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CAPITULO 1

REVISION DE LITERATURA

Fisiologia de Physalis peruviana relacion e interaccion con el fitopatégeno Fusarium
oxysporum: Una revision

El surgimiento de diversos acontecimientos mundiales durante las ultimas décadas, ha
generado la globalizacion, las rapidas innovaciones tecnolégicas y una intensificacion de los
flujos comerciales y de capitales que contribuyeron a un crecimiento econémico inigualable y
a mejorar los niveles de vida en el mundo (Perfetti & Cortés, 2013). Algunas de las
implicaciones de la globalizacion inciden directamente sobre el accionar de la agricultura y la
situacion de la vida rural, con ello todo el proceso econémico, tecnoldgico, politico, social y
cultural a escala mundial que ha permitido generar la division entre los procesos de
produccion en subprocesos (Gil, 2009). De esta manera es posible dejar de ver a la agricultura
como una actividad primaria basica a una mucho mas amplia en la que se considera como
un conjunto de actividades con relacién directa a la economia, de tal forma que esta recibe
una mayor receptividad social y politica a la importancia que tiene la agricultura hacia el futuro
y como este conjunto de actividades hace parte del punto estratégico del desarrollo de las
naciones, de tal forma que, existe una necesidad de que los paises en desarrollo estructuren
y establezcan estrategias y politicas necesarias para impulsar el desarrollo de la agricultura
y de los territorios rurales (Perfetti & Cortés, 2013).

Colombia, al igual que la mayoria de los paises de América Latina, ha fundamentado su
crecimiento econémico en su potencial agricola (Cardenas & Vallejo, 2016), ofreciendo un
20% mas de oportunidad de empleo en el pais y aproximadamente 50% en el sector rural.
Una fuente de crecimiento de la agricultura colombiana lo constituye el sector fruticola, segun
Osorio (2016), de 4,0 millones de hectareas cultivadas en Colombia en el 2012, el 5,8%
estuvo representado por cultivos frutales que produjeron 4,0 millones de toneladas,
exhibiendo una importancia dinamica de crecimiento en los ultimos afios (3,8% frente a 1,3%
del total agricola sin café). Lo que para el 2019 fueron 40 millones de hectareas cultivadas
solo el 47,5% estarian siendo realmente utilizadas es decir para un total de 19 millones de
hectareas con un incremento de mas del 30% comparado con el 2016 (Alvarez y Zuleta,
2020). Si bien las exportaciones colombianas en materia de frutas han estado lideradas a lo
largo de la historia por el banano, en los ultimos afios la uchuva (Physalis peruviana L.) se ha
consolidado el segundo producto frutal mas exportado del pais y para el afo 2016 sus
exportaciones totales fueron de 5,2 millones de toneladas que significaron 23.600 millones de
ddlares, garantias econdmicas que demuestran la importancia y el crecimiento de este cultivo
(Fischer et al., 2005). Sin embargo las afectaciones por procesos naturales en este cultivo
son variables y pueden estar relacionadas con la interaccion de este organismo en el
ambiente, su fisiologia y su interaccion con otros microorganismos. Por esta razon el objetivo
de esta revision es realizar una busqueda bibliografica enfocada en los aspectos fisiologicos
de Fusarium oxysporum y como la interaccion de estos, sumado a la interaccidon de otros
factores generan impacto en este cultivo.

Metodologia



Se realizd una busqueda bibliografica utilizando diferentes fuentes como: Scopus, Springer,
Agronet, Elsevier; utilizando una ecuacién de busqueda la cual tuvo como propésito la
especificidad de la busqueda. Alli la informacién fue encontrada y organizada en una tabla
por afo, categoria del tema y autor, esta informacion fue recopilada con el fin de tener
informacion hasta la actualidad de los diferentes métodos de interaccion y estudios con
respecto a Physalis peruviana y Fusarium oxysporum.

Finalmente se presenta un estudio dinamico de relacién y comparacion frente a las diferentes
interacciones de Physalis peruviana y se construye una conclusiéon que por consiguiente
permite la relacion a un estudio metodoldgico como lo es el del capitulo 2.

Uchuva (Physalis peruviana L.)

P. peruviana L. Es una planta nativa de la region de los Andes. Segun Legge en 1974 (Legge,
1974) fueron los Andes peruanos, pero segun un estudio realizado por los paises
pertenecientes a la Convencion de Andrés Bello en 1983, un area mas grande fue identificada
el punto de origen del fruto de P. peruviana L. incluyendo los Andes ecuatorianos (Brito, 2002,
Puente et al., 2011). Aunque el cultivo de P. peruviana L. se extiende por toda América del
sur se ha encontrado que Colombia es el pais principal donde se cultiva para la exportacion
siendo el mayor productor seguido de Sudafrica (Puente et al., 2011).

Physalis pertenece a la familia Solanaceae. Es un género que incluye aproximadamente 90
a 100 especies, de las cuales pueden describirse como hierbas anuales o perennes, con una
altura desde 20 cm hasta 2 m de altura; se caracteriza por tener tallos con ramificacion
dicotémica, poco o muy ramificados desde la base, cilindricos, lisos, herbaceos o algunas
veces lignificados en la base, en algunas especies llegan a enraizar en los nudos basales.
Hojas alternas, solitarias o geminadas; pecioladas, la margen entera, sinuada, aserrada o
solo con algunos dientes; el apice agudo, obtuso y pocas veces acuminado; la base simétrica
u oblicua, rara vez hastada (Ligarreto et al., 2005). Las Flores pediceladas, axilares y
péndulas, los pedicelos cortos o algunas veces alcanzan hasta 5 cm de largo; corola
campanulada, con el limbo extendido o angosto, o bien urceolada con el limbo constricto,
desde 0,5 mm hasta 6 cm de largo (Figura 1, Cap 1)

Estambres cinco. Anteras con dehiscencia longitudinal, purpuras, azules, azules con una
linea amarilla o amarillas; filamento filiforme, polen tricolporado, oblato o prolato. Ovario con
un estilo filiforme, estigma claviforme, algunas veces capitado. Céliz en el fruto acrescente,
inflado vesicular, cubre por completo la baya durante la fructificacion, el apice agudo,
acuminado, subulado o caudado-subulado. Pedicelos de 0,6 a 6 cm de largo, pocas veces
robustos y recurvos (Ligarreto et al., 2005). Fruto: una baya suculenta o globosa, en su
mayoria sésil y pocas veces sobre ginoforo, la baya de color verde, naranja, amarilla o con
tonos purpuras (Benitez & Magallanes, 1998), tamafo de 0,8-2,5 cm de diametro, semillas
numerosas, reniformes, de 1,5-2 mm, amarillas o de color beige (Ligarreto et al., 2005).



Figura 1. Planta de uchuva (a), flores y frutos (b), baya (c) y frutos (d) (Gaitan et al., 2018).

Ecofisiologia de P. peruviana

Debido a su distribucién y sus reportes de origen, se ha distinguido a Physalis peruviana L.
como una especie tipica de los Andes, que crece entre 800 y 3000 m de altitud (Puente et al.,
2011; National Research Council, 1989; Fischer y Aimanza, 1993; Fisher y Melgarejo, 2014).

Temperatura

Las temperaturas medias Optimas estan entre 13 y 16°C (Fisher et al., 2014), sin embargo,
existe un reporte de la temperatura fisiolégica basal con una media 6ptima de 6,3°C,
temperatura que utiliza la planta para dar inicio a el crecimiento del tallo con la formacion de
nudos (Salazar et al., 2006; 2008), también se registraron diferentes temperaturas en relacion
con los estadios reproductivos (Véase tabla 1). De esta manera se puede decir que la uchuva
es una planta de climas frios de las zonas altas tropicales (Fisher y Melgarejo, 2014).

Tabla 1. Temperatura 6ptima para los diferentes estadios reproductivos en la planta de
Uchuva (Physalis peruviana L.) reportados por (Salazar et al., 2006; 2008).

Temperatura °C Estadios reproductivos de la Uchuva

6,3 Inicio del crecimiento de tallo y formacion
de nudos.

10,8 Aparicion de la primera yema

5,6 Transicion de la primera yema hasta la
floracién

10,5 Transicion de la primera flor hasta el primer

fruto

1,9 Transicion del primer fruto hasta su

madurez




Cuando las temperaturas son muy altas se ve perjudicado el estadio de floracién y
fructificacion, también, si se llega a temperaturas muy bajas, cerca de 0°C o por debajo podria
quemarse la planta (Fischer y Aimanza, 2013). Con referencia a las temperaturas del suelo,
para suelos calientes (22-29°C), el crecimiento longitudinal de las ramas causa un aumento
en los frutos favorece el desarrollo de las hojas mientras que a temperaturas mas bajas (6-
9°C), existe la posibilidad de un desarrollo pobre de la planta (longitud de ramas, numero y
tamano de hojas) (Fischer y Melgarejo, 2014). Pese a ser susceptible a las heladas, después
de una helada suelen ocurrir rebrotes de las ramas basales (Florez et al., 2000)

Suministro de agua al suelo

El agua juega un papel clave en la ecologia fisiologica de las plantas, adicionalmente un
suministro hidrico adecuado posee a nivel celular un balance normal del agua que genera
presion de turgencia, la cual es esencial para la realizacién de procesos fisiolégicos tales
como el alargamiento celular, intercambio gaseoso en las hojas, transporte en el floema,
transporte a través de las membranas; esta presiéon de turgencia también contribuye a
mantener la rigidez y estabilidad de los tejidos y por lo tanto garantiza un proceso eficiente
de la fotosintesis lo cual da como resultado un crecimiento y desarrollo 6ptimo de la planta
(Vélez y Alvarez, 2012).

La uchuva presenta un crecimiento indeterminado (Fisher, 2000; Mora et al., 2006) tal como
otras plantas solanaceas, pasifloraceas y caricaceaes por lo tanto, la fase vegetativa y
reproductiva tienen un desarrollo simultaneo, que exige un suministro de agua constante
durante todo el ciclo (Fischer y Orduz, 2012). Por tal razén, se considera necesario una
precipitacién distribuida entre los 1000 a 1800 mm durante el afio, y, una humedad relativa
(HR) entre el 70% - 80%, sin embargo una humedad demasiado alta durante la época de
cosecha deteriora el fruto y frena el crecimiento (Fischer y Miranda, 2012).

Luz

La luz representa uno de los factores mas heterogéneos, espacial y temporalmente (Reol,
2003); que juega un papel importante en el desarrollo de la planta. Especialmente la luz
emitida por el sol, puesto que es una fuente de energia para la fotosintesis, y que una vez se
realiza satisfactoriamente puede determinar la produccion y el rendimiento de frutos de la
planta (Dussi, 2007) tomado de (Fischer y Melgarejo, 2014).

Verhoeven (1991) reporta que la uchuva también puede crecer en asociacion con un bosque
abierto, el cual proporciona sombra. Si hay condiciones de una intensidad luminica reducida
(por ejemplo, bajo invernadero) la uchuva crece demasiado exuberante es decir con un mayor
crecimiento longitudinal de las ramas en comparacion con un cultivo en una zona totalmente
abierta (campo abierto), libre de sombra (Fischer, 2000; Fischer et al, 2013). Mora et al,,
(2006) mencionan que 1.500 a 2.000 horas de luz solar directa al afio son 6ptimas para el
tamano, la calidad y la maduracion del fruto de uchuva.

Zapata et al., (2002) mencionan factores importantes que influyen en la calidad de la fruta y
por lo tanto son necesarios tenerlos en cuenta para un manejo pre y poscosecha, uno de ellos
es la luminosidad, en donde es importante conocer la duracion, intensidad y la calidad de la



luz, pues al tener control de este factor es posible tener una mejor clasificacion de la fruta que
finalmente cumplira con estandares precisos de calidad y asi mismo cumple el destino para
mercados de exportacion.

Altitud

La altitud esta directamente relacionada con los efectos de la temperatura y de la luz,
caracterizando asi el clima en las zonas altas tropicales como verano en el dia y como inverno
en la noche (Rundel et al., 1994). Cuando hay un aumento en la altitud, el factor climatico
mas marcado es la disminucién de la temperatura (6°C por cada 100 m), también se da el
incremento de la radiacion ultravioleta, ocasionando en la uchuva un tamafo mas bajo, hojas
mas pequefas y gruesas (desarrollado para filtrar la radiacion UV), condiciones que pueden
afectar el pico de produccién de la uchuva ocasionando que inicie mas tarde (Florez et al.,
2000; Fischer y Melgarejo, 2014). En Colombia la uchuva es cultivada preferiblemente entre
sitios con 1800 y 2800 m.s.n.m por lo que es considera una planta de clima frio (Fischer et
al., 2013).

Importancia ecoldgica de Physalis peruviana L

La uchuva (Physalis peruviana L.) tiene una importancia ecolégica, medicinal e industrial y
posee un alto potencial comercial por lo que se reconoce como un fruto de exportacion,
apetecido en el mercado nacional e internacional (Cardenal y Maldonado, 2012). Su
importancia ecoldgica esta relacionada directamente con su fisiologia, al tener un crecimiento
robusto y expansivo es utilizada como planta de cobertura para proteccion de terrenos contra
la erosion (Fisher, 2000).

Bado y colaboradores (2005) quisieron mostrar la asociaciéon de fauna insectil en dos
especies de Physalis (P. peruviana y P. ixocarpa), alli encontraron un total de 38 especies
asociadas a Physalis peruviana de las cuales 13 son benéficas. Esto no solo trae a lugar a la
planta de uchuva como posible nicho ecolégico de diferentes insectos sino a su vez la
capacidad de esta planta para generar asociaciones o relaciones interespecificas entre las
diferentes especies que la habitan.

Otra forma de mostrar la importancia ecolégica de esta planta es resaltar la interaccién
biolégica con insectos polinizadores, un claro ejemplo de mutualismo. En general, la
polinizacién entomofila de las plantas pertenecientes a la familia de las solanaceas es baja,
debido a la poca preferencia que los polinizadores tienen por la mayoria de ellas, sin embargo
existen excepciones como lo es para el tomate (Lycopersicum esculentum) y la uchuva
(Physalis peruviana L.). En diferentes estudios (Mosquera, 2002; Talero et al., 2014), fueron
generadas practicas agronémicas en donde se involucraron insectos polinizadores de la
familia Apidae, especificamente del género (Melipona y Apis) siendo estos los agentes
polinizadores de la planta de uchuva. Se encontré que, al haber un proceso de polinizacion,
se optimiza la calidad del fruto y las semillas, finalmente rescatan la importancia de la planta
y la interaccion con diversas especies.

