno intermolecular [130] el cual resulta en un efecto nocivo en
la actividad. Por otra parte, no se observo ningun efecto fotodinAmico sobre la
actividad de los compuestos 1 a 8 lo cual, indujo a explorar otras tendencias de
relacion estructura-actividad en la serie perinaftenona (analisis de varianza
Tukey, 95% de confiabilidad).

Las cetonas policiclicas aromaticas a,B-insaturadas son bien reconocidas por
su habilidad aceptor Michael [131]; por tanto, la perinaftenona podria ser un
buen candidato para este modo de accion. Acorde con esto, grupos electro-
atrayentes unidos a la posicion C-2 de perinaftenona deberian incrementar la
actividad y, por el contrario, el efecto opuesto deberia ser observado con
grupos electro-donantes unidos en la misma posicion. Para explorar esta
hipétesis, las perinaftenonas derivadas 9-13 (figura 21) fueron sintetizadas con
sustituyentes que afectan la densidad electrénica del doble enlace por efecto
inductivo o conjugacion y evaluados en la oscuridad. Los resultados indicados
en las figuras 21a y 22, muestran que los grupos electro-atrayentes unidos en
la posicion C-2 en perinaftenona incrementan dramaticamente la actividad de
perinaftenonas tanto en la inhibicion de crecimiento micelar como del tubo
germinativo de ascosporas de M. fijiensis. La 2-Nitroperinaftenona (13) fue el
compuesto mas activo en esta serie (figura 21a y 22), como se esperaba para

un nitroalqueno conjugado bajo un modo de accion aceptor Michael [132].
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Figura 21. Actividad antifangica de los compuestos 9-14 sobre M. fijiensis. (a)
Efecto sobre el crecimiento de micelio después de 8 dias de incubacion en la
oscuridad, (b) bajo fotoperiodo 12h durante 8 dias de incubacién. Fungicidas

comerciales (benomil y propiconazol) fueron evaluados como referencia.
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Interesantemente, los compuestos 10-13 fueron los Unicos en esta serie que
exhibieron un significativo aumento de actividad bajo luz (andlisis de varianza
Tukey, 95% de confiabilidad). Especificamente, los compuestos 11-13 con
grupos electroatrayentes, exhibieron este aumento con ambas cepas de M.
fijiensis (figura 22). Esto estda en concordancia con previas evidencias que
indican que los grupos electro-atrayentes en posicion C-2 de perinaftenona
resultan en moléculas con altos rendimientos de quantum en la produccion de
'0, [133]. En caso de la perinaftenona (10), diferencias significativas entre la
actividad en fotoperiodo-oscuridad fueron observados Unicamente para la cepa
060124 (figura 21b)

La comparacion de los derivados O-metil 4, 6 y 8 con la perinaftenona no
sustituida (10) revela que en todos los casos el grupo O-metil afecta
positivamente la actividad y el compuesto 6 fue el mas activo en esta serie.
Esto demostro la relevancia de una sustitucion en C-3, C-4 o C-6 por un grupo
metoxilo, por ejemplo, en este nucleo. Esta observacion abrié la oportunidad de
explorar si un grupo electro-atrayente en el C-2 de los derivados O-metil 4, 6 y
8 podrian resultar en un efecto sinergistico. Por consiguiente, la 2-nitro-4-
metoxiperinaftenona (14) fue sintetizada, como un ejemplo, y su actividad

medida bajo experimentos controlados de iluminacion (figura 21 y 22).

El valor de ICso del compuesto 14 fue el mas bajo entre todos los compuestos
perinaftenona evaluados y su actividad in vitro fue comparable a los fungicidas
comerciales benomil y propiconazol (figura 21 y 22). Sin embargo, la actividad
de la 2-nitro-4-metoxiperinaftenona (14) fue significativamente mejor en la
presencia de luz. Comparando el valor de ICsg de la 2-nitro-4-
metoxiperinaftenona (14) con aquellos derivados 4-metoxi 6y 2-nitro 13 (figura
21 y 22) sugiere que los dos grupos funcionales afectan de forma sinérgica la
capacidad aceptor Michael de la estructura perinaftenona sin perturbar las

