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Bioprospeccion de plantas de la laurisilva canaria para el control de hongos
fitopatogenos.

Resumen:

La busqueda de alternativas al empleo abusivo de compuestos sintéticos de amplio
espectro de accién, elevada toxicidad y persistencia en el medio, en la agricultura adquiere
cada vez mas relevancia. Las plantas son una gran fuente potencial para la obtencion de
extractos Utiles para ser ensayados, en una primera fase de laboratorio, frente a diversos
organismos diana, como en este caso los que causan dafios a los cultivos. Encontrar especies
vegetales activas frente a estos organismos implica poder utilizar unos productos naturales
que no sean dafinos para el medio ambiente, y obtener cultivos de mayor calidad y libres de
contaminantes.

Se eligid la flora endémica de las islas Canarias como objeto de estudio por su gran
biodiversidad en el contexto de la unién Europea (existen 700 especies endémicas).

En el presente trabajo se investiga el potencial fungicida de 24 extractos aislados de
especies vegetales endémicas de Canarias, las cuales ya habian mostrado previamente
actividad plaguicida relevante frente a otras dianas bioldgicas (insectos, nematodos,...) y
también se habian determinado las estructuras de diversas sustancias activas como
diterpenos, sesquiterpenos y alcaloides, los cuales pueden ser de utilidad en el sector
agroquimico y en el ambito de la agricultura ecoldgica (insecticidas repelentes y fungicidas).

Los extractos vegetales, fueron ensayados a diferentes concentraciones. Las diana
empleadas fueron los hongos fitopatégenos: Alternaria alternata, Botrytis cinerea y Fusarium
oxysporum fs. lycopersici, causantes cada afio de importantes pérdidas en numerosos cultivos
a nivel mundial y de ciertas enfermedades en el ser humano.

La actividad biolégica de los diferentes extractos se evalud mediante el cdlculo del
porcentaje de inhibicién del crecimiento fungico, obteniéndose como resultado final valores
de actividad que no resultan significativos para corroborar que puedan ser Utiles para el
control de las dianas elegidas en este trabajo.

Palabras claves: Hongos Fitopatdégenos — laurisilva canaria — productos naturales -
bioactividad — endemismos vegetales canarios
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Bioprospecting of laurel forest species for the control of phytopathogenic fungi.

Abstract:

The search for alternatives to the abusive use of synthetic compounds of wide spectrum of
action, high toxicity and persistence in the environment, in agriculture acquires more relevance
every day. Plants are a source of great potential for obtaining useful extracts to be tested, in
the first laboratory phase, versus diverse target organisms, like in this case, those which cause
damage in crops. Finding active vegetal species versus these organisms implies being able to
use natural products that are not harmful to the environment, and obtain crops of a higher
quality and free of contaminants.

Endemic flora of the Canary Islands was selected as the object of study because of its great
biodiversity in the context of the European Union (700 endemic species exist).

In the present work carried out, we investigate the potential fungicide of 24 isolated
extracts of endemic vegetal species of the Canary Islands, those which had previously shown
relevant pesticide activity versus other biological targets (insects, nematodes) and also the
structures of diverse active substances like diterpenes, sesquiterpenes and alkaloids were
determined, which could be of use in the agrochemical sector and in the scope of ecological
agriculture (insecticides, repellents and fungicides.)

The vegetal extracts were tested in different concentrations. The targets used were
Alternaria alternata, Botrytis Cinerea and Fusarium oxysporum fs lycopersici causing important
losses in numerous crops worldwide, year after year, and certain illnesses in the human being.

The biological activity of the different extracts was evaluated by means of calculating the
percentage of increasing fungal inhibition, obtaining as a final result activity values which do
not have significant results for corroboration that could be useful for the control of the selected
targets of this work.

Keywords: fungus phytopathogenic — Canarian laurel forest — natural products — bioactivity —
native Canarian plants (endemism)
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1. Introduccion

1.1 Los bioplaguicidas. Perspectivas generales

Entre los problemas que tiene el sector agricola, uno de los mds importantes es el
producido por la incidencia de plagas y enfermedades en los cultivos. El control convencional
de plagas y enfermedades se ha realizado rutinariamente mediante la aplicacién de
compuestos organicos de sintesis de amplio espectro de accién, elevada toxicidad vy
persistencia en el medio.

