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tres derivados pirimidinicos:
efecto antifingico y
fitotoxicidad
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*  Departamento de Biologia Animal, Biologia Vegetal y Ecologia. Universidad de Jaén
**  Departamento de Quimica Inorganica y Orgénica. Universidad de Jaén

(mpilar@ujaen.es)

Resumen

Los cultivos estdn sujetos al ataque de hongos fitopatégenos que gene-
ran grandes pérdidas econdémicas. Por tanto, la bisqueda de soluciones
para la proteccion de los cultivos es un campo de estudio prioritario. El
objetivo de esta investigacién fue evaluar la accién antifiingica de tres
derivados  pirimidinicos (4-amino-2,6-dimetoxi-5-nitrosopirimidina
(P3), 3-[(6-amino-2-metoxi-5-nitrosopirimidin-4-il)amino} propanoato
de etilo (P4c) y 2-amino-4,6-dimetoxi-5-nitrosopirimidina (P5)) y un
fungicida comercial {Oxicloruro de Cobre (22%) + Mancozeb (17,5%)]1
sobre el crecimiento 7z vitro de patégenos que afectan a cultivos de gran
interés agricola. Los resultados indicaron un elevado efecto antifiingico
de los derivados pirimidinicos. El derivado P3 fue el que mostré mayor
actividad antifingica en Alternaria sp., Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Fusarium oxysporum y Veticillium dabliae A112. En el caso de V. dabliae
2397 esto ocurrié con el derivado PS5 y en Pseudocercospora cladosporioides
con el fungicida comercial, aunque en ambos casos, estos principios acti-
vos estuvieron seguidos muy de cerca por el derivado P3.
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Palabras clave: actividad antiftingica, concentracién minima
inhibitoria, derivado pirimidinico, fitotéxico, hongos fitopatégenos.

Abstract

Crops are subject to attack by phytopathogenic fungi that cause large economic
losses. Therefore, the search for solutions for crop protection is a priority field
of study. The objective of this research was to evaluate the antifungal activity
of three pyrimidine derivatives (4-amino-2,6-dimethoxy-5-nitrosopyrimidine
(P3), ethyl 3 - {((G-amino-2-methoxy-5-nitrosopyrimidin-4- yl) amino}
propanoate (P4c) and 2-amino-4,6-dimethoxy-5-nitrosopyrimidine) (P5) and
a commercial fungicide {Copper oxychloride (22%) + Mancozeb (17.5%)} on
the in vitro growth of pathogens of agricultural interest. The results indicated a
high antifungal effect of the pyrimidine derivatives. The derivative P3 showed
the highest antifungal activity on Alternaria sp., Aspergillus niger, Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum and Veticillium dahliae A112. In V.
dahliae 2397, the PS5 derivative caused the highest growth inbibition, while
in Pseudocercospora cladosporioides the commercial fungicide was the most
effective. Also, in V. dhaliae 2397 and P. cladorporioides, the P3 derivative
Jollowed in effectiveness the P5 derivative and the commercial fungicity.

Keywords: antifungal activity, minimum inhibitory concentration,
pyrimidinic derivative, phytotoxic, phytopathogenic fungi.
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Introduccidn

Los patégenos de las plantas son una parte integral de los agroecosistemas, con-
tinuamente en coevolucién y cada vez mds resistentes debido al cambio clim4-
tico. Esto ha contribuido a que el rendimiento agricola mundial disminuya
drésticamente (Savary ez @/., 2019). El manejo cldsico de estos organismos se ha
realizado a través de la obtencién de plantas resistentes y por la aplicacion de
productos quimicos. Sin embargo, estas estrategias, parcialmente eficaces, traen
consigo la apariciéon de patégenos altamente resistentes que conducen a enfer-
medades con mayor incidencia, contaminacién ambiental y degradacién general
de los agroecosistemas (Villa ez 2/., 2015). Otros factores que han contribuido a
las enfermedades de las plantas son la amplia gama de plantas hospedadoras, la
dispersién de los patégenos por el viento, la maquinaria agricola, el manejo del
agua, los cambios ambientales y el monocultivo intensivo de plantas genética-
mente idénticas (Pan ez /., 2010).

Los hongos fitopatdgenos son responsables, aproximadamente, del 70- 80%
de las enfermedades de las plantas (Berendsen ¢ /., 2012). Estos reducen el
rendimiento del cultivo y la calidad de los alimentos, suponiendo una limita-
cién importante para una produccién agricola sostenible, especialmente en los
sistemas de cultivo intensivo (Yang ez #/., 2019). Por otra parte, las especies y
abundancia de hongos fitopatégenos de la rizosfera cambian con las condicio-
nes ambientales, lo que dificulta el control de las enfermedades (Pieterse ez a/.,
2016). Por tanto, ante a la grave amenaza de los cultivos causada por las enfer-
medades de las plantas, es importante desarrollar fungicidas respetuosos con el
medioambiente y altamente efectivos frente a los patGgenos.

En general, los fungicidas desarrollados recientemente son mds seguros que
los que tienen una larga historia. Sin embargo, ocasionalmente se han manifes-
tado riesgos inesperados para la salud (Zhu ez #/., 2010). Los compuestos hetero-
ciclicos presentan elevado interés para uso farmacéutico y agroquimico. El na-
cleo de estos heterociclicos estd asociado con diferentes propiedades biolégicas
como pesticidas, insecticidas y fungicidas. Las pirimidinas, como compuestos
heterociclicos han sido objeto de estudio frente a bacterias y hongos patégenos
de humanos (Olivella ¢z /., 2012, 2015). También hay estudios donde algunos
derivados pirimidinicos han mostrado actividad frente a hongos fitopatdgenos.
El Mepanipyrim (2-amino-N-fenil-4-metil-6-(prop-1-inil)pirimidina) es una
anilinopirimidina que controla eficazmente patégenos de las plantas tales como
Botrytis cinerea (Nagata et al., 2003; McQuilken y Thomson, 2008), conside-
rado uno de los hongos fitopatégenos mds importantes debido a las pérdidas
econémicas que genera en todo el mundo (Dean e 2/., 2012; Jin y Wu, 2015).

1
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Otras moléculas andlogas (ciprodinil y el pirimetanil) también se utilizan en
agricultura. Su modo de accién es la inhibicién de la biosintesis de aminodcidos
especificos y/o la inhibicién del secuestro de proteinas (Miura y Maeno, 2007).
En Verticillium dabliae, derivados pirimidinicos como las S-nitrosopirimidinas
ocasionaron inhibiciones del crecimiento de hasta un 60% (Cordovilla et /.,
2017). En el caso de Alternaria sp., Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum y Pseudocercospora cladosporioides, no hay informacién bibliogrifica so-
bre su respuesta frente a las pirimidinas.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue determinar la actividad
biolégica de tres derivados pirimidinicos sintetizados en la Universidad de Jaén
sobre el crecimiento de siete hongos fitopatgenos de interés agricola.

Material y métodos

Principios activos

En el presente trabajo se ha estudiado la actividad biolégica de tres derivados
pirimidinicos sintetizados en el Departamento de Quimica Inorgdnica y Orga-
nica de la Universidad de Jaén con rendimientos del orden del 70% (Marchal
et al., 2010). Estos derivados son: 4-amino-2,6-dimetoxi-5-nitrosopirimidina
(P3), 3-[(6-amino-2-metoxi-5-nitrosopirimidin-4-ilJamino} propanoato de
etilo (P4c) y 2-amino-4,6-dimetoxi-5-nitrosopirimidina (P5) (Figura 1). Con
la finalidad de comparar el efecto de estos derivados con un fungicida de uso
agricola también se utiliz6 CODIMUR-M® en todos los experimentos, cuya
formulacién incluye oxicloruro de cobre (22%) y Mancozeb (17,5%). Este fun-
gicida destinado a la pulverizacién foliar como método preventivo, estima una
aplicacion eficaz entre 400-600 g/hl de producto. En base a la riqueza en cobre,
la aplicacién en campo eficaz equivale a concentraciones entre 880-1320 pg/
ml de cobre. A nivel experimental se aplicé una dilucién del 75% realizindose
los ensayos con los mismos niveles de concentracién de cobre que los derivados
pirimidinicos.
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Figura 1. Derivados pirimidinicos 4-amino-2,6-dimetoxi-5-nitrosopirimidina (P3),
3-{(6-amino-2-metoxi-5-nitrosopirimidin-4-il)amino}propanoato de etilo (P4c) y
2-amino-4,6-dimetoxi-5-nitrosopirimidina (P5).