propiedades fotodindmicas del centro del nucleo.
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Figura 22 . a) Actividad antifangica de los compuestos 11, 13 y 14 sobre
ascosporas de Mycosphaerella fijiensis y b) observacion al microscopio (40X):
A) control negativo, B) 2-bromoperinaftenona, C) 2-nitroperinaftenona, D) 2-

nitro-4-metoxiperinaftenona a una concentracion de 2ug/mL.
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Al comparar los valores de ICsy de los compuestos 2-nitroperinaftenona (13) y
2-nitro-4-metoxiperinaftenona (14) en la inhibicibn de micelio (asexual) vy,
evaluacion de ascosporas (sexual) de M. fijiensis (figura 21 y 22), el compuesto
14 result6é ser dos veces mas activo sobre la inhibicion del tubo germinativo de
ascosporas, mientras que el compuesto 13 no presentd ninguna diferencia al
evaluar estos dos estados reproductivos del hongo. Puesto que la ascospora
es considerada la estructura reproductiva de mayor importancia en el ciclo
infeccioso de la enfermedad [9, 35], las caracteristicas quimicas del compuesto
14 podrian ser un nucleo quimico apropiado para el desarrollo de nuevos
fungicidas ambientalmente amigables ante el desafio contra la Sigatoka Negra.

Finalmente, no se determind ningun tipo de lesidn necroética visible sobre las
hojas de las plantulas de banano variedad Williams (figura 23) cuando se
evalio los compuestos 11, 12, 13 y 14 en las pruebas preeliminares de
fitotoxicidad. Sin embargo, estudios mas detallados de fitotoxicidad se
requieren, puesto que se ha demostrado que la 2-nitroperinaftenona (13) es

altamente mutagénica en estudios realizados sobre Salmonella [134].

En resumen, los resultados demuestran que es posible mejorar la actividad de
compuestos tipo perinaftenona contra M. fijiensis por la introduccién de grupos
electro-atrayentes en la posicion C-2 sin perturbar la fotodindmica inherente al
centro del nacleo perinaftenona (figura 21 y 22). Adicionalmente, la relevancia
de la sustitucién en la posicion C-4 de perinaftenona fue demostrada por un
grupo metoxilo y su efecto fue més activo sobre ascosporas de M. fijiensis. Los

efectos de otros tipos de sustitucion en esta posicion merecen mas atencion.
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Figura 23. Fotografias de la evaluacion fitotoxica del compuesto 2-

nitroperinaftenona a una concentracion de 50ug/mL: A) 2 dias; B) 5 dias; C) 10
dias; D) 25 dias; E) envés de la hoja a 25 dias.
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5. CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

El presente trabajo permiti0 demostrar algunas tendencias tanto topoldgicas
como electronicas relevantes para el aumento de la actividad fungicida del
nacleo de perinaftenona en el sistema biologico M. fijiensis. En términos
topolégicos, la sustitucion por un grupo metoxilo en la posicion C-4 del nucleo
de perinaftenona es relevante para aumentar la actividad contra M. fijiensis; en
este caso, la lipofilicidad puede ser una posible explicacidon puesto que su
contraparte “hidroxilo”, presenta menor actividad. Es interesante notar que
perinaftenonas sustituidas en esta posicibn ya han sido reportadas como
fitoalexinas exclusivas del género Musa, aunque en este caso, el sustituyente
es un anillo fenilo [81]. Infortunadamente no hay mucha informacién sobre la
actividad biolégica de este tipo de compuestos (4-fenilfenalenonas) debido a la
baja disponibilidad a partir de fuentes naturales y a los deficientes métodos
sintéticos existentes para obtenerlas [81]; ademas, esto Ultimo tampoco
permiti6 determinar la topologia de las posiciones C-5, C-7, C-8 y C-9 en
perinaftenona sobre la actividad contra el hongo en estudio, por cuanto explorar
nuevas metodologias de sintesis que permitan obtener informacion del
comportamiento de cada una de éstas posiciones del nucleo perinaftenona,
seria indispensable para el disefio de estrategias que permitan mejorar la

actividad contra el sistema biolégico Mycosphaerella fijiensis.

