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Resumen 

Debido a las pérdidas económicas que suponen los patógenos y las plagas de cultivos 

como el pimiento, así como a la resistencia adquirida por estos a los pesticidas 

clásicos, es de vital importancia el estudio y continuo desarrollo de agentes 

alternativos. 

El presente trabajo aborda un estudio de las propiedades como potenciales agentes 

fitosanitarios de diferentes ligandos semicarbazona y tiosemicarbazona, así como de 

sus complejos derivados de zinc(II). En él se pretende conocer la respuesta de dos 

patógenos de la citada planta, el oomiceto Phytophthora capsici y el hongo ascomicete 

Botrytis cinerea, a distintos tratamientos empleando estos compuestos. 

Esto se ha llevado a cabo realizando ensayos de inhibición del crecimiento in vitro y 

ensayos de eficacia en planta de pimiento (Capsicum annuum), habiéndose 

observado diferencias en la inhibición del crecimiento según el patógeno, así como 

indicios de inducción de resistencia en la planta. 

 

Palabras clave 

Antifúngico; Botrytis cinerea; Fitosanitario; Oomiceto; Patógeno; Phytophthora capsici; 

Resistencia; Semicarbazona; Tiosemicarbazona.
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Resumo 

Debido ás perdas económicas que supoñen os patóxenos e as pragas de cultivos 

como o pemento, así como á resistencia adquirida por estes aos pesticidas clásicos, 

é de vital importancia o estudo e continuo desenvolvemento de axentes alternativos. 

O presente traballo aborda un estudo das propiedades como potenciais axentes 

fitosanitarios de diferentes ligandos semicarbazona e tiosemicarbazona, así como dos 

seus complexos derivados de zinc(II). Nel téntase coñecer a resposta de dous 

patóxenos da devandita planta, o oomiceto Phytophthora capsici e o fungo ascomicete 

Botrytis cinerea, a distintos tratamentos empregando estes compostos. 

Isto fíxose realizando ensaios de inhibición do crecemento in vitro e ensaios de 

eficacia en planta de pemento (Capsicum annuum), observándose diferenzas na 

inhibición do crecemento segundo o patóxeno, así como indicios de indución de 

resistencia na planta. 

 

Palabras chave 

Antifúnxico; Botrytis cinerea; Fitosanitario; Oomiceto; Patóxeno; Phytophthora 

capsici; Resistencia; Semicarbazona; Tiosemicarbazona.  
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Abstract 

Due to the economic losses caused by pathogens and pests of crops such as pepper, 

as well as the resistance acquired by these to the classic pesticides, the study and 

continuous development of new agents is essential. 

The present work addresses a study of the properties of different semicarbazone and 

thiosemicarbazone ligands, as well as their derived zinc(II) complexes, as potential 

phytosanitary agents. The aim was to know the response of two of the most frequent 

pathogens in this plant, the oomycete Phytophthora capsici and the ascomycete 

fungus Botrytis cinerea, to different treatments using these compounds. 

This has been accomplished by carrying out in vitro growth inhibition tests and efficacy 

tests on pepper plants (Capsicum annuum), and the results showed differences in 

growth inhibition depending on the pathogen, as well as evidence of induced 

resistance in the plant. 

 

Keywords 

Antifungal; Botrytis cinerea; Oomycete; Pathogen; Phytophthora capsici; 

Phytosanitary; Resistance; Semicarbazone; Thiosemicarbazone. 
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1. Introducción 

Conseguir la disponibilidad global de alimentos ha supuesto un elevado número de 

desafíos durante los inicios del siglo XXI, como las pérdidas de producción anuales 

de entre el 20 y el 40% debido a enfermedades y plagas que afectan a los cultivos.  

Si bien los fungicidas son un método ampliamente extendido como tratamiento de 

muchas enfermedades en agricultura, deben ser empleados siguiendo una estricta 

regulación que cumpla con los requisitos sanitarios y medioambientales. Este hecho, 

sumado a la constante aparición de resistencias a pesticidas, ha estimulado la 

búsqueda de alternativas que combinen distintas estrategias para tratar enfermedades 

y plagas de manera más eficiente, sostenible y respetuosa con el medioambiente [1]. 

