MO - Ne24.7 SOCIEDAD de CIENCIAS de GALICIA Diciembre - December, 2024

¢HASTA QUE PUNTO LA APLICACION DE UN FUNGICIDA
NATURAL ELABORADO CON ORTIGA (Urtica) SE MUESTRA
EFICAZ A LA HORA DE INHIBIR EL CRECIMIENTO EN AREA
DE Botrytis cinnerea EN Vitis vinifera UTILIZANDO UN METODO
PREVENTIVO Y CURATIVO?

Julia BENITO BOUZADA¥*; Marta SILVA ARENAZ
SEK International School Atlantico. Poio, Pontevedra, Esparia.

* julia.benito@alumno.sek.es

Recibido: 27-01-2025
Aceptado:15-02-2025
Publicado on-line:14-04-2025

Resumen

El objetivo principal de esta investigacion es comprobar el efecto de un fungicida natural
y sostenible elaborado con ortiga (Urtica) en el crecimiento en area del hongo Botrytis
Cinnerea, principal causante de la podredumbre gris en Vitis vinifera, utilizando un
método preventivo y curativo. El método curativo consiste en aplicar el fungicida de
ortiga (Urtica) una vez que la Botrytis cinnerea ya haya crecido en la placa de cultivo con
agar agar y extracto de levadaura. Por otro lado, el método preventivo consiste en
aplicar el fungicida de ortiga (Urtica) antes de que crezca Botrytis cinnerea, con el fin de
observar si este inhibe su aparicion o de ser su caso su crecimiento en area. Se han
obtenido datos cuantitativos y cualitativos para poder responder a la pregunta de
investigacion. Para poder llevar el recuento cuantitativo se ha utilizado el método del
“recuento por cuadriculas”. Se ha hecho una recogida de datos numéricos con cinco
repeticiones a través de una tabla en la que se incluyen el nimero de cuadrados total que
hay en la placa, cuadrados ocupados por el hongo, cuadrados sin ocupar, area total y area
ocupada. Para presentar los datos cualitativos se ha elaborado una tabla con fotografias
en las que es visible la evolucién del hongo. Gracias a este experimento se ha llegado a
la conclusion de que ambos métodos son totalmente efectivos, sin embargo, el método
curativo parece ser mas eficaz en cuanto a la velocidad de disminucion del hongo.

Abstract

The main objective of this research is to verify the effect of a natural and sustainable
fungicide made from nettle (Urtica) on the growth area of the fungus Botrytis cinerea,
the main cause of gray mold in Vitis vinifera, using both preventive and curative methods.
The curative method involves applying the nettle (Urtica) fungicide once Botrytis cinerea
has already grown on the culture plate with agar agar and yeast extract. On the other hand,
the preventive method involves applying the nettle (Urtica) fungicide before Botrytis
cinerea grows, to observe whether it inhibits its appearance or, if it does appear, its growth
area. Quantitative and qualitative data have been obtained to answer the research
question. For quantitative counting, the "grid counting™ method was used. Numerical data
collection was done with five repetitions through a table that includes the total number of
squares on the plate, squares occupied by the fungus, unoccupied squares, total area and



occupied area. To present the qualitative data, a table with photographs showing the
evolution of the fungus was prepared. Thanks to this experiment, it has been concluded
that both methods are completely effective; however, the curative method seems to be
more effective in terms of the speed of fungus reduction

Introduccion

Lo que despertd el interés en este proyecto fue intentar buscar un método curativo y/o
preventivo para la infeccion del vifiedo (Vitis vinifera) con el hongo Botrytis cinnerea.
En Galicia, el sector de la viticultura tiene mucha importancia. El vifiedo en esta
comunidad ocupa unas 33283 ha y en Pontevedra y Ourense se concentra el 86,7% de la
produccion de vino de esta comunidad. La actividad vitivinicola en Galicia representa el
1,5% tanto para la economia como para la poblacién activa de Galicia. (OIVE 2024).

En un principio se investigaron los tipos de hongos que podian llegar a afectar a la vid.
Tras ello, se descubrid que la mayoria de las infecciones se producian por varios hongos:
Erysiphe necator (oidio) Plasmopara viticola (mildiu) y la Botrytis cinnerea
(podredumbre gris). El interés se decantd por Botrytis cinnerea ya que nace con mas
facilidad en Galicia comunidad dada la climatologia himeda y calida de la primavera y
el verano (Hidalgo 1978).

Tras un proceso de investigacion, y de obtencion de varias pruebas iniciales, nos
decantamos por el fungicida de ortiga ya que es una especie muy comun en la comunidad
auténoma, famosa por sus propiedades para repeler los paréasitos e insectos y fortalecer el
crecimiento de la planta (Parra-Arroyo et al. 2022). Ademas, es un fungicida sin ningun
tipo de quimicos que pueda llegar a afectar negativamente a la planta y al entorno y se
puede elaborar de forma casera facilmente (Zamora 2022).

