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Resumen

Las tioureas son moléculas que recientemente han suscitado interés en el campo de los
fitosanitarios, debido a los buenos resultados que estan obteniendo como antiflingicos
contra hongos de importancia agricola que afectan sobre todo a cultivos de consumo.
Conforman una de las lineas de estudio en el desarrollo de nuevos agroquimicos mas
seguros para el medio ambiente, eficaces y especificos para el control de fitopatdgenos.
En el presente trabajo se abordo el estudio de la actividad antifingica de varios productos
sintetizados derivados de la L-serina y analogos, contra tres importantes hongos
patdgenos en plantas: Botrytis cinerea, Alternaria alternata y Fusarium oxysporum, asi
como el efecto de variaciones estructurales de estas moléculas, con el fin de obtener
productos con posible utilidad fitosanitaria. La disponibilidad de los sustratos de partida
y la eficiencia de las reacciones hacen que estos compuestos puedan ser considerados

como candidatos potenciales.

PALABRAS CLAVE: tioureas, antifungicos, fitosanitarios, aminoéacidos, MIC

Abstract

Thioureas are molecules that have recently raised interest in the field of phytosanitary
products, due to the good results they are obtaining as antifungals against fungi of
agricultural importance that affect, above all, consumer crops. They are one of the lines
of study in the development of new agrochemicals that are safer for the environment,
effective and specific for the control of phytopathogens. The present work aims to study
the antifungal activity of several synthesized products derived from L-serine and
analogues, against three important plant pathogenic fungi: Botrytis cinerea, Alternaria
alternata and Fusarium oxysporum, and the effect of structural variations of these
molecules, in order to obtain products with possible phytosanitary utility. The availability
of starting substrates and the efficiency of the reactions mean that these compounds can

be considered as potential candidates.

KEYWORDS: thioureas, antifungals, phytosanitary, aminoacids, MIC



INTRODUCCION

El control y la erradicacién de plagas que afectan a cultivos de consumo lleva siendo uno
de los principales problemas a los que el ser humano se ha tenido que enfrentar desde que
se desarrolld la agricultura. EI aumento en variedad de fitopatdgenos y en la incidencia
de las enfermedades que desencadenan, la plasticidad genética que presentan a la hora de
adaptarse y volverse resistentes a la accién de pesticidas sintéticos (Walters, 2009),
sumado al dafio que muchos de estos plaguicidas causan indirectamente a la calidad de
los cultivos, del suelo agricola y, en ultima instancia, al ser humano, hace necesaria la
busqueda de compuestos que sean eficaces contra estos fitopatégenos y ademas que sean
sostenibles y respetuosos con el medio ambiente (Villa-Martinez et al., 2014).

De los hongos patdgenos en plantas que causan graves dafios en cosecha y postcosecha,

podemos destacar a Botrytis cinerea, Alternaria alternata y Fusarium oxysporum.

B. cinerea es un hongo fitopatdgeno cosmopolita capaz de infectar a una gran cantidad
de especies vegetales. Es el causante de la llamada “podredumbre gris”, enfermedad que
afecta a unas 200 especies diferentes de importancia agricola (Benito et al., 1999) entre
las que se incluye el tomate, la vid, la fresa y las ornamentales, y que cursa con la
aparicién de manchas en hojas, fruto y flor, y culmina con la podredumbre de estos
organos (Gepp et al., 2012). Es un hongo con una gran heterogeneidad genética, por lo
que presenta un gran nimero de variedades resistentes a fungicidas, lo que lo convierte
en un agente fitopatdgeno muy dafino causante de grandes pérdidas econémicas en el

sector agrario (Tortora et al., 1994).

A. alternata, también conocido como “moho negro”, es un parasito oportunista muy
comun y estudiado, responsable del deterioro de diferentes cultivos en cosecha y
postcosecha. Afecta a vegetales de importancia agricola como el tomate o la zanahoria,
en los que da lugar a manchas negruzcas sobre todo en hojas, pero también en tallos y
frutos (Solfrizzo et al., 2005). Algunas cepas generan micotoxinas altamente toxicas que
no solo afectan a las plantas hospedadoras, sino que, en Ultima instancia, también son
perjudiciales para los animales y humanos que las ingieran (Babiceanu et al., 2013).
Ademas, liberan compuestos volatiles al interaccionar con la planta, los cuales producen

variaciones desagradables en el olor y el sabor de la fruta (Encinas-Basurto et al., 2017).

F. oxysporum es una de las especies de hongos de mayor importancia fitopatoldgica, de
las mas extendidas y capaces de habitar en cualquier tipo de suelo. Muchas cepas de este
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hongo son sapréfitos no patogénicos, pero existen cepas patdgenas que infectan tanto a
plantas como a animales y humanos, y que causan enormes dafios y pérdidas en cultivos
de interés econémico (Fravel et al., 2003). El hongo penetra en la planta por las raices,
causando su pudricion, y dando lugar a marchitamientos vasculares, manchas en hojas y
tallos, y la pudricion de frutos y semillas (Arbeléez et al., 2000). Son capaces de producir
toxinas que aumentan su virulencia y afectan severamente a los seres vivos, pudiendo
tener en estos desde efectos carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, citotoxicos,
neurotoxicos, nefrotoxicos, hasta inmunosupresores Yy estrogenicos, por lo que

representan un riesgo importante para la salud (Villa-Martinez et al., 2014).