Material biolégico

Los hongos fitopatégenos empleados pertenecen a la micoteca del Departa-
mento de Biologia Animal, Biologia Vegetal y Ecologia de la Universidad
de Jaén. Alternaria sp., Aspergillus niger, Botrytis cinerea 'y Fusarium oxysporum
fueron aislados a partir de material vegetal enfermo (M.P. Cordovilla). La cepa
CBS 113866 de Pseudocercospora cladosporioides pertenece a la coleccién Wester-
dijk Fungal Biodiversity Institute (Paises Bajos). Los aislados 2397 (patotipo
no defoliante, ND) y A112 (patotipo defoliante, D) de Verticillium dahliae
fueron suministrados por el CSIC de Cérdoba. Todos los hongos crecieron
en medio Patata-dextrosa-Agar (VWR), excepto Pseudocercospora cladosporioides
que creci6 en medio Avena-Agar.

Para los ensayos de fitotoxicidad se utiliz la variedad Grandes Lagos de Ca-
lifornia de Lactuca sativa (Fit6®).

13
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Evaluacion del efecto de los principios activos
P3, P4c, P5 y un fungicida comercial [Oxicloruro

de Cobre (22%) + Mancozeb (17,5%)] sobre el
crecimiento fangico

Se prepararon placas de Petri con medio adicionado del principio activo a distin-
tas concentraciones (3,9; 7,8; 15,6; 31,2; 62,5; 125 y 250 pg/ml). Para ello, se
utilizaron soluciones concentradas de 25 mg/ml DMSO. También se prepararon
placas control adicionadas de DMSO. A continuacién, se sembraron discos de
0,5 ¢cm de didmetro con crecimiento activo del hongo. Las placas se incubaron
a 25°C en oscuridad para todas las especies, excepto para P. cladosporioides que se
incub6 a 21°C. A partir de ese momento, se determing el crecimiento (didmetro
de la colonia) a intervalos de tiempo constantes hasta que el hongo acabé la fase
de crecimiento lineal en DMSO (control).
La eficacia de los principios activos como fungicidas se calculé segiin Fawcett
y Spenser (1970):
I=(C-T)/C)100
Donde,
I = porcentaje de inhibicién del crecimiento
C = didmetro de la colonia en el control (cm)
T = didmetro de la colonia en el principio activo (cm)

Estos datos se utilizaron para obtener la ecuacién de regresién que nos per-
miti6 calcular la concentracién minima de principio activo que inhibe el creci-
miento un 50% (MICsO).

El ensayo estuvo bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA) con un arre-
glo factorial 4 x 8 x 3, es decir 4 principios activos (3 derivados pirimidinicos y
fungicida comercial) ensayados a 8 concentraciones distintas (0, 3,9, 7,8, 15,6,
31,2, 62,5, 125 y 250 pg/ml), con 3 repeticiones por concentracién, lo que re-
present6 un total de 96 placas de Petri por hongo.

Evaluacién del efecto de los principios activos
P3, P4c, P5 y un fungicida comercial [Oxicloruro
de Cobre (22%) + Mancozeb (17,5%)] sobre

L. sativa var. Grandes Lagos de California

Para la evaluacién del efecto de los principios activos sobre L. sativa se sigui
el método descrito por Castillo (2004) y atendiendo a las recomendaciones de
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la OCDE (2006). Se trata de un ensayo de biotoxicidad aguda, por lo que se
recomiendan al menos 120 h (5 d) de exposicién. En nuestro caso, la exposicién
fue de 240 h (10 d). Para ello, se realiz6 una curva dosis-respuesta con los prin-
cipios activos a las mismas concentraciones que en la evaluacién de la actividad
antifingica. El experimento se realizé en placas de Petri con un volumen final
de 5 ml de agua destilada.

Las semillas se esterilizaron con etanol 70% durante 1 min y con lejia 20%
durante 5 min. A continuacién, se realizaron tres enjuagues con agua destilada
estéril (de 5 min). Seguidamente, se distribuyeron a razén de 10 semillas por
placa de Petri y se incubaron durante 24 h en oscuridad; transcurrido ese tiempo
se pasaron a la cdmara de cultivo con las siguientes condiciones ambientales:
fotoperiodo de 16 h luz/ 8 h oscuridad, 25°C de temperatura, humedad relativa
del 48% e intensidad luminosa de 48-50 pmol m™~ s™ en la superficie de las pla-
cas, suministrada por 6 tiras LED de 8,1 A. Cada 24 h se evalu la germinacién
hasta que al menos el 65% de las semillas en DMSO habian germinado y sus
radiculas mostraron una elongacién de, al menos, 5 mm (Dfaz ez 2/., 2013). La
elongacién del hipocotilo y radicula se determind con un calibre digital (PCE
instruments). Los datos se expresaron en porcentaje respecto al control (DMSO).
Para calcular la inhibicién de la germinacién y/o elongacién se utilizaron las
siguientes férmulas:

% Inbibicion de la germinacion = 100 (1 — ( semillas germinadas en la dilucidn

N.? semillas germinadas en el control

Promedio de elongacion en la diluciin

% Inhibicion del crecimiento = 100 (1 — (

Promedio de elongacion en el control

A partir de los datos obtenidos se calculé la concentracién efectiva media
(CE,)), es decir, la concentracién de principio activo a la cual el pardmetro fisio-
l6gico (germinacién o crecimiento) disminuye un 50% respecto al control (Guo
et al., 2011).

Este ensayo también estuvo bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA),
con un arreglo factorial 4 x 8 x 3, es decir 4 principios activos ensayados a 8 con-
centraciones distintas, con 3 repeticiones por concentracién. Adicionalmente, se
tuvo un tratamiento con agua destilada, también con 3 repeticiones, lo que hizo
un total de 99 placas de Petri.

15




ANALISIS, CONSERVACION Y RESTAURACION DE ECOSISTEMAS

16

Anélisis estadistico

Todos los datos obtenidos durante la fase experimental se sometieron a un andli-
sis de la varianza unifactorial y multifactorial. Cuando el valor P fue significati-
vo (P<0,05), las medias se compararon mediante el test de rango multiple LSD,
con un nivel de confianza del 95%.

El coeficiente de determinacién de Ostle (1)?), se calcul para evaluar el efecto
relativo de cada fuente de variacién (principio activo y hongo) por separado y de
su interaccion, sobre los pardmetros determinados (Ostle, 1963):

1= (suma de cuadrados de una fuente de variacién) / (suma de cuadrados total)

Para la realizacion del estudio estadistico se utiliz6 el programa Statgraphics
Centurion versién 15.2.06 (Universidad de Jaén).

Resultados

Efecto de los principios activos P3, P4c, PS5y un
fungicida comercial [Oxicloruro de Cobre (22%) +
Mancozeb (17,5%)] sobre el crecimiento fungico

La velocidad de crecimiento fingico en las placas control (DMSO) vari6 entre
los hongos estudiados; A. niger fue el que antes alcanzé el mdximo crecimiento
(0,52 mm/h), seguido por E oxysporum (0,44 mm/h), B. cinerea (0,41 mm/h),
Alternaria (0,35 mm/h), V. dahlize 2397 (0,16 mm/h), V. dahliae A112 (0,11
mm/h) y P. cladosporioides (0,03 mm/h).

El andlisis estad{stico multifactorial nos permitié conocer cudl de las fuentes
de variacién (principio activo, hongo y su interaccién) fue determinante en la
inhibicién del crecimiento fangico. Segin el coeficiente de determinacién de
Ostle (n?), la principal fuente de variacién fue la interaccién (0,6711), seguida
por el principio activo (0,2390) y el hongo (0,0747) (Tabla 1). Dicho anélisis
se realiz6 a una concentracién de 62,5 pg/ml, minima concentracién a la que se
obtuvo un 100% de inhibicién para P. cladosporioides.
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Tabla 1. Valor F (cociente del cuadrado medio entre-grupos e intra-grupos) y coeficiente de
determinacién de Ostle (1)°) de las fuentes de variacién (principio activo, hongo e interaccién)
para la inhibicién del crecimiento fingico a 62,5 pg/ml de los compuestos ensayados.