La introduccion de grupos electro-atrayentes en C-2 de perinaftenona, permitio
determinar la tendencia electrénica en la actividad contra el hongo en estudio;
de acuerdo con esto, los grupos mas electro-atrayentes, que afectan la
densidad electronica del doble enlace en esta posicion por induccién o
conjugacion, incrementaron de forma drastica la actividad contra M. fijiensis,

siendo la 2-nitroperinaftenona, el compuesto mas activo de esta serie.
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Un aumento en reactividad de estas moléculas sobre un modo de accion
aceptor Michael [134, 135], es una posible explicacion de la inhibicion temprana

en los procesos metabdlicos del microorganismo objeto de estudio.

Interesantemente, los compuestos 2-bromo (11), 2-cloro (12) y 2-
nitroperinaftenona (13) fueron los Unicos que exhibieron un aumento
significativo de actividad bajo condiciones de luz, por cuanto el efecto
fotodinamico en estas moléculas se vio reflejado por este tipo de grupos
quimicos sustituidos en perinaftenona [136]. Sin embargo, pese a las
caracteristicas relevantes que presentaron estos compuestos sobre la
inhibicion de M. fijiensis, se ha demostrado que las nitroperinaftenonas son
agentes altamente mutagénicos en estudios realizados sobre Salmonella [137].
Esto abre las puertas para explorar otros grupos electro-atrayentes sustituidos
en C-2 de perinaftenona, que no afecten la fotodindmica del centro del nucleo,
no impliquen riesgos para la salud humana y/o el medio ambiente y ademas,
puedan ser evaluados como posibles farmacos en el desafio contra la Sigatoka

Negra.

La sintesis de la 2-nitro-4-metoxiperinaftenona, permiti6 demostrar que es
posible mejorar la actividad de compuestos tipo perinaftenona contra M.
fijiensis, cuya hipétesis surgié de agrupar las caracteristicas topolégicas y
electrénicas mencionadas anteriormente y exhibirlas en una sola molécula
capaz de actuar en forma sinérgica en la inhibicion de M. fijiensis sin afectar la
fotodinamica inherente al centro del nucleo perinaftenona. El campo de estudio
sobre las propiedades sinérgicas de este compuesto parecen ser prometedoras,
puesto que fue mas activo en la inhibicion del tubo germinativo de ascosporas
de M. fijiensis, estructuras reproductivas consideradas como la principal fuente
de la enfermedad Sigatoka Negra [9, 35]. Ademas, seria interesante explorar
rutas de sintesis de dimeros de perinaftenonas que exhiban este tipo de
caracteristicas sinérgicas, lo cual permitiria aumentar la concentracion efectiva

contra el hongo en estudio.
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ANEXO A. Elucidacion estructural (espectros tomados en acetona deuterada)
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2-amino-1H-fenalen-1-ona
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2-bromo-1H-fenalen-1-ona
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2-cloro-1H-fenalen-1-ona

126



Gl
LUl N
Ll
8LL ——

128
128
82’8
828 ——
62'8 Q
62'8

- 1.02

— ~ 1.03

~ 1.03

= | s

% 1.03

% 1.00

127

8.00

8.50

ppm (f1)



N~ — W 00 <M o «1 O 1 N O «
<) 4 NY S ¥ ¥ 38 9 3o «
~ S M ®m OO ®m M 6 d QNS
- — D B B B B | D B B B
[
\
\
L I B O B B
135.0 134.0 133.0 132.0 131.0 130.0 129.0 128.0
ppm (f1)
\
\ \ \ —1#8 \ \ \
180 170 160 150 140 130

ppm (f1)



- 7.50
= =) B
= = - &= | 500
< '
== o L
QO —8.50
O |
1
\ \ ‘ 129‘ \ \ ! -
8.50 8.00 7.50

ppm (t2)



130

ppm (f2)

8.50

8.00

—125.0

—130.0

—135.0

—140.0

—145.0

Hppm (f1




T O |

o w % Qq0 o w

060 O% 000 0
. _ ,
Mg G R N
6000
0
00 a0
\ \ —13t \ \
9.00 8.50 8.00 750

ppm (f2)