Por este motivo, se han estudiado infinidad de compuestos naturales con potencial
actividad fitosanitaria y sus derivados, siempre con el objetivo de desarrollar productos
que sean mas efectivos, selectivos, estables y cuya degradacion sea sencilla y no
contamine cultivos ni el medio ambiente. Muchos experimentos comparativos se han
llevado a cabo, mediante la modificacion estructural de moléculas que den lugar a mejoras
en su capacidad inhibitoria, insecticida o fungicida.

Las tioureas y sus analogos, las tiohidantoinas, son ejemplos de moléculas altamente
estudiadas debido a la extensa variedad de aplicaciones que presentan en el campo de la
agroquimica (Huang et al., 2018). Conforman un grupo de pesticidas muy eficiente, con
efectos notorios sobre plagas de insectos, incluso sobre las que han desarrollado
resistencia frente a otros plaguicidas (Knox etal., 1992). Ademas, se ha descrito
extensamente su actividad fungicida de amplio espectro. Muchos de los compuestos
activos que se usan actualmente, presentan en su estructura diferentes tipos de tioureas o
tiohidantoinas responsables de su bioactividad frente a fitopatogenos (Min et al., 2019)
(Figura 1).
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Figura 1: Estructura general de tioureas y tiohidantoinas y algunos ejemplos representativos de compuestos bioactivos.



Las tioureas y tiohidantoinas se pueden sintetizar facilmente por reaccién de diferentes
isotiocianatos con aminas o aminodcidos (Esquema 1), y en la bibliografia se pueden

encontrar recogidas numerosas referencias respecto a este tema (Jangale et al, 2014).
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Tiohidantoina R'= CO,Me or H Tiourea

Esquema 1. Esquema general de sintesis de tioureas y tiohidantoinas.

Por todo ello, en esta memoria se ha llevado a cabo la preparacion quimica de diferentes
analogos de tioureas derivadas de aminoacidos y se ha estudiado su posible actividad
antifungica sobre los tres hongos patdgenos indicados, Botrytis cinerea, Alternaria

alternata y Fusarium oxysporum.

OBJETIVOS

Con el fin de estudiar en qué grado afecta la composicion estructural de moléculas de
diferentes derivados de la L-serina y/o analogos, y encontrar asi nuevos compuestos
antifngicos de interés, que presenten el menor impacto posible contra el medio ambiente,
y que a la vez sean eficaces contra la aparicion de cepas fungicas cada vez mas resistentes,

nos hemos propuesto en este estudio los siguientes objetivos:

- La sintesis de diferentes derivados de tioureas de la L-serina utilizando reactivos

comerciales.

- Preparacion de analogos estructurales con el fin de encontrar elementos que nos

permitan hacer una relacion estructura-actividad de las moléculas.

- El estudio de su actividad antifungica, su especificidad y su porcentaje de
inhibicidn llevando a cabo ensayos in vitro utilizando hongos fitopatdgenos

(Botrytis cinerea, Alternaria alternata y Fusarium oxysporum).



MATERIAL Y METODOS

Todos los productos utilizados en esta Memoria son productos comerciales (Biosigma-
Aldrich). Los disolventes utilizados en las columnas se usaron directamente de las
botellas y los disolventes secos se obtuvieron, o bien de un sistema de disolventes secos
(diclorometano), o se presecd previamente con hidruro calcico y se destilé bajo atmosfera

de nitrogeno.
e Sintesis de tioureas y tiohidantoinas

Para la sintesis de los diferentes compuestos se siguié el siguiente procedimiento general:
la disolucion de aminas o aminoacidos (1.0 mmol) en acetonitrilo seco (5-10 mL) a
temperatura ambiente, se le afiade el correspondiente arilisotioisocianato (1.2 —2.7 mmol)
bajo atmosfera de nitrégeno. Una vez comprobado que la reaccion ha terminado mediante
un andlisis por cromatografia en placa fina, se concentra directamente por tratamiento a
vacio y calor. El residuo obtenido se purifica en columna cromatogréafica de gel de silice

(hexano/EtOAc 70/30 a 1/1) obteniéndose el producto deseado como un solido cristalino.