1.1. Planta huésped: Capsicum annuum L. 

El pimiento (Capsicum annuum L.) es una especie de plantas perteneciente a la familia 

Solanaceae, caracterizada por su porte herbáceo o arbustivo, por ser anuales 

(convertidas en perennes cuando son cultivadas en condiciones favorables) [2] y por 

poseer un fruto de importante valor alimenticio en la actualidad.  

En 2019 se produjeron mundialmente 38.027 millones de kilos de pimiento, liderando 

la producción China con 18.978 millones (50% del total), y con España como quinto 

productor mundial, contribuyendo con 1.402 millones, suponiendo un 4% del total 

(Figura 1). El área destinada en todo el mundo al cultivo de pimiento fue, en ese año, 

de 2 millones de hectáreas [3]. La distribución geográfica de la producción mundial de 

pimiento puede observarse en la Figura 2. 
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Figura 1: Principales productores de la producción de pimiento a nivel global en 2019, en 
toneladas. Tomado de FAOSTAT, 2019  [3] 

 

Figura 2: Distribución geográfica de la producción mundial de pimiento en 2019, en toneladas. 
Tomado de FAOSTAT, 2019 [3] 

1.2. Patógenos 

Debido a los problemas que suponen plagas y patógenos para estos cultivos, es de 

vital importancia combatir aquellos que más les perjudican, así como desarrollar 

continuamente nuevos tratamientos. Dos de los patógenos más frecuentes en el 

pimiento son el hongo Botrytis cinerea y el oomiceto Phytophthora capsici. 
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1.2.1. Botrytis cinerea Pers. 

Las enfermedades causadas por especies del género Botrytis son probablemente las 

más comunes y extendidas entre las plantas [4]. Botryitis cinerea Pers.:Fr. [teleomorfo: 

Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel], comúnmente conocido como “moho gris”, 

es un hongo fitopatógeno que afecta a más de 1000 especies vegetales, incluyendo 

importantes cultivos como la vid, el tomate, o la fresa (Figura 3) y entre los que también 

se incluye el pimiento [5]. Los síntomas más habituales comprenden la podredumbre 

de todas las partes aéreas de la planta, incluyendo frutos y flores, con la posterior 

aparición de masas de conidios [4].       

 

Figura 3: Hongo patógeno Botrytis cinerea en melocotón (izda, tomada Nelson, 2020) [6] y vid 
(dcha, tomada de Vinoble Jerez, 2020) [7] 

Dado que el crecimiento de este hongo está favorecido por condiciones de elevada 

humedad y temperatura, es considerablemente mayor el riesgo de infección en 

cultivos de invernadero [4]. La gran plasticidad genética y la elevada capacidad de 

formación de conidios para reproducirse asexualmente han provocado que B. cinerea 

haya desarrollado resistencia a numerosos fungicidas, terminando incluso en la 

aparición de cepas multirresistentes [8]. El control químico recomendado para el 

tratamiento de las enfermedades provocadas por Botrytis debe incluir diferentes 

fungicidas en distintas combinaciones, reduciendo así la aparición y extensión de 

cepas resistentes [9]. 
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1.2.2. Phytophthora capsici Leonian 

Las especies del género de oomicetos Phytophthora causan una gran variedad de 

enfermedades a cultivos, plantas ornamentales y explotaciones forestales. Uno de los 

efectos más devastadores que provoca este patógeno es la reducción de poblaciones 

de especies autóctonas, apareciendo en épocas recientes nuevas cepas más 

resistentes e infecciosas.  Algunas de las especies más conocidas son P. infestans, 

causante de los históricos estragos en cultivos de patata en Europa en el siglo XIX, y 

P. capsici, que infecta a solanáceas, fabáceas y cucurbitáceas principalmente. La 

enfermedad causada por esta especie en pimiento es comúnmente conocida como 

“tristeza”, y sus síntomas más característicos son la podredumbre del cuello del tallo 

y la marchitez foliar (Figura 4) [9]. 