Fuente de variacién

Principio activo Hongo Interaccién
Valor F 14.817,00%* 4.630,83* 41.597,90%
y? 0,2390 0,0747 0,6711

*diferencias significativas para P<0,05

Efecto antifungico a distintas concentraciones de derivado
pirimidinico

En el control (DMSO) el mdximo crecimiento de Alternaria se alcanzé a las
192 h. Durante ese tiempo, no se observé inhibicién del crecimiento al 100%
en ninguno de los principios activos (Tabla 2). La menor concentracién de
principio activo en la que hubo médxima inhibicién del crecimiento fue 250
pg/ml para P3 y P5 (90,92 y 65,13%, respectivamente), 125 pg/ml para el
fungicida comercial (cobre + mancozeb) (86,39%) y 62,5 pg/ml para P4c
(36,23%) (LSD; P<0,05). Por tanto, en Alrernaria, concentraciones superiores
a 125 pg/ml de cobre + mancozeb y 62,4 pg/ml de P4c no mejoraron el efecto
inhibidor del crecimiento. Por otra parte, a pesar de que el principio activo
P4c fue el menos efectivo en el control de Alternaria, a concentraciones bajas
(3,9 y 7,8 pg/ml) ejercié un efecto inhibidor superior al del fungicida comer-
cial (cobre + mancozeb).

El andlisis comparativo entre principios activos a 250 pg/ml mostré que
los valores mds altos de inhibicién del crecimiento de Alternaria se alcanzaron
con el derivado P3 y cobre + mancozeb (90,92% y 88,54%, respectivamente),
seguidos de P5 (65,13%) y P4c (43,63%) (Figura 2). Por tanto, en Alternaria
el derivado P3 ejerci6é un efecto inhibidor del crecimiento similar al del cobre
+ mancozeb y un 28% y 52% superior al de los derivados PS5 y P4c, respectiva-
mente (LSD; P<0,05).
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Tabla 2. Inhibicién del crecimiento (%) de Alternaria, tras 192 h, en PDA adicionado de distintos
principios activos. El hongo también se cultivé en medio adicionado de DMSO (control). En cada
columna las medias seguidas por la misma letra no son estadisticamente diferentes segtn el test LSD

(P<0,05).
Concentracién (pg/ml) P3

3,9 34,79 €
7,8 38,38 ¢
15,6 48,65 d
31,2 58,68 ¢
62,5 65,84 ¢
125 77,55 b
250 90,92 a

100

D

INHIBICION (%)
&

20

a
b
| I
mP3 mPac mP5

P4c
22,13 ¢
24,04 c
27,63 ¢
29,30 be
36,23 ab
39,09 a
43,63 a

P5
10,91 f
13,30 f
21,89 e
32,40d
43,63 ¢
53,90 b
65,13 a

PRINCIPIOS ACTIVOS

Cobre + mancozeb
12,34 f
18,31 e
38,14 d
54,14 ¢
77,31 b
86,39 a
88,54 a

a

m Cobre

Figura 2. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de Alternaria respecto al control (DMSO) tras
192 h, en PDA adicionado de 250 pg/ml de principio activo. Las medias seguidas por la misma letra

no son estadisticamente diferentes segin el test LSD (P<0,05).

En A. niger, la inhibicion del crecimiento (144 h) a distintas concentracio-
nes de principio activo se muestra en la Tabla 3. Como podemos observar, el
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derivado P3 fue el Ginico que inhibid el crecimiento un 100% a 125 pg/ml. En
el resto de principios activos, la mdxima inhibicién se alcanzé con 62,5 pg/ml
de cobre + mancozeb (29,53%) y 250 pg/ml de P4c y P5 (87,92 y 83%, res-
pectivamente; P<0,05). Con cobre + mancozeb se observaron los valores mds
bajos de inhibicién en todas las concentraciones ensayadas; ademds, con 3,9 y
7,8 pg/ml no hubo inhibicién. Por tanto, el fungicida comercial fue el menos
efectivo en la inhibicién del crecimiento de A. niger.

El estudio comparativo entre principios activos (LSD; P<0,05; Figura 3)
se realiz6 a 125 pg/ml (minima concentracion a la que se inhibié 100% el cre-
cimiento en P3). La mdxima inhibicién del crecimiento de A. niger se obtuvo
con el derivado P3 (100%), seguido por P4c y P5 (76,29% y 75,62%, respec-
tivamente) y cobre + mancozeb (38,93%). En contraste con lo que ocurrié en
Alternaria, donde el cobre + mancozeb fue igual de efectivo que el derivado P3,
en A. niger la inhibicién ocasionada por los principios activos P4c y P5S fue un
49% superior a la del cobre + mancozeb.

Tabla 3. Inhibicién del crecimiento (%) de A. niger, tras 144 h, en PDA adicionado de distintos
principios activos. El hongo también se cultivé en medio adicionado de DMSO (control). En cada
columna las medias seguidas por la misma letra no son estadisticamente diferentes segin el test LSD
(P<0,05).

Principio activo

Concentracién (pg/ml) P3 P4c P5 Cobre + mancozeb

3,9 25,50 9,17 e 1141 g 0

7,8 40,27 e 13,65 e 28,41 f 0

15,6 64,21d 19,69 e 40,49 e 17,90 ¢

31,2 75,84 c 35,57 d 52,80 d 23,27 be

62,5 83,22 b 50,11 ¢ 68,46 ¢ 29,53 abc

125 100,00 a 76,29 b 75,62 b 38,93 ab

250 100,00 a 87,92 a 83,00 a 4295 a

0, no hubo inhibicién segtin el andlisis estadistico
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Figura 3. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de A. niger respecto al control (DMSO) tras 144
h, en PDA adicionado de 125 pg/ml de principio activo. Las medias seguidas por la misma letra no
son estadisticamente diferentes segin el test LSD (P<0,05).

B. cinerea alcanzd el méximo crecimiento a las 168 h (DMSO). En P3, P4cy
cobre + mancozeb no hubo descenso del crecimiento respecto al control con 3,9
pg/ml (Tabla 4). Ademds, con P4c y cobre + mancozeb, el descenso se detectd
a partir de 15,6 y 31,2 pg/ml respectivamente (P<0,05); en el caso del derivado
PS5, esto ocurri6 a la concentracién de 62,5 pg/ml. La mdxima inhibicién del
crecimiento se alcanzé con 250 pg/ml en todos los derivados pirimidinicos,
siendo esta del 100% en el derivado P3. En contraste a lo que ocurre con A.
niger, en cobre + mancozeb el 100% de inhibicién se observé con 125 pg/ml.
Sin embargo, no tuvo efecto sobre el crecimiento a concentraciones inferiores a
31,2 pg/ml.

Dado que en B. cinerea, con 125 pg/ml se obtuvo un 100% de inhibicién del
crecimiento con cobre + mancozeb, la comparacién entre principios activos se
realiz6 a esta concentracién (Figura 4) al igual que en A. niger. Con 125 pg/ml,
el derivado P3 redujo el crecimiento fangico un 37,18% menos que el cobre
+ mancozeb, aunque si lo comparamos con los otros derivados pirimidinicos,
inhibi6 el crecimiento un 66% y 83% mds que P4c y P5, respectivamente.



Estudio de la actividad de tres derivados pirimidicos
Maria del Pilar Cordovilla Palomares et al.