[ = = = = =
~ oY a N W )
=} S S S =} o

[y
o]
o

%\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘
3
2




2-nitro-1H-fenalen-1-ona
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ANEXO B. Tabla de datos y analisis estadisticos.
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Tabla 3. Valores de ICsy (ug/mL) en la evaluacion de los compuestos tipo
perinaftenona 1-8 obtenidos para la cepa 060124 bajo condiciones de

oscuridad

ICso ICs0

(ug/mL) promedio Sd

Caodigo Compuesto

34,85
1 2-hidroxiperinaftenona | 29,21 31,43 3,00
30,24

42,21
2 2-metoxiperinaftenona | 37,33 39,94 2,46
40,30

105,78
3 3-hidroxiperinaftenona | 98,08 101,18 4,07
99,67

22,35
4 3-metoxiperinaftenona | 21,67 22,34 0,67
23,01

132,31
5 4-hidroxiperinaftenona | 158,18 138,50 17,42
125,02

22,30
6 4-metoxiperinaftenona | 19,80 20,33 1,76
18,90

217,38
7 6-hidroxiperinaftenona | 187,33 196,73 17,91
185,48

25,76
8 6-metoxiperinaftenona | 29,76 26,94 2,45
25,30
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Tabla 4. Valores de ICsy (ug/mL) en la evaluacion de los compuestos tipo
perinaftenona 1-8 obtenidos para la cepa 060124 bajo condiciones de

fotoperiodo

ICso ICs0

(ug/mL) promedio

34,24
1 2-hidroxiperinaftenona | 31,65 33,65 1,78
35,07
34,87
2 2-metoxiperinaftenona | 32,20 32,87 1,76
31,54

Caodigo Compuesto Sd

107,61
3 3-hidroxiperinaftenona | 101,06 104,51 3,29
104,87

25,35
4 3-metoxiperinaftenona | 21,02 23,24 2,17
23,34
129,32
5 4-hidroxiperinaftenona | 154,23 140,48 12,66
137,89
18,76
6 4-metoxiperinaftenona | 16,12 17,55 1,33
17,78

199,34
7 6-hidroxiperinaftenona | 169,76 185,41 14,86
187,12

24,34
8 6-metoxiperinaftenona | 27,41 25,92 1,54
26,02
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Tabla 5. Andlisis de varianza (ANOVA): Evaluacion de los compuestos tipo

perinaftenona 1-8 en la cepa 060124 bajo condiciones de oscuridad-fotoperiodo

* P< 0.05. Existen diferencias significativas entre los tratamientos.

Fuente de Suma de Cuadrados

Variacion GL Cuadrados Medios F caicuada | Valor P
Bloque 2 0,025 0,012
Tratamiento 15 33,85 2,257 423,47 <0.0001*
Error 30 0,16 0,0053
Total 47 34,040
R*=0,9953

Coeficiente de Variacion (CV%) = 1,87%

Tabla 6. Comparacion de medias ICso (ug/mL) de los compuestos tipo

perinaftenona 1-8 evaluados para la cepa 060124 bajo condiciones de

oscuridad-fotoperiodo

Cadigo COMPUESTO CEPA 000124

FOTOPERIODO | OSCURIDAD

1 2-hidroxiperinaftenona 33,65 d-e 31,43 e-f-g

2 2-metoxiperinaftenona 32,87 d-e-f 39,94 d

3 3-hidroxiperinaftenona 104,51 c 101,18 c

4 3-metoxiperinaftenona 23,24 h-i 22,34 h-i

5 4-hidroxiperinaftenona 140,48 b 138,50 b

6 4-metoxiperinaftenona 17,55 20,33 i-j

7 6-hidroxiperinaftenona 185,41 a 196,73 a

8 6-metoxiperinaftenona 25,92 g-h 26,94 f-g-h

Datos originales y comparacion de medias de datos transformados mediante

Log(Y). Medias que comparten la misma letra, no difieren entre si segun la
Prueba de Tukey a p=0.05.
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Tabla 7. Valores de ICsy (ug/mL) en la evaluacion de los compuestos tipo
perinaftenona 1-8 obtenidos para la cepa 080105 bajo condiciones de