Importancia econdmica



El cultivo de uchuva actualmente ha extendido su produccion a los altiplanos de los paises
tropicales, subtropicales y a paises del caribe, presente en paises como Ecuador, Peru, Chile,
Colombia y Brasil (Fischer et al., 2014). En Colombia la uchuva presenta una gran demanda
con datos que reportan que entre 2012 y 2016 la producciéon de uchuva aument6 de forma
considerable, las toneladas producidas pasaron de 11.305.49 en 2012 a 15.111.78, el area
cultivada para el afio 2016 paso de 757.83 a 1.23.10, incrementando el area cultivada en un
35%. La produccion nacional de uchuva se centr6 en 3 departamentos: Antioquia con un
13.2% de produccién, Cundinamarca con un 29.9% y Boyaca con un 43.2%, que representan
un 86% de la produccién nacional en el afio 2018 (Caballos y Alarcon, 2019). Este aumento
de produccién anual esta relacionado directamente por que se comercializa en mercados
nacionales e internacionales (Ammann, 2019). En la actualidad existen aproximadamente 26
compaiias que dirigen el proceso de exportacién de la uchuva, 6 de ellas lideradas por
companias internacionales de origen europeo, que captan el 47% de las exportaciones del
total de compafias, dejando a Colombia como uno de los paises con mas ventajas
competitivas respecto la produccion y exportaciéon de la uchuva (Arias et al., 2015). El otro
porcentaje de gran importancia en la captura de exportacion de uchuva hace parte de
industrias nacionales que junto con planes estratégicos buscan generar un tipo de economia
amigable con el campesino. La asociacion para el progreso campesino (APROCAM) de la
vereda San Mateo en el Municipio de Puentes-Narifio, es una organizacion dedicada a la
siembra, produccién y comercializacion de la uchuva, la cual ha tomado auge durante los
ultimos anos, representando para la asociacién rentabilidad y progreso socioeconémico para
los integrantes (campesinos del sector) (Cadena y Recalde, 2012). Este tipo de planes
estratégicos no solo tienen un enfoque social (Economia familiar) sino que a su vez son una
herramienta para penetrar en los nuevos mercados e incursionar en el mercado internacional.

Para Colombia, el cultivo y exportacién de uchuva significan una oportunidad de desarrollo
economico. Por ello, es cada vez mas comun encontrar planes estratégicos, o acciones
participativas en la produccién de uchuva, dado que en los ultimos afios (entre el 2005 y
2016), las exportaciones de la especie sobrepasaron en un 300% a las demas frutas exoéticas
como granadilla y gulupa (Mejia y Infante, 2019). Sin embargo, este gran auge exige trabajar
sobre la base del mejoramiento de calidad y tecnificacion de los sistemas de produccion. Las
exigencias del mercado internacional para el plan exportador obligan a que el empresario
otorgue garantia de la calidad del producto en términos fitosanitarios y de empaque y a su
vez asegurar la continuidad de la oferta para que haya constante abastecimiento (Silva, 2006;
Torres y Cuellar, 2019).

Entre los problemas mas importantes de la comercializacion que pueden afectar todo el
proceso de desarrollo econémico dependiente de exportacion de uchuva estan los problemas
fitosanitarios que afectan la calidad, tamafio y color del fruto.

Problematicas del cultivo

Una de las principales problematicas del cultivo de uchuva esta relacionada con el cambio de
las condiciones ecofisioldgicas que estas requieren. La uchuva es uno de los cultivos mas
afectados por la ola invernal, durante esta temporada las lluvias causan pérdidas de
productos y asi mismo genera un aumento en el costo de produccioén (Villarreal et al., 2014).
La inundacion de un cultivo trae como consecuencia la disminucion del oxigeno en el suelo y
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bajas temperaturas que llevan a la planta a un bajo y deficiente desarrollo, por otra parte el
exceso de humedad ambiental ocasiona un aumento de ataque de plagas y enfermedades
(ICA, 2016).

Es importante aclarar que el éxito de esta fruta en las exportaciones esta basado en el manejo
oportuno de todos los factores productivos y el cumplimiento de las exigencias que los
mercados imponen, una de las cuales cobra mayor importancia es la que esta enfocada en
el manejo integrado de plagas y enfermedades, un aspecto fundamental para obtener un
producto de excelente calidad bajo los estandares exigidos por los mercados de exportacion
(Silva, 2006). Las consecuencias de este aumento de plagas y enfermedades estan dirigidas
directamente al sector agricola, el cual es liderado por campesinos agricultores. Un problema
fitosanitario puede danar toda una produccion, por lo tanto, acabar con el trabajo de personas
que viven del cultivo de uchuva como su fuente principal econdmica; también, afecta las
compras de los principales compradores de uchuva, al no cumplir los estandares de calidad.
Las pérdidas se pueden presentar como pérdida total del producto o como la disminucion de
calidad, cualquiera de ellas se traduce directamente en reduccion de precio y posiblemente
de empleo (Garcia, 2003).

La escasa informacion que existe sobre algunos problemas fitosanitarios y la deficiente y
escasa aplicacion de buenas practicas de cultivo, ha dado paso al aumento de enfermedades
de Physalis peruviana (De la Rotta, 2014). Entre las mas comunes estan las enfermedades
provocadas por bacterias como lo es la Mancha grasienta (Xanthomonas sp.) y la dormidera
o marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum), también existen un grupo de
microorganismos fungosos asociados a problemas vasculares, foliares, de capacho como lo
es el Marchitamiento vascular o fusariosis(Fusarium oxysporum), Damping-off o mal de
semilleros (Pythium sp.), Muerte descendente (Phoma sp.) etc. (Smith, 2012; De la Rotta,
2014; ICA, 2016; Acufa et al., 2019). De estas, el marchitamiento vascular es sefialado entre
los microorganismos de mayor patogenicidad y actualmente es el problema mas limitante
para el cultivo de uchuva debido a que no existe un producto quimico para su control (Smith,
2012).

Las plagas asociadas al cultivo son: Afidos o pulgones (Aphis sp. y Myzus sp.), Insectos del
orden: Lepidoptera como Spodoptera sp., Agrotis sp. y Feltia sp. causantes dafo en raiz de
la planta, Diptera como Liriomyza sp. causante de danos en las hojas, Coledptero como
Epitrix cucumeris (Harris) El adulto se alimenta del follaje, en el cual forma agujeros redondos
muy pequefos, Homoptera como Trialeurodes vaporariorum causante de la deformacion de
foliolos y clorosis de diferentes 6rganos de la planta. También existen plagas asociadas al
fruto como los es el acaro tostador Aculops sp. causante del bronceado en hojas y capachos
(Benavides y Mora, 2005).

Fusarium oxysporum

Generalidades

Fusarium oxysporum es una especie anamorfica circunscrita por un conjunto de criterios
morfoldgicos como lo es la estructura del microconidioforo, la formacion y disposicion de las
diferentes esporas, el color de las colonias y la forma de los macroconidios (Windels y
Wiersma, 1992; Fravel et al., 2003). Es un hongo que crece y se reproduce gracias a la
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materia organica presente en el suelo (Burgess, 1981; Torres, 2000), todas las cepas de
Fusarium oxysporum son saprofitas (Garret, 1970).

Son hongos que tienen un rapido crecimiento y las colonias son conocidas por producir
micelio de color blanco y rosado en el centro. Las caracteristicas morfolégicas principales de
F. oxysporum son la forma que tienen los macroconidios (esporas fusiformes alargadas), la
formacion de las clamidosporas (estructuras de resistencia) y la disposiciéon de los
microconidoforos (Gordon y Martyn, 1997). Gracias a diferentes estudios detallados sobre las
esporas se han podido describir tres tipos diferentes de esporas (macroconidias,
microconidias y clamidosporas). Las microconidias se caracterizan por ser unidades celulares
de un tamafio entre 5 a 7 um; las macroconidias tiene un tamafo promedio de entre 27 a 46
MMy las clamidosporas son esporas que se forman gracias a la union de hifas y conidios; son
las unidades de resistencia de los hongos que le permiten soportar los controles quimicos y
perdurar en el ambiente cuando no hay plantas para infectar (Torres, 2000).

r)—” - ’"*‘V".' “\\
e«

Figura 2. Micelio de color blanco y rosado de Fusarium oxysporum
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Figura 3. Tipos de esporas producidas por Fusarium oxysporum. (A) Macroconidios. (B)
Microconidios. (C) Clamidosporas (Navarro, 2013).

Este patégeno se caracteriza porque tiene que tener una rapida capacidad de penetrar las
raices de una planta, causando patogenicidad cuando esta penetracion permite la invasion
en el sistema vascular de la planta (Olivain y Alabouvette, 1997). Las cepas de F. oxysporum,
gue inducen estos sintomas principales como lo es el marchitamiento de los haces
vasculares, amarillamiento de las hojas y clorosis del tallo, necrosis y posteriormente la
muerte de las plantas (Leslie y Summerell, 2006; Nene et al., 2012; Roy et al., 2020); son
responsables de dafos severos en muchas especies de plantas econdmicamente
importantes (Torres, 2000), muchas otras cepas pueden penetrar las raices, pero no invaden
el sistema vascular ni causan enfermedades (Fravel et al., 2003) .
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Formas especiales

Fusarium oxysporum se destaca de varias maneras, una de ellas, posiblemente exclusiva es
la que se refiere a la reproduccién asexual predominante (Gordon y Martin, 1997). Debido a
su reproduccion asexual (predominante), Fusarium oxysporum se considera un “Complejo de
especies” o comunmente nombrado como la coleccion de lineas clonales dentro del género
Fusarium (Guadet et al., 1989; Fravel et al., 2003). F. oxysporum incluye poblaciones tanto
patdgenas como no patdgenas, la primera dividida en mas de 100 formas especiales
(Steinberg et al., 2016), cada forma especial de Fusarium oxysporum consiste en una o varias
lineas clonales que corresponden a grupos de compatibilidad vegetativa, estas formas
especiales, han causado grandes pérdidas econdmicas alrededor del mundo, en una gran
variedad de plantas cultivadas (De Granada et al., 2001), por lo tanto Fusarium oxysporum
patogénico es especifico del huésped, de esta manera ataca una o pocas especies de
plantas, la especificidad para un huésped particular se designa como forma especial y raza
del patégeno (Michielse y Rep, 2009). Sin embargo, la distincion morfolégica entre patégenos
y no patégenos es minima, Puhalla (1985) propuso un sistema de clasificacién de cepas
(Fusarium oxysporum) , basado en su compatibilidad vegetativa. Ademas, varias formas
especiales pueden subdividirse en razas basadas en su especificidad patdogena a diferentes
genotipos, lineas o cultivares de la misma especie huésped (Armstrong y Armstrong 1981).

La agrupacion de los aislamientos de Fusarium como forma especial basada en la capacidad
patologicas sobre cultivares ha sido muy util para los estudios en fitopatologia, es probable
que en muchos casos, estos grupos de aislamientos sean genéticamente heterogéneos y
posiblemente polifiléticos es decir, de origenes diferentes (Estupifian y Ossa, 2007. Esto se
puede ver como una deficiencia de los caracteres taxondmicos para alinear especies y
agrupaciones sub genéricas de Fusarium. El grado de relacion genética y taxonémica de los
distintos aislamientos de las formas especiales son importantes cuando se pretende aislar e
identificar variedades de una especie vegetal, y es por ello que los investigadores han
recurrido a herramientas moleculares para proporcionar informacién necesaria para la
construccion de un mapa taxonémico que permite identificar las especies, asi como para
aclarar y hacer las relaciones evolutivas entre estas mismas (Fravel et al., 2003; Estupifian y
Ossa, 2007).

Actualmente existen diversos estudios donde hacen uso de herramientas moleculares para
poder identificar y caracterizar los grupos patogénicos y no patogénicos, y diferenciarlos entre
si, uno de ellos es el estudio de Carmona et al. (2020) donde finalmente proponen una
hipétesis que asocia las cepas no patdégenas provenientes de cepas patégenas, concluyendo
que son cepas provenientes de un grupo monofilético, igualmente Duan et al. (2020) en un
analisis con genes secretados del xilema (SIX) demostrd que los aislamientos no patégenos
eran filogenéticamente diversos, y por lo tanto los aislados de Fusarium oxysporum f. sp.
sesami (Fos) eran topolégicamente monofiléticos. Solo unos pocos pueden denominarse
como grupos monofiléticos, es por ello que, se sigue generando un gran esfuerzo de
investigacion para caracterizar la diversidad de formas especiales de interés particular en la
agricultura y asi, comprender la interaccién planta-patégeno.
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Interaccioén planta-patégeno

La interaccién planta-patdégeno es considerado como un proceso complejo especialmente
porque las plantas se encuentran en un constante contacto con otros organismos, entre ellos
microorganismos potencialmente patogénicos, tales como: bacterias, hongos, virus (Lopez,
2019). Sin embargo, las plantas normalmente permanecen sanas y esto es gracias a la
manifestacion de varios mecanismos de defensa, que incluyen constitutivos e inducibles, cuyo
fin es detener, reducir o contrarrestar la infeccion, las primeras consisten en las barreras
fisicas preformadas, como los son las paredes celulares, la epidermis y la corteza, estas
barreras no solo protegen a la planta de la invasién sino que a su vez le otorgan a la planta
fuerza y turgencia, las segundas conocidas como no constitutivas o inducibles estan
relacionadas con la sefalizacion o sistema de respuesta de la planta (Ordefana, 2002; Jones
y Dang, 2006)

Los microorganismos patdégenos pueden ser virulentos o avirulentos es decir se definen en si
producen o no producen la enfermedad. La virulencia es un grado de patogenicidad (Collinge
et al., 2001), que se puede comprender como la habilidad del patégeno para superar la
resistencia del hospedador, asi, de esta manera es posible diferenciar la una de la otra segun
los tipos de interacciones entre planta-patégeno (Lopez, 2017). Las interacciones crean
relaciones del tipo perjudicial y benéfico, las cuales van desde el efecto negativo al
hospedero, es decir cuando existe una interaccion compatible que da lugar a la enfermedad
y el efecto positivo mutuo entre el hospedero y el microorganismo, la cual se puede ver como
un tipo de interaccion incompatible y tiene como resultado el no generar ninguna enfermedad
(Ramirez, 2014).

En la naturaleza se pueden presentar diversas respuestas al patégeno, estas pueden ir desde
una respuesta de inmunidad (ausencia de sintomas de la enfermedad), hasta plantas
altamente resistentes (aquellas que presentan algunos sintomas de la enfermedad) o plantas
altamente susceptibles (presentan de manera significativa la enfermedad). Este tipo de
interacciones son consecuencia de una estrecha coevolucion, muchos microorganismos se
desarrollan de una forma patogénica solo en un ambito limitado de hospedantes, usualmente
a nivel de género, especie y subespecies. Del mismo modo, las especies y cultivares de
planta, por lo general son susceptibles solamente a pocas especies o razas de patdégenos
(Ordefana, 2002; Heath, 2000), esto, genera una especificidad dentro de las interacciones.

La especificidad en las interacciones planta-patégeno depende del genotipo de la planta y del
patdégeno, segun Ordefiana (2002), es mas facil estudiar la especificidad a nivel de cultivar,
es decir, con especies cultivadas que han sido sometidas a un proceso de mejoramiento
genético para producir poblaciones de plantas altamente homogéneas en su contenido
genético. Como consecuencia de este proceso, aparecen nuevas razas de patdgenos,
especificas para cada cultivar, esto ocurre porque existe una presion de seleccion. Sin
embargo, de no existir un mejoramiento genético y por lo tanto, la no obtencion de plantas
homogéneas, es correcto hablar de una interaccion raza-cultivar (Resistencia determinada
por la raza), en donde una especie de hospedante puede presentar cultivares que muestran
resistencia y otros que muestran susceptibilidad a un patégeno dado, el cual a su vez puede
presentar razas tanto virulentas como avirulentas para un cultivar determinado (Collinge et al.
1994) Este tipo de interaccion se puede ver mas a menudo para los cultivos de pequefios
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agricultores del pais, que buscan una solucion eficaz y econédmica que no ponga en riesgo la
economia y su produccion.