Por altimo, se quiso recalcar recalcar que entre los objetivos esta el de ser participes de
la agenda 2030 de la ONU sobre el Desarrollo Sostenible. Con esta investigacion se esta
contribuyendo a ayudar a cumplir los ODS (Objetivos de Desarrollo Sostenible)
siguientes: 8-trabajo decente y crecimiento economico; 11-Ciudades y comunidades
sostenibles; 13-Accion por el clima y 15-Vida de ecosistemas terrestres. (Naciones
Unidas 2015).

Materiales y Métodos

Los materiales que se han utilizado para la realizacion de este experimento son los
siguientes:

PREPARACION DEL EXPERIMENTO

- 12 placas de Petri

- 10 g de agar agar

- 29 deextracto de levadura
- 500 ml agua

- Balanza de precision

- Vidrio de reloj



- Botrytis cinnerea certificada por la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)
de la Universidad de Valencia

- Matraz Erlemeyer

- Estufa de cultivo

- Agitador magnético

- Mechero Bunsen

- Pulverizador

- Mortero

- Cazo

- Pantalla negatoscopio

PREPARACION DEL HIDROLATO

- Mangueras de montaje
- Refrigerante

- Manta calefactora

- Termdémetro

- Vaso de precipitados

- Matraz de destilacion

- Tapones

- 250 ml agua

- 300 g de ortiga (Urtica)

La metodologia utilizada para la preparacion del medio de cultivo ha sido la siguiente.

Se prepara el medio de cultivo con agar agar y extracto de levadura, la base que se pone
dentro a la placa de Petri y que sustentara el hongo, para poder sembrarlo:

1. Pesar en un vidrio de reloj en una balanza de precision, los 10 g de agar-agar. Se
dispondré de un matraz Erlenmeyer con 500 ml de agua hirviendo, y poco a poco
se le ird vertiendo el agar y los 2 g de extracto de levadura.

2. Posteriormente se coloca el matraz encima de un agitador magnético, y se echa
una barra magnética para ayudar al giro de la mezcla (figura 1A).

3. Una vez llegado a ebullicion se distribuye la mezcla en las placas de Petri, y se
deja enfriar (figura 1B).

4. Después de 24 h de solidificacion puede empezar a sembrarse el hongo.



Figura 1: A: reactivos y matraz, B: medio de cultivo en preparacion.

PREPARACION DEL FUNGUICIDA DE ORTIGA

Meter en un matraz de destilacion 300 g de Urtica

Anadir 250 ml de agua

Hacer el montaje en el condensador (figura 2)

Ir subiendo temperatura gradualmente hasta alcanzar los 90°C, punto de

ebullicion.

5. A medida que pasa el tiempo se condensa el contenido al pasar el agua fria por el
tubo refrigerante, obteniéndose asi el hidrolato.

6. Una vez obtenido el hidrolato se conservaré a 4°C. en oscuridad para impedir la

destruccion de los compuestos sensibles a la luz.

el

Figura 2. Montaje para la elaboracion del hidrolato.



METODOLOGIA PARA LA PREPARACION DEL METODO CURATIVO Y
PREVENTIVO (figura 3):
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Figura 3. Esquema de las dos metodologias aplicadas.

METODO CURATIVO

1. Se procede a la siembra del hongo con un asa de siembra (figuras 4 y 5).

Figura 4. Preparacion para la siembra Figura 5. Placas Petri

2. Para sembrar, primero debe encenderse el mechero Bunsen y esterilizar la parte
metélica del asa de siembra. Se siembra el hongo haciendo zigzag en direccion
vertical y horizontal, solo por el centro (figura 6). A la excepcion del reservorio
que se sembraria en la placa completa.



Figura 6. Método de sembrado

3. A continuacion, se meten en la estufa de cultivo a 25°C.
4. Una vez que el hongo esté desarrollado se aplica el fungicida de ortiga, cada dia
siempre a la misma hora.

METODO PREVENTIVO

1. Se cogen 6 placas de Petri y se les aplica el fungicida antes de la siembra del
hongo.
2. Posteriormente, se siembra el hongo (figura 6)
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Figura 7. Placas sembradas
Como no se dispone de cabina de flujo laminar con filtro HEPA (cominmente usadas en

un laboratorio de microbiologia) se usan mecheros Bunsen (figura 7) para evitar, en la
medida de lo posible, la contaminacion.



Resultados y Discusion

A continuacion, se expondran los resultados cualitativos y cuantitativos que se han
obtenido de esta investigacion.

En primer lugar, se exponen los resultados cualitativos que seran representados en las
tablas 1 y 2. En estas tablas se puede observar la evolucién del hongo durante los 9 dias
de experimentacion para el método curativo y el método preventivo.
En ambas tablas se muestran dos repeticiones al azar de cada tratamiento.

Como se puede observar en la tabla 1, el hongo va desapareciendo con las aplicaciones y
se torna de un color mas amarillento. Esto lleva a pensar en la desaparicion de las hifas y
la destruccion paulatina del hongo. En la tabla 2, se muestran las fotografias obtenidas
con el método preventivo y se ha observado que no llegan a salir demasiadas hifas y que
la disminucion de estas a lo largo del tratamiento también es notable.