oscuridad

ICso ICs0

(ug/mL) promedio Sd

Caodigo Compuesto

25,97
1 2-hidroxiperinaftenona | 27,77 26,80 0,91
26,65

33,17
2 2-metoxiperinaftenona | 32,78 33,79 1,44
35,44

148,83
3 3-hidroxiperinaftenona | 170,97 147,91 23,52
123,94

27,67
4 3-metoxiperinaftenona | 26,76 27,47 0,63
27,98

155,05
5 4-hidroxiperinaftenona | 133,53 139,25 13,86
129,16

21,15
6 4-metoxiperinaftenona | 24,38 22,15 1,94
20,91

153,09
7 6-hidroxiperinaftenona | 130,44 144,39 12,20
149,64

33,42
8 6-metoxiperinaftenona | 32,35 32,81 0,55
32,66
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Tabla 8. Valores de ICsy (ug/mL) en la evaluacion de los compuestos tipo
perinaftenona 1-8 obtenidos para la cepa 080105 bajo condiciones de

fotoperiodo

ICso ICs0

(ug/mL) promedio Sd

Caodigo Compuesto

32,12
1 2-hidroxiperinaftenona | 29,57 30,21 1,69
28,93

34,23
2 2-metoxiperinaftenona | 32,12 31,56 2,98
28,34

150,67
3 3-hidroxiperinaftenona | 148,76 143,82 10,25
132,04

30,05
4 3-metoxiperinaftenona | 28,47 29,29 0,79
29,34

133,88
5 4-hidroxiperinaftenona | 142,89 134,22 8,51
125,89

16,69
6 4-metoxiperinaftenona | 21,24 18,46 2,44
17,45

166,81
7 6-hidroxiperinaftenona | 156,73 155,25 12,37
142,21

33,76
8 6-metoxiperinaftenona | 31,37 33,67 2,26
35,89
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Tabla 9. Analisis de varianza (ANOVA): Evaluacion de los compuestos tipo

perinaftenona 1-8 en la cepa 080105 bajo condiciones de oscuridad-fotoperiodo

Fuente de Suma de Cuadrados

Variacion GL Cuadrados Medios F caicuada | Valor P
Bloque 2 0,029 0,015
Tratamiento 15 30,98 2,065 348,58 <0.0001*
Error 30 0,18 0,0059
Total 47 31,19

* P< 0.05. Existen diferencias significativas entre los tratamientos.

R? = 0,9943

Coeficiente de Variacion (CV%) = 1,95%

Tabla 10. Comparacion de medias ICso (ug/mL) de los compuestos tipo

perinaftenona 1-8 evaluados para la cepa 080105 bajo condiciones de

oscuridad-fotoperiodo

o CEPA 080105
Cadigo COMPUESTO
FOTOPERIODO OSCURIDAD

1 2-hidroxiperinaftenona 30,21 b 26,8 b-c
2 2-metoxiperinaftenona 31,56 b 33,79 b

3 3-hidroxiperinaftenona 143,82 a 14791 a
4 3-metoxiperinaftenona 29,29 b 27,47 b-c
5 4-hidroxiperinaftenona 134,22 a 139,25 a

6 4-metoxiperinaftenona 18,46 d 22,15 c-d
7 6-hidroxiperinaftenona 155,25 a 144,39 a

8 6-metoxiperinaftenona 33,67 b 32,81b

Datos originales y comparacion de medias de datos transformados mediante

Log(Y). Medias que comparten la misma letra, no difieren entre si segun la

Prueba de Tukey a p=0.05.
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Tabla 11. Valores de ICsy (ug/mL) en la evaluacion de los compuestos tipo
perinaftenona 9-14 obtenidos para la cepa 060124 bajo condiciones de

oscuridad. Comparacion con fungicidas de referencia (benomil y propiconazol).