Tabla 4. Inhibicién del crecimiento (%) de B. cinerea, tras 168 h, en PDA adicionado de distintos
principios activos. El hongo también se cultivé en medio adicionado de DMSO (control). En cada
columna las medias seguidas por la misma letra no son estadisticamente diferentes segtn el test LSD

(P<0,05).
Concentraciéon (pg/ml) P3
3,9 0
7,8 25,64 ¢
15,6 32,93 ¢
31,2 54,56 b
62,5 61,12 b
125 62,82 b
250 100,00 a

P4c
0
0
7,65 ¢
14,95 b
15,67 b
21,02a

22,48 a

0, no hubo inhibicién segtin el andlisis estadistico

100
80

S

5 50

o)

@

Z 4
20

b
[
- d
o [~ ]
uPF3 m Pac mP5

PRINCIPIOS ACTIVOS

P5
-8,63 ¢
0
0
0
8,38 b
10,57 b

52,37 a

Cobre + mancozeb
0
0
0
33,41 ¢
79,34b
100,00 a

100,00 a

m Cobre

Figura 4. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de B. cinerea respecto al control (DMSO) tras
168 h, en PDA adicionado de 125 pg/ml de principio activo. Las medias seguidas por la misma letra

no son estadisticamente diferentes segiin el test LSD (P<0,05).

21




ANALISIS, CONSERVACION Y RESTAURACION DE ECOSISTEMAS

22

En E oxysporum, a las 168 h de cultivo, con la concentracién mds baja, no
hubo descenso del crecimiento (P<0,05) en ningtn principio activo (Tabla 5),
al igual que ocurri6 con 7,8 pg/ml de P4c, PS y cobre + mancozeb, y 15,6 pg/
ml de PS5 (P<0,05). En ninguna de las concentraciones se inhibid el crecimiento
en su totalidad. Segin el andlisis estadistico, la médxima inhibicién se obtuvo
con 250 pg/ml de P3 y cobre + mancozeb (84,29 y 80,42%, respectivamente) y
125 pg/ml de PS y P4c (71,09 y 64,04%, respectivamente).

Tabla 5. Inhibicién del crecimiento (%) de F. oxysporum, tras 168 h, en PDA adicionado de distintos
principios activos. El hongo también se cultivé en medio adicionado de DMSO (control). En cada
columna las medias seguidas por la misma letra no son estadisticamente diferentes segtin el test LSD

(P<0,05).
S pdposo
Concentracién (pg/ml) P3 P4c P5 Cobre + mancozeb
3,9 0 0 0 0
7,8 8,27 e 0 0 0
15,6 15,55 e 16,92d 0 13,73 ¢
31,2 36,04 d 39,68 ¢ 21,70 ¢ 30,35d
62, 46,05 ¢ 50,38 bc 41,27 b 59,26 ¢
125 67,45 b 64,04 ab 71,09 a 73,60 b
250 84,29 a 72,69 a 78,38 a 80,42 a

0, no hubo inhibicién segtn el andlisis estadistico

100
3
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PRINCIPIOS ACTIVOS

Figura 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de E oxysporum respecto al control (DMSO) tras
168 h, en PDA adicionado de 250 pg/ml de principio activo. Las medias seguidas por la misma letra
no son estadisticamente diferentes segin el test LSD (P<0,05).
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La comparacién de los derivados pirimidinicos (LSD; P<0,05) a 250 pg/
ml, revel6 que el crecimiento de en E oxysporum (Figura 5) alcanzé su médxima
inhibicién con el derivado P3 (84,29%), seguido de cobre + mancozeb y P5
(80,42% y 78,38%, respectivamente) y P4c (72,69%). La inhibicién detectada
con P3 fue un 6% superior a alcanzada con P5 y cobre + mancozeb y un 7%
superior a la alcanzada con P4c.

P. cladosporioides fue el hongo que mostré un crecimiento mds lento. A los
91 d de incubacién, en el derivado P3 y cobre + mancozeb no hubo inhibicién
del crecimiento a concentraciones de 3,9 y 7,8 pg/ml. En el caso del derivado
PS5 esto ocurri6 a concentraciones inferiores a 62,5 pg/ml y en P4c solo hubo
inhibicién significativa con 250 pg/ml (Tabla 6). Ademds, con 3,9, 7,8, 15,6
y 31,2 pg/ml de P4c y, 3,9 pg/ml de P5, el crecimiento aumenté respecto al
control (P<0,05). Por otro lado, el hongo no creci6 a partir de 125 pg/ml de P3
y 62,5 pg/ml de cobre + mancozeb. La inhibicién total (100%) se alcanzé con
62,5 pg/ml de cobre + mancozeb y 125 pg/ml de P3; en el resto de derivados
pirimidinicos, la mdxima inhibicién (P<0,05) se obtuvo con 250 pg/ml (68,32
y 5,69% para PS y P4c, respectivamente).

Tabla 6. Inhibicién del crecimiento (%) de P. cladosporioides, tras 91 d, en OA adicionado de
distintos principios activos. El hongo también se cultivé en medio adicionado de DMSO (control).
En cada columna las medias seguidas por la misma letra no son estadisticamente diferentes segtin el
test LSD (P<0,05).

Principio activo

Concentracién (pg/ml) P3 P4c P5 Cobre + mancozeb
3,9 0 -8,66 b -7,19d 0

7,8 0 -8,66 b 0 0

15,6 6,68 d -8,42 b 0 67,08 b

31,2 28,47 ¢ -8,17b 0 72,03 b

62,5 67,82 b 0 8,42 ¢ 100,0 a

125 100 a 0 32,67 b 100,0 a

250 100 a 5,69 a 68,32 a 100,0 a

0, no hubo inhibicién segtin el andlisis estadistico
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Figura 6. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de P. cladosporioides respecto al control (DMSO)
tras 91 d, en OA adicionado de 62,5 pg/ml de principio activo. Las medias seguidas por la misma
letra no son estadisticamente diferentes segtin el test LSD (P<0,05).

En la Figura 6 se compara la inhibicién del crecimiento entre los principios
activos para P, cladosporioides LSD; P<0,05) con 62,5 pg/ml (minima concentra-
cién a la que se inhibié un 100% el crecimiento con cobre + mancozeb). La in-
hibicién ocasionada por los derivados pirimidinicos fue mayor en P3 (67,82%),
seguida de P5 (8,42%) y P4c donde no hubo inhibicién. Es importante destacar
que en P3 la inhibicién fue un 88% mayor que en PS5 y un 32,18% inferior que
en cobre + mancozeb.

En la Tabla 7 se representa la inhibicién del crecimiento de V. dahliae A112
al final del cultivo (624 h) a las concentraciones ensayadas. El crecimiento en
3,9 pg/ml no descendié respecto al control (P<0,05) en ninguno de los deri-
vados pirimidinicos, as{ como con 7,8 pg/ml de P4c y cobre + mancozeb. La
médxima inhibicién se obtuvo con 250 pg/ml en todos los principios activos. A
dicha concentracién, el derivado que mds inhibié fue P3 (92,74%), seguido de
PS5 (83,37%), cobre + mancozeb (74,71%) y P4c (66,05%) (LSD; P<0,05). Por
tanto, la inhibicién producida por P3 fue 28,78% mayor que la obtenida por
P4c, 19,44% mayor que la ocasionada por cobre + mancozeby 9,75% a la de PS5
(Figura 7). Ademds, el derivado P5 fue un 11,59% mds efectivo que el cobre +
mancozeb en la inhibicién del crecimiento.
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Tabla 7. Inhibicién del crecimiento (%) de V. dhaliae A112, tras 624 h, en PDA adicionado de
distintos principios activos. El hongo también se cultivé en medio adicionado de DMSO (control).
En cada columna las medias seguidas por la misma letra no son estadisticamente diferentes segiin

B s

Concentracién (ug/ml) P3 Péc P5 Cobre + mancozeb
3,9 0 0 0 0

78 24,364 0 12,19 0

15,6 49,89 ¢ 9,61d 22,72 16,63 ¢

31,2 52,70 ¢ 11,95d 33,73 d 21,32 be

62,5 55,74 ¢ 32,79 ¢ 57,85 ¢ 24,36 be

125 73,07 b 52,23 b 73,30 b 35,84 b

250 92,74a 66,05 a 83,37 74,71a

0, no hubo inhibicién segtn el andlisis estadistico

100 a

50 b

B0 C
=. 70 d
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Figura 7. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de V. dahliae A112 respecto al control (DMSO)
tras 624 h, en PDA adicionado de 250 pg/ml de principio activo. Las medias seguidas por la misma
letra no son estadisticamente diferentes segtin el test LSD (P<0,05).