Tabla 1. Fotografias de las muestras C2 y C3, por dia de muestreo y tratamiento de Botrytis
cinnerea utilizando el método curativo.

Dias

C2 C3 Reservorio
muestreo




Tabla 2. Fotografias de las muestras P4 y P5, por dia de muestreo y tratamiento de
Botrytis cinnerea utilizando el método preventivo

Dias muestreo P4 PS5 Reservorio




A continuacion, se exponen los resultados cuantitativos:

METODO CURATIVO

Tabla 3. Tabla que muestra la media del crecimiento en area (mm2) de Botrytis
cinnerea utilizando el método curativo.

zlerﬁ CUADRADOS | CUADRADOS | CUADRADOS 'I"AE)RTE:\L OC?\URPE:\DA o
EN TOTAL OCUPADOS | SIN OCUPAR

2024) (mm?) (mm?)
1 231 30 201 5775 750,1 121,2
2 231 29 202 5775 725,2 80,9
3 231 22 209 5775 550,2 110,2
4 231 21 210 5775 525,6 65,1
5 231 18 221 5775 450,4 52,7
6 231 17 214 5775 425,7 45,3
7 231 17 214 5775 425,1 58,5
8 231 16 215 5775 400,5 12,4
9 231 16 215 5775 400,0 11,2

, ) R?=0,8391
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Figura 8. Resultados del método curativo. Mostrado la linea de tendencia y el valor
de R2,




Como puede observarse en la figura 8 con el método curativo se aprecia un descenso
del nimero del area del hongo. El R?> muestra una tendencia fuerte de 0,9177 lo que
apoya este resultado.

METODO PREVENTIVO

Tabla 4. Media del crecimiento en area (mm2) de Botrytis cinnerea utilizando el método

preventivo
gkﬁ’?l CUADRADOS | CUADRADOS | CUADRADOS 'I"A(\)RTTL OC'ZA\URPTDA s
EN TOTAL OCUPADOS | SIN OCUPAR
2024) (mm?) (mm?)
1 231 0 231 5775 0 0
2 231 1 230 5775 24,5 2,3
3 231 3 228 5775 14,7 3,4
4 231 3 228 5775 75,1 3,8
5 231 2 229 5775 50,3 5,8
6 231 1 230 5775 25,2 2,3
7 231 1 230 5775 25,1 3,1
8 231 1 230 5775 25,4 2,6
9 231 0 231 5775 0 0
Método Preventivo " - %
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Figura 10. Resultados del método preventivo. Mostrada la linea de tendencia y el
valor de R*

En la figura 10 se muestra la linea de tendencia de los resultados para el método
preventivo. A pesar de mostrar un incremento en los tres primeros dias, si se compara el
area con la figura 9 puede observarse que este aumento es muy inferior, lo que indica que




el método funciona. A partir del dia 3 se nota una disminucién del area hasta la
desaparicion del hongo el ultimo dia del experimento. A pesar de estas conclusiones el
valor de R? no indica una correlacion por lo que se realiza una comparacion entre ambos
métodos para sacar una conclusion que como es logico deberia ser respaldada por
investigaciones sucesivas.

Conclusioén

Teniendo en cuenta los datos proporcionados puede concluirse lo siguiente:

El biofungicida de Urtica ha demostrado ser efectivo tanto en el método preventivo como
en el método curativo para combatir el hongo.

Sin embargo, el método curativo parece ser mas eficaz en cuanto a la velocidad de
disminucién del area del hongo y al area del hongo.

Por lo tanto, se sugiere que es mas beneficioso aplicar el biofungicida una vez que el
hongo ya se ha desarrollado, en lugar de utilizarlo Gnicamente como medida preventiva.

Puntos fuertes de esta investigacion
e Laortiga es tipica de los montes gallegos y facil de obtener.
e Lametodologia es sencilla para elaborar el fungicida de forma casera, ademas de
que es sostenible y natural.

Limitaciones y mejoras

e Las propiedades de la ortiga no se conservan eternamente. Por lo que pudiera ser que
a lo largo de los 9 dias de experimentacion se hayan perdido propiedades. Como
mejora se proponen dos opciones. La primera y la mas arriesgada en cuanto a la
precision de datos y los posibles sesgos de error arrastrados en las preparaciones, seria
que se preparen los hidrolatos el dia previo al rociado. Y la otra, seria aplicar algin
conservador, ademas del frio, para garantizar la conservacion durante esos 9 dias.

e Al trabajar con un organismo vivo, es dificil controlar todos los factores metabdlicos
que puedan interferir en el experimento. Eso puede llevar a que haya una cepa que
sea mas o menos fuerte debido a sus caracteristicas e incluso por otras situaciones
ambientales. Como mejora se podria ampliar el experimento en diferentes situaciones
de humedad, temperatura.
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