       

Figura 4: Marchitez foliar (izda) y podredumbre del cuello (dcha) en plantas de pimiento, 
causadas por el oomiceto patógeno Phytophthora capsici. (tomadas de McGrath, 2021) [10] 

1.3. Desarrollo de nuevos fungicidas 

Los fungicidas son sustancias capaces de eliminar o inhibir el crecimiento de hongos, 

y son habitualmente empleados para controlar a aquellos que son patógenos. La 

estructura de estos compuestos puede ser muy variada, siendo algunas de las vías 

actuales de investigación el desarrollo de productos fitosanitarios basados en 

heterociclos aromáticos o en compuestos tipo “base de Schiff” [11]. 

1.3.1. Compuestos basados en piridina 

Uno de los heterociclos aromáticos presente en la estructura molecular de numerosos 

productos fitosanitarios es el anillo de piridina (Figura 5). Sus derivados son 
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frecuentemente empleados en agroquímica por exhibir propiedades como fungicida, 

insecticida o herbicida [12] [13] [14]. Derivan de esta estructura productos fitosanitarios 

clásicos, tales como el fungicida Fluazinam, el herbicida Paraquat o el insecticida 

Clorpirifós, cuyas estructuras pueden verse en la Figura 6. 

 

Figura 5: Estructura de la piridina 

                

Figura 6: Estructura molecular del Fluazinam (izda), Paraquat (centro) y Clorpirifós (dcha) 

1.3.2. Bases de Schiff 

Las bases de Shiff (Figura 7) son un tipo de compuestos que contiene un grupo imino 

(C=N) y se forman mediante la reacción de un grupo amino primario con un grupo 

carbonilo activo [15]. Estos compuestos han sido ampliamente empleados en catálisis, 

farmacología y síntesis de fungicidas. Se ha comprobado que la actividad antifúngica 

de los compuestos tipo “base de Schiff” es mayor que la de compuestos con 

estructuras análogas que no lo son [11]. 

 

Figura 7: Estructura general de una base de Schiff (en azul, el grupo fucional imino) 
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Unas de las bases de Schiff más empleadas en el estudio y desarrollo de nuevos 

compuestos con potencial actividad fungicida son las semicarbazonas y las 

tiosemicarbazonas (Figura 8). 

 

Figura 8: Estructura general de una semicarbazona (izda) y una tiosemicarbazona (dcha) 

Semicarbazonas, tiosemicarbazonas y sus derivados complejos metálicos han sido 

ampliamente estudiados recientemente [16] [17], principalmente debido a sus 

propiedades biológicas y antimicrobianas [18] [19] [20]. Estos compuestos actúan 

como ligandos quelato de metales de transición, empleando para ello el átomo de 

oxígeno/azufre de su grupo carbonilo/tionilo y el nitrógeno de su grupo imino, pudiendo 

aumentar o disminuir su actividad entre la forma libre y la coordinada al metal [21]. 

Sin embargo, las semicarbazonas han recibido una menor atención por parte de los 

investigadores que sus análogos azufrados, siendo interesante comprobar las 

propiedades de los múltiples derivados de este tipo de compuestos [22] [23]. 

Los derivados de tiosemicarbazonas, por otro lado, sí han sido el centro de atención 

de la investigación química-biológica debido a su conocida actividad [24]. Sus 

propiedades no se limitan a la actividad antibacteriana y antifúngica  [25] [26], sino que 

se han encontrado derivados con actividad antiviral [27], antimalaria [28] o antitumoral 

[29], entre otras. 

1.3.3. Mecanismo de acción 

Es conocido que las tiosemicarbazonas son excelentes quelantes de metales de 

transición, estando relacionada frecuentemente su actividad biológica con su 

capacidad de formar complejos metálicos [30]. Recientemente, se ha descubierto la 
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capacidad de las tiosemicarbazonas de unirse al hierro e intervenir en un ciclo redox, 

causando la generación de radicales libres citotóxicos que podrían tener un importante 

papel en su actividad como inhibidores de la proliferación celular [31]. Dado que el 

hierro es fundamental en numerosos procesos celulares, tales como la síntesis de 

ADN, cabe esperar efectos severos de aquellos compuestos capaces de alterar los 

niveles o estado de oxidación de este metal [32]. 