El méximo valor de crecimiento lineal de V. dabliae 2397 en el control se
alcanz6 a las 432 h. La comparacién de las medias mostré que con 3,9 pg/ml
de P4c y cobre + mancozeb no se detectaron diferencias respecto al control
(P<0,05; Tabla 8). Por otro lado, con cobre + mancozeb no hubo diferencias
significativas entre 7,8, 15,6, 31,2 y 62,5 pg/ml. Una inhibicién del 100% se
alcanz6 con 250 pg/ml de P5. La médxima inhibicién alcanzada en el resto de
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compuestos fue 93,87% para el derivado P3, 88,69% para cobre + mancozeb y
79,26% para el derivado P4c (Figura 8). En este caso, la inhibicién producida
por el derivado PS5 fue 6, 11 y 21% mayor que la ocasionada por P3, cobre +
mancozeb y P4c, respectivamente. La inhibicién ocasionada por P3 fue 16%
mayor que con P4c y 6% mayor que con cobre + mancozeb.

Tabla 8. Inhibicién del crecimiento (%) de V. dhaliae 2397, tras 432 h, en PDA adicionado de

distintos principios activos. El hongo también se cultivé en medio adicionado de DMSO (control).
En cada columna las medias seguidas por la misma letra no son estadisticamente diferentes segiin el

test LSD (P<0,05).

Concentracién (pg/ml) P3 P4c P5 Cobre + mancozeb
3,9 738 g 0 15,87 ¢ 0

7,8 42,73 f 3,61 f 67,71d 9,98 d

15,6 48,86 e 14,22 ¢ 71,01d 12,10 cd

31,2 54,52d 28,12d 79,87 ¢ 12,33 cd

62,5 79,50 ¢ 45,33 ¢ 86,10 b 14,70 ¢

125 86,57 b 60,17 b 90,34 b 68,89 b

250 93,87 a 79,26 a 100,00 a 88,69 a

0, no hubo inhibicién segtin el andlisis estadistico
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Figura 8. Porcentaje de inhibicién del crecimiento de V. dahliae 2397 respecto al control (DMSO)
tras 432 h, en PDA adicionado de 250 pg/ml de principio activo. Las medias seguidas por la misma
letra no son estadisticamente diferentes segin el test LSD (P<0,05).
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Minima concentracién inhibitoria del crecimiento al 50%

En Alternaria, B. cinerea, y P. cladosporioides no se calculé MIC, | para el derivado
P4c, dado que la inhibicién del crecimiento fingico en dicho derivado no llegé6
al 50% con la mdxima concentracién ensayada (250 pg/ml). En consecuencia,
Alternaria, B. cinerea 'y P. cladosporioides fueron los menos sensibles al derivado
P4c (Tabla 9). En el resto de hongos, el derivado P4c mostré su mayor efectivi-
dad en A. niger, donde serfan necesarios 47,50 pg/ml para inhibir el crecimiento
un 50%, seguido de E oxysporum (60,83 pg/ml), V. dahliaea 2397 (74,31 pg/ml)
y V. dabliae A112 (160,16 pg/ml).

En lo que respecta al derivado PS5, V. dahlia 2397 fue el hongo mds sensible,
ya que mostré el MIC, mds bajo (6,94 pg/ml). En el resto de hongos, MIC,|
para PS5 fue 28,68 pg/ml en A. niger, 48,56 pg/ml en V. dahliae A112,73,84 pg/
ml en E oxysporum, 98,50 png/ml en Alternaria, 143,83 pg/ml en P. cladosporioi-
desy 191,71 pg/ml en B. cinerea. Por tanto, al igual que ocurre para el derivado
P4c, los hongos que necesitarfan mayores cantidades de PS5 para inhibir su cre-
cimiento serfan Alternaria, B. cinerea,y P. cladosporioides.

De forma similar a lo que ocurri6 para el derivado P4c, el valor més bajo de
MIC,  para P3 se obtuvo en A. niger (10,79 pg/ml), seguido de Alternaria (18,06
ng/ml), V. dabliae 2397 (19,65 pg/ml), V. dabliae A112 2 (29,95 pg/ml), B.
cinerea (30,64 png/ml), P. cladosporioides (34,32 pg/ml) y, finalmente, E oxysporum
(56,51 pg/ml). En consecuencia, A. niger fue el hongo mds sensible a la presen-
cia del derivado P3 en el medio de crecimiento, mientras que E oxysporum fue
el menos sensible.

En A. niger no se calculé MIC, | para cobre + mancozeb, dado que la inhibi-
ci6én del crecimiento fingico en dicho derivado no llegé al 50% con 250 pg/ml.
En contraste, P. cladosporioides fue el hongo mds sensible al fungicida comercial
(cobre + mancozeb) con un valor de MIC, | de 15,38 pg/ml. Este valor fue de
26,27 pg/ml para Alternaria, 35,18 ng/ml para B. cinerea, 56,74 pg/ml para E
oxysporum, 57,25 pg/ml para V. dabliae 2397 y 160,70 pg/ml para V. dabliae
A112. En consecuencia, los hongos que menos inhibieron su crecimiento en
presencia de cobre + mancozeb fueron A. niger y V. dabliae.
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Tabla 9. Pendiente, intercepto y coeficiente de determinacién de la ecuacién asociada a la recta de
crecimiento de Alternaria, A. niger, B. cinerea, F. oxysporum, P. cladosporioides, V. dahliaea A122 y V.
dabliaea 2397 a distintas concentraciones de principio activo (3,9-250 pg/ml). MIC, | es la minima
concentracién inhibitoria al 50. Se presentan valores medios seguidos por el error estdndar.

28

Alternaria
P3 18,06 + 1,75 12,99 = 1,23 14,56 + 4,58 0,9237
P4c - - - -
P5 98,50 + 3,49 13,55 + 0,74 -12,20 + 2,74 0,9730
Cobre + mancozeb 26,27 £ 0,76 20,80 + 0,98 -17,98 + 3,63 0,9796
A. niger
P3 10,79 = 1,20 18,64 + 1,06 5,72 = 3,93 0,9707
P4c 47,50 + 3,40 20,28 + 1,31 -28,26 + 4,85 0,9627
P5 28,68 + 0,76 17,36 + 0,62 -8,29 + 2,30 0,9888
Cobre + mancozeb - - - -
B. cinerea
P3 30,64 + 4,37 18,26 + 2,06 -12,48 + 7,63 0,8977
P4c - - - -
P5 191,71 = 13,08 0,22 + 0,01 -6,67 + 1,52 0,9636
Cobre + mancozeb 35,18 + 2,02 28,96 = 2,21 -53,12 + 8,20 0,9489
E oxysporum

P3 56,51 + 1,39 21,11 + 0,82 -35,15 + 3,04 0,9860
P4c 60,83 + 0,76 18,82 + 0,95 -27,32 + 3,53 0,9765
P5 73,84 + 2,73 20,51 = 1,59 -38,42 + 5,89 0,9475
Cobre + mancozeb 56,74 = 1,61 21,98 + 2,08 -38,26 + 7,72 0,9783

P. cladosporioides
P3 34,32 = 0,55 27,79 + 1,88 -49,42 + 6,99 0,9590
P4c - - - -
P5 143,83 + 25,05 0,28 + 0,01 -078 + 1,05 0,9894
Cobre + mancozeb 15,38 + 1,21 26,35 + 2,78 -26,11 + 10,31 0,9087

V. dabliaea A112
P3 29,95 + 1,37 18,60 + 1,28 -13,23 + 4,72 0,9583
P4c 160,16 + 23,14 16,01 = 1,31 -30,54 + 4,84 0,9422
P5 48,56 + 1,01 20,41 + 0,85 -29,23 £ 3,16 0,9838
Cobre + mancozeb 160,79 + 4,29 0,26 = 0,02 7,52 « 2,18 0,9495

V. dabliaea 2397
P3 19,65 = 0,75 19,46 + 1,23 -7,89 + 4,56 0,9642
P4c 74,31 + 1,54 19,88 £ 0,73 -35,64 + 2,72 0,9873
Ps 6,94 + 0,24 16,10 = 2,08 17,57 = 7,70 0,8719
Cobre + mancozeb 57,25 + 0,76 21,92 + 1,20 -38,72 + 4,47 0,9725

—, inhibicién inferior al 50%
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Efecto de P3, P4c, P5 y un fungicida comercial
[Oxicloruro de Cobre (22%) + Mancozeb (17,5%)]
sobre L. sativa var. Grandes Lagos de California

El estudio de las propiedades fitot6xicas de los compuestos estudiados se eva-
lué en los procesos de germinacién y crecimiento de las pldntulas (elongacion)
hasta 240 h.