Estos factores junto con el incremento del mercado europeo de agricultura ecoldgica han
generado una necesidad creciente de nuevos bioplaguicidas. [1]

El abuso de plaguicidas ha dado lugar a lineas de insectos y hongos resistentes a los
principales plaguicidas asi como graves consecuencias para la salud humana. Con respecto a la
salud, mediante estudios realizados, se pone de manifiesto la utilizacion de insecticidas
altamente nocivos; un claro ejemplo es el plaguicida organoclorado DDT, prohibido en Espaiia
en la década de los 70, aunque se sigue sintetizando en otros continentes en la actualidad.
Cabe destacar que andlisis realizados en diversos grupos de la poblacidn de las Islas Canarias,
indican valores de DDT preocupantes y que parecen poner de manifiesto que a pesar de su
prohibicidn, este insecticida sigue utilizdndose en la actualidad [2].

Para evitar estos efectos nocivos se estd abordado el problema del control de plagas y
enfermedades desde diferentes puntos de vista, destacando el desarrollo de plaguicidas
biorracionales con mecanismos de accidn alternativos y minimos efectos secundarios para la
salud humana y el medio ambiente.

El tema tratado en este trabajo de investigacién se encuadra en el estudio del potencial
fitoquimico que representa la biodiversidad botdnica del Archipiélago Canario en concreto la
formacion vegetal de la laurisilva.

1.2 Flora endémica de Canarias

El uso de productos activos de origen vegetal para el control de plagas y enfermedades
agricolas data de la antigliedad. Las plantas se han utilizado tradicionalmente como fuente de
principios medicinales y agroquimicos como consecuencia del amplio espectro de actividades
bioldgicas de sus metabolitos secundarios.

La flora canaria presenta una gran biodiversidad botanica habiéndose citado 2000 especies
pertenecientes a la flora vascular, de las cuales 700 corresponden a especies exclusivas de las
islas. Algunas de sus comunidades vegetales son practicamente Unicas en el mundo, como la
Laurisilva [3].

Actualmente existe un numero creciente de estudios referentes a su contenido en
compuestos bioactivos en los que se han aislado diversas estructuras (diterpenos,
sesquiterpenos y alcaloides) de especies endémicas de las familias Lauraceae, Boraginaceae y
Compositae [4-9]) con gran interés para el sector agroquimico (insecticidas, repelentes y
fungicidas).
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Estos resultados ponen de manifiesto el valor afiadido de la biodiversidad de esta flora
dado el amplio rango de aplicaciones potenciales de sus recursos botanicos [6].
Bosque de Laurisilva

Presente en todas las islas excepto Lanzarote y Fuerteventura. Esta formacidon vegetal se da
de forma excepcional en las islas (Azores, Madeira y Canarias) debido a una serie de
condiciones que se reldnen, destacando la importancia de vientos himedos y frescos, llamados
vientos alisios que forman los caracteristicos mares de nubes. [10]

La zona forestal o monte de laurisilva que estad presente en las islas esta dominado por
cuatro especies de la familia lauraceae: el laurel o loro (Laurus azorica seub), el til (Ocotea
foetens aiton), el barbuzano (Apollonias barbujana cav.) y el vifiatigo (Persea indica L.). Aunque
podemos encontrar hasta 15 especies arbdreas diferentes: de las mas comunes son el aderno
(Heberdenia excelsa aiton.), el Delfino (Pleiomeris canariensis willd.), también son frecuentes
especies lianoides como el correglielon de monte (Convdlvulos canariensis L.), gibalbera
(Semele androgyna L.) o el bicaro (Canarina canariensis L.), asi como los helechos, los sauzales,
musgos y liquenes. Estas especies representan una peloflora viviente relacionada con la extinta
vegetacion mediterranea del terciario que ocupo el sur de Europay el norte de Africa.

Figura 1 Ocotea foetens (tilo), Laurus novocanariensis (laurel), Persea indica (vifiatigo), llex canariensis (acebifio)

1.3 Generalidades de los hongos fitopatégenos

Los hongos son pequeios organismos productores de esporas, generalmente
microscépicos, eucarioticos, ramificados y a menudo filamentosos, que carecen de clorofila y
gue tienen paredes celulares que contienen quitina y glucosamina. La mayoria de las 100.000
especies de hongos conocidas son estrictamente saprofitas y viven sobre la materia organica
muerta, a la que descomponen. Alrededor de 50 especies de hongos producen enfermedades
en el hombre y casi el mismo nimero ocasiona enfermedades en los animales, la mayoria de
las cuales son enfermedades superficiales de la piel o de sus apéndices. Se considera que mas
de 8.000 especies de hongos producen enfermedades en las plantas. [11,12]

Todas las plantas son susceptibles de ser atacadas por algun tipo de hongo, y cada uno de
los hongos pardsitos ataca a uno o mas tipos de plantas. Algunos hongos crecen y se
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reproducen sélo cuando establecen una cierta asociacion con las plantas que les sirven de
hospedante, durante todo su ciclo de vida estos hongos se conocen como pardsitos obligados
o bidtrofos. Otros requieren de una planta hospedante durante una cierta etapa de su ciclo de
vida, el cual lo pueden concluir desarrolldndose en materia organica muerta o bien creciendo y
reproduciéndose tanto en materia organica muerta como en plantas vivas.