1.3.4. Compuestos a ensayar 

Los compuestos basados en heterociclos aromáticos son excelentes candidatos como 

agentes fitosanitarios debido a su potencial actividad antifúngica. Este hecho, sumado 

al hecho de que los compuestos tipo “base de Schiff” son foco de atención en este 

campo debido a que optimizan dichas propiedades, postula a las semicarbazonas y 

tiosemicarbazonas derivadas de la piridina como potenciales agentes fitosanitarios. 

En este contexto global, el presente Trabajo de Fin de Grado aborda el estudio de la 

potencial actividad fitosanitaria de dos ligandos semicarbazona (L1 y L2) y dos 

ligandos tiosemicarbazona (L3 y L4), así como de los respectivos complejos metálicos 

derivados de zinc(II) de aquellos que presentaron mejores resultados. Estos 

compuestos fueron sintetizados en el TFG del Grado en Química “Síntesis de 

complejos con potencial actividad fitosanitaria” coordinado con el presente trabajo 

desarrollado en el grupo de investigación QUIMOLMAT perteneciente a la 

Universidade da Coruña (UDC).  

A continuación, se muestran las estructuras de los ligandos (Figura 8) y sus 

respectivos complejos metálicos (Figura 9) objeto de estudio del presente trabajo. 
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Figura 9: Estructura de los ligandos L1, L2, L3 y L4 

 

  

Figura 10: Estructura de los complejos metálicos de zinc(II) C3 y C4, derivados de los ligandos 
L3 y L4 respectivamente, cada uno con un coligando acetato    
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2. Objetivos 

El principal objetivo del presente trabajo es estudiar la potencial actividad fitosanitaria 

de compuestos semicarbazona y tiosemicarbazona así como sus complejos derivados 

de zinc (previamente sintetizados previamente en el TFG del Grado en Química 

coordinado con el presente trabajo) frente a patógenos de pimiento (C. annuum). 

Atendiendo a los objetivos específicos, se plantea: 

1. Estudiar la capacidad de compuestos semicarbazona y tiosemicarbazona para 

inhibir el crecimiento del hongo patógeno Botrytis cinerea y el oomiceto 

patógeno Phytophthora capsici. 

2. Comprobar si los compuestos con mejores resultados en el estudio del objetivo 

1 son eficaces para proteger a la planta de pimiento frente a dichos patógenos. 
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3. Material y métodos 

3.1. Preparación de disoluciones 

Previamente se estudió la solubilidad de los diferentes compuestos objeto del 

presente trabajo con el fin de seleccionar el disolvente más adecuado para la 

realización de los ensayos de actividad fitosanitaria. Tras ello, se prepararon 

disoluciones stock de concentración 0,2 M de cada compuesto en el respectivo 

disolvente que se muestra en la Tabla 1, en la que también se indica la masa molecular 

de cada compuesto. 

Tabla 1: Masas moleculares y disolvente más adecuado para los compuestos objeto de 
estudio 

En función del ensayo fue requerida la preparación de diferentes diluciones a partir de 

las disoluciones stock mencionadas con el fin de estudiar el efecto de la concentración 

en su actividad. Para esto, se prepararon medios de cultivo con concentraciones en 

un rango 5-100 M. 

Para la administración de los tratamientos en los ensayos en planta se prepararon dos 

disoluciones 25 M, bien de L4 o bien de C4, ambos en DMSO al 0,1%. Para los 

controles se utilizó únicamente DMSO al 0,1%. 

3.2. Material biológico  

Los organismos patógenos fueron obtenidos a partir de la colección del grupo de 

investigación FISAPLANT de la Universidade da Coruña. Concretamente, se utilizaron 

los aislados B05.10 de B. cinerea y PC450 de P. capsici. 

Compuesto L1 L2 L3 L4 C3 C4 

Masa 
molecular 

(g/mol) 
178,19 245,30 194,26 208,28 283,03 298,04 

Disolvente 
EtOH/H2O 

50:50 
DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 
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Para los ensayos en plantas de pimiento, se emplearon ejemplares jóvenes de 