Para comprender esta interaccion planta-patdogeno es de gran importancia comprender a
Fusarium oxysporum y su proceso de infeccion. F. oxysporum es un patégeno de la raiz hemi-
biotrofica, lo que significa que actia como un biotrofico, en las primeras etapas de su ciclo de
vida, se alimenta de células vivas del huésped y establece la infeccion antes de pasar a una
fase necrotica para completar su ciclo de vida (Brown y Ogle, 1997). El proceso de infeccion
se divide en la adherencia, la penetracion y la colonizacion. Las hifas infecciosas se adhieren
a la superficie de la raiz y la penetra directamente (Mendeng et al., 1996). De esta manera el
micelio entonces progresa a través de la corteza intracelular hasta que alcanza y entra en los
vasos del xilema. A través de estos vasos conductores el hongo coloniza el huésped, y puede
generar microconidios, que pueden ser transportados hacia arriba a través del flujo de savia.
Estos microconidios pueden germinar y colonizar el xilema en las partes superiores de la
planta. En las etapas severas de la colonizacion, el hongo ataca al parénquima y se esporula
en las superficies del huésped (Pietro et al., 2003). Fusarium oxysporum infecta sus plantas
hospederas a través de las raices (Pietro et al., 2003) y durante la penetracion y colonizacion
de la raiz secreta enzimas degradadoras como poligalacturonasas, pectatoliasas, xilanasas,
cutinasas y las lipasas, que ayudan a obtener fuentes de carbono, estas se adhieren a la
superficie de la raiz y penetran los tejidos del huésped (Physalis peruviana) (Bravo-Ruiz et
al., 2013). Como resultado de un grave estrés hidrico, debido principalmente a la obstruccion
de los vasos del xilema por acumulaciéon de micelios fungicos, produccion de micotoxinas y
la respuesta de defensa del huésped, los sintomas tipicos de la marchitez vascular aparecen
en la planta (Pietro et al., 2003). Los sintomas causados por el Fusarium oxysporum en las
plantas incluyen retraso en el crecimiento, marchitamiento (pérdida de turgencia,
amarillamiento y abscision foliar) y finalmente la muerte de la planta. En cortes transversales
del tallo cerca de la base de la planta infectada, un anillo marrén es generalmente visto en la
zona del haz vascular (Nogués et al., 2002; Moreno, 2017).

Figura 4. Proceso de infeccién por parte de Fusarium oxysporum en los diferentes cultivos
(Dita et al., 2018).
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En el intento de comprender el proceso de infeccion, es posible resaltar que uno de los retos
de la fitopatologia es aquel que detalla cdmo el patdgeno es reconocido por el hospedero y
cdmo a partir de su reconocimiento, se establecen interacciones de resistencia y
susceptibilidad. Es asi como la biologia molecular y la bioinformatica juegan un papel
importante, pues tienen la capacidad de estudiar todo lo relacionado con la expresion génica
en eventos de patogenicidad ( Verhage et al., 2010; Lodha y Basak, 2012; Schenk et al.,
2012; Soto y Carrascal, 2012). Sin embargo, cuando se trata de proteger la produccion de
uchuva (Physalis peruviana) lo ideal es ofrecer un control que resulte en una alternativa para
la marchitez vascular en cultivos como el de Physalis peruviana.

Control frente a Fusarium oxysporum

Cuando se habla de control se habla de una especie de regulacién sobre un sistema (RAE,
2020), en este caso hablar sobre el control de un hongo fitopatdgeno como Fusarium
oxysporum es hablar de las alternativas que existen para regular o manejar la enfermedad
que este causa. Existen diferentes métodos para controlar un patégeno, sus diferencias
principales estan determinadas por las medidas o herramientas utilizadas para erradicar o
disminuir la enfermedad y con ello el patégeno, entre las mas usadas estan el control quimico,
control fisico y el control biolégico (Acurio, 2012).

Las diferencias de estos controles estan principalmente categorizadas por las ventajas o
desventajas de cada uno, por lo tanto juega un papel importante aquel que documente menos
efectos negativos o menos desventajas. Una de las caracteristicas que mas se busca en un
controlador es que este tenga la capacidad de no dejar residuos de quimicos sintéticos,
también los costos en el desarrollo del producto, la eficacia y velocidad de accion y sobre
todas las cosas que este sea amigable con la salud humana y el efecto del medio ambiente,
siendo esta ultima la que ha tenido un mayor impacto a lo largo de los ultimos afios. El poco
efecto nocivo colateral es la ventaja principal que se ha buscado para el control de plagas, y
desde un punto de vista ecoldgico, el control bioldgico ha tenido mayor éxito (Tejada, 1982;
Summy y French, 1988; Guédez et al, 2008). El control biolégico consiste en utilizar
organismos vivos con el proposito de controlar las poblaciones de otro organismo que causa
danos en un cultivo, dentro de las diferentes formas de controlar una plaga esta la que
consiste en el uso de plantas, depredadores, parasitos, hongos y bacterias como principales
controladores.

Las plantas juegan un papel importante a la hora de intervenir en un cultivo, primero, con
muchas de estas se pueden producir aceites esenciales que pueden ser considerados como
plaguicidas, también muchas secretan sustancias o fitohormonas que sirven para establecer
relaciones simbidticas o antagoénicas entre las plantas del cultivo, y finalmente existen cultivos
especiales que son considerados como competidores o cultivos trampa que se encargan de
alejar o atraer insectos (Ramirez, 1999; Grundy y Short, 2003) . Una clara demostracion de
como utilizar las plantas como controladores esta en el estudio de Isidrén et al., 2003. En este
estudio determinan la secrecion de diferentes plantas, es decir evalian los metabolitos
secundarios que lixivian las plantas por diferentes vias y determinan qué efecto positivo o
negativo tienen frente a hongos fitopatdégenos, en este caso frente Rhizoctonia solani Kiirm'y
Fusarium oxysporum, aqui encuentran que ciertos grupos de plantas tienen la capacidad de
inhibir el crecimiento del diametro de las colonias, también encontraron que algunos grupos
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de estas plantas pueden estimular la reproduccion al hongo y por lo tanto su efecto antagénico
es totalmente nulo.

En otros estudios se encuentra el uso de aceites esenciales para el control de diferentes
patogenos, este tipo de control ha sido ampliamente estudiado, con un total de 17.000
resultados en espafol y 152.000 resultados en inglés en busqueda de base de datos (Scopus,
Google Schoolar principalmente). Autores como Daouk et al., 1995; Covarrubias et al., 2013;
Ramos, 2019. entre otros. describen los extractos de plantas, ya sean raices, hojas, frutos;
como compuestos aislados beneficiosos, pues consideran que al ser de origen natural juegan
un papel importante en los mecanismos de defensa de un cultivo en contra de
microorganismos fitopatégenos. Muchos de estos estudios muestran el efecto inhibitorio
respecto al diametro de la colonia en la caja de petri frente a muchos hongos fitopatégenos,
entre esos Fusarium oxysporum (Garcia et al., 2006). Los extractos vegetales y aceites
esenciales de cada planta pueden tener hasta mas de sesenta componentes y de ellos puede
existir algunos con propiedades antifungicas (Villa-Martinez et al., 2015). Generalmente estan
presentes como mezclas de compuestos y los patégenos pueden ser afectados de manera
diferencial por compuestos individuales (Montes, 2009; Villa-Martinez et al., 2015) sin
embargo aunque esta solucion natural se ve alcanzable también podria llegar a generar un
efecto o un impacto negativo en la edafofauna (lannacone, 2020).

La edafofauna corresponde a la biota especifica del suelo y esta constituida por poblaciones
de microorganismos y macroorganismos que cumplen su ciclo vital o parte de él en el suelo,
estando relacionados directa o indirectamente al ciclado de nutrientes (Cruz y Benamu, 2015).
Muchos de los organismos que se pueden encontrar en el suelo son beneficiosos y muchas
veces pueden trabajar en beneficio de proteger a un grupo de plantas de diferentes
patogenos, a este tipo de organismos se les puede conocer como depredadores o control
natural. En un estudio en el afio 2015 se analizaron por diferentes métodos la abundancia de
fauna edafica, segun 6rdenes y los diferentes usos del suelo, siendo el campo natural y el
cultivo uno de los tipos de suelo nombrados, en total hubo una abundancia de 1664 individuos
entre ellos varios de la clase Arachnida, Insecta , Gastropoda, Entognatha, y otros organismos
como nematodos. Dentro del grupo Insecta y Arachnida y algunos nematodos es posible
encontrar depredadores (Controladores) de insectos, u otros invertebrados que son plagas,
como lo es el caso de los insectos de la familia Chrysopidae, que en su estado larval son
unos depredadores activos y se alimentan de plagas como pulgones y otros pequefios
insectos (lannacone, J. 2020). A este tipo de acciones en las que un organismo depreda a
otro causante de dafos en el cultivo se le conoce como control biolégico por depredacion y
es una alternativa a los cultivos que se les detecta insectos plaga como: afidos, acaros,
cochinillas (Badii y Abreu, 2006). En general los depredadores son especies que consumen
directamente un gran numero de presas en el curso de su vida, sin embargo a pesar de ser
una solucién a una problematica estos también pueden generar una desventaja, pues no son
organismos especializados y al ser depredadores, estos consumen no solo insectos que
afectan al cultivo sino también otros que pueden aportar algun beneficio a este mismo, es por
ello que en medio de la busqueda de soluciones aparecio el control quimico.

Control quimico
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El control quimico es uno de los mas frecuentes para manejar o erradicar por completo a una
plaga. Existen diferentes métodos para controlar los diversos problemas de un cultivo, ya sea
que se trate de: hongos, maleza, insectos, acaros y nematodos. Sin embargo, al tratarse de
un hongo fitopatégeno como Fusarium oxysporum, es usual hablar de fungicidas. El uso de
fungicidas quimicos es uno de los principales métodos usados para el control de
enfermedades en cultivos (Sandoval et al., 2011), se caracterizan porque son de amplio
espectro, y estos son clasificados segun su composicion.

Pese a que las investigaciones genéticas sobre Fusarium oxysporum han mostrado
resultados promisorios hacia el control de fitopatégenos, un analisis comparativo reciente de
los genomas proporciond informacion sobre la organizacion del genoma y la regién gendmica
que gobierna la patogenicidad, revelando que el repertorio de efectores de cada forma
especializada probablemente determina la especificidad del huésped. Estos estudios
proporcionan una buena diversidad y evolucion de la patogenicidad de F. oxysporum (Edel-
Hermann y Lecomte, 2019), pero aun no estan disponibles para fines agricolas. Por estas
razones, el control quimico de plagas mediante el uso de productos quimicos (agroquimicos)
como plaguicidas sigue siendo la alternativa mas rentable y eficaz para los cultivos en
grandes areas.

Los fungicidas pertenecientes al grupo del benzimidazol, como el benomil, carbendazim y
tiabendazol, han controlado eficazmente a Fusarium oxysporum en condiciones in vitro y en
condiciones de invernadero. Otros agroquimicos como el ciproconazol, propiconazol y
procloraz mostraron una reduccion del marchitamiento causado por Fusarium en alrededor
del 80% en plantas de banano (Ploetz, 2015). El suelo fumigado con bromuro de metilo redujo
eficazmente la enfermedad de Panama en Sudafrica durante unos meses. Sin embargo, el
hongo pudo repoblar estos suelos e infectar plantas de banano susceptibles. Los compuestos
de fosfonato son potentes contra este fitopatdgeno ya que reducen el crecimiento de hongos
en condiciones in vitro. Las inyecciones de carbendazim en el tejido de los cultivares de
Rastali en la India proporcionaron tolerancia a corto plazo, pero los resultados fueron erraticos
con los mismos tratamientos en otras partes del mundo. Los procesos de desinfeccion de
maquinaria e implementos agricolas contaminados con hipoclorito de sodio y detergentes son
efectivos contra conidios y clamidosporas de F. oxysporum f. sp. Sin embargo, no se aplican
a las grandes plantaciones, y se sabe que causan algunos riesgos ambientales e incluso
perjudican a los agricultores (Ngowi ET AL., 2007). En algunos paises, el procloraz y la
azoxistrobina reemplazaron al benomilo para realizar dicho control, incluido el marchitamiento
del clavel por Fusarium y cultivos de bulbos. Sin embargo, el procloraz nunca se ha registrado
para plantas ornamentales en los EE. UU., ademas que el precio de la azoxistrobina ha
limitado su uso en muchos cultivos de bulbos. Un ensayo en lisianthus encontré que los
materiales que contienen fludioxonil fueron mas efectivos contra el marchitamiento por
Fusarium que los tratamientos con estrobilurina o bioantagonistas: los sintomas se
desarrollaron en todos los controles inoculados, pero solo en el 36-42% de las plantas
tratadas con fludioxonil. Un segundo ensayo que comparé fungicidas mostrd la mejor
reduccion en la incidencia de enfermedades de las aplicaciones de triflumizol y fludioxonil,
que superaron a los tratamientos con benzimidazol, estrobilurina y miclobutanil (Ploetz, 2015).
A pesar de esto, se deben considerar varias medidas al usar agroquimicos ya que los efectos
secundarios pueden ser incluso mas dafinos que el patégeno. Estos efectos sélo aparecen
cuando la cantidad de pesticida en el organismo es mas importante de lo que puede eliminar,
por lo que se acumula y alcanza el nivel téxico. Por ello, se han buscado varias alternativas
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que permitan realizar el control quimico de plagas con un impacto minimo. En concreto, para
reducir la presencia de hongos en la etapa poscosecha, se han realizado estudios que
contemplan el uso de extractos de plantas resistentes o de compuestos quimicos analogos
de productos naturales. Esta alternativa es impresionante considerando que los metabolitos
secundarios con actividad biolégica son del tipo terpenoide, compuestos fendlicos,
fenilpropanoides, estilbenos, alcaloides, saponinas y heterociclos, cuya ventaja corresponde
a su rapida degradacion en el suelo. Por lo tanto, la sintesis de nuevos agentes agroquimicos
sigue siendo rentable y aun debe explorarse mediante el empleo de herramientas de sintesis
quimica para mejorar el disefio de nuevos compuestos agroquimicos.

A nivel local, Colombia es uno de los paises a nivel mundial que ha seguido continuamente
el mercado de agroquimicos, especialmente en frutos con alta importancia en el mercado o
de exportacion, tales como la uchuva, el banano y frutas de la pasion (Guerrero y Velandia,
2013). Segun el ICA (2020), actualmente, los fungicidas por compuestos de tipo imidazol
como el carbendazim, son uno de los mas utilizados en los diferentes cultivos del pais, como
también los compuestos de pirimidinas, azufre, mercurio, cobre. El uso de estos fungicidas
ha venido en aumento, pero la aplicacion desmedida, la falta de regulacién en su modo de
empleo, ha tenido efectos perjudiciales en el ambiente y la salud humana (Ruiz et al., 2011).
Es por ello que en esta investigacion se busca crear una alternativa por medio de sintesis que
permita crear una solucion a una problematica agroecologica y ambiental.