2. Objetivos

General: el objetivo de este trabajo de fin de grado ha sido investigar el potencial
biotecnolégico de extractos de plantas de laurisilva canaria y evaluar su actividad antifungica
frente a hongos fitopatdgenos pertenecientes a los géneros Botrytis, Alternaria y Fusarium.

Especificos:
- Profundizar en el conocimiento de una formacion vegetal tan relevante como el

bosque de laurisilva

- Seleccionar las especies vegetales cuyos extractos van a ser ensayados

- Seleccionar los hongos fitopatdgenos diana vy cultivarlos en el laboratorio (preparacion
de medio de cultivo, siembras en placa Petri, mantenimiento de las colonias)

- Realizar ensayos para comprobar el efecto de los extractos vegetales frente a los
organismos diana

- Analizar los resultados para determinar si las especies vegetales estudiadas resultan
activas inhibiendo el crecimiento de los fitopatdgenos

3. Material y métodos
3.1 Especies vegetales

3.1.1 Recoleccién y tratamiento del material vegetal:

De cada planta se separan las distintas partes de la misma (tallo, hojas, inflorescencia, raiz e
incluso frutos). Se elimina, cuando fuese necesario, la posible tierra adherida con agua
destilada. Se divide el material en dos partes; una para llevar a cabo extractos de la planta
fresca, y la otra para obtener extractos de la planta seca. En el primer caso se procede
inmediatamente a sumergir el material en agua o etanol. En el segundo caso el material
vegetal se deposita extendido en bandejas y se deja secar a temperatura ambiente o en estufa
a40 °C.

Codigo Tipo de extracto Especie Parte de la planta Lugar de Fecha de recoleccion
recoleccion

189 Extracto Erica arbérea L. (Ericaceae) Hojas Las Mercedes 08/03/2011

_ etandlico seco

197 Extracto llex canariensis Hojas Las Mercedes 08/03/2011

_ etandlico seco Poir.(Aquifoliaceae)

9 Extracto llex perado Ait. (Aquifoliaceae)  Hojas Las Mercedes 08/03/2011

_ etandlico seco

2 Extracto Apollonias barbujana Cav. Hojas Las Mercedes 08/03/2011

_ etandlico fresco Borm. (lauraceae)

Extracto Picconia excelsa Ait. DC. Hojas Las Mercedes 08/03/2011

etandlico seco (Olaceae)

Extracto Prunus lusitanica L. (rosaceae) Hojas Las Mercedes 08/03/2011
etandlico fresco

Extracto Argyranthemum broussonetti Inflorescencia Las Mercedes 08/03/2011
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B - oicosco Pers. Humphr. (Asteraceae)

Extracto Argyranthemum broussonetti Hojas Las Mercedes 08/03/2011
etandlico seco Pers. Humphr. (Asteraceae)
Extracto Prunus lusitanica L. (rosaceae) Hojas Las Mercedes 08/03/2011
etandlico seco
Extracto Mirica faya (Miricaceae) Hojas Las Mercedes 08/03/2011
etandlico seco
Extracto Viburnum tinus L. Hojas Las Mercedes 08/03/2011
etandlico seco (Caprifoliaceae)
Extracto Erica arborea L. (Ericaceae) Hojas + Flores Las Mercedes 08/03/2011
etandlico seco
Extracto Ilex perado Ait. (Aquifoliaceae)  Hojas Las Mercedes 08/03/2011
etandlico seco
Extracto Apollonias barbujana Cav. Hojas Las Mercedes 08/03/2011
etandlico seco Borm. (lauraceae)
Extracto Laurus novocanariensis Rivas Hojas Las mercedes 08/03/2011
etandlico seco Mart., Lousa, Fern.Prieto,