La germinacién y elongacién de las plantas se inhibié con todos los prin-
cipios activos ensayados (Tabla 10). En presencia del derivado P3, la maéxi-
ma inhibicién de la germinacién se alcanzé con 62,5 pg/ml, mientras que en
la elongacién esto ocurrié a la siguiente concentracién ensayada (125 pg/ml).
Resultados similares se obtuvieron para el derivado PS5 y fungicida comercial
(cobre + mancozeb). En contraste, en el derivado P4c la médxima inhibicién de
la elongacién y germinacién se obtuvieron con 62,5 pg/ml y 250 pg/ml, res-
pectivamente.

Tabla 10. Inhibicién de la germinacién (%) y elongacién (%) de L. sativa, tras 240 h, en H,O
adicionada de distintos principios activos. El hongo también se cultivé en medio adicionado de
DMSO (control). En cada columna las medias seguidas por la misma letra no son estadisticamente
diferentes segin el test LSD (P<0,05).

Principio activo

Concentracién (pg/ml) P3 P4c P5 Cobre + mancozeb
Germinacién

3,9 0 0 0 0

7,8 20,00 ¢ 0 0 0

15,6 33,33 ¢ 0 0 0

31,2 60,00 b 0 16,67 b 0

62,5 80,00 ab 23,33 b 33,33 b 20,00 a

125 93,33 a 33,33 b 60,00 a 20,00 a

250 96,67 a 70,00 a 70,00 a 23,33 a
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Tabla 10 (cont.). Inhibicién de la germinacién (%) y elongacién (%) de L. sativa, tras 240 h, en
H,O adicionada de distintos principios activos. El hongo también se cultivé en medio adicionado de
DMSO (control). En cada columna las medias seguidas por la misma letra no son estadisticamente
diferentes segtn el test LSD (P<0,05).

Principio activo

Concentracién (pg/ml) P3 P4c P5 Cobre + mancozeb
Elongacién

3,9 0 0 0 0

7,8 0 0 0 0

15,6 0 0 0 0

31,2 51,17 b 0 0 45,98 b

62,5 68,66 b 44,28 a 60,83 b 48,33 b

125 98,34 a 47,07 a 64,97 b 56,24 ab

250 100,00 a 50,72 a 100,00 a 66,07 a

0, no hubo inhibicién segiin el anlisis estadistico

La concentracién de principio activo que inhibe un 50% la germinacién
(EC, ) de L. sativa fue 25,19 pg/ml, 105,98 pg/mly 181,44 pg/ml para P3, P5
y P4c, respectivamente (Tabla 11). En el caso de la elongacién, la concentra-
cién efectiva media que causa una inhibicién de la elongacién del 50% (EC,)
fue 18,78 pg/ml para P3, 46,25 pg/ml para PS, 63,71 pg/ml para cobre +
mancozeb y 152,98 pg/ml para P4c. En consecuencia, tanto germinacién como
crecimiento de L. sativa fueron mds sensibles a la presencia del derivado P3 que
al resto de principios activos. El derivado pirimidinico P4c fue el que menos
afect6 a la elongacién (Tabla 11).
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Tabla 11. Pendiente, intercepto y coeficiente de determinacién de la ecuacién asociada a la recta de
y
germinacién y elongacién de pldntulas de L. sativa a distintas concentraciones de principio activo
(3,9-250 pg/ml). EC_ es la minima concentracién inhibitoria al 50%. Se presentan valores medios
}’1 50
seguidos por el error estdndar.

Principio activo EC,, = EE Pendiente + EE  Intercepto + EE R*
Germinacién

P3 25,19 = 2,22 24,38 + 1,80 -28,64 = 6,66 0,9867

P4c 181,55 + 15,29 0,26 + 0,01 3,17 = 1,17 0,9960

P5 105,98 = 9,25 16,82 = 2,45 -28,85 = 9,09 0,9508

Cobre + mancozeb - - - _

Elongacién
P3 18,78 + 3,43 18,69 + 2,09 341 +775 0,8989
Pic 152,98 + 20,08 15,68 = 2,61 32,14 + 9,67 0,8097
Ps 46,25 + 3,74 23,41 = 1,67 -39,66 = 6,21 0,9547
Cobre + mancozeb 63,71 + 6,03 14,32 + 1,57 -10,69 = 5,81 0,9028

—, inhibicién inferior al 50%

Discusion

Efecto sobre el crecimiento fungico

Los compuestos heterociclicos presentan gran interés como fuente de nuevas
estructuras quimicas con potencial uso farmacolégico y agroquimico. Las pi-
rimidinas, como compuestos heterociclicos han sido objeto de estudio frente
a pat6genos de humanos y plantas (McQuilken y Thomson, 2008; Olivella ez
al., 2012, 2015). El desarrollo de métodos sintéticos para la produccién de
fungicidas o herbicidas a partir del ntcleo de pirimidina podria proporcionar
herramientas interesantes para el control de enfermedades de las plantas. En
lo que respecta a su potencial como fungicida, en este trabajo se ha evaluado
el efecto de tres derivados pirimidinicos, ademds de un fungicida comercial,
sobre el crecimiento de siete hongos fitopatégenos (Alternaria sp., Aspergillus
niger, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Pseudocercospora cladosporioides, Ver-
ticillinm dabliae A112 y Verticillium dabliae 2397). En general, los derivados
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pirimidinicos inhibieron el crecimiento fingico en funcién de la dosis. Ningu-
no de los derivados, ni el fungicida comercial, ocasioné un 100% de inhibicién
en Alternaria, E oxysporum y V. dabliae A112. En Alternaria, la inhibicién del
derivado P3 y el fungicida comercial fue similar (x89,73%). Dicha inhibicién
fue superior a la descrita por Xie ez #/. (2021); estos autores, utilizando extractos
crudos proteicos de la raza LZ88 de Bacillus siamensis consiguieron inhibir un
65,10% el crecimiento de A. alternata. Esta inhibicién fue similar a la obtenida
con 62,5 pg/ml del derivado P3 y con 250 pg/ml del PS.

En E oxysporum y V. dabliae A112, la mayor inhibicién se obtuvo con el
derivado P3 a 250 pg/ml (84,29 y 92,74%, respectivamente). En el caso de F
oxysporum, estas inhibiciones superaron las descritas por Kong ez #/. (2020) utili-
zando compuestos difusibles y voldtiles producidos por Pseudomonas sp. ST-LTJ4
(41,11-40,4%, respectivamente). Ademds, en estudios realizados por Li e a/.
(2021) con 200 pg/ml de extractos de Streptomyces sp. H4 consiguieron inhibir el
crecimiento de E oxysporum f.sp. cubense un 67,67 %, inhibicién similar a la con-
seguida para F oxysporum con 125 pg/ml de los derivados pirimidinicos P3, P4c
y P5. Por otra parte, con el fungicida Tiabendazol (600 ppm) se obtuvieron in-
hibiciones del 100% en F. oxysporum £.sp. lycopersici (Lépez et al., 2005), mientras
que, con el fungicida comercial nuestros resultados revelaron una inhibicién de
E oxysporum inferior (80,42%).