Los aminoacidos/aminas utilizadas son las que se indican a continuacion:

NH, NH, NHy HO
HO HO. - " NH
\/\C02Me \/\CO2H /\C02Me 2
L-Serina metil éster L-Serina L-Alanina metil éster Etanolamina
Los diferentes arilisotioisocianatos utilizados fueron:
F FsC
@—NCS NCS NCS
F FsC
Fenilisotiocianato 2,6 diflluorofenilisotiocianato 3, 5-bistrifluorofenilisotiocianato



e Técnicas quimicas empleadas

o Técnicas cromatogréaficas
Cromatografia en capa fina

Técnica eficiente y rapida para determinar el niUmero de compuestos presentes en una
mezcla, asi como para controlar el progreso de una reaccion y cudndo ésta esta
completada. Se emplearon placas de gel de silice en las que, con un capilar se aplico una
minima cantidad de la reaccion, del producto de partiday del reactivo, para asi comprobar
cuanto del producto inicial queda aun sin reaccionar o si se ha agotado por completo,
momento en el que se detiene la reaccidn. Se visualizaron primeramente bajo luz UV y a

continuacion fueron reveladas con ninhidrina y calor.
o Técnicas de purificacion
Purificacion en columna (cromatografia liquida)

Esta técnica suele ser utilizada para separar compuestos de baja volatilidad, y en
cantidades que pueden variar en un amplio rango, desde miligramos hasta gramos. Se
utilizé como fase estacionaria gel de silice y como eluyente mezclas de hexano/acetato
de etilo de polaridad creciente (desde 70:30 a 50:50, 30:70 y 0:100) pasando a acetato de
etilo/metanol (90:10) que se introdujeron en una columna de tamafio dependiente de la
cantidad de producto a purificar. Una vez compactado el gel de silice con la ayuda del
eluyente y vacio, se deposito el producto con una pipeta, se abrid la valvula y se dejo fluir
el eluyente, depositdndolo en diferentes viales que fueron estudiados mediante

cromatografia en capa fina.
Cromatotron

Técnica de cromatografia centrifuga. El principio es el mismo que el de la cromatografia
en columna, con una fase estacionaria y un eluyente. En este caso la fase estacionaria es
un disco de gel de silice que gira y va separando los compuestos de diferentes polaridades
por accion de la fuerza centrifuga. Tiene diversas ventajas, como el procesado de una
mayor cantidad de producto, y la separacion en menor tiempo. Al igual que la purificacion
en columna, el eluyente con el producto se deposito en viales que se analizaron bajo luz

UV en placa fina.



o Teécnicas espectroscopicas (espectro de masas y resonancia)
Espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN):

Los espectros de RMN H se realizaron en un espectrometro Bruker Advance 400,
empleando metanol tetradeuterado (MeOD-d4) o cloroformo deuterado (CDClz) como

disolvente deuterado, especificado en cada caso.

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica espectroscopica no destructiva
que proporciona informacion estructural y estereoquimica de gran interés de compuestos
tanto organicos como inorganicos. Para la preparacion de las muestras se pesaron entre 5
y 10 mg de producto. Las muestras disueltas en el disolvente deuterado oportuno se

entregaron en el servicio en un tubo de RMN cerrado y adecuadamente etiquetado.

Espectrometria de masas

Los espectros se realizaron en un espectrofotometro Waters LCT Premier XE usando la
técnica de ionizacion por electrospray (ESI+-TOF).

La espectrometria de masas es una técnica de andlisis instrumental de alta sensibilidad
que puede aplicarse tanto al andlisis, cualitativo como cuantitativo, de compuestos
organicos e inorganicos de bajo y alto peso molecular, y permite la identificacion de
sustancias, tanto conociendo el valor exacto de su masa (composicion elemental), como
por la fragmentacion de la molécula de interés en iones de menor peso molecular
(caracterizacion estructural). Para la realizacion de los ensayos, se pesaron en un vial

nuevo 0.1 mg de producto y se entregaban en el servicio adecuadamente etiquetado.

e Disefio experimental: Ensayos biologicos para determinar el
porcentaje de inhibicion del crecimiento mediante el método de
difusion en agar

Una vez los productos fueron sintetizados y purificados mediante las técnicas
anteriormente mencionadas, procedimos al testeo de los mismos con los tres hongos

objeto de estudio (Botrytis cinerea, Alternaria alternata y Fusarium oxysporum). Para

ello se utilizo el método de dilucion en agar, con el que se evalud la actividad antifungica



de los productos mediante el andlisis de la concentracion minima inhibitoria del

crecimiento visible de los hongos (MIC) (Balouiri et al., 2016).

Se probaron cinco productos y un control de serina para ver si ésta presentaba actividad
antifungica por si misma. Los productos fueron preparados en tubos Eppendorf y
disueltos en etanol o DMSO siguiendo la proporcion de 20 mg de sustrato por 500 mL de
disolvente. A continuacion, en tubos estériles se depositaron las disoluciones de los
diferentes sustratos, a diferentes concentraciones (1 mg/mL, 0,5 mg/mL y 0,1 mg/mL)
para asi determinar la minima cantidad necesaria para obtener una actividad antifangica
resefiable. En todos los casos se afiadio 5 mL de medio de papa dextrosa agar (PDA),
medio selectivo recomendado en la bibliografia (Balouiri et al., 2016) para el adecuado
crecimiento de hongos, gracias a su contenido en glucosa y su bajo pH. Se emplearon
placas de Petri estériles en las que se depositd el producto disuelto en el agar, asi como

dos controles para cada uno de los hongos.