E.Diaz, J.C.Costa & C.Aguiar

(Lauraceae)
Extracto Bystropogon canariensis L. Ramas Cabezo del tejo 23/05/2011
etandlico seco L’her (labiatae)
Extracto Heberdenia excelsa Ramas + Hojas 23/05/2011
etandlico seco (myricaceae)
Extracto Isoplexis canariensis L. Loud. Inflorescencia Lomo de taborno 20/11/2012
etandlico fresco (scrophulariaceae)
Extracto Persea indica L. Spreng. Hojas Lomo de taborno 20/11/2012
etandlico fresco (Lauraceae)
Extracto Ocotea foetens Ait. Benth Hojas Lomo de taborno 20/11/2012
etandlico fresco (lauraceae)
Extracto Iles perado platyphylla Tallo Lomo de taborno 20/11/2012
etandlico fresco webb&berth (Aquifoliaceae)
Extracto Semele androgyna L. kunth. Parte Aérea Lomo de taborno 20/11/2012
etandlico fresco Liliaceae
Extracto Ocotea foetens Ait. Benth Hojas Lomo de taborno 20/11/2012
etandlico seco (lauraceae)

Tabla 1. Listado de plantas seleccionadas para llevar a cabo los bioensayos.

3.1.2 Obtencion de extractos:

El material seco se muele con el disolvente correspondiente (agua o etanol) en proporcién
1:10 planta: disolvente. Esta mezcla se deja en maceracién a temperatura ambiente y en
oscuridad durante 48 horas para los extractos etandlicos y 24 horas para los acuosos. En este
caso trabajamos solamente con extractos etandlicos.

Extractos etandlicos: tras la maceracién, el material vegetal, es sometido a una nueva

extraccion, esta vez en un soxhlet durante 8 horas mas. El nuevo extracto etandlico obtenido
se mezcla con el anterior, y todo se concentra en el rotavapor. Posterior, se preparan las
soluciones stock de 40 mg/ml y el resto del extracto se conserva en oscuridad a 4°C.

Figura 2 Concentracion de los extractos en el rotavapor
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3.2 Hongos fitopatdgenos

Los hongos fitopatdgenos seleccionados para llevar a cabo los bioensayos antifungicos
corresponden a las especies Fusarium oxysporum fp. lycopersici (Scheldt), Botrytis cinerea (de
Bary) Whetzel., Alternaria alternata (Fr.) Keissl. Las cepas fitopatdgenas diana seleccionadas
colonizan ciertos cultivos provocando enfermedades que generan enormes pérdidas en la
agricultura a nivel mundial.

Alternaria: Alternaria alternata es un hongo extremadamente comun en abonos, plantas
(fresas, crisantemos, tomates, zanahorias y esparragos), pulpa de madera y madera podrida,
pero también se encuentra en alimentos y tejidos, asi como en diferentes tipos de suelo. En los
invernaderos con cultivos de crisantemos y tomates, se aisla de las plantas enfermas o
muertas por su tendencia a habitar sustratos orgdnicos en descomposicién. Produce con
frecuencia manchas negras en los tomates. Dentro de las viviendas puede aislarse del aire,
polvo y lugares con humedad. Su distribucidn es universal y se considera que es un hongo de
espacios abiertos.

Figura 3 Alternaria alternata cultivo en placa y observacion al microscopio

Fusarium: El género Fusarium pertenece al grupo de los Deuteromicetes, y es responsable de
muchas enfermedades en los vegetales como son: marchitamiento, podredumbres radiculares
y de tallos, podredumbre de frutos en general, alteraciones de la madera, etc.

F. oxysporum es la especie dentro de este género que causa mas dafios en los cultivos
horticolas. Ademas, se conocen muchas formas especializadas, cada una de ellas es
generalmente un patdgeno especifico y estricto de una determinada hortaliza. Provoca
necrosis en las raices de las plantas. Al alcanzar los filamentos del micelio al cilindro central de
la raiz, pasan a los vasos conductores y se multiplican rdpidamente, formandose en éstos una
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goma parduzca que dificulta la circulacién de la savia, por lo que es frecuente que aparezca el
marchitamiento en la parte aérea del vegetal.