ICs0 ICso

(ug/mL) promedio Sd

Caodigo Compuesto

175,40
9 2-aminoperinaftenona 186,15 175,33 10,85
164,44

38,51
10 Perinaftenona 37,64 36,48 2,80
33,29

12,66
11 2-bromoperinaftenona 12,24 12,33 0,29
12,09

14,24
12 2-cloroperinaftenona 16,28 15,19 1,03
15,05

3,44
13 2-nitroperinaftenona 3,82 3,53 0,26
3,32

3,02
14 2-nitro-4-MeOperinaftenona 3,57 3,24 0,29
3,12

1,86
B Benomil 1,84 1,81 0,07
1,74

0,74
P Propiconazol 0,64 0,68 0,05
0,67
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Tabla 12. Valores de ICsy (ug/mL) en la evaluacion de los compuestos tipo
perinaftenona 9-14 obtenidos para la cepa 060124 bajo condiciones de

fotoperiodo. Comparacion con fungicidas de referencia (benomil y propiconazol)

ICs0 ICso
(ug/mL) promedio
180,43
9 2-aminoperinaftenona 194,32 182,99 10,30
174,21
23,87
10 Perinaftenona 19,18 23,12 3,62
26,31
5,40
11 2-bromoperinaftenona 6,08 5,66 0,37
5,50
12,24
12 2-cloroperinaftenona 10,57 10,98 1,11
10,14
1,61
13 2-nitroperinaftenona 2,03 2,01 0,39
2,39
1,63
14 2-nitro-4-MeOperinaftenona 1,47 1,61 0,13
1,73
2,16
B Benomil 1,91 2,06 0,13
2,11
0,76
P Propiconazol 0,97 0,73 0,26
0,45

Caodigo Compuesto Sd
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Tabla 13. Andlisis de varianza (ANOVA): Evaluacién de los compuestos tipo

perinaftenona 9-14 en la cepa 060124 bajo condiciones de oscuridad-

fotoperiodo.

Fuente de Suma de Cuadrados

Variacion GL Cuadrados Medios F caiculada | Valor P
Bloque 2 0,027 0,013
Tratamiento 15 135,61 9,041 506,11 <0.0001*
Error 30 0,536 0,018
Total 47 136,18

* P< 0.05. Existen diferencias significativas entre los tratamientos.

R? = 0,9960
Coeficiente de Variacion (CV%) = 6,98%

Tabla 14. Comparacion de medias ICso (ug/mL) de los compuestos tipo

perinaftenona 9-14 evaluados para la cepa 080105 bajo condiciones de

oscuridad-fotoperiodo

. CEPA 060124
Codigo COMPUESTO FOTOPERIODO | OSCURIDAD

9 9-aminoperinaftenona 188,99 a 175,33 a

10 Perinaftenona 23,12 c 36,48 b

11 2-bromoperinaftenona 5,66 f 12,33 e

12 2-cloroperinaftenona 10,98 e 15,19d

13 2-nitroperinaftenona 2,01 h 3,53¢
14 2-nitro-4-metoxiperinaftenona 1,61h 3,24 ¢

B Benomil 2,06 h 1,81h

P Propiconazol 0,731 0,68 i

Datos originales y comparacion de medias de datos transformados mediante

Log(Y). Medias que comparten la misma letra, no difieren entre si segun la

Prueba de Tukey a p=0.05.
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Tabla 15. Valores de ICsy (ug/mL) en la evaluacion de los compuestos tipo
perinaftenona 9-14 obtenidos para la cepa 080105 bajo condiciones de

oscuridad. Comparacion con fungicidas de referencia (benomil y propiconazol).

ICs0 ICso
(ug/mL) promedio
259,04
9 2-aminoperinaftenona 250,69 245,79 16,26
227,65
46,37
10 Perinaftenona 47,31 47,02 0,57
47,40

Caodigo Compuesto Sd

11,56
11 2-bromoperinaftenona 11,63 12,20 1,06
13,42

12,29
12 2-cloroperinaftenona 15,98 14,73 2,11
15,93

11,32
13 2-nitroperinaftenona 11,43 10,93 0,78
10,03

6,68
14 2-nitro-4-MeOperinaftenona 6,03 6,09 0,56
5,57

1,61
B Benomil 1,50 1,58 0,07
1,63

6,59
P Propiconazol 6,55 6,54 0,05
6,49
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Tabla 16. Valores de ICsy (ug/mL) en la evaluacion de los compuestos tipo
perinaftenona 9-14 obtenidos para la cepa 080105 bajo condiciones de

fotoperiodo. Comparacion con fungicidas de referencia (benomil y propiconazol)