La inoculacién de los hongos se realizé mediante el corte de discos del mismo diametro
obtenidos de hongos subcultivados a partir de cultivos stock en placas de PDA. En cada
placa con producto se colocaron 8 discos de los diferentes hongos a la misma distancia
unos de otros (Figura 2). En las placas control, por un lado, se adiciond solamente el
disolvente utilizado en la dilucion de los productos en cada hongo, y por otro la serina
inicial, para comprobar si ésta presenta por si sola alguna actividad antimicrobiana frente

a alguno de los hongos en estudio.

Figura 2: Disposicion de los discos en la placa de Petri



e Analisis de datos

Al finalizar los ensayos, las placas fueron selladas con Parafilm y puestas a incubar en
una estufa a 23 °C y un 70% de humedad durante 48 horas. Pasado este tiempo de
incubacion, las placas fueron escaneadas y analizadas mediante el programa Image J, con
el que se realizaron evaluaciones del didmetro de los discos y el diametro del crecimiento
radial total del hongo en cada uno. Las medidas obtenidas fueron introducidas en el
programa Excel, con el que se calcul6 la media y las desviaciones que presentaban los
datos. Para determinar la actividad antifungica, se utilizo la siguiente férmula (Salazar et
al. 2012).

(didmetro promedio en PDA sin fungicida—didametro promedio en PDA con fungicida)

% de inhibicion = x 100

diametro promedio en PDAssin fungicida

Se considera que un producto es susceptible de convertirse en un buen antifingico si

supera el 60% de inhibicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

e APARTADO QUIMICO

Con la idea de estudiar si diferentes tioureas derivadas de la L-serina podrian tener
actividad como antifungico, comenzamos partiendo de la L-serina metil éster como
sustrato de partida y el fenilisotiocianato, siguiendo el protocolo general descrito en la
parte de metodologia y materiales. Tras una hora de reaccion se observd por
cromatografia en placa fina que la reaccién habia acabado y obtenido un compuesto
ligeramente menos polar (PH-2). Se eliming el disolvente a vacio y calor, y se obtuvo un
solido cristalino que se purificd por columna de gel de silice. Sin embargo, su estudio por
resonancia reveld la ausencia de la sefial correspondiente al metil éster, lo que llevo a
replantearse la estructura del producto obtenido. Dicha pérdida también fue confirmada
con el espectro de masas, para el que obtuvimos una masa correspondiente a 223 uma,
que equivale a la formula C10H1102N2S [M+H]*. La Unica explicacién que encontramos
es que no se habia obtenido la tiourea que esperdbamos sino la tiohidantoina
correspondiente. Dicha reaccion no es inusual, ya que la formacion de tiohidantoinas, a
partir de aminoacidos, esta documentada en la bibliografia (Jangale et al, 2014) (Esquema
2).



L-serina metil ester PH-2

Esquema 2: Sintesis de PH-2

Con la idea de ver si era posible preparar la tiourea correspondiente, se llevo a cabo la
reaccion a diferentes temperaturas (0 °C y temperatura de reflujo) y con distintos
disolventes y bases, pero el resultado fue el mismo, con lo que se decidié mantener las

condiciones originales descritas.

A continuacion, hicimos la reaccién con dos arilisotiocianatos comerciales (Esquema 3).
Cuando se utilizo el 2,6-difluorofenilisotiocianato, se obtuvo la correspondiente
tiohidantohina PH-4 como un sélido cristalino y con buen rendimiento (Jangale et al,
2014). Sin embargo, la reaccién con 3, 5-bis-(trifluorometil)isotiocianato (PH-5) dio
muchos problemas. Tiempos de reaccion largos, reacciones muy sucias y dificultad en la
purificacion por lo que se decidié no estudiar este producto.

S Ry Ry
NH, HN/[(N

HO_ - —_—
~">co,Me HO\/\\(
o

Ry R,

R,= F;R,=H PH-4
R, =H, Ry=CF; PH-5

Esquema 3: Sintesis de PH-4 y PH-5

Visto que la presencia del metil éster daba lugar a la tiohidantohina, se decidid hacer la
reaccion con la L-serina. En esta ocasion, sélo se probo la reaccion con el
fenilisotiocianato, obteniendo segun el espectro de masas la correspondiente tiourea PH-

7, como un aceite amarillento y con buen rendimiento (Esquema 4).
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L-serina PH-7

Esquema 4: Sintesis de PH-7

Finalmente, y para ver algunas variaciones con respecto a la L-serina, se prepararon los
derivados correspondientes a la L-alanina metil éster, que se diferencia por la ausencia
del grupo hidroxilo en la cadena y la etanolamina, que carece de grupo &cido (Esquema
5). Tal como se esperaba, la alanina metil éster dio lugar a la correspondiente
tiohidantoina PH-AI (estructura corroborada segln espectros de masas y RMN) cuando
se hizo reaccionar con el fenilisotiocianto (Jangale et al, 2014); mientras que la
etanolamina, dio lugar a la correspondiente tiourea PH-8 (Hirashima et al., 1991).