Figura 4 Fusarium oxysporum f sp. lycopersici cultivo en placa y observacion al microscopio

Botrytis: Botrytis cinerea es un hongo fitopatdgeno, responsable de la enfermedad
denominada “podredumbre gris”, cuyo nombre se debe a que produce un moho gris
pulverulento sobre los cultivos vegetales que infecta, especialmente en las hojas, flores y
frutos. Tiene una gran repercusion en el sector agricola afectando a mds de 235 especies de
plantas cultivadas y silvestres, aunque su hospedador econdmicamente mds importante es la
uva, reduciendo su calidad y cantidad. También afecta a un amplio nimero de frutas blandas y
hortalizas como las fresas y el tomate. Las infecciones por este hongo se caracterizan por la
aparicion de lesiones necrdticas y pudricién, que van acompafiadas de la secrecidon de
sustancias que son las encargadas de destruir el tejido vegetal de la planta huésped.

Figura 5 Botrytis cinérea cultivo en placa y observacion al microscopio

3.3 Bioensayos de inhibicion del crecimiento de hongos fitopatégenos

Existen multiples métodos para evaluar la actividad fungicida de extractos y/o compuestos
de origen natural frente hongos fitopatdogenos, y determinar su efectividad en el control de
enfermedades fungicas. En este trabajo se ha empleado el método de inhibicién del
crecimiento en placas de Petri con medio de cultivo en el que se afiade el producto diluido a
ensayar antes de la solidificacion [13,14].



TFG
Bioprospeccion de plantas de la laurisilva canaria para el control de hongos
fitopatdogenos.

~ INCUBACION

.. = & > » »
»
»
POA
MV
EXTRACTO

Figura 6 Bioensayos de inhibicion del crecimiento

Dichos ensayos se realizaron con los extractos etandlicos de las plantas secas y frescas con
el fin de determinar su actividad fungica sobre el crecimiento de los organismos diana.

3.3.1 Cultivo de hongos fitopatdgenos:

Las cepas de hongos fitopatégenos empleadas en este trabajo forman parte de la micoteca
de la Unidad de Fitopatologia (Departamento de Botanica, Ecologia y Fisiologia vegetal,
Seccién Biologia).

Para su mantenimiento habitual se prepara medio de cultivo PDA( potato dextrose agar) a
una concentracion de 39g/L y se esteriliza en un autoclave a 0,8 kg/cm2 y una temperatura de
120°C durante 40 minutos aproximadamente.

Posteriormente, el medio es distribuido en placas de Petri y una vez solidificado se realiza la
siembra de los hongos fitopatdgenos con la ayuda de un asa de siembra en una cdmara de
flujo laminar. Las cepas se dejan crecer en una camara de cultivo, en condiciones de oscuridad,
a una temperatura de 27°C.

Figura 7 Preparacion del medio PDA

3.3.2 Preparacion del medio de cultivo de los ensayos:
El medio de cultivo empleado en los bioensayos fue el PDA que se prepard a una
concentracion de 39g/ml, y se distribuyd en tubos de ensayo (5 ml cada uno) con una pipeta.

10
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Una vez esterilizados en el autoclave, los tubos con el medio de cultivo se colocaron dentro de
un vaso de precipitado con agua caliente, para impedir la solidificacion del medio. A cada uno
se le anadid el correspondiente volumen de la disolucidn a ensayar y etanol, dependiendo de
la concentracién a ensayar como se muestra en la tabla 1, vertiendo posteriormente su
contenido en una placa Petri para permitir la solidificacion del medio de cultivo. Paralelamente
se prepararon placas Petri como controles para cada una de los hongos diana, en las que al
medio de cultivo sélo se afiadié etanol a la misma concentracién que las placas destinadas a
los bioensayos de los extractos.

Cantidad Stock (pl) Cantidad etoh (ul) Cantidad Tetrazolio Volumen final (ml)
(mg/ml) (ul)
1 125 0 25

5

0.5 62.5 62.5 25 5
0.1 12.5 112.5 25 5
control 0 125 25 5)

Tabla 2 Cantidades de solucion stock y etanol en funcion de las concentraciones ensayadas.

Las soluciones stock de los extractos de los hongos endodfitos a ensayar se prepararon a una
concentracion de 40 mg/ml en etanol. A la hora de preparar las soluciones stock se utilizé el
bafio maria y ultrasonido para facilitar la dilucién homogénea del extracto.