Los aislados de V. dabliae estudiados en el presente trabajo no tuvieron el
mismo comportamiento frente a los derivados pirimidinicos. Asf, el aislado de-
foliante (D) A112 fue mds sensible al derivado P3 que al derivado PS5, mientras
que, en el aislado no defoliante (ND) 2397 ocurrid a la inversa. Sin embargo,
los valores de inhibicién siempre fueron inferiores en el patotipo D. Resultados
similares fueron descritos por otros autores. Carrero ¢ 2/. (2016) confirmaron
que extractos de Trichoderma. asperellum redujeron mds el crecimiento de ais-
lados ND que D de V. dahliae. En contraste, en estudios realizados por Varo
et al. (2017), utilizando extractos de plantas frente a distintos aislados de V.
dabliae, el aislado D mostré mds sensibilidad que el ND. Estos mismos autores,
con extractos de ajo (Bio 125®, Agromed S.L.), obtuvieron una inhibicién del
crecimiento del 50% y casi del 40% para aislados D y ND, respectivamente.
Inhibiciones similares se presentan en este trabajo a concentraciones bajas del
derivado P3; con 31,2 pg/ml la inhibicién fue del 52,70% para el aislado D
y con 7,8 pg/ml fue del 42,73% para el ND. Cuando el estudio lo realizaron
con aceites esenciales, el descenso del crecimiento de V. dabliae fue inferior; el
aceite esencial mds efectivo fue el de Thymus sp., que inhibié el crecimiento
un 24,20% en el aislado ND y un 27,50% en el aislado D (Varo ez /., 2017).
Para el aislado 2397 (ND) se obtuvo una inhibicién similar con 31,2 pg/ml del
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derivado P4c (28,12%), derivado que menos lo inhibid; en el aislado A112 (D),
esto ocurri6 a baja concentracién del derivado P3 (7,8 pg/ml; 24,36%). Estos
datos confirman que aislados distintos de V. dabaliae, no muestran las mismas
pautas de comportamiento en lo que respecta a su sensibilidad. Es importante
destacar que aislados D de V. dabhlize muestran mayor virulencia en olivo que
aislados ND (L6pez y Mercado, 2011).

Con concentraciones de 125 pg/ml del derivado P3 se alcanz6 el 100% de
inhibicién del crecimiento en A. niger; inhibicién superior a la obtenida por
otros autores utilizando extractos acuosos de hojas de Oczmum sanctum (75%)
(Guptaer al., 2014). Ademds, entre los hongos estudiados se alcanzé el 100% de
inhibicién del crecimiento en B. cinerea con 250 pg/ml del derivado pirimidini-
co P3, P. cladosporioides con 125 pg/ml del P3 y V. dahliae 2397 con 250 pg/ml
del P5. También, con un amplio rango de nitrosopirimidinas se ha descrito un
100% de inhibicién del crecimiento en hongos patdgenos de humanos (Candida
albicans, Candida tropicalis, Cryptoccus neoformans) (Olivella et a/., 2012). Por otro
lado, Jordd (2018), con concentraciones de 300 pg/ml de aceites esenciales de
Mentha longifolia y Satureja montana, y con 200 pg/ml de S. montana, obtuvo una
inhibicién del crecimiento del 100% en V. dahliae. Otros compuestos mencio-
nados en la bibliografia con actividad antiftingica frente a hongos fitopatégenos
son la oosporeina y beauvericina, metabolitos secundarios liberados por Beau-
veria spp. (Oller-Lépez et al., 2005; Ownley et /., 2010). De hecho, extractos
de B. bassiana produjeron un 100% de inhibicién del crecimiento de V. dabliae
(Lozano-Tovar et 2/., 2017). En otro ensayo, Zhang e /. (2020), reportaron una
inhibicién de solo un 60,99% del crecimiento de V. dabliae, utilizando la bac-
teria Enterobacter sp. V1.

En estudios realizados con B. cinerea, el crecimiento se inhibié un 35% con
extractos acuosos de Trigonella foenum-graecum (Haouala et 2/., 2008), inhibicién
similar a la obtenida con 7,8 pg/ml del derivado P3 (32,93%). Ademds, Tabor-
da ez al. (2015), utilizando extractos etandlicos y aceites esenciales de Lippia
origanoides y Thymus vulgaris, inhibieron B. cinerea un 41%; valor que no supera
el alcanzado con 31,2 pg/ml del derivado P3 (62,83%; Tabla 4). En trabajos
recientes, Chaouachi er /. (2021), utilizando bacterias endéfitas de tomate, in-
hibieron B. cinerea en un 76,7% y 64,5% (razas S2 y S5, respectivamente), va-
lores inferiores al obtenido con el derivado P3 a la médxima concentracién. Por
tanto, los derivados pirimidinicos estudiados en el presente trabajo pueden ser
una alternativa de interés en la inhibicién del crecimiento de B. cinerea.

En todos los hongos, el principio activo donde se detecté inhibicién del
crecimiento a la menor concentracién fue en P3. Dicho derivado inhibi6 el cre-
cimiento de Alternaria, A. niger y V. dabliae 2397 a la concentracién mds baja
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(3,9 pg/ml); en B. cinerea, E oxysporum 'y V. dabliae A112 esto ocurrié a 7,8 pg/
ml, mientras que en P. clasosporioides fue a 15,6 pg/ml. Ademds, en el derivado
P5 los dos aislados de V. dahliae tuvieron un comportamiento similar al P3, al
igual que ocurrié en P. cladosporioides con el fungicida comercial [Oxicloruro de
Cobre (22%) + Mancozeb (17,5%)}, en A. niger con P4c y P> y en Alternaria
con todos los principios activos. Por tanto, la minima concentracién de prin-
cipio activo a la que hubo descenso del crecimiento varié segin el hongo y el
principio activo ensayado.

El crecimiento fingico en presencia de fungicida comercial varié en funcién
del hongo. Solo se obtuvo un 100% de inhibicién con el fungicida comercial
(22% oxicloruro de cobre + 17,5% Mancozeb) en B. cinerea (125 pg/ml) y P.
cladosporioides (62,5 pg/ml). Casado er 2/. (2017), también consiguieron una in-
hibicién total de P. cladosporioides con el uso de oxicloruro de cobre y Mancozeb
a concentraciones superiores (30 y 20%, respectivamente). Al igual que con el
derivado P3, Ferndndez (2019) describié una inhibicién del crecimiento de P.
cladosporioides del 100% con otros derivados pirimidinicos.

La concentracién minima de principio activo que inhibié un 50% el creci-
miento (MIC, ) presentd los valores mds bajos para el derivado P3 en A. niger,
Alternaria, V. dabliae A112, B. cinerea, P. cladosporioides y F. oxysporum (10,79
pg/ml, 18,06 pg/ml, 29,95 pg/ml, 30,64 pg/ml, 34,32 pg/mly 56,41 pg/ml,
respectivamente); en P. cladosporioides esto ocurrié con el fungicida comercial
(15,38 pg/ml) y en V. dahaliae 2397 con el derivado P5 (6,94 pg/ml). A pesar
de ello, cabe destacar que con el resto de principios activos, el aislado ND de
V. dabliae (2397) mostré valores de MIC inferiores que el aislado D (A112),
confirmando los resultados presentados en otros apartados del presente trabajo
y en consonancia a lo descrito por otros autores (Carrero ez a/. 2016), En el caso
de B. cinerea, en estudios realizados por Simionato ¢t /. (2017) con una fenazina
producida por Psendomonas aernginosa (icido fenazina-1-carboxilico), el MIC, |
mostrd valores inferiores (3,12 pg/ml) a los obtenidos para del derivado P3.

En consecuencia, los derivados pirimidinicos mostraron un elevado efecto
antifingico frente a los hongos patégenos estudiados. El derivado P3 fue el que
mostré mayor actividad antifingica en Alternaria, A. niger, B. cinerea, F. oxys-
porum 'y V. dabliae A112. En el caso de V. dabliae 2397 esto ocurrié con el deri-
vado PS5 y en P. cladosporioides con fungicida comercial, aunque en ambos casos,
estos principios activos estuvieron seguidos muy de cerca por el derivado P3.
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Efecto sobre L. sativa

La fitotoxicidad de los derivados pirimidinicos y el fungicida comercial sobre
L. sativa fue evaluada mediante el efecto inhibidor de la germinacién y de la
elongacién de plantulas (Uribe, 2008).