Los ditiocarbamatos de alquilo son compuestos organicos de gran utilidad en el sector
agricola dada su actividad bioldgica frente a diferentes plagas que afectan la produccién de
diversos alimentos (Gheibi et al., 2005). Los derivados de brassinina (Figura 3) han recibido
atencion por su promisoria actividad, siendo catalogados como promisorios agentes
antifangicos ecoamigables (Sellam et al., 2006). Teniendo en consideracién dichos
antecedentes, el grupo InQuiBio de la UMNG, inicid la investigacién en sintesis de moléculas
bioactivas, orientadas a combatir el hongo Fusarium oxysporum, un patégeno de amplio
espectro. Las investigaciones realizadas en este grupo de investigacion permitieron la
obtencion de resultados promisorios respecto a la formacién de ditiocarbamatos de alquilo
derivados de L-triptéfano (Figura 1) y al mismo tiempo, analogos de brassinina (Figura 3), los
cuales mostraron actividad antifungica promisoria (Quiroga et al. 2016). La practicidad de la
sintesis de estas moléculas, que involucra la reaccion entre ésteres de alquilo, disulfuro de
carbono y aceptores de Michael en condiciones suaves de reaccién, permitié extender el
conocimiento y la busqueda de moléculas mas complejas, buscando lograr un efecto
sinérgico en el cual no sélo se evidenciara un efecto del esqueleto base del aminoacido
predecesor, sino el aporte que podria dar una estructura de aceptor de Michael con
importancia en el metabolismo de las plantas como las vinilcetonas, especificamente del tipo
(E)-chalcona (Figura 4).
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CAPITULO 2

Evaluacion de la actividad antifungica de ditiocarbamatos de alquilo derivados de
vinilcetonas contra Fusarium oxysporum en plantas de uchuva (Physalis peruviana)
bajo condiciones de invernadero

RESUMEN - ABSTRAC

The cape gooseberry (Physalis peruviana) is a fruit species that has become very important
in Colombia because of its potential for export as fresh fruit. The foreign exchange generated
represents several million dollars a year, placing it in second place after bananas. In addition,
it is also considered an exotic tropical fruit which generates interest in the market, this
economic importance has allowed a greater focus on the crop, however one of the most
notorious problems is related to diseases transmitted by phytopathogenic fungi, especially
Fusarium oxysporum, which not only affects many investigations but also the economy and
production of the country. F. oxysporum is a difficult pathogen to control, because it has the
ability to spread through fragments of diseased plants, infected plant material and movement
of soil infested with chlamydospores, which can survive for more than 10 years, such
characteristics have allowed that the controls of this fungus are minimal and at the same time
dangerous to human health, For this reason, this study seeks to incorporate the use of
biologically active molecules such as chalcones, amino acids such as tryptophan, putting into
practice the use of chemical synthesis to enhance the antifungal activity of such molecules
against Fusarium oxysporum and at the same time reduce the incidence of this phytopathogen
and be environmentally friendly.

PALABRAS CLAVE
Fitopatdogeno, Moleculas bioactivas, Chalconas, Ditiocarbamatos, Fungicidas
Phytopathogen, Bioactive molecules, Chalcones, Dithiocarbamates, Fungicides, Fungicides

INTRODUCCION

La uchuva, (Physalis peruviana), es una especie fruticola que ha adquirido gran importancia
en Colombia por su potencial para la exportacion como fruta fresca. Las divisas generadas
representan varios millones de délares al afo, posicionandose en el segundo lugar después
del banano (Zapata et al., 2002, Amézquita et al., 2010). Ademas, también es considerada
una fruta tropical exoética lo cual genera interés en el mercado (Flores et al., 2000). Pertenece
a la familia Solanaceae y género Physalis, que cuenta con mas de ochenta variedades que
se encuentran en estado silvestre. Estas variedades se caracterizan porque sus frutos estan
encapsulados dentro de un caliz o capacho, siendo P. peruviana, P. peruviana L., la mas
utilizada por su fruto dulce. De la misma manera, los frutos de las especies P. angulata 'y P.
minima, P. ixocarpa y la P. pruinosa que crecen en el Sureste de Asia como malezas, que
son comestibles (Verheij y Coronel, 1991, Flores et al., 2000).

La agricultura en el cultivo de Uchuva juega un papel muy importante en el desarrollo
economico del pais, siendo una fuente de ingresos del area rural. Actualmente Colombia
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ocupa el primer puesto como productor mundial (Jurado y Villanueva, 2018). Segun Ligarreto
(2005), la produccion en Colombia es apetecida en los mercados internacionales debido a
sus adecuadas caracteristicas organolépticas (color, sabor y aroma), obtenidas de las
condiciones agroclimatoldgicas predominantes de los pisos térmicos templados y frios de los
Andes colombianos, factor que ha permitido la expansion del cultivo a las diversas zonas que
presenta este tipo de condiciones (Ligarreto et al., 2015). Las principales zonas productoras
del pais, se localizan en los Departamentos de Cundinamarca, Boyaca y Antioquia con mas
de 600 ha que corresponden a explotaciones de economia campesina, con mano de obra
familiar (Amézquita et al., 2010). Adicionalmente, la produccién de uchuva genera un alto
impacto social ya que es sistema productivo de pequefios productores (Collazos et al., 2019).

Debido a la importancia econdmica que tiene este fruto, las exigencias de calidad que impone
el mercado externo estan asociadas a la apariencia del fruto como lo es el color, tamano,
buen sabor y por supuesto, la ausencia de plagas y enfermedades (Zapata, 2006). Sin
embargo, el cultivo de uchuva es uno de los mas afectados por los cambios asociados al
clima, principalmente por los que ocurren durante las temporadas de invierno. Las lluvias
causan pérdidas de producto y un incremento en los costos de produccién. También, el
exceso de humedad puede provocar la disminucion de oxigeno en el suelo, junto con las
bajas temperaturas, lo que puede llevar a un bajo desarrollo de la planta y un aumento en el
ataque de plagas y enfermedades (ICA, 2016). Se ha encontrado que la causa mas frecuente
de la pérdida en los cultivos son las enfermedades transmitidas por hongos fitopatégenos,
constituyéndose como una limitante en la produccién y calidad de esta fruta (Zapata et al.,
2002).

Gongora y Rojas (2006) y el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA, 2016) reportaron que
las enfermedades que mas afectan a el cultivo de la uchuva son: Eclerotiniosis causada por
Sclerotinia sclerotiorum, Chamusquin o “damping-off’ causada por Pythium sp., moho gris
causada por Botrytis cinérea, Marchitamiento vascular o fusariosis causada por Fusarium
oxysporum, siendo esta ultima la mayor causante de pérdidas en los ultimos afios. Fusarium
oxysporum es un hongo cosmopolita, conocido por ser causante de la enfermedad
marchitamiento vascular, que se caracteriza por la aparicion de sintomas como el
marchitamiento, amarillamiento parcial de las hojas, pérdida de turgencia y coloracién marrén
de los tejidos del xilema (De Granada et al., 2001).

A pesar de que F. oxysporum es un patdégeno ampliamente estudiado ya que “actualmente
cuenta con mas de 290.000 estudios”; es considerado un patdégeno de dificil control, pues
este tiene la capacidad de diseminarse por medio de fragmentos de plantas enfermas,
material vegetal infectado y movimiento de suelo infestado con clamidosporas, las cuales
pueden sobrevivir hasta por mas de 10 afos (Kraft y Pfleger, 2001, Estupifian y Ossa, 2007).
Estas caracteristicas del patdégeno permiten a los investigadores realizar estudios
relacionados al manejo de este mismo, una de las técnicas mas comunes para el control del
patdgeno esta relacionada con la aplicacion de fungicidas comerciales.

Un estudio de la Universidad Federal de Santa Maria (UFSM) en Brasil evalu6 el
comportamiento del hongo Fusarium sp. en diferentes concentraciones de fungicidas, estos
fungicidas fueron: Epoxiconazol, Piraclostrobina, Ciproconazol, Picoxistrobina, Fluxapiroxade
y Piraclostrobina. En el estudio se determin6 el porcentaje de inhibicion del crecimiento del
micelio y su efectividad en el hongo, la cual fue buena y proporcional a las concentraciones
es decir a mayor concentracion del fungicida mayor inhibicion del hongo (Neto et al., 2020).
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Estos mismos, que a su vez son considerados ingredientes activos de diferentes marcas de
fungicidas comerciales como lo es Acronis, Vivid-Ec, traen consigo consecuencias de alto
riesgo para la salud al tener constante exposicion con el ser humano, pues son mediana y
altamente toxicos y considerados ligeramente peligrosos. Por ello, la necesidad de llevar de
manera adecuada el uso de estos productos, sin embargo, este tipo de productos pueden
deteriorar la calidad de vida de una persona y con ello llevar a su posible muerte. Lo anterior
evidencia la necesidad de crear e implementar estrategias de control alternas como el uso de
moléculas bioactivas asociadas a procesos naturales, tal como las fitoalexinas, lo que resulta
una alternativa viable para ser implementada en el control quimico de este fitopatégeno.

Las fitoalexinas son metabolitos secundarios de naturaleza quimica diversa, de bajo peso
molecular que son sintetizados por las plantas en respuesta a una infeccién microbiana u a
otros factores como un mecanismo de defensa. Esta sintesis se puede activar por la accién
de factores inductores o elicitores, tanto exdgenos producidos por patégenos, agentes
quimicos, dafios mecanicos; como endogenos producidos por las plantas en respuesta a
situaciones de estrés (Mateos y Leal, 2003). Los primeros reportes sobre la presencia de
estos metabolitos fueron descritos por Muller y Borger (1940), en este estudio se mostraron
evidencias de la resistencia de las plantas a enfermedades producidas por patdgenos, en
este caso la resistencia de la papa al hongo Phytophthora infestans. De estas observaciones
surgio la teoria de la presencia de fitoalexinas, como metabolitos secundarios de bajo peso
molecular definidas por Muller; como compuestos producidos después de una infeccion bajo
la influencia de dos sistemas metabdlicos: la interaccion de un organismo hospedero (planta)
y un huésped (patdgeno) y la inhibicion del patégeno (Muller y Borger, 1940; Mateos y Leal,
2003). Mas de 300 fitoalexinas han sido identificadas (Torres, 2010), siendo la mayoria
compuestos fendlicos, e incluyen otras familias de compuestos quimicos diversos como
alcaloides, cumarinas, terpenos y otros (Torres, 2010; Mateos y Leal, 2003; Reichling, 1999;
Eldon y Hillocks, 1996). Estos compuestos han sido aislados de muchas familias de plantas
tanto monocotiledéneas como dicotiledéneas, tales como algunas especies de frijol, chicharo,
zanahoria, papa y orquideas, lo cual constituye un punto de partida para el estudio de su
biosintesis, degradacion, asi como el entendimiento de su papel en la resistencia a
enfermedades, regulacion genética, para su sintesis y transferencia de genes de una planta
a otra (Cavallini,1998). Un grupo de fitoalexinas de las cruciferas (Cruciferae) o
(Brassicaceae) fueron estudiados por Browne, Conn, Ayert y Tewari (1991) y luego
caracterizado por Pedras y Abbas Abdoli (2013). Las verduras de la familia de las
Brassicaceae se consideran alimentos basicos en muchos lugares del mundo, al ser
reconocidas como una rica fuente de nutrientes, como las vitaminas (carotenoides,
tocoferoles, acido ascoérbico, acido fdélico), minerales (Cu, Zn, P, Mg, entre otros),
carbohidratos (sacarosa y glucosa), aminoacidos (por ejemplo, L-alanina, L-acido aspartico,
L-acido glutamico, L-glutamina, L-histidina, L-metionina, L-fenilalanina, L-treonina, L-
triptéfano y L-valina) y diferentes grupos de fitoquimicos, como las fitoalexinas inddlicas
(brassinina, espirobrassinina, brassilexina, entre otros) (Jahangir et al., 2009; Silva, 2014).

Pedras y Minic (2014), encontraron que el anillo inddlico presente en el L-triptéfano, también
estaba presente en la estructura de las fitoalexinas de este grupo de plantas, es decir la
brassinina, siendo asi esta una molécula derivada del L-triptéfano, un aminoacido esencial
heteroaromatico caracterizado por poseer una cadena lateral con el heterociclo indol. Los
compuestos de esta clase han sido ampliamente estudiados debido a su importante
aplicacion en sectores agroindustriales, siendo usados principalmente para el control de
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actividades bacterianas y la inhibicion de crecimiento de hongos fitopatégenos debido a su
actividad antifungica. Sin embargo, estas moléculas han demostrado tener aplicaciones para
el tratamiento de enfermedades como el cancer, la neuropatia periferal y alteraciones
neurodegenerativas (Montes, 2009; Abonia et al, 2001; Hadr, 2002; Hormaza, 2004). Asi
mismo, los anillos inddlicos N-sustituidos son clasificados como inhibidores de enzimas o
agentes antiinflamatorios, analgésicos, antirreumaticos, antihipertensivos, anticonvulsivas,
cardiovasculares y antibacteriales (Bratulescu, 2009; Montes, 2009). El heterociclo indol, es
la estructura base para un gran numero de alcaloides y compuestos quimicos de gran interés.
Muchos indoles son comercialmente disponibles y a su vez se obtienen por metodologias
sintéticas optimizadas, la aplicacion de los compuestos indélicos ha sido reconocida por sus
descripciones y antecedentes referidos (Collado, 2014).
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Figura 5. Estructura del L-triptéfano aminoacido esencial
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Figura 6. Estructura del 1H-indol
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Figura 7. Estructura de la brassinina

El L-triptéfano es un derivado del 1H-indol y al ser un aminoacido esencial constituyente de
la mayoria de proteinas, esta relacionado con diferentes procesos, tanto en los humanos
como aminoacido en el metabolismo, como en plantas como precursor para biosintesis de
AIA (Acido indol-3-acético y fitoalexinas del tipo brassininas (Burraco, 2005; Vega et al, 2016).
Desde el punto de vista de la sintesis organica y del entendimiento de la relacién que existe
entre la estructura de un compuesto organico y su actividad biologica, resulta interesante y
practico llevar a cabo algunas variaciones en grupos funcionales de los nucleos basicos de
algunas de las moléculas de interés. Particularmente, teniendo en cuenta el amplio campo de
accién que pueden tener los derivados de 1H-indol, este proyecto de tesis tiene como objetivo
hacer variaciones estructurales usando métodos sintéticos a partir del uso de dicho
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aminoacido. Buscando un efecto sinérgico orientado a potenciar la actividad biolégica de los
nuevos derivados sintéticos, se establecid una estrategia de sintesis que mantiene la
presencia del sistema cetdnico predominante de tipo chalcona, moléculas de gran interés
biolégico(Awad et al, 1960).

O

X

Figura 8. Estructura de la chalcona

Las chalconas son compuestos de una gran reactividad debido a la presencia de dos centros
electrofilicos, los cuales actian como una sola unidad o de manera independiente lo que les
permite a los sistemas el ataque de nucledfilos y la posibilidad de sufrir reacciones de adicion
(Insuasty, 2016). Es sabido que las chalconas juegan un papel importante en productos
naturales ya que forman parte del nucleo central de una variedad de compuestos de origen
natural, que han mostrado actividades bioldgicas tales como antidiabética, antineoplasica,
antihipertensiva,  anti-retroviral,  antiinflamatoria,  anti-parasitaria,  antihistaminica,
“antimalarica”, anti-oxidante y antifungica, entre otras. Por lo tanto, considerando Ia
importancia de los sistemas heterociclicos nitrogenados como indol y los compuestos del tipo
chalcona, se pretende lograr, como fue mencionado anteriormente, un efecto sinérgico que
potencie la actividad biolégica de los derivados sintéticos de tipo ditiocarbamato,
especialmente su actividad antifungica contra Fusarium oxysporumy a la vez que reduzcan
la incidencia de este fitopatdogeno y que resulten amigables con el medio ambiente. Asi, en
esta tesis de pregrado, se presenta el estudio de compuestos analogos de brassinina,
derivados de chalconas, como posibles agentes antifungicos contra Fusarium oxysporum en
condiciones de invernadero.