ICs0 ICso

(ug/mL) promedio Sd

Caodigo Compuesto

234,67
9 2-aminoperinaftenona 236,87 233,06 4,82
227,65

35,39
10 Perinaftenona 37,72 36,46 1,18
36,26

6,17
11 2-bromoperinaftenona 5,85 5,51 0,88
4,51

11,87
12 2-cloroperinaftenona 8,93 10,34 1,47
10,23

7,43
13 2-nitroperinaftenona 6,23 6,93 0,62
7,13

3,45
14 2-nitro-4-MeOperinaftenona 3,68 3,45 0,23
3,23

2,23
B Benomil 1,96 2,04 0,16
1,94

6,71
P Propiconazol 6,52 6,70 0,18
6,87
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Tabla 17. Andlisis de varianza (ANOVA): Evaluacion de los compuestos tipo

perinaftenona 9-14 en la cepa 080105 bajo condiciones de oscuridad-

fotoperiodo

Fuente de Suma de Cuadrados

Variacion GL Cuadrados Medios F caicuada | Valor P
Bloque 2 0,016 0,008
Tratamiento 15 95,96 6,397 859,05 <0.0001*
Error 30 0,2234 0,007
Total 47 96,196

* P< 0.05. Existen diferencias significativas entre los tratamientos.

R?=0,9977
Coeficiente de Variacion (CV%) = 3,46%

Tabla 18. Comparacion de medias ICso (ug/mL) de los compuestos tipo

perinaftenona 9-14 evaluados para la cepa 080105 bajo condiciones de

oscuridad-fotoperiodo

. CEPA 080105
Codigo COMPUESTO FOTOPERIODO | OSCURIDAD

9 9-aminoperinaftenona 233,06 a 245,79 a

10 Perinaftenona 36,46 b 47,02 b

11 2-bromoperinaftenona 551e 12,20 c-d
12 2-cloroperinaftenona 10,34 d 14,73 c

13 2-nitroperinaftenona 6,93 e 10,93 d

14 2-nitro-4-metoxiperinaftenona 3,45 f 6,09 e
B Benomil 2,04 g 1,58¢
P Propiconazol 6,70 e 6,54 e

Datos originales y comparacion de medias de datos transformados mediante

Log(Y). Medias que comparten la misma letra, no difieren entre si segun la

Prueba de Tukey a p=0.05.
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Tabla 19. Andlisis de varianza (ANOVA): Evaluacién de los compuestos tipo
perinaftenona 11, 13 y 14 en la inhibicion del tubo germinativo de ascosporas

de M. fijiensis. Control fungicida propiconazol.

Fuente de Suma de Cuadrados

Variacion GL Cuadrados Medios F caicuada | Valor P
Tratamiento 3 21,85 7,28 522,60 <0.0001*
Error 8 0,11 0,014
Total 11 21,96

* P< 0.05. Existen diferencias significativas entre los tratamientos.
R? = 0,9949
Coeficiente de Variacion (CV%) = 10,42%

Tabla 20. Valores de ICsp (ug/mL) y comparaciéon de medias en la evaluacion
de los compuestos 11, 13 y 14 en la evaluacién del tubo germinativo de

ascosporas de M. fijiensis. Comparacion con fungicida propiconazol.

Cédigo Compuesto IC50 (ug/mL) prcl)(r:nSe%io Sd
11 2-bromoperinaftenona 4,4814,69|5,10| 4,76a 0,32
13 2-nitroperinaftenona 1,36/1,11(1,31| 1,26b 0,13
14 2-nitro-4-metoxiperinaftenona |0,61]0,65|0,79| 0,68c 0,09
P Propiconazol 0,09/0,10|/0,06| 0,08d 0,02

Datos originales y comparacion de medias de datos transformados mediante
Log(Y). Medias que comparten la misma letra, no difieren entre si segun la

Prueba de Tukey a p=0.05.
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