Por otro lado, se prepard una solucion de sales de tetrazolium (TLC o Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide) diluyendo 20 mg en 4 ml de agua destilada estéril. Esta solucidn se
empled para afiadir un volumen de 25 pl en los tubos con medio de cultivo para los ensayos de
las especies fitopatdgenas del género Fusarium. Se ha comprobado que no interfiere en el
crecimiento del hongo, su funcién es la de hacer que la colonia muestre una coloracion mas
oscura, ya que la sales reaccionan con el micelio fungico originando formazan, por lo que al
escanear las imdagenes, el borde de las colonias se puede delimitar con mas precisién. [15]

Figura 8 Adicion de los extractos al medio. Figura 9 Calentador eléctrico

3.3.3 Siembra de los fitopatégenos diana:

Una vez que el medio de cultivo con los extractos habia solidificado, se realizo la siembra de
los patégenos diana a partir de colonias bien desarrolladas. Para cada concentracion del
extracto se tomaron medidas de 8 colonias. Este nimero de colonias viene determinado por
un compromiso entre fiabilidad de las medidas y la disponibilidad de extracto o productos a
ensayar.

Se utilizaron dos tipos de siembra segun el género de hongo a sembrar:
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- Género Fusarium: se utilizd el método de siembra por picadura en cada placa
mediante un asa de siembra previamente esterilizada, con la ayuda de una plantilla
para distribuir uniformemente las picaduras en la placa

- Géneros Botrytis y Alternaria: se realiza la siembra mediante fragmentos de micelio o
“discos” realizados con un sacabocado para que sean del mismo tamafio. En cada
placa se realizaron ocho siembras de cada patégeno diana, con la ayuda de una
plantilla, igual que el caso anterior.

A continuacion, las placas se incubaron a 25°C en oscuridad durante 48 horas en los
ensayos. En algunos casos el crecimiento de Fusarium no fue el esperado y se aumenté el
periodo de incubacién a 72 horas.

Figura 10 Siembra mediante "discos" Figura 11 Siembra por picadura

3.3.4 Analisis de datos:

Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, se escanearon las placas para digitalizar las
imagenes de las mismas y luego se midid el diametro del crecimiento de las colonias con el
programa Imagel) usando como unidades el pixel.

Con los datos obtenidos se calculé el porcentaje (%) de inhibicion del crecimiento
comparando el didmetro de las colonias que han crecido a las diferentes concentraciones de
extractos con el crecimiento de las colonias en las placas control mediante la siguiente
formula:

C—-T
%I = X 100

Donde

C: Promedio del didametro de las colonias crecidas en las placas control.

T: Promedio del diametro de las colonias crecidas en las placas con los extractos a diferentes
concentraciones.

Por tanto, es un método cuantitativo que permite medir el porcentaje de inhibicién del
crecimiento radial de las colonias. Estos calculos se realizaron con el programa Microsoft Excel.

4. Resultados y discusion
En este trabajo se utilizaron 24 extractos de especies vegetales endémicas canarias de las
cuales se tienen datos previos de su actividad plaguicida frente a otras dianas bioldgicas.
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Su potencial actividad fue valorada realizando bioensayos de inhibicidon del crecimiento en
placa de las especies fitopatdgenas Alternaria alternata, Botrytis cinerea y Fusarium
oxysporum fs. lycopersici, causantes de importantes dafos y pérdidas en la agricultura.

Después del tiempo de incubacién de los extractos, las placas fueron escaneadas para
digitalizar las imdgenes de las mismas obteniendo los primeros resultados cualitativos en los
gue no fueron visibles, a simple vista, las diferencias entre el crecimiento de las colonias de
hongos fitopatégenos en presencia de los extractos de plantas, frente a las colonias en las
placas control.

Los ensayos se realizaron a una concentracidn de extracto de 1mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml vy
la toma de datos se realizd midiendo el didmetro del crecimiento de las colonias con el
programa ImagelJ.

Con el programa Microsoft Excel se calculd el promedio de los didmetros del crecimiento de las
colonias los hongos fitopatdgenos y el porcentaje de inhibicién del crecimiento de cada

bioensayo.

Figura 12 Bioensayo de inhibicion de 205 frente a Fusarium Figura 13 Bioensayo de inhibicion de 409 frente a Fusarium

A continuacidn, se presentan los resultados de los ensayos de actividad antifingica de los
extractos en todas las concentraciones frente a los diferentes hongos diana:

1 mg/ml -19,57
0.5 mg/ml 9,39 1,64 10,76
0.1 mg/ml 9,87 -3,76 20,89

Tabla 3 Porcentaje de inhibicion del extracto 189 frente a los hongos ensayados.