OBJETIVOS

Objetivo general

- Evaluar el efecto de ditiocarbamatos de alquilo derivados de L-triptéfano y vinilcetonas
(analogos de chalcona) mediante ensayos de actividad antifungica in vitro e in vivo
frente al fitopatdgeno Fusarium oxysporum en plantulas de Physalis peruviensis.

Objetivos especificos

- Sintetizar ditiocarbamatos de alquilo a partir de L-triptéfano y vinilcetonas.

- Evaluar el efecto de los compuestos obtenidos mediante ensayos in vitro de actividad
antifungica frente al fitopatégeno Fusarium oxysporum.

- Seleccionar los compuestos obtenidos a partir de sus resultados de IC50 para

ensayos previos de actividad antifungica frente al fitopatégeno in vivo en plantas de
Physalis peruviana en condiciones de invernadero.
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MATERIALES Y METODOS

Fase laboratorio:
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C2R"=Me A2 R1=4-CI-Ph CH2R'=4-CI-Ph,R?=Ph
A3 R1=4'(M92N)Ph CH3R' = 4-(Me,N)Ph,R? = Ph
A4 R’ =4-OH-Ph CH4R'=4-0H-Ph,R? = Ph

CH5R" =Ph,R?= Me

Esquema 1. Sintesis de vinilcetona por condensacién de Claisen-Schmidt entre
cetonas (C1-C2) y aldehidos no enolizables (A1-A4)

Sintesis de vinilcetonas

Fueron usadas condiciones de la reaccion de Claisen-Schmidt, segun el siguiente
procedimiento: una mezcla de hidroxido de potasio (KOH) (1 mmol), agua (5 mL), etanol (5
mL), acetofenona (C1 6 C2, 1 mmol) y el aldehido de interés (A1-A4, 1 mmol), se mantuvo
en agitacién constante a temperatura ambiente durante 3 h. Luego, la mezcla de la reaccion
se mantuvo en refrigeracion (0-4 °C) durante 12 h, tiempo después del cual se observo la
formacion de un precipitado. La mezcla de reaccion fue filtrada aislando el precipitado, el cual
fue lavado con agua fria (5x10 mL). El precipitado fue secado en una estufa a 50 °C, y
finalmente fue purificado por recristalizacion de etanol. A continuacion, se presentan los datos
de caracterizacion de los productos obtenidos:

Trans-chalcona (CH1): Sdélido amarillo, con punto de fusion entre 51-54 °C, rendimiento del
75%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, 1,4-dioxano. Insoluble en éter de petréleo y
agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls) (Aist: Spectral Database for Organic Compounds,
2018a) en ppm: 8,00 (m, 2H), 7,78 (d, 1H), 7,52 (d, 1H), 7,65-7,37 (m, 6H); espectro RMN "*C
(100 MHz, CDClIs) (Aist: Spectral Database for Organic Compounds, 2018b)en ppm: 190,4,
144.8, 138,2, 134,9, 132,8, 130,5, 128,9, 128,6, 128,5, 128,4, 122,1.

Trans-4-clorochalcona (CH2): Sélido amarillo-verdoso, con punto de fusion entre 112-115 °C
con descomposicion, rendimiento del 83%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, 1,4-
dioxano. Insoluble en éter de petréleo y agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls) (Aist:
Spectral Database for Organic Compounds, 2018c) en ppm: 8,00 (d, 2H), 7,73 (d, 1H), 7,62-
7,47 (m, 5H), 7,52 (d, 1H), 7,39 (d, 2H); espectro RMN "*C (100 MHz, CDCl;)(Aist: Spectral
Database for Organic Compounds, 2018d) en ppm: 190,1, 143,2, 138,0, 136,4, 133,4, 132,9,
129,6, 129,2, 128,6, 128,5, 122,5.

Trans-4-(dimetilamino)chalcona (CH3): Sdlido rojizo, con punto de fusiéon entre 135-160 °C
con descomposicion, rendimiento del 34%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, 1,4-
dioxano. Insoluble en éter de petrdleo y agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls) (Aist:
Spectral Database for Organic Compounds, 2018e)en ppm: 7,99 (d, 2H), 7,77 (d, 1H), 7,61-
7,42 (m, 5H), 7,34 (d, 1H), 6,67 (d, 2H), 3,01 (s, 6H); espectro RMN "*C (100 MHz, CDCls)
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(Aist: Spectral Database for Organic Compounds, 2018f) en ppm: 190,6, 152,0, 145,8, 139,1,
130,4, 128,4, 128,3, 122,6, 116,9, 111,8, 40,1.

Trans-4-hidroxichalcona (CH4): Solido anaranjado, con punto de fusion entre 110-134 °C con
descomposicion, rendimiento del 27%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, 1,4-dioxano.
Insoluble en éter de petroleo y agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls) en ppm: 8,01 (d,
2H), 7,81 (d, 2H), 7,43-7,59 (m, 3H), 6,97 (d, 2H), 6,89 (d, 2H); espectro RMN "*C (100 MHz,
CDCIs) en ppm: 193,1, 158,4, 145,2, 138,6, 132,9, 132,6, 130,7, 128,8, 128,6, 127,8, 119,9,
116,2, 116,1.

Bencilidenacetona (CH5): Sdlido amarillo, con punto de fusion entre 35-40 °C con
descomposicion, rendimiento del 95%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, 1,4-dioxano.
Insoluble en éter de petroleo y agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls) (Aist: Spectral
Database for Organic Compounds, 2018g) en ppm: 7,54 (m, 2H), 7,51 (d, 1H), 7,41-7,37 (m,
3H), 6,71 (d, 1H), 2,37 (s, 3H); espectro RMN *C (100 MHz, CDCI;) (Aist: Spectral Database
for Organic Compounds, 2018h) en ppm: 198,2, 143,4, 134,4, 130,5, 129,0, 128,2, 1271,
27.5.

Sintesis de ditiocarbamatos de alquilo derivados de vinilcetonas.
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CH4 R' = 4-OH-Ph, R = Ph DC3R1=4—CI—Ph,RZ= Ph‘R3=Me
CH5R'=Ph R=Me DC4R'=4-CIPh R*=Ph, R’ = Et

DC5R' = 4-(Me,N)Ph, R = Ph R*=Me
DC6R'=4-(Me,N)Ph, R*=Ph, R*= Et
DC7R' = 4-OH-Ph,R*=Ph, R = Me
DC8R'=4-OH-Ph, R'=Ph R = Et
DCYR'=Ph R?=Me, R®= Me
DC10R'=Ph,R'=Me, R" = Et
Esquema 2. Sintesis de vinilcetona por condensacién de Claisen-Schmidt entre

cetonas (C1-C2) y aldehidos no enolizables (A1-A4)

Una mezcla de la respectiva vinilcetona (CH1-5, 1 mmol), disulfuro de carbono (1 mmol), y el
respectivo éster en forma de clorhidrato (E1 6 E2, 1 mmol), este ultimo sintetizado
previamente usando la metodologia de Quiroga y colaboradores (2016), se agité en 5 mL de
THF a temperatura ambiente en presencia de trietilamina (2 mmol) durante 15 dias a
temperatura ambiente. Finalizado este tiempo, la mezcla de reaccion se concentrd a presion
reducida. El crudo de reaccion fue sometido a cromatografia en columna clasica siendo
purificado el producto de interés usando como adsorbente silica gel y como fase movil
mezclas de polaridad creciente éter de petroleo/acetato de etilo. A continuacion, se presentan
los datos de caracterizacion de los productos obtenidos:
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(((3-oxo-1,3-difenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de metilo (DC1): Solido resinoso
amarillo, rendimiento del 38%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, metanol y etanol.
Insoluble en éter de petréleo y agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls) en ppm: 7,73 (s,
1H), 7,22 (m, 14H), 5,58 (t, 1H), 4,36 (t, 1H), 3,78 (s, 3H), 3,70-3,60 (m, 1H), 3,45-3,20 (m,
3H); RMN 'C (100 MHz, CDCls) en ppm: 203,90, 198,24 , 185,10, 141,57, 137,00, 133,15,
133,00, 128,81, 128,56, 128,43, 128,39, 128,12, 128,01, 128,01, 127,83, 127,83, 127,51,
127,51, 127,10, 56,30, 52,17, 42,30, 42,27, 40,64, 30,05; analisis por CGEM: Perfil
cromatografico a tres tiempos de retencion: 16,7 min (m/z: 207,25 [M- C13H16N202S2]), 17,3
min (m/z: 242,34 [M- C13H13N202S]), 19,1 min (m/z: 260,16 [M- C4sH130S]).

(((3-oxo-1,3-difenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de etilo (DC2): Sodlido resinoso
amarillo, rendimiento del 44%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, metanol y etanol.
Insoluble en éter de petréleo y agua; analisis por CGEM: Perfil cromatografico a tres tiempos
de retencion: 16,7 min (m/z: 207,12 [M-C1sH1gN202S5]), 17,3 min (m/z: 242,18 [M-
C14H15N2028]), 19,1 min (m/z: 260,16 [M- C15H1308]).

(((1-(4-clorofenil)-3-oxo-3-fenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de metilo (DC3): Sélido
resinoso amarillo, rendimiento del 55%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, metanol y
etanol. Insoluble en éter de petréleo y agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCl;) en ppm:
9,16 (s, 1H), 7,71 (m, 13H), 6,80 (s, 1H), 5,48 (t, 1H), 4,42 (t, 1H), 4,00 (s, 3H), 4,10-3,75 (m,
3H), 3,70-3,50 (m, 1H); RMN "*C (100 MHz, CDCl;) en ppm: 200,21, 181,20 , 173,49, 135,93,
127,51, 123,60, 123,58, 122,02, 122,01, 119,53, 119,50, 118,61, 118,59, 111,40, 111,40,
108,96, 108,96, 60,55, 57,09, 52,64, 29,80, 27,78, 14,29; analisis por CGEM: Perfil
cromatografico a tres tiempos de retencion: 18,1 min (m/z: 242,19 [M-C13H16N20,S2]), 18,7
min (m/z: 276,18 [M- C13H13N202S]), 19,1 min (m/z: 260,17 [M- C15sH1.CIOS]).

(((1-(4-clorofenil)-3-oxo-3-fenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de etilo (DC4): Sdlido
resinoso amarillo, rendimiento del 49%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, metanol y
etanol. Insoluble en éter de petréleo y agua; analisis por CGEM: Perfil cromatografico a tres
tiempos de retencion: 18,1 min (m/z: 242,17 [M-C14H1N202S2]), 18,7 min (m/z: 276,16 [M-
C14H15N2028]), 19,5 min (m/z: 274,19 [M- C15H12C|OS]).

(((1-(4-dimetilaminofenil)-3-oxo-3-fenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de metilo (DC5):
Sdlido resinoso amarillo, rendimiento del 36%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo,
metanol y etanol. Insoluble en éter de petréleo y agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls)
en ppm: 8,01 (d, 2H), 7,96 (d, 1H), 7,60-7,30 (m, 7H), 7,27 (d, 1H), 6,65 (d, 2H), 6,50 (m, 1H),
5,32 (t, 1H), 4,35 (t, 1H), 4,04 (m, 1H), 3,77 (m, 1H), 3,34 (m, 1H), 3,10 (m, 1H), 3,03 (s, 6H),
2,80 (s, 3H); RMN *C (100 MHz, CDCls) en ppm: 199,13, 190,80, 175,01, 152,16, 145,98,
134,20, 132,24, 130,53, 128,65, 128,56, 128,42, 128,29, 122,75, 117,03, 112,95, 111,94,
111,89, 55,69, 52,17, 47,52, 46,42, 40,75, 40,21, 30,55; analisis por CG-EM: Perfil
cromatografico a dos tiempos de retencion: 19,1 min (m/z: 260,12 [M-C17H1sNOS]), 21,6 min
(m/z: 251,28 [M- C13H15N202S2]).

(((1-(4-dimetilaminofenil)-3-oxo-3-fenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de etilo (DC6):
Sdlido resinoso amarillo, rendimiento del 33%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo,
metanol y etanol. Insoluble en éter de petrdleo y agua; analisis por CG-EM: Perfil
cromatografico a dos tiempos de retencion: 19,5 min (m/z: 274,17 [M-C17H1sNOS]), 21,7 min
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(m/z: 251,25 [M-C14H17N20282]).

(((1-(4-hidroxifenil)-3-oxo-3-fenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de metilo (DC7): Sélido
resinoso amarillo, rendimiento del 31%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, metanol y
etanol. Insoluble en éter de petréleo y agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCl;) en ppm:
9,85 (s, 1H), 7,79 (d, 2H), 7,60-6,50 (m, 13H), 5,53 (t, 1H), 4,32 (t, 1H), 3,80-3,40 (m, 6H),
3,13 (m, 2H); RMN "*C (100 MHz, CDCIl;) en ppm: 200,21, 197,69, 172,45, 158,47, 136,95,
136,49, 132,71, 132,70, 129,41, 128,65, 128,44, 128,33, 124,37, 121,71, 120,13, 119,53,
116,49, 55,69, 52,17, 42,20, 46,00, 30,55; analisis por CG-EM: Perfil cromatografico a dos
tiempos de retencion: 11,7 min (m/z: 121,19 [M-C2H17N203S2]), 19,1 min (m/z: 260,31 [M-
C15H1302S3)).

(((1-(4-hidroxifenil)-3-oxo-3-fenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de etilo (DC8): Sélido
resinoso amarillo, rendimiento del 30%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, metanol y
etanol. Insoluble en éter de petréleo y agua; analisis por CG-EM: Perfil cromatografico a dos
tiempos de retencion: 11,7 min (m/z: 121,09 [M-C21H19N203S2]), 19,5 min (m/z: 274,11 [M-
C15H1302S3)).

(((3-oxo-3-fenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de metilo (DC9) : Sélido resinoso amairillo,
rendimiento del 41%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, metanol y etanol. Insoluble en
éter de petroleo y agua; espectro RMN 'H (400 MHz, CDCls) en ppm: 8,32 (s, 1H), 7,31 (m,
14H), 4,12 (t, 1H), 3,78 (s, 3H), 3,60-3,30 (m, 2H), 2,10 (s, 3H), 3,09 (m, 2H); RMN *C (100
MHz, CDCls;) en ppm: 213,07, 176,88 , 171,31, 144,03, 141,07, 136,36, 128,76, 128,69,
127,56, 127,53, 126,99, 126,97, 126,90, 126,54, 111,47, 60,50, 54,61, 52,20, 40,62, 35,80,
31,21; analisis por CG-EM: Perfil cromatografico a tres tiempos de retencion: 11,6 min (m/z:
145,14 [M-C13H13N202S5]), 12,6 min (m/z: 180,13 [M- C43H13N202S]), 19,1 min (m/z: 260,13
[M- C10H1108S]).

(((3-oxo-3-fenilpropil)tio)carbonotioil)-L-triptofanato de etilo (DC10): Sdlido resinoso amairillo,
rendimiento del 39%. Soluble en cloroformo, acetato de etilo, metanol y etanol. Insoluble en
éter de petroleo y agua; analisis por CG-EM: Perfil cromatografico a tres tiempos de retencién:
11,6 min (m/z: 145,18 [M-C14H15N20282]), 12,6 min (m/z: 180,14 [M- C14H15N2028]), 19,5 min
(m/z: 260,13 [M- C10H1,0S]).