S
NH, HN/«NO
ScoMe T /\( PH-Al
L-Alanina metil éster ©
I

Etanolamina

Esquema 5: Sintesis de PH-Al y PH-8

Se puede observar en la tabla 1 que todos los productos se obtuvieron con buenos
rendimientos, especialmente en los casos de la etanolamina (PH-8) y de la L- Serina (PH-
7), superiores al 90%. Hay que indicar también que PH-7 fue el Gnico producto obtenido
como un aceite amarillento, mientras que el resto de los productos fueron sdlidos

cristalinos blancos.

Todos los productos fueron caracterizados por RMN y espectrometria de masas estando

de acuerdo con las estructuras propuestas.
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Referencia Formula Rendimiento Caracteristicas

A Sélido
PH-2 A N@ 77.8% o
HO\/\\< cristalino
o)
q "
Sélido
PH-4 N 85,3% -
HO\/\\< cristalino
O F
)
P Aceite
PH-7 NH ” 90,5% "
R amarillento
HO“co,m
PH-8 i 92,4% solido
- , (0]
N N istali
Ho—/_H N cristalino
yy
Solido
PH-AI A N@ 83,6% o
/\\< cristalino
o)

Tabla 1: compuestos sintetizados.

e APARTADO BIOLOGICO

Los ensayos de actividad bioldgica se llevaron a cabo mediante el método de dilucion de
agar, con concentraciones de 1 mg/mL del producto. Si a esta concentracién los resultados
obtenidos mostraban un porcentaje de inhibicion del crecimiento del hongo superior al
60% (siguiendo la férmula anteriormente descrita), los compuestos se ensayaron de nuevo
disminuyendo la dosis a 0,5 mg/mL y 0,1 mg/mL. Cabe destacar que estos resultados
fueron obtenidos con tan solo un ensayo por cada producto, repitiéndose una segunda vez
solo en los casos en los que se obtuvieron valores cuya desviacion estandar fue
excesivamente alta (como fue el caso de PH-4 y PH-8), por lo que la fiabilidad de las
conclusiones obtenidas a partir de ellos pueden no ser las mas precisas. Seria interesante,
con mayor tiempo del que se dispuso para la realizacion de este trabajo, reproducir estos

experimentos para la obtencion de datos estadisticos mas robustos.
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Evaluacion in vitro de la actividad antifungica de los productos

sintetizados

e Control serina

Inicialmente, se hicieron ensayos utilizando el sustrato de la reaccion (L-serina metil

éster) como control para comprobar si este tiene algun tipo de actividad antifungica por

si mismo. Los resultados mostraron que dicho compuesto no inhibe el crecimiento de los

hongos estudiados.

Hongo

B. cinerea

A. alternata

F. oxysporum

Control

Tratamiento

Figura 3: Ensayos in vitro de la actividad antifangica a 1 mg/mL.
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e PH2

L
Hoy\\é @

Concentracion | A. alternata | B. cinerea F. oxysporum
1 mg/mL 37,40+9.83 | 74,70+8,75 | 41,10+10,68
0,5 mg/mL N.R. 74,25+7,45 | N.R.
0,1 mg/mL N.R. 66,78+12,29 | N.R.

Tabla 2: Porcentaje medio de inhibicién + desviacion estandar.
N.R. = No realizado

Como se observa en la tabla 2 y figura 4, el compuesto PH-2 (tiohidantoina) presenta una

actividad antifungica destacable contra el hongo B. cinerea a una concentracion del

producto de 1 mg/mL. Al disminuir dicha concentracion a 0.5 mg/mL y 0.1 mg/mL, el

porcentaje de inhibicién sigue superando el 60%, por lo que este producto podria ser un

candidato idéneo para el control especifico de este hongo.

Sin embargo, los datos obtenidos con los otros dos patdgenos fungicos (A. alternata 'y F.

oxysporum) reflejan la ineficacia de esta tiohidantoina sintetizada como agente

antifangico.

Hongo

B. cinerea

A. alternata

Control

Tratamiento
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F.oxysporum

Figura 4: Ensayos in vitro de la actividad antifingica de PH-2 a 1 mg/mL.

PH4
s E Concentracion | A. alternata B. cinerea F. oxysporum
HN//<N 1 mg/mL 80,45+6,92 | 85,77+2,39 | 42,12+10,16
HO\/\\< 0,5 mg/mL 65,65+13,60 | 71,03+7,26 | N.R.
0,1 mg/mL 4481+4,01 | 31,69+18,06 | N.R.

Tabla 3: Porcentaje medio de inhibicion + desviacién estandar. N.R. = No
realizado.