_
22,88 -20,10 -30,69
32,33 53,68 17,509
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Tabla 4 Porcentaje de inhibicion del extracto 197 frente a los hongos ensayados

13,49 44,07 56,57
9,90 27,13 -37,41
35,96 -1,31 -84,88

Tabla 5 Porcentaje de inhibicion del extracto 199 frente a los hongos ensayados

_“ BOtrYtIS

1 mg/ml 27,16 21,60
0.5 mg/ml 27,16 -49,63 22,70
0.1 mg/ml -43,95 15,12 19,27

Tabla 6 Porcentaje de inhibicion del extracto 201 frente a los hongos ensayados

42,63 -10.94 -3,45
-38,07 28,42 -13,93
31,22 23,39 -6,52

Tabla 7 Porcentaje de inhibicion del extracto 205 frente a los hongos ensayados

No ensayado -126,178 -5,22
No ensayado 24,87 13,03
No ensayado -36,22 35,01

Tabla 8 Porcentaje de inhibicion del extracto 203 frente a los hongos ensayados

1 mg/ml 17,30 12,91 No ensayado
0.5 mg/ml 22,57 5,02 No ensayado
0.1 mg/ml 3,61 5,82 No ensayado

Tabla 9 Porcentaje de inhibicion del extracto 209 frente a los hongos ensayados

_
5,16 13,10 21,74

Tabla 102 Porcentaje de inhibicion del extracto 211 frente a los hongos ensayados
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53,69 318,55 -11,24
-48,48 -135,78 19,58
-53,44 123,23 4,81

Tabla 11 Porcentaje de inhibicion del extracto 245 frente a los hongos ensayados

_ BOtrytls

1 mg/ml -6,53 No ensayado
0.5 mg/ml 7,26 -0,39 No ensayado
0.1 mg/ml 12,16 -8,75 No ensayado

Tabla 32 Porcentaje de inhibicion del extracto 251 frente a los hongos ensayados

_ BOtrytIs

1 mg/ml -10,40 -23,23
0.5 mg/ml 10,91 1,07 -11,50
0.1 mg/ml 10,31 2,94 -10,83

Tabla 43 Porcentaje de inhibicion del extracto 253 frente a los hongos ensayados

12,44 27,40 -35,05
12,45 -44.87 3,73
3,22 -19,81 -18,93

Tabla 54 Porcentaje de inhibicion del extracto 255 frente a los hongos ensayados

1 mg/ml No ensayado -169,32
0.5 mg/ml No ensayado -52,66 8,94
0.1 mg/ml No ensayado -32,58 24,03

Tabla 65 Porcentaje de inhibicion del extracto 261 frente a los hongos ensayados

_
No ensayado 27,12
No ensayado -110,63 41,33
No ensayado 60,8 40,25

Tabla 76 Porcentaje de inhibicion del extracto 265 frente a los hongos ensayados
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1 mg/ml 20,32 251,27 -2,40
0.5 mg/ml -5,84 -206,83 -4,85
0.1 mg/ml 4,11 -36,22 -1,42

Tabla 87 Porcentaje de inhibicion del extracto 277 frente a los hongos ensayados

_ BOtrytls

1 mg/ml 12,67 -25,06
0.5 mg/ml 10,10 5,19 3,03
0.1 mg/ml 8,52 -31,56 1,54

Tabla 98 Porcentaje de inhibicion del extracto 345 frente a los hongos ensayados

Tabla 109 Porcentaje de inhibicion del extracto 351 frente a los hongos ensayados

_ BOtrytIS

1 mg/ml -2,38 No ensayado
0.5 mg/ml 0,06 5,41 No ensayado
0.1 mg/ml 1,55 -15,84 No ensayado

Tabla 20 Porcentaje de inhibicion del extracto 401 frente a los hongos ensayados

_
1 mg/ml -53,64 -63,82

0.5 mg/ml 7,50 -31,04 -70,08

Tabla 21 Porcentaje de inhibicion frente a los hongos ensayados
N S S
-32,91 -137,18 -11,55
-30,97 35,81 11,16
-63,71 63,91 19,38

Tabla 22 Porcentaje de inhibicion del extracto 404 frente a los hongos ensayados
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-31,22 12,79 -11,07
-33,62 19,93 16,88

Tabla 23 Porcentaje de inhibicion del extracto 405 frente a los hongos ensayados

_
1 mg/ml -4,89 -10,26 6,86
0.5 mg/ml -1,54 12,95 16,14
0.1 mg/ml 23,16 22,00 19,96

Tabla 11 Porcentaje de inhibicion del extracto 409 frente a los hongos ensayados

37,29 13,23 -13,23

Tabla 25 Porcentaje de inhibicion del extracto 410 frente a los hongos ensayados

Observando estos datos determinariamos que ninguno de los extractos ensayados posee
una actividad antiflingica resefiable, es mas muchos de ellos por el contrario han aumentado el
crecimiento del hongo.