En estudios realizados por otros autores utilizando cumarinas sintéticas, ob-
servaron una elevada inhibicién de la germinacion de Amaranthus retroflexus y
Echinochloa crus-galli a bajas concentraciones (Araniti ez #/., 2015). En el caso de
los derivados P3 y PS5, L. sativa alcanzé la mdxima inhibicién con 62,5 y 125
pg/ml, mientras que con el derivado P4c esto ocurrié con 250 pg/ml. La inhi-
bicién de la germinacién fue superior en P3, mientras que en P4c y PS5 tuvo el
mismo valor. Por tanto, el derivado que menos afect6 la germinacién fue P4c.
Los valores de EC_ | confirman la mayor toxicidad del derivado P3, capaz de in-
hibir un 50% la germinacién con 25,19 pg/ml. Esta concentracién fue superior
a las descritas por Araniti e @/. (2015) para las cumarinas. Otros compuestos
fitotéxicos frente a L. sativa y otras especies vegetales son los alcaloides, cumari-
nas y flavonoides aislados de las familias Rutaceae y Meliaceae Nebo er al., 2014).
Segin estos autores, la mayorfa de las moléculas mostraron niveles de bioactivi-
dad similar a un herbicida comercial.

Con el derivado P3, la mdxima concentracién que no disminuy6 la germi-
nacién fue 3,9 pg/ml (21,10 pM); concentracién a la que se inhibid el creci-
miento de Alrernaria (34,79%), A. niger (25,50%) y V. dabliae 2397 (7,38%).
En el caso del derivado PS5, no hubo inhibicién de la germinacién hasta una
concentracién de 15,6 pg/ml (84,71d pM); esta concentracién descendi6
el crecimiento de Alternaria (21,89%), A. niger (40,49%), V. dabliaze A112
(22,72%) y V. dahliae 2397 (71,01%). Con el derivado P4c y el fungicida co-
mercial, 31,2 pg/ml (115,87 y 146,09 pM, respectivamente) fue la mayor con-
centracién a la que no descendié la germinacion. A dicha concentracién de P4c
descendi6 el crecimiento de Alternaria (29,30%), A. niger (35,57 %), B. cinerea
(14,95%), E. oxysporum (39,68%), V. dahliae A112 (11,95%) y V. dahliae 2397
(28,12%). Como podemos observar, a estas concentraciones la inhibicién del
crecimiento en el aislado 2397 (ND) fue 3,1 y 2,3 veces superior a la del ais-
lado A112 (D) de V. dabliae con los derivados P5 y P4c, respectivamente. Con
31,2 pg/ml de cobre + mancozeb (146,09 pg/ml) las respectivas inhibiciones
del crecimiento para Alternaria, A. niger B. cinerea, F. oxysporum, P. cladospo-
rioides, V. dabliaea A112 y V. dabliae 2397 fueron 54,14%, 23,27%, 33,41%,
30,35%, 72,03%, 21,32% y 12,33%. Para el caso de los derivados P4c y PS5,
las concentraciones que no afectan a la germinacién fueron superiores a las des-
critas por Araniti ¢z 2/. (2015); segtin estos autores, concentraciones de 50 pM
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de cumarina inhibieron la germinacién significativamente. En consecuencia,
la médxima inhibicién del crecimiento de Alrernaria, B. cinerea y E. oxysporum,
sin que se afecte la germinacién de L. sativa se obtuvo con una concentracién
de 31,2 pg/ml de cobre + mancozeb; en A. niger, V. daliae A112 y V. dabliae
2397 esto ocurrié con 15,6 pg/ml del derivado P5.

La inhibicién del crecimiento de L. sativa presenté los valores mds altos con
62,5 pg/ml de P4c, 125 pg/ml de P3 y cobre + mancozeb y 250 pg/ml de P5.
Los derivados P3 y PS consiguieron inhibir la elongacién en su totalidad. Ade-
mds, es importante destacar que en P4c hubo menos inhibicién que en cobre
+ mancozeb. La elongacién de la pldntula no se inhibié con 15,6 pg/ml del
derivado P3 y cobre + mancozeb, ni con 31,2 pg/ml de P4c y PS5; estas concen-
traciones fueron superiores a las descritas para la germinacién en los derivados
P3 y P5. Otros autores, utilizando extractos organicos de Piper divaricatum al
2,5%, han descrito una fuerte inhibicién de la elongacién de la planta y de la
raiz (43% y 93%, respectivamente) (Martins ez @/., 2021). Araniti ez a/. (2015),
en sus estudios con cumarinas sintéticas, encontraron que todas las moléculas
afectaban fuertemente el crecimiento de las raices de A. retroflexus y E. crus-galli.

Es importante destacar que a la concentracién de 15,6 pg/ml del derivado
P3 hubo inhibicién del crecimiento en todos los hongos estudiados (44,65%
para Alternaria, 64,21% para A. niger, 32,93% para B. cinerea, 15,55% para F.
oxysporum, 6,68% para P. cladosporioides, 49,89% para V. dahliae A112 y 48,86%
para V. dabliae 2397). Con 31,2 pg/ml del derivado PS5 se inhibid el crecimiento
de Alternaria (32,40%), A. niger (52,80%), E. oxysporum (21,70%), V. dahliae
A112 (33,73%) y V. dabliae 2397 (79,87%). Con 31,2 pg/ml del derivado P4c
descendid el crecimiento de Alternaria (29,30%), A. niger (35,57%), B. cine-
rea (14,95%), F. oxysporum (39,68%), V. dahliae A112 (11,95%) y V. dabliae
2397 (28,12%). En el caso del cobre + mancozeb, con 15,6 pg/ml se inhibié
el crecimiento de todos los hongos, excepto el de B. cinerea. Esta inhibicién fue
del 38,14% para Alternaria, 17,90% para A. niger, 13,73% para E oxysporum,
67,08% para P. cladosporioides, 16,63% para V. dahliae A112 y 12,10% para V.
dabliae 2397. Por tanto, las concentraciones médximas de principio activo a las
que no hubo inhibicién de la elongacién de L. sativa, pero si del crecimiento
fangico, fueron 15,6 pg/ml del derivado P3 para Alternaria, A. niger y V. dabliae
A112, 15,6 pg/ml de cobre + mancozeb para B. cinerea y P. cladosporiodes y 31,2
ng/ml de PS5 para V. dabliae 2397.

Los derivados P3, P4c y P5 mostraron valores inferiores de EC,  en el cre-
cimiento que, en la germinacién, por tanto, la elongacién fue un proceso mas
sensible que la germinacién a la presencia de derivado pirimidinico en el medio.
Resultados que contrastan con los obtenidos por Araniti e /. (2015) usando
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cumarinas sintéticas en otras especies vegetales. Dichos autores detectaron va-
lores de EC, | para la elongacién de la raiz de Amaranthus retroflexcus, Echinochloa
crus-gall y Arabidopsis thaliana, inferiores a los observados para los derivados P4c
y PS en L. sativa. En lo que respecta a los resultados obtenidos para el fungicida
comercial, la elongacién fue menos sensible que la germinacién.

Conclusiones

Segtin los resultados presentados en este trabajo, en Alternaria, B. cinerea, F
oxysporum y V. dahliae A112 el principio activo mds efectivo en el control del
crecimiento fue el derivado P3. En P. cladosporioides esto ocurrié con cobre +
mancozeb y en V. dahliae 2397 con el derivado P5; en ambos casos seguido
por el derivado P3. A. niger fue el hongo que mds se afectd en presencia de los
derivados P3 y P4c, sin embargo, fue el menos sensible al fungicida comercial.

Los hongos menos sensibles al derivado P4c fueron Alternaria, B. cinerea y
P. cladosporiodes; en dichos hongos no se alcanzé el 50% de inhibicién del cre-
cimiento con la mdxima concentracién. Ademds, estos hongos también fueron
los menos sensibles al derivado PS5 y los mds sensibles al fungicida comercial.

La inhibicién del crecimiento varié entre los distintos aislados de V. dabliae
estudiados; esta inhibicién fue superior en el aislado ND que en el aislado D.

En lo que respecta al efecto fitot6xico de los derivados pirimidinicos P3, P4c
y P35, la elongacion fue mds sensible que la germinacién. El derivado P3 fue el
que mostré mds actividad frente a la germinacién y crecimiento de L. sativa.
Aun asf, a concentraciones bajas se puede inhibir el crecimiento fangico sin que
se afecten estos procesos.
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