Con el producto PH-4, la 2,6-difluorofeniltiohidantoina, observamos también resultados
prometedores contra B. cinerea (Tabla 3 y figura 5). El porcentaje medio de inhibicion a
1 mg/mL es superior al 85%, y al disminuir la concentracion del producto a 0,5 mg/mL y
repetir el ensayo, su capacidad inhibitoria media sigue siendo resefiable. Con A. alternata
vemos que el producto presenta una capacidad antifingica moderada, superando el 60%,
a 0,5 mg/mL, limite para considerar eficaz la accion fungicida. En el caso de F.
oxysporum observamos una actividad inhibitoria leve, del 40%, por lo que segun estos

resultados queda descartado para esta especie.

Hongo Control Tratamiento

B. cinerea
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A. alternata

F. oxysporum

Figura 5: Ensayos in vitro de la actividad antifingica de PH-4 a 1 mg/mL.

PH7

Concentracién | A. alternata B. cinerea F. oxysporum
1 mg/mL 49,95+10,53 80,97+7,91 50,4149,65
0,5 mg/mL N.R. 50,0645,01 N.R.

0,1 mg/mL N.R. 27,50£3,59 N.R.

Tabla 4: Porcentaje medio de inhibicién + desviacion estandar. N.R. = No
realizado.

En el caso de la feniltiourea PH-7 vemos claramente (Tabla 4 y figura 6) como a 1 mg/mL

el producto evidencia su actividad antifingica contra B. cinerea, mientras que para A.

alternata y F. oxysporum la inhibicion no es significativa. Sin embargo, al disminuir la

concentracion del producto para B. cinerea a 0,5 mg/mL y a 0,1 mg/mL, la actividad

inhibitoria se ve reducida considerablemente (Tabla 4).
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Hongo

B. cinerea

A. alternata

F. oxysporum

Control

Tratamiento

Figura 6: Ensayos in vitro de la actividad antifiingica de PH-7 a 1 mg/mL.

PH8

NS

N— N
ho—/ H H

Concentraciéon | A. alternata B. cinerea F. oxysporum
1 mg/mL 55,91+7,06 83,11+4,15 10,14+5,45
0,5 mg/mL 44,81+4,01 35,95+23,11 | N.R.

0,1 mg/mL 30,67+15,01 | 37,54+18,90 | N.R.

Tabla 5: Porcentaje medio de inhibicién + desviacion estdndar. N.R. = No
realizado

Para la tiourea derivada de la etanolamina (PH-8), se observé una situacion parecida a la

feniltiourea PH-7. A 1 mg/mL la inhibicién en B. cinerea es destacable (superior al 80%)
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pero al reducir la concentracion, el efecto inhibitorio disminuye sobremanera, hasta
niveles desdefiables (Tabla 5 y figura 7). Con las otras dos especies de hongos la

inhibicion fue muy leve.

Hongo Control Tratamiento

o .

A. alternata

o .

Figura 7: Ensayos in vitro de la actividad antifingica de PH-8 a 1 mg/mL.

PH-AI
Concentracién | A. alternata B. cinerea F. oxysporum
N j 1 mg/mL 67,29¢547 | 85,77+2,39 | 9,72%5,04
H N@ 0,5 mg/mL 51,87+6,54 82,11+5,09 N.R.
/\\S) 0,1 mg/mL 13,09+4,65 26,24+12 N.R.

Tabla 6: Porcentaje medio de inhibicién + desviacion estandar. N.R. = No
realizado.
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Con el derivado de la L-alanina (PH-AI) a una concentracion de 1 mg/mL, se observo
inhibicion tanto en B. cinerea como en A. alternata (Tabla 6 y figura 8), siendo, en el
primer caso mas significativa que en el segundo. Al bajar la concentracion, el porcentaje
de inhibicidn disminuye hasta ser poco significativo en A. alternata, mientras que en B.
cinerea se mantiene por encima del 80%. Finalmente, a 0,1 mg/mL el efecto inhibidor
del producto sobre el hongo se ve reducido significativamente. En F. oxysporum la

actividad inhibitoria es casi inexistente.

Hongo Control Tratamiento

B. cinerea

A. alternata

F. oxysporum

Figura 8: Ensayos in vitro de la actividad antifingica de PH-Al a 1 mg/mL.
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Analizando los resultados en su conjunto, vemos que F. oxysporum presenta una alta
resistencia a todos los productos sintéticos ensayados, pues ninguno mostré una actividad
inhibitoria resefiable a la concentracion mas alta. En cuanto a A. alternata y especialmente
B. cinerea los resultados son méas prometedores. B. cinerea es el hongo que mejores
resultados presento, siendo sensible a los productos PH-2, PH-4, PH-Al, PH-7 y PH-8.
Los resultados més destacables se obtuvieron con PH-2 (tiohidantoina), ya que resultd
ser activo a la concentracion mas baja de las ensayadas, lo que demuestra su potencial
capacidad antifingica. En el caso de los productos PH-Al y PH-4, la concentracién
minima inhibitoria (MIC) se encuentra en 0,5 mg/mL del sustrato. Finalmente, en el caso
de los productos PH-7 y PH-8 vemos que la MIC se sitlia a concentraciones de 1 mg/mL
del producto. En A. alternata, los datos son mas modestos: es sensible para dos de los

productos sintetizados a concentraciones de 1 mg/mL, PH-4 y PH-AI (Tabla 8).