Ensayo de actividad antifangica IN VITRO

Medio suplementado: Una vez obtenidos las vinilcetonas CH1-5 y ditiocarbamatos de alquilo
DC1-10, se evalud el efecto de cada uno de estos compuestos a 5 dosis diferentes
(concentraciones entre 1 - 500 ug/mL), como valores experimentales, en medio de cultivo
Papa-Dextrosa-Agar (PDA). Para facilitar la disolucion de los extractos en el medio PDA, los
compuestos se pre disolvieron empleando una pequefia cantidad de Tween 20 (300uL) y
luego se dispersaron por agitacién mecanica en el medio PDA. Una vez colocado el medio
con el tratamiento en la caja, se dejo gelificar y reposar durante 12 horas. Una vez transcurrido
este tiempo, se realiz6 la siembra del patégeno (Fusarium oxysporum sp, cepa facilitada de
la coleccion del Laboratorio de InQuibio de la UMNG) y se dejaron a temperatura ambiente
por un par de dias (72h) con el fin de permitir el desarrollo del hongo.
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Esquema 3. Aleatorizacion de las concentraciones para cada uno de los compuestos
sintetizados (CH1-CH5) y (DC1-DC10) y metodo de siembra en well plate.

El crecimiento micelial radial de las colonias de hongos se midié en comparacion con el
control, utilizando el software ImageJ. La inhibicién del crecimiento micelial de los compuestos
de prueba se calculé mediante la férmula: crecimiento inhibitorio (%) = (C - T) x (100 / C),
donde C representa el diametro del crecimiento fungico en PDA no tratada, y T representa el
diametro de crecimiento fungico en PDA tratada. Los datos de crecimiento de inhibicion (%)
se utilizaron para construir las curvas dosis-respuesta correspondientes para calcular las
concentraciones inhibitorias semimaximas (IC50 expresadas en mM) para cada compuesto,
utilizando una regresion no lineal en el programa GraphPad Prism version 5.00 (Software
GraphPad, San Diego, CA, EE. UU.) Para Windows.

Seleccion de ditiocarbamatos

Una vez obtenidos los resultados de los ditiocarbamatos en los ensayos de actividad
antifingica, se seleccionaron los cuatro compuestos mas promisorios, es decir los valores
mas bajos de IC50 determinados a partir de los ensayos in vitro. Estos compuestos fueron:
CH4, CH5, DC7, DC9, los cuales se pusieron a prueba en la fase de invernadero, segun el
siguiente protocolo:
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Chalconas-Ditiocarbamatos IC50 (mM)
CH1 52,81
CH2 9,63
CH3 15,66
CH4 0,06
CH5 0,69
DC1 1,28
DC2 0,41
DC3 5,74
DC4 1,46
DC5 0,43
DC6 1,30
DC7 0,33
DC8 1,12
DC9 0,33

DC10 1,57

Tabla 2. Valores de IC50 (mM) de las chalconas - vinilcetonas (CH1-CH5) y ditiocarbamatos

(DC1-DC10)
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Fase invernadero:

Esta fase del proyecto se realiz6 en las instalaciones de la Universidad Militar Nueva Granada
sede Campus, en el invernadero de fitopatologia molecular, de la Divisién de Laboratorios,
para las pruebas bajo condiciones controladas.

Material Microbiolégico

Los aislamientos del patégeno (Fusarium oxysporum), que se utilizaron en este estudio se
obtuvieron de una cepa facilitada de la colecciéon del Laboratorio INQUIBIO de la UMNG. Los
aislamientos se mantuvieron en PDA 100% agar papa dextrosa (Becton Dickinson), en cajas
de Petri (d 56 mm).

Material Vegetal

Las semillas se obtuvieron directamente de frutos, a estas se les retiré el exceso de mucilago
y se limpiaron, luego fueron suspendidas en 500mL de agua estéril junto con 1g de carbdén
activado en polvo como método pregerminativo (Este tratamiento duré aproximadamente 1
semana).

Una vez acabado el tiempo de reposo del tratamiento pregerminativo se tomé cada semilla y
se introdujo en bandejas de germinacién que previamente estaban preparadas con turba. Se
distribuyeron en cada pozo de la bandeja una semilla con un total de 300 pozos llenos (300
semillas de uchuva). Después de 2 meses se obtuvo resultados en la germinacion de plantas
de uchuva, y dos meses luego cuando estaban en un tamafio adecuado, se trasplantaron en
bolsas de 1Kg con una mezcla de tierra- cascarilla (8:2).

Fertilizacion

Se hizo uso de la Soluciéon hidroponica Hoagland, esta solucién proporciona todos los
nutrientes esenciales para el crecimiento de las plantas y es apropiado para una amplia gama
de especies de plantas. Se prepard 100L de la solucién, cada 100mL eran distribuidos en el
suelo por plantula. Se realizaron 5 aplicaciones de la soluciéon durante el proceso de
crecimiento y adaptacién de la planta.

Analisis de fitotoxicidad in vitro

Metodologia seguida de (Alzate et al., 2009)

En este analisis se disefio un método experimental en el cual se pudiera determinar un posible
efecto toxico causado por los compuestos (chalconas y ditiocarbamatos derivados de
chalconas), para determinar este posible efecto se hizo uso de hojas de plantas sanas de
uchuva las cuales se tomaron directamente de la planta y se distribuyeron en diferentes cajas
de petri con condiciones de humedad propicias para las hojas.

Aplicacion: Con el uso de una jeringa de insulina se tomo una cantidad aproximada de 1mL
del compuesto, se realizd una localizacion (Seccion de aplicacion del compuesto) del punto
de analisis del compuesto y se dispersé el compuesto por la zona marcada con la aguja de
la insulina. La concentracion del compuesto fue determinada respecto al mejor IC50 en
respuesta a los ensayos inVitro (Tabla 2).
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Figura 9. Ensayo de analisis de fitotoxicidad in vitro con hojas previamente marcadas e
inyectadas con los compuestos de seleccion en el estudio.

Las cajas de petri con las hojas se ubicaron en un mesoén en condiciones de laboratorio con
temperatura ambiente. Se evaluaron 4 dispersiones preparadas con los compuestos (CH4,
CHS5, DC7 y DC9, y un control sin ninguna dispersion. Se adicionaron 300 uL de tensoactivo
(Tween 20) por cada 5mg del compuesto, esto para mejorar la solubilidad de los compuestos.
La aplicacion se realizo por triplicado sobre las hojas, y la aplicacion era aleatoria (Venacion,
margen, base, apice).Se examind la aparicion de posibles lesiones en el tejido expuesto a las
alicuotas de la emulsion y para ello se hizo uso de una escala de dafio donde: 0: Ningun dafio
aparentemente igual al control; 1: Dafio apenas perceptible (amarillamiento zonal); 2:
Necrosamiento leve, y 3: Necrosamiento acentuado y/o perdigoneo. Este ensayo durd
aproximadamente 12 dias y no se observo ningun dafio por los compuestos ditiocarbamatos.
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Figura 10. Suspension de esporas en medio CZAPEK

Inoculacion

Suspension de esporas

Se realizdé una suspension de esporas en medio CZAPEK DOX, es un medio semisintético
que contiene nitrato de sodio como unica fuente de nitrégeno. Posee la ventaja de una
formulacién quimicamente definida.

Se preparo 1L del medio liquido, se esterilizé y se introdujo micelio de Fusarium oxysporum
monosporico. Se dejo en un Shaker temperado (T 27,0 C) (100 RPM) durante una semana.
Luego se realizo el conteo de conidias en una suspension acuosa de esporas mediante el
uso de la camara de Neubauer hasta realizar un conteo igual o mayor a 1x 10*®

Inoculacién del fitopatégeno
Para este proceso se llevo a cabo dos métodos de inoculacién para conducir la infeccién del
fitopatdgeno de manera mas eficaz.

Inyeccion en corona de la raiz
Consiste en la inyeccion de 1 mL de suspension conidial concentrada de 1 x 10 conidios por
mL™". de agua destilada estéril con jeringas para insulina de 1 mL

Inmersién de las raices

Esta inoculacion se hizo siguiendo la metodologia propuesta por Williams (1981) y Estupifian
y Ossa (2007). Se hizo un lavado de las raices con agua de grifo y con unas tijeras estériles
se cortaron los apices de la raiz principal. Posteriormente, cada una de las plantulas se
sumergié hasta el cuello de la raiz durante 30 minutos en vasos de precipitacion que
contenian 100 mL de la suspension conidial concentrada de 1 x 10° conidios por mL™.

Analisis estadistico

Se realizaron pruebas ANOVA, luego de ello una homogeneidad de varianzas y una
comparacion multiple utilizando las pruebas de TUKEY.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La sintesis de vinilcetonas del tipo (E)-chalcona CH1-5 fue llevada a cabo empleando
condiciones suaves de reaccion, logrando obtener los compuestos de interés con buenos
porcentajes de rendimiento. Los valores de porcentaje de rendimiento obtenido para cada
compuesto muestran una dependencia respecto al caracter electronico del sustituyente en
posicidn para del anillo aromatico en el aldehido precursor. Por ejemplo, para el caso de la
reaccion con el precursor 4-clorobenzaldehido (R = CI), en el cual dicho grupo es un
electroatractor de electrones, el porcentaje de rendimiento para la obtencion de CH2 fue alto.
Sin embargo, para el caso de las reacciones de los precursores 4-dimetilaminobenzaldehido
y 4-hidroxibenzaldehido, en los cuales el sustituyente del anillo aromatico corresponde a
grupos electrodonores, el porcentaje de rendimiento es considerablemente menor. Estas
variaciones en los porcentajes de rendimiento respecto a la naturaleza electronica del grupo
se explican a partir de los efectos inductivos y mesomeéricos que pueden ser causados sobre
el aldehido y su reactividad. La presencia de grupo electroatractores de electrones tiende a
aumentar el caracter electrofilico del aldehido precursor, haciendo mas propenso y efectivo
el ataque del nucledfilo, en este caso representado por el respectivo ion enolato generado a
partir de la deprotonacién de la cetona de partida. Para grupos electrodonores, los efectos
inductivos y mesomeéricos no incrementan la electrofilicidad del grupo aldehido al contrario, la
reducen al aumentar la densidad electrénica local del grupo R-CHO.

Una vez obtenidas las vinilcetonas CH1-5, se procedidé con la reaccion entre este tipo de
precursores, disulfuro de carbono y los ésteres de alquilo derivados del aminoacido L-
triptéfano. Para esto, se empled la metodologia propuesta por Quiroga y colaboradores
(2016), sin embargo, fue necesario emplear la metodologia que describe la reaccién en dos
etapas: sintesis de los ésteres de alquilo derivados de L-triptéfano segun el protocolo de Liy
Sha (2008) con un rendimiento cuantitativo; una segunda etapa de reaccion de dichos ésteres
con cada precursor CH1-5 y disulfuro de carbono. Se observd que unicamente después de
15 dias bajo agitacioén a temperatura ambiente se da formacién de los productos de interés
DC1-10, con rendimientos entre bajos y moderados (30-55%). Los productos fueron
purificados usando cromatografia en columna clasica para su posterior caracterizacion
usando resonancia magnética nuclear (RMN) y cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM). Los resultados del compuesto DC3 son descritos a
continuacion, sin embargo, es importante resaltar que Unicamente fue posible medir los
espectros RMN de los derivados del éster metilico de L-triptéfano (DC1, DC3, DC5, DC7 y
DC9) por motivos de la pandemia COVID-19.
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Figura 11. Espectro RMN 'H del compuesto DC3

El espectro de RMN 'H de DC3 (Figura 11) presenta varias sefiales caracteristicas que
permiten realizar su adecuada caracterizacion. En primer lugar, se observa un grupo de
sefales solapadas entre si, entre 3,5-4,50 ppm, las cuales aparecen como dobles dobletes
(dd), un triplete (t) y como una sefal singulete (s). Estas sefales fueron asignadas a cuatro
tipos de atomos de hidrogeno: las sefiales dd corresponde a los hidrégenos sobre grupos
metileno adyacentes a carbonos quirales, los cuales se encuentran tanto en el fragmento
proveniente del grupo éster como al proveniente a la (E)-chalcona, con numeracion quimica
3y 2°; la sefial singulete corresponde al grupo metilo del éster, la cual deberia integrar para
3 atomos de hidrégeno y la sefial en forma de t correspondiente al atomo de hidrogeno del
grupo metilo unido directamente al atomo de azufre. La sefial que aparece en 5,48 ppm como
un multiplete fue asignada a la sefal del atomo de hidrégeno del carbono quiral. Finalmente,
entre 6,75 y 8,25 ppm se encuentran las sefales correspondientes a los atomos de hidrégeno
de los anillos aromaticos tanto en los grupos fenilo como en el fragmento indol de la molécula.
Los resultados obtenidos para los derivados DC1,5,7 y 9 muestran un comportamiento
similar.
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Figura 12. Espectro RMN *C del compuesto DC3

Por otro lado, el espectro de RMN "*C (Figura 12) permitidé confirmar la estructura propuesta.
Dada la presencia de 23 sefiales diferentes en el espectro, es posible afirmar que la molécula
unicamente posee simetria en el anillo con presencia del sustituyente R=Cl, un sistema p-
sustituido, mostrando unicamente cuatro sefiales para dichos atomos de carbono que
apareceran en diferentes desplazamientos quimicos. Entre 14 y 61 ppm aparecen las sefales
correspondientes a los atomos de carbono de la parte alifatica de la molécula, mientras que
arriba de 100 ppm aparecen los diferentes atomos de carbono de tipo aromatico y aquellos
con enlaces C=0 y C=S. Especificamente, las sefales que aparecen mas desplazadas en el
espectro fueron asignadas a los grupos C=0 de cetona y éster de acido carboxilico, como al
grupo C=S del ditiocarbamato de alquilo (entre 170 y 205 ppm).

Con el fin de llevar a cabo una completa caracterizacion de los productos obtenidos y evaluar
su pureza quimica, cada uno de los compuestos DC1-10 fueron analizados por CG-EM. A
continuacion, se presentan los resultados obtenidos para el compuesto DC3. El
cromatograma del compuesto DC3 (Figura 11) muestra tres picos diferentes mayoritarios con
tiempos de retencidon diferentes, resultado que no era esperado dados los resultados
obtenidos por RMN. De acuerdo con los respectivos espectros de masas, los picos fueron
identificados como un fragmento tipo CH2, tipo 1,3-difenil-3-sulfanilpropan-1-ona y tipo 2-
isotiocianato, respectivamente.
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Figura 16. Espectro CG-EM a tiempo de retencién 19,1 min del compuesto DC3

De acuerdo con los resultados obtenidos por CG-EM, es posible afirmar que los compuestos
tipo DC1-10 son termolabiles y sufren reacciones de ruptura del grupo ditiocarbamato de
alquilo en el inyector del equipo de CG dada su alta temperatura. Este comportamiento se
encontré para todos los derivados DC1-10, lo cual se puede evidenciar en los espectros de
masas por impacto electrénico de cada sefial en el cromatograma, presentes en los anexos
de esta tesis.