Resultados para F. oxysporum: En cuanto al hongo diana Fusarium podriamos destacar el

extracto 410 (hojas secas), perteneciente a Ocotea foetens, el cual presento el mayor
porcentaje de inhibicidn (37,29%) aun no llegando al 50%, que seria un resultado significativo.
Sin embargo, el extracto 404 (hojas frescas) de esta misma especie presento el efecto contario,
dando lugar a un incremento del crecimiento, principalmente a la menor concentracion
(63,71%) Destacar en este sentido los extractos 205 (hojas secas) y 245 (hojas frescas) de P.
lusitdnica, los cuales estimularon también el crecimiento del patdgeno, principalmente a la
mayor concentracién (42,63%y 53,6 %, respectivamente).

Resultados para B. cinerea: Para el hongo diana B. cinerea obtuvimos resultado casi en su

totalidad estimuladores del crecimiento destacando las concentraciones mds altas de los
extractos 277, 245, 203, pertenecientes a hojas secas de las especies Laurus novocanariensis,
Prunus lusitdnica y Picconia excelsa, con los que se obtuvieron los porcentajes 251,27%;
318,55%; 126,18% respectivamente. Un resultado que Ilama la atencidén es el obtenido en el
caso de los extractos 404, 405 (O. foetens, llex perado platyphylla), donde principalmente el
primero estimula el crecimiento a la concentracion mayor (1 mg/ml):137,18%; 12,79%,
mientras que a dosis bajas (0,1mg/ml) el proceso se invierte, presentando importante
actividad inhibidora (63,91%; 57,70%).
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Resultados para A. alternata: Por ultimo para Alternaria encontramos tanto extractos que

produjeron inhibicidn como estimulacién del crecimiento, pero con valores poco destacables.
Podriamos destacar los extractos 201 y el 265 pertenecientes a  hojas frescas y secas de
Apollonias barbujana. 201 presento cierta actividad (21,60% y 22,70% a 1mg/ml y 0,5 mg/ml
respectivamente) y con 265 ha sido las concentraciones menores las que dieron mayor
actividad de inhibicion (27,12%; 41,33% y 40,25% en orden decreciente de concentracién). De
cara a una posible aplicaciéon de los extractos, siempre es interesante que sean las dosis
menores las que proporcionan actividad, ya que esto implicaria que con pequefias cantidades
de producto se podrian obtener resultados prometedores.

Por lo tanto habiendo observado estos resultados queda patente que, si bien la mayor
parte de los extractos ensayados no han inhibido el crecimiento, han resultado relevantes
desde el punto de vista contrario. Incluso esta actividad estimulante del crecimiento podria ser
aprovechada para preparar medios de cultivos enriquecidos, facilitando el crecimiento de los
hongos. También dicha actividad podria explicar que plantas productoras de ciertos
metabolitos secundarios, fueran mds propensas a ser atacadas por organismos fungicos, ya
gue estos metabolitos podrian favorecer el crecimiento del patégeno.

Por ultimo, estos resultados evidencian las diferencias existentes entre diversos organismos
diana, y como extractos que han mostrado actividad de gran relevancia frente a insectos diana,
por ejemplo, no lo han hecho sobre hongos. Aqui entran en juego las diferencias morfoldgicas,
estructurales, etc, de los diferentes seres vivos, que determinan que unos sean mas
vulnerables que otros, y por tanto que lo que en un caso se muestra como potente insecticida,
no pueda ser considerado como fungicida.

5. Conclusiones

1. Los resultados obtenidos en el trabajo no fueron los esperados, puesto que los
extractos no presentaron actividad fungicida suficiente como para considerarlos. Aun
asi no obtener el resultado esperado, no deja de proporcionar datos interesantes para
futuros estudios.

2. La mayoria de los extractos vegetales, presentaron un efecto contrario al esperado
incrementando el crecimiento de los cultivos de hongos diana.

3. Dichos extractos podrian estudiarse en mas profundidad y asi conocer la causa de este
incremento, pudiendo posteriormente ser utilizada como nutrientes en medios de
cultivos.

4. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto cdmo metabolitos vegetales en este
caso, sumamente activos frente a diversos insectos, han resultados poco eficaces en la
inhibicién del crecimiento fungico, lo que corrobora lo complejo que resulta encontrar
productos naturales que tengan un amplio espectro de actuacién frente a organismos
diversos.
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