Referencia | Concentracion | A. alternata B. cinerea F. oxysporum
PH-2 1 mg/mL 37,40+9,83 74,70+8,75 41,10+10,68
0,5 mg/mL N.R. 74,25+7,45 N.R.
0,1 mg/mL N.R. 66,78+12,29 N.R.
PH-4 1 mg/mL 80,45+6,92 85,77+2,39 42,12+10,16
0,5 mg/mL 66,43+9,09 71,03+7,26 N.R.
0,1 mg/mL 44,81+4,01 31,69+18,06 N.R.
PH-7 1 mg/mL 49,95+10,53 80,97+7,91 50,41+9,65
0,5 mg/mL N.R. 50,0645,01 N.R.
0,1 mg/mL N.R. 27,50+3,59 N.R.
PH-8 1 mg/mL 55,91+7,06 83,11+4,15 10,14+5,45
0,5 mg/mL 44,81+4,01 35,95+23,11 N.R.
0,1 mg/mL 30,67+15,01 37,54+18,90 N.R.
PH-AI 1 mg/mL 67,2915,47 85,77+2,39 9,72+5,04
0,5 mg/mL 51,87+6,54 82,1145,09 N.R.
0,1 mg/mL 13,09+4,65 26,24+12 N.R.

Tabla 8: Resumen del porcentaje de inhibicion a concentraciones decrecientes de cada producto
utilizado y su desviacién estandar. N.R.= No realizado.
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Con los datos obtenidos, podemos afirmar que los derivados de la serina, especialmente
la feniltiohidantoina PH-2, resultan ser selectivos, ya que presentan una inhibicion muy
destacable del crecimiento de B. cinerea, lo cual es ideal ya que lo que se busca
principalmente en los nuevos fitosanitarios es que sean mas selectivos, ademas de
respetuosos con el medio ambiente. El producto derivado de la etanolamina (PH-8)
presenta en B. cinerea inhibicion a una concentracion de 1 mg/mL exclusivamente, lo
cual nos puede indicar que el grupo carboxilo (-CO2H) presente en PH-7, puede influir
en cierto grado en la actividad inhibitoria de los derivados de tioureas. Ademas, se
observa en el caso de A. alternata que la ausencia del grupo hidroximetileno aumenta la
actividad inhibitoria de la molécula, ya que el derivado de L-alanina (PH-Al) presenta
mejores resultados en el hongo que el obtenido de la L-serina, la tiohidantoina PH-2.

e Obtencién y determinacion estructural de los compuestos

sintetizados para este estudio

En este apartado se detallan los datos experimentales y descripcion espectroscopica

(RMN de protdn y espectrometria de masas) de los compuestos sintetizados para este

estudio.
PH-2
S
NH, HNJ<N4©
1O~ "co,me HO~(
0
PH-2

Siguiendo el procedimiento general, L-serina metil éster (155.5 mg, 1 mmol) se tratd
con fenilisotiocianato (0,14 mL, 1.2 mmol) obteniendo después de 1 hora, el compuesto

denominado PH-2 (172.8 mg, 0.78 mmol, 77.8 %) como un sélido cristalino.

Masas (ESI") calculado para C10H1102N2S [M+H]" 223.0541, encontrado 223.0544.
RMN *H (400 MHz, MeOD-ds) &1 7.49-7.40 (3H, m, Ar), 7.30-7.28 (2H, m, Ar), 4.37
(1H, dd, J = 3.1, 3.1 Hz), 3.99 (1H, dd, J = 3.4, 11.8 Hz), 3.92 (1H, dd, J = 2.8, 11.8 Hz).
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Siguiendo el procedimiento general, L-serina metil éster (155.5 mg, 1 mmol) se tratd con
2,6 difluorofenilisotiocianato (0.14 mL, 1.2 mmol) obteniendo después de 1 hora, el

compuesto denominado PH-4 (220.1 mg, 0.85 mmol, 85.3%) como un solido cristalino.

Masas (ESI™) calculado para C10HsO2N2SF. [M+H]" 259.0353, encontrado 259.0356.
RMN *H (400 MHz, CDCls) 81 7.37-7.30 (1H, m, Ar), 7.08-7.04 (2H, m, Ar), 5.24 (1H,
sa), 4.22 (1H, dd, J = 3.2, 11.3 Hz), 4.06 (1H, dd, J = 3.1, 11.3 Hz).

PH-5

F

ok
HO\/\COZMe X J\\<

CF3
PH-5

Siguiendo el procedimiento general, L-serina metil éster (155.5 mg, 1 mmol) se tratd con
3,5-bis-(trifluorometilfenil)isotiocianato (0.23 mL). Sin embargo, la reaccion mostré por
cromatografia en placa fina después de 6 horas, una mezcla compleja de productos que

finalmente no fueron analizados. Después de varios intentos se desestimd este producto.