Respecto a la reaccion ocurrida para la formacién de los derivados DC1-10, se encontraron
diferencias en los porcentajes de rendimiento de los productos obtenidos, las cuales pueden
asociarse a las condiciones de reaccién y a consideraciones estructurales de la vinilcetona
de partida que determinan el avance de la reaccion. Las reacciones que fueron realizadas
durante tiempos de reaccién mas largos que 15 dias presentaron porcentajes de rendimiento
mas bajos y mayor numero de subproductos en todos los casos estudiados. Lo anterior
demuestra que el numero de reacciones colaterales incrementa dada la degradacion de los
compuestos DC1-10, los cuales no son tan estables como los derivados obtenidos por
Quiroga y colaboradores en 2016 y 2019. Por otro lado, se evidencia que,
independientemente de las condiciones de reaccién empleadas en presencia o ausencia de
disolvente, existe una tendencia en los valores de porcentaje de rendimiento, observandose
correlacion con el caracter los grupos sustituyentes del anillo aromatico del aldehido de
partida. Los valores de porcentaje de rendimiento decrecen cuando la contribucion electrénica
de los sustituyentes es mayor, particularmente cuando se emplean vinilcetonas con grupos
electrodonores de anillo. Por otro lado, cuando se emplean vinilcetonas con grupos
electroatractores, la electrofilia de la misma aumenta, favoreciendo la reaccion de adicion de
Michael del respectivo ion ditiocarbamatos intermediario. Con el fin de buscar una
metodologia que permitiera la sintesis de los compuestos DC1-10 con un mayor porcentaje
de rendimiento, las reacciones también fueron realizadas en ausencia de disolvente y
calentamiento convencional a 50 °C, sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que
esta estrategia aunque reduce los tiempos de reaccidon, no mejora los porcentajes de
rendimiento, al contrario tienden a ser menores. En términos generales, la formacion de
compuestos del tipo DC1-10 presenta porcentajes de rendimiento de moderados a bajos
comparados con los analogos obtenidos previamente de tipo vinilcetona, presumiblemente
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por el impedimento estérico involucrado en la reaccion de adicion de Michael enunciada para
el mecanismo de reaccion, tal como lo describe Quiroga y colaboradores (2016).

Una vez obtenida la caracterizacion y las respectivas moléculas se realizaron pruebas
biolégicas de estas frente a el hongo fitopatdégeno en estudio Fusarium oxysporum. En estas
pruebas se incluyeron los precursores CH1-5 y los compuestos DC1-DC10 de los cuales se
pudo obtener un valor de inhibicién por crecimiento micelial, en donde fue evaluado el efecto
antifungico tanto de los precursores tipo vinilcetona como de los DC.
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Gréfica 1. Porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial del hongo Fusarium oxysporum
a las concentraciones de 10, 50, 100, 200 y 300 ppm de los compuestos CH1-5y DC-10,
donde el color azul oscuro representa la concentracion mas baja 10ppm, el color naranja

50ppm, el color gris la concentracion de 100ppm, el color amarillo 200ppm y la ultima barra

de color azul celeste la concentracion maxima utilizada en este estudio 500ppm.

En la Grafica 1 se muestran los diferentes porcentajes de inhibicién segun su concentracion
en donde se establece que para los ditiocarbamatos de alquilo derivados de CH4 y CH5, asi
como del éster metilico del L-triptéfano, se presenta un mayor porcentaje de inhibicion
comparado con los demas ditiocarbamatos. El DC9 se destaca por generar una inhibicién
constante puesto que a 100 ppm de un 40-50% y en su mayor concentracion de un 60-65%,
actuando con buenos porcentajes en las diferentes concentraciones, ademas que se
evidencia un comportamiento muy similar respecto al mostrado por CH5, su precursor, lo cual
sugiere que este fragmento estructural puede ser considerada como potencial farmacéforo.
La tendencia encontrada en DC2 derivado del éster etilico evidencia que la presencia del
radical etilo favorece el comportamiento antifungico incluso en concentraciones minimas
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como lo son 10ppm-50ppm (alrededor del 20%), sin embargo no es una tendencia que se
observe en los restantes derivados DC4, DC6 y DC8, que muestran porcentajes de inhibicion
muy bajos, sino exclusivamente para este compuesto, obtenido a partir de CH1, por lo que
no es posible obtener una conclusién contundente respecto al efecto del tamafo del grupo
éster en los valores de porcentaje de inhibicion. Por otro lado, se ve el efecto contrario en
ciertos derivados del éster metilico como DC1 y DC3, que no muestran inhibiciones
importantes en las concentraciones evaluadas. En la tabla 2 se presentan los valores de IC50
para los compuestos evaluados. El IC50 representa la concentraciéon de un compuesto que
se requiere para una inhibicion del 50% (Motulsky et al, 2003).

De esta manera la inhibicion para el precursor CH5 es buena segun su valor de IC50, siendo
comparable con su derivado DC9 y mejor que la mostrada por DC10. Asi mismo los
compuestos derivados de DC7 y DC9 tuvieron una capacidad de inhibicién alta en cuanto al
crecimiento micelial mucho mayor como en el caso del compuesto DC2 y DC5, que tuvieron
uno de los valores en IC50 similares pero porcentajes de inhibicion menores a la mayor
concentracion usada. De esta manera se puede decir que los compuestos DC7 y DC9 con
grupos hidroxilo y un solo anillo en el fragmento derivado de chalcona, respectivamente, son
compuestos que tienen una buena capacidad inhibitoria, la cual aparentemente se pierde con
la presencia de grupos hidrocarbonados en el fragmento COOR.

Sin embargo, con el fin de entender el efecto de la variabilidad estructural en los compuestos
DC1-10, se realizé un estudio de Correlacion Estructura-Actividad (QSAR), usando diferentes
metodologias. Es sabido que los modelos de relacion estructura-actividad (SAR) y de relacion
cuantitativa entre estructura y actividad (QSAR), son modelos matematicos que pueden
utilizarse para predecir las propiedades de destino fisicoquimicas, bioldgicas y ambientales
de los compuestos a partir del conocimiento de su estructura quimica. Sin embargo, los
resultados obtenidos por QSAR deben validarse empleando diversos métodos y deben caer
dentro del ambito de aplicabilidad de los modelos usados. Para llevar a cabo un estudio de
tipo QSAR se necesitan basicamente tres tipos de informacion: (A) Estructura molecular de
diferentes compuestos que tengan un mismo mecanismo de accion (farmacodinamia), y por
lo tanto se consideran como ligandos ante una diana biomolecular comun; (B) Datos de
actividad biologica de cada uno de los ligandos incluidos en el estudio (por ejemplo: DE5O0,
DL50, Ki, IC50, etc.) y (C) Propiedades fisicoquimicas (descriptores numéricos) de los
ligandos calculados por medios computacionales a partir de la estructura molecular generada
in silico. En esta tesis se cuenta con el valor medido de IC50 de los compuestos DC1-10 y
sus respectivas estructuras moleculares optimizadas, los cuales fueron discutidas
previamente. Esto debido a que los datos de actividad biolégica deben provenir de un ensayo
a las mismas condiciones, lo cual reduce en cierta medida el error humano en las mediciones
experimentales (Lozano-aponte y Scior, 2012). Para complementar un grupo de 18
compuestos en total, con el cual incrementar el ambiente quimico a estudiar y realizar
estudios QSAR, se usaron los valores de IC50 reportados por Quiroga (2016) y Angarita-
Rodriguez (2019), para los ditiocarbamatos de alquilo DC11-DC18 (Figura 15).
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DC13 2,10
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DC16 1,70
DC17 1,23
DC18 0,44

Figura 17. Compuestos DC11-18 usados para calculos QSAR con su valores de IC50

Ademas, fueron usadas varias metodologias, las cuales se presentan a continuacion.
Inicialmente se uso6 el método QSAR GAUSSIAN, con un set de entrenamiento del 70% y un
set de prueba del 30% con alineamiento flexible de los ligandos DC1-DC10. Este método se
caracteriza por usar modelos de regresion basados en el método de procesos gaussianos
(GP), los cuales son métodos poderosos y robustos para la regresiéon no lineal. Ademas, no
requieren la determinacion subjetiva de los parametros del modelo, siendo capaces de
manejar una gran cantidad de descriptores y seleccionar los importantes, siendo
inherentemente resistentes al sobreentrenamiento y ofreciendo una forma de estimar la
incertidumbre en las predicciones (Obrezanova y Segall, 2010)
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Figura 18. Parametros y alineamiento realizado para compuestos DC1-18 para el método
QSAR GAUSSIAN

Empleando este método, para dos factores se obtuvo un valor de R2 scramble de 0.9536,
mostrando un buen ajuste de los datos a la regresion usada, la cual se presenta en la Figura
18. Este tipo de resultados permiten visualizar graficamente el efecto de diversos factores
estructurales que pueden afectar la actividad bioldgica, en este caso el comportamiento como
antifungicos de los compuestos DC1-DC18. Los factores electrostaticos, que corresponden a
la presencia de densidad electronica o ausencia de ella en localidades de la estructura,
afectada por diferentes grupos donores o electroatractores de electrones, puede visualizarse
a partir de la presencia de regiones azules para grupos electropositivos pueden aumentar la
actividad, y regiones rojas para grupos electronegativos mejoran la actividad. La presencia
de grupos NH, OH o HF, caracterizados por su comportamiento como donores o aceptores
de puente de hidrogeno, también puede ser evaluada, de tal forma que la presencia de
localidades que se comporten como aceptores de puentes de H (HBA), se visualiza como
regiones rojas, por lo general ubicando grupos que conducen a una mejor actividad; y
regiones magenta, que evidencian la presencia de grupos HBA reducen la actividad. Por otro
lado, los grupos donores de puente de H (HBD) que favorecen la actividad se refleja en la
presencia de regiones azul-violeta mientras que regiones azules evidencian areas
desfavorecidas por dichos grupos. La naturaleza hidrofobica de los grupos funcionales
asociados a las estructuras de DC1-18 puede ser evaluada en los diagramas de contorno, de
tal forma que regiones grises muestran grupos hidrofébicos en regiones que desfavorecen la
actividad mientras que regiones amarillas muestran grupos hidrofébicos en regiones que
favorecen la actividad. Finalmente, los efectos estéricos, relacionados con el tamafo de los
grupos funcionales presentes y demas cadenas hidrocarbonadas, tiende a estar visualizado
a partir de regiones verdes con efecto favorable de sustituyentes voluminosos sobre la
actividad bioldgica. El diagrama de contorno del alineamiento flexible obtenido, Figura 19b,
evidencia que las localidades vecinas a los grupos RCOOR y uno de los grupos arilo del
fragmento proveniente de los compuestos CH1-5 unidos a la cadena hidrocarbonada derivada
de la insaturacion, deben presentar un tamafio mayor para mejorar la actividad bioldgica, es
decir un mayor efecto estérico. Desde un punto de vista electrénico, las localidades asociadas
a los anillos aromaticos derivados de CH1-5 deben preferiblemente presentar grupos
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electropositivos mientras que la region asociada al grupo N-CS2-R estaria influenciada por la
presencia de grupos electronegativos que puedan mejorar la actividad biologica. Las
implicaciones estructurales de tipo hidrofébico son fuertes en las regiones asociadas al
fragmento hidrocarbonado derivado de los precursores CH1-5 y no necesariamente en las
regiones provenientes del aminoacido usado, en este caso L-triptéfano, demostrando que
posiblemente la actividad antifungica de estos compuestos depende fuertemente del
precursor vinilcetona usado y no fuertemente del aminoacido de partida, lo cual fue propuesto
por Quiroga y colaboradores (2019). Finalmente, respecto a grupos que puedan comportarse
como donores o aceptores de puente de hidrogeno, la presencia de los mismos en las
vecindades de los grupos RCOOR y R-NCS2-R mejoraria la actividad biolégica para este tipo
de compuestos, mientras que no seria favorable su presencia en el fragmento hidrocarbonado
derivado de la vinilcetona de partida.
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Figura 19. a) Regresion lineal obtenida para los compuestos DC1-18 y sus valores de IC50
medidos y predichos por el método QSAR GAUSSIAN. b) Diagramas de contorno obtenidos
para el alineamiento de las estructuras DC1-18
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Posteriormente, el método QSAR FORCE FIELD fue usado con un set de entrenamiento del
70% y un set de prueba del 30% con alineamiento flexible de los ligandos DC1-DC10. Este
método se caracteriza por usar un algoritmo que relaciona los valores de actividad conocidos
y las caracteristicas 3D de un conjunto de compuestos alineados (similar a CoMFA / CoMSIA).
Permite visualizar el modelo QSAR en el espacio de quimico de trabajo para evaluar
cualitativamente, estableciendo donde agregar o eliminar grupos funcionales, y usar el
modelo para predecir cuantitativamente las actividades de otras moléculas. Ademas, puede
crear un diagrama de dispersion de actividades conocidas y predichas para evaluar el modelo.
Los potenciales estéricos de Lennard-Jones se toman del campo de fuerza OPLS_ 2005, al
igual que las cargas atdmicas de los campos electrostaticos. Los campos hidréfobos se basan
en los tipos de atomos y los parametros hidréfobos del trabajo de Ghose y colaboradores
(Kwan et al., 2010). Los campos de aceptores y donores de puente de hidrégeno se basan
en definiciones de caracteristicas de farmacoforo de fase, con puntos proyectados.
Empleando este método, para dos factores se obtuvo un valor de R2 scramble de 0,8591,
mostrando un buen ajuste de los datos a la regresion usada, la cual se presenta en la Figura
16a.
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Figura 20. Parametros y alineamiento realizado para compuestos DC1-18 para el método
QSAR FORCE FIELD
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Figura 21. a) Regresion lineal obtenida para los compuestos DC1-18 y sus valores de IC50
medidos y predichos por el método QSAR FORCE FIELD. b) Diagramas de contorno
obtenidos para el alineamiento de las estructuras DC1-18

Los diagramas de contorno obtenidos usando este método permite validar el favorable efecto
del tamafio molecular ubicado en el fragmento hidrocarbonado proveniente de la vinilcetona
precursora sobre la actividad antifungica. Respecto a las interacciones electrostaticas
indagadas usando esta metodologia, se evidencia efecto favorable de grupos electropositivos
débiles sobre el fragmento derivado de vinilcetona y de grupos electronegativos hacia el
fragmento de cadena lateral proveniente del aminoacido. Finalmente, se aplicé el método
ATOM BASED QSAR (Figura 19), aplicando un set de entrenamiento del 70% y de prueba
del 30%. En este método, una molécula se trata como un conjunto de esferas con radios de
van der Waals superpuestos, que de acuerdo con las alineaciones estructurales generadas
por el modelo farmacéforo, permite el disefio y creacion de modelos 3D-QSAR utilizando los
métodos de analisis de campo molecular comparativo (CoMFA) y andlisis de indice de
similitud molecular comparativa (CoMSIA). Los modelos QSAR basados en atomos y 3D-
QSAR han mostrado un buen valor de correlacion entre la actividad experimental y la predicha
(Choundhury, 2015)Los resultados de este analisis mostraron que Grupos hidrofébicos o no
polares en el fragmento hidrocarbonado derivado de la vinilcetona precursora, presencia de
densidad electrénica en las vecindades del grupo ditiocarbamato y donores de puentes de
hidrégeno favorecen la actividad antifungica para este tipo de ditiocarbamatos de alquilo,
ademas de los evidenciables efectos estéricos previamentes discutidos.
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Figura 22. Diagramas de contorno obtenidos para los DC1-18 usando el método ATOM-
BASED QSAR

Los resultados obtenidos para las pruebas de invernadero son presentados como Box Plot.
La notacién TO corresponde a la medida realizada una semana antes de cualquier aplicacién,
como medida inicial y de control, para todas las plantas, por lo tanto solo es un dato tomado
mas no evaluado estadisticamente, T1 corresponde a la medida realizada una semana
después de la infeccién y sin la aplicacion de los compuestos, T2 corresponde a dos semanas
de infeccion y 1 semana con la aplicaciéon del compuesto evaluado, y T3 corresponde a tres
semanas después del proceso de infeccidon y 2 semanas de la aplicacion del compuesto. Las
aplicaciones de los compuestos CH4, CH5, DC7 y DC9 se realizaron cada dos dias, con un
total de nueve aplicaciones.

Las variables que se tuvieron en cuenta fueron: nimero de hojas, altura de la planta (cada n,
total 10 por tratamiento) y clorofila. En total se evaluaron 11 tratamientos incluyendo los
controles, y cada tratamiento tenia un n=10 para un total de 110 plantas de uchuva. Los
tratamientos fueron aleatorizados, y se dividieron en 2 grupos, el primero el grupo de las
plantas sanas (PS) ,esto quiere decir que fue un grupo que a lo largo de la evaluacién fueron
tratadas con los compuestos, mas no infectadas y su control (CS) consistié en la planta de
uchuva sin ningun compuesto; el segundo grupo se denominé en el estudio como el grupo de
las plantas enfermas (PE), aqui un grupo de plantas fueron infectadas hasta presentar
sintomas, y luego fueron tratadas con los compuestos para determinar la eficacia de estos
mismos, para este grupo se manejaron dos controles, uno llamado control plantas enfermas
(CE) el cual es la planta sin ningun compuesto pero infectada con Fusarium oxysporum y el
otro llamado control comercial (CC), que hace relacion al fungicida de uso comercial llamado
Dithane M45.

La fotosintesis es un proceso fisico-quimico donde un grupo de organismos como plantas y
bacterias utilizan la radiacién solar y la transforman en energia quimica para sintetizar
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compuestos organicos, a través de sustancias inorganicas como agua, minerales y CO». Es
considerado un proceso fundamental para la vida sobre la tierra y todos los organismos
heterétrofos dependen de este proceso para su subsistencia. Es por ello que en el monitoreo
de un cultivo se hace necesario la evaluacion periddica del comportamiento o concentracion
de clorofila, asi mismo como lo es el indice fotosintético, area foliar, la altura de la planta y
numero de hojas.

En este estudio se trabajaron con las variables: clorofila, numero de hojas y altura de la planta.

La clorofila es una molécula que se encuentra en los cloroplastos de las células vegetales, es
un pigmento responsable del color verde de las plantas, algas y algunas bacterias
fotosintéticas. El contenido de clorofila en las plantas, puede estar estrechamente relacionada
con su nivel nutricional pero también segun (Mendoza et al., 1998; Lopez-Bellido et al., 2004;
Moreno et al., 2008) el contenido de clorofila en las plantas puede estar relacionado con el
indice de fotosintesis, por lo que considerablemente influye en el rendimiento de una planta
tanto en su desarrollo como en el rendimiento final de la cosecha (Tolentino et al., 2016). Por
lo tanto en este estudio esta variable es importante debido a que da una estimaciéon del
comportamiento y estado de la planta, esta medicion se realizé con el medidor minolta Spad.
Asi mismo la altura y el numero de hojas son caracteristicas fisiolégicas de gran importancia
en el crecimiento y desarrollo de la planta, estas mismas pueden ser relacionadas con el
estado de la planta y su comportamiento en relacién a condiciones ambientales o presencia
de otros microorganismos benéficos o no benéficos.

Clorofila en plantas sanas
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Grafica 2. Box Plot de la clorofila medida durante T1 a T3 en plantas tratadas con los
compuestos CH4, CH5, DC7 y DC8

La grafica 2 permite evidenciar que el efecto de los compuestos es positivo durante su
tratamiento. Este grupo en particular de plantas no fueron infectadas, sin embargo, se le
realizd la aplicacion al igual que a las plantas enfermas para poder verificar parametro de
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fitotoxicidad. El control usado (dithane) mostré un comportamiento ascendente, es decir la
concentracion de clorofila aumento a lo largo del tiempo y por lo tanto el crecimiento y
desarrollo de la plata era 6ptimo o normal, al igual que con los diferentes compuestos
evaluados.

Clorofila en plantas enfermas

601

540

© .

@ Tiempo
o T . T

G

5 =R

O T3

3

20

]

cc CE CH4 CH5 DC7 DC9
Chalcona-Ditiocarbamato

Grafica 3. Box Plot de la clorofila medida durante T1 a T3 en plantas enfermas tratadas con
los compuestos CH4, CH5, DC7 y DC8

Aparentemente los compuestos no tienen efectos negativos para el desarrollo éptimo de la
planta de uchuva. Sin embargo, uno de los compuestos que muestra notablemente los
cambios esperados es DC7. El valor maximo de clorofila medida para este grupo de plantas
fue 62. Los resultados obtenidos (Grafica 3) permiten establecer que no hay diferencias
significativas a lo largo del tiempo entre los diferentes compuestos tanto para CH4 y CH5
como para DC7 y DC9, pese a que dentro de las diferencias no significativas se encuentran
varios datos atipicos, correspondiendo al reflejo de un n experimental de 10 por compuesto.

Por lo tanto, estas diferencias atipicas hacen parte del método de aleatorizacién y capacidad
de desarrollo y resistencia de cada organismo. Por otro lado, el control dithane, que es un
fungicida comercial de amplio espectro, y que fue utilizado como herramienta para comparar
diferencias entre los compuestos, tiene la capacidad de generar beneficio a la planta enferma
permitiendo que la clorofila ascienda y por lo tanto mostrando su efecto controlador,
permitiendo que pueda continuar con su desarrollo. Sin embargo, es relevante mencionar
que, para efectos practicos, este agroquimico tiene efectos negativos potenciales para la
salud.
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Altura en plantas sanas
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Grafica 4. Box Plot de la altura medida durante T1 a T3 en plantas sanas tratadas con los
compuestos CH4, CH5, DC7 y DC8

Altura en plantas enfermas
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Grafica 5. Box Plot de la altura medida durante T1 a T3 en plantas enfermas tratadas con
los compuestos CH4, CH5, DC7 y DC8
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Una de las variables estudiadas durante el experimento de invernadero fue la altura de la
planta. Se considera que, al ser invadida una planta con un hongo fitopatégeno, su desarrollo
no va a ser el mismo de tal forma que esta caracteristica decrece hasta que la planta muere.
Por lo tanto, esta caracteristica fue establecida como una de las variables de estudio. Para el
grupo de plantas sin infeccién y solo con las aplicaciones de los compuestos, el crecimiento
fue normal (Grafica 4). Esto se establece dado que no hubo diferencias significativas en los
datos obtenidos, es decir los compuestos aparentemente no tienen un efecto negativo ni
generan una respuesta negativa frente al crecimiento de la planta. Por el contrario, tienen un
comportamiento esperado, el cual corresponde al aumento en medidas durante el
experimento en funcion del tiempo. Los datos atipicos encontrados pueden deberse a algun
efecto de la aleatorizacion, y al desarrollo del organismo, su capacidad de absorcion y
fotosintesis, absorcién de agua, entre otros factores que pueden beneficiar o afectar el
desarrollo de la planta, los cuales fueron muy dificiles de controlar dadas las condiciones del
experimento. Para las plantas infectadas (Grafica 5), las cuales fueron tratadas con los
compuestos CH4, CH5, DC7 y DC9, se puede ver que el crecimiento de la planta es
directamente proporcional a lo largo del tiempo, situacion que puede estar correlacionada con
un efecto positivo de los compuestos, que posiblemente contrarrestan el efecto negativo del
hongo permitiéndole a la planta que se siga desarrollando.

Hojas en plantas sanas
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Grafica 6. Box Plot del numero de hojas medido durante TO a T3 en plantas sanas tratadas
con los compuestos CH4, CH5, DC7 y DC8
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Hojas en plantas enfermas
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Grafica 7. Box Plot de la altura medida durante TO a T3 en plantas enfermas tratadas con

los compuestos CH4, CH5, DC7 y DC8

Por la naturaleza del estudio, el método de recoleccion de informacion que se usé fue el de
observacion y conteo, por lo tanto el andlisis y presentacion de datos es de tipo descriptivo -
numeérico, del cual se establecieron variables que fueran posibles de manejar en condiciones
de invernadero como la altura, clorofila, y por ultimo el numero de hojas. Segun (Sanchez,
2002) el numero de hojas varia de acuerdo con la edad de la planta, sin embargo en el
transcurso del tiempo de observacion las diferencias no fueron significativas, y por lo tanto
evaluar el numero de hojas en este método no genera ningun impacto con relacion al uso de
los compuestos, pues, la planta presenta los cambios comunes en la fisiologia de esta misma,
crecimiento de hojas apicales, pérdida de primeras hojas, y algunas otras causadas por el
roce al hacer las medidas, es decir pérdida de forma mecanica.

Df SumSg MeanSq Fyvalue P-val(>F)
Tiempo 2 54.06 27.03 1.43] 0.2578
Residuos 27 511.76 18.95

Df SumSg MeanSq Fyvalue P-val(>F)
Tiempo 2 1016.78 508.39 11.27 0.0003
Residuals 27 1218.46 45.13

Df SumSg MeanSq Fyvalue P-val(>F)
Tiempo 2 22444 112.22 3.60 0.0412
Residuals 27  842.17 31.19

Df SumSg MeanSq Fyvalue P-val(>F)
Tiempo 2 28.36 14.18 1.05 0.3653
Residuals 27 366.20 13.56

Tabla 3. Analisis de varianza para cada uno de los compuestos y precursores.

Table 1: ANOVA - CH4

Table 2: ANOVA - DC7

Table 3: ANOVA - CH5

Table 4: ANOVA - DC9
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Uno de los propésitos en el proyecto alternos a los objetivos planteados era poder evaluar y
determinar que los compuestos no son fitotdxicos, analizandolo desde una variable en
especifica como lo es la clorofila, por lo tanto se buscé evaluar que a lo largo del tiempo los
niveles de clorofila no desciendan, esto en el grupo de plantas sanas (PS). Entonces:

HO : pi1 < pi2 < pi3

Para cada uno de los tratamientos en el grupo de PS, el promedio de clorofila a lo menos, se
mantiene en cada uno de los tiempos. De esta manera, se construyé un analisis de varianza
para evaluar cada una de estas hipétesis en cada tratamiento, comprobando los supuestos
de normalidad y homogeneidad de varianza con el qg-plot y el test de Levene
respectivamente.

Se analizé mas detenidamente las diferencias, viendo que las diferencias se dan unicamente
cuando aumenta el nivel de clorofila a medida que pasa el tiempo (esto se puede ver tanto
en comparaciones multiples del promedio, como viendo directamente en las graficas 2y 3, lo
cual confirma la hipétesis en todos los casos.

De esta manera, desde la estadistica se puede afirmar que los niveles de clorofila no decrecen
a medida que avanza el tiempo para ninguno de los tratamientos y por lo tanto es posible
decir que los compuestos no estan generando un efecto o impacto negativo en las plantas, y
por esto mismo podria no considerarse fitotdxicos, sin embargo es necesario mas analisis y
tomas de datos.

Por otro lado, y para cumplir con el siguiente objetivo, la idea fue evaluar los diferentes
tratamientos entre ellos, evaluando si existen diferencias entre ellos y entre los diferentes
momentos del tiempo. De alguna manera lo que se busca es buscar un mejor tratamiento con
los datos a la mano. Asi, se plantea la hipotesis estadistica:

HO : p11 =p12... = pit = ... = p53

Parai=1, 2, 3, 4, 5los 5 tratamientos y t = 1, 2, 3 los 3 tiempos evaluados. Lo que se busca
es rechazar esta hipétesis, asegurando que existan diferencias entre estos diferentes
promedios y asi entrar a buscar las diferencias entre ellos.

Df Sum Sq Mean Sq Fvalue P-val(>F)

Tiempo 2 690.73 345.37 7.30 0.0009
Tratamiento 5 883.15 176.63 3.73 0.0032
Tiempo:Tratamiento 10 832.23 83.22 1.76 0.0720
Residuals 162  7663.35 47.30

Tabla 4. Andlisis de varianza para cada uno de los compuestos y precursores, evaluacion de
tiempos y la interaccion entre ellos.

Se observo que los p-valores asociados a tiempos y tratamientos, son significativos, y por lo
tanto existe diferencia entre los tratamientos y también entre sus diferentes tiempos.
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Finalmente se quiso comprobar y comparar los tratamientos, y de esta forma determinar cual
es mas efectivo desde la perspectiva del aumento de clorofila a través de los diferentes
tiempos, es decir se tomd esta variable como la principal determinante del comportamiento
de las plantas.

Tratamiento | Aumento promedio entre T1y T3
CC 11.13%
CE 0.72
CHy 2.95
CHs 3.32
DC7y 5.10
DCo 1.86

Tabla 5. Tabla de comparaciones multiples.

Enlatabla 5 es posible ver la amplia superioridad de (CC) respecto a los demas, sin embargo,
el (CC) puede tener efectos adversos para la salud humana y el medio ambiente, por lo que
el compuesto con mejor comportamiento seguido del (CC) seria (DC7), y a pesar de que no
tiene el mismo grado de efectividad con (CC), esto podria dar paso a unas proximas
evaluaciones y experimentos de DC7 para que su efecto sea mucho mas éptimo.

CONCLUSIONES

Fueron obtenidos los compuestos ditiocarbamatos con porcentajes de rendimiento entre 30-
95% dada la influencia del caracter electronico de los grupos del anillo aromatico de las
vinilcetonas usadas. Los resultados del efecto antifungico de los compuestos mostraron que
los precursores CH4 y CH5 se destacaron por tener una mayor capacidad de inhibicion, asi
mismo los ditiocarbamatos derivados de estos (DC7 y DC9), pues el porcentaje de inhibicion
es alto y el IC50 obtenido para estos es minimo. La evaluacion de los compuestos
ditiocarbamatos fue a lo largo de 3 semanas, cada dos dias y en este tiempo, se lograron
datos preliminares como los datos de fitotoxicidad, en donde fue posible observar que no
existe un efecto negativo visible, también, a medida que el tiempo avanzaba, se veia una
mejoria en el estado de las plantas, efecto que puede ser causado por los compuestos, sin
embargo al ser un estudio que tuvo interrupciones de muestreo debido al problema
epidemiolégico COVID-19, es recomendable aumentar la intensidad de muestreo, pues a
pesar que en las graficas 2-7, se ve el progreso de las plantas enfermas luego de la aplicacién
es de gran importancia reevaluar estos resultados. También el compuesto DC7 actua de
manera efectiva en el efecto antifungico contra Fusarium oxysporum, sin embargo es
necesario realizar mas experimentos para mejor y optimizar la actividad antifiungica de este
compuesto.
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OBSERVACIONES

Figura 23. a. estado de la planta 1 semana luego de la infeccion b. Estado de la planta sin
ninguna infeccion.

Durante el proceso del muestreo, la toma de fotos como registro visual del proceso fue
fundamental. En esta figura 20, es posible ver las diferencias de una planta totalmente sana
(b) y una con deficiencias de todo tipo (a), posiblemente causadas por la infecciéon del
patdgeno, a pesar de que las dos plantas tenian las mismas condiciones una es el resultado
del proceso de infeccion por un patégeno como Fusarium oxysporum.

Segun las graficas 2-7, a lo largo del tiempo t1 a t3, y luego de las aplicaciones, las plantas
siguen desarrollandose de manera normal, sin embargo, algunas presentaban sintomas
como en este caso (Figura 20, a), de las cuales se determiné que a pesar de presentar los
sintomas comunes por una infeccidon por fusarium, el uso de los compuestos estaba
generando un efecto positivo y antagonista frente al hongo.
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