PH-AI

NH, Hr;1J<SN
S

~>co,Me
PH-AI

Siguiendo el procedimiento general, L-alanina metil éster (139.5 mg, 1 mmol) se tratd
con fenilisotiocianato (0.14 mL, 1.2 mmol) obteniendo después de 1 hora, el compuesto

denominado PH-AI (172.2 mg, 0.83 mmol, 83.6 %) como un solido cristalino blanco.
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Masas (ESI™) calculado para C10H11N20S [M+H]" 207.0592. Obtenido 207.0591.
RMN 'H (400 MHz, CDCls3) 61 7.54-7.44 (3H, m, Ar), 7.34-7.32 (2H, m, Ar), 4.36 (1H,
g, J=7.1Hz), 1.61 (3H, d, J = 7.1 Hz).

S
NH
2 — > uH)LN@

HO
CO,H Ho. H
~"CO,H

PH-7

PH-7

Siguiendo el procedimiento general, L-serina (105 mg, 1 mmol) se tratd con
fenilisotiocianato (0.14 ml, 1.2 mmol) obteniendo después de 1 hora, el compuesto

denominado PH-7 (95 mg, 0.90 mmol, 90.5 %) como un aceite amarillo.

Masas (ESI™) calculado para C10H1303N2S [M+H]* 241.0647, encontrado 241.0652.
RMN H (400 MHz, MeOD-ds) 81 7.44-7.36 (4H, m, Ar), 7.22-7.19 (1 H, m, Ar), 5.15
(1H, sa), 4.01 (1H, dd, J = 3.2, 11.1 Hz), 3.98 (1H, dd, J = 3.4, 11.1 H2)

PH-8

S
L

_— N
1O~ nH, Ho—/ H H
PH-8
Siguiendo el procedimiento general, etanolamina (139 mg, 2.27 mmol) se tratd con

fenilisotiocianato (0.32 ml) obteniendo después de 1 hora, el compuesto denominado PH-
8 (411 mg, 2.1 mmol, 92.4 %) como un sélido cristalino.

Masas (ESI") calculado para CoH13N2SO [M+H]" 197.0749. Obtenido 197.0748.
RMN 1H (400 MHz, CDCl3) 81 7.70 (1H, sa), 7.47-7.43 (2H, m, Ar), 7.36-7.32 (1H, m,
Ar), 7.27-7.24 (2H, m, Ar), 6.47 (1H, sa), 3.87-3.85 (4H, m), 1.99 (1H, sa).
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CONCLUSIONES

Se llevé a cabo la preparacion de dos tioureas y tres tiohidantoinas derivadas de L—serina
y analogos, por reaccién de los correspondientes aminoacidos o aminas con diferentes
arilisotiocianatos, con tiempos relativamente cortos y en buen rendimiento.

Se realiz6 un cribado in vitro de los productos sintetizados, para estudiar la posible
actividad antifingica que presentan sobre los hongos Botrytis cinerea, Alternaria
alternata y Fusarium oxysporum. Se identificaron productos con potencial para
ser considerados de interés para el control de los fitopatdgenos mencionados, ya
que presentaron un porcentaje de inhibicion superior al 60%.

En B. cinerea las tioureas y las tiohidantoinas mostraron un resultado muy
prometedor, especialmente estas ultimas, cuyas concentraciones minimas de
inhibicion se encuentran en 0,5 mg/mL y, en el caso de PH-2, hasta en 0,1 mg/mL
sigue siendo efectiva. En A. alternata también son las tiohidantoinas las que
mejores resultados obtuvieron, pero en este caso con datos mucho mas moderados.
En el resto de los productos no se observo inhibicion destacable para este hongo.
Finalmente, para F. oxysporum, ningun producto sintetizado presentd potencial
inhibitorio resefiable.

Seria necesario continuar con estos ensayos para poder obtener datos mas solidos.

CONCLUSIONS

The preparation of two thioureas and three thiohydantoins derived from L-serine
and analogues, by reaction of the corresponding amino acids or amines with
different arylisothiocyanates, was carried out with relatively short times and in
good yield.

In vitro screening of these products was carried out to study their possible
antifungal activity on the fungi Botrytis cinerea, Alternaria alternata and
Fusarium oxysporum. Products with potential to be considered of interest for the
control of the mentioned phytopathogens were identified, since they present a
percentage of inhibition higher than 60%.

In B. cinerea thioureas and thiohydantoins showed very promising results,
especially the latter, whose minimum inhibition concentrations are found at 0,5

mg/mL and, in the case of PH-2, up to 0,1 mg/mL they are still effective. In A.
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alternata, thiohydantoins were also the ones that obtained the best results, but in
this case, with much more moderate data. In the rest of the products, no notable
inhibition was observed for this fungus. Finally, for the F. oxysporum, no

synthesized product presented notable inhibitory potential.

e It would be necessary to continue with these tests in order to obtain more relevant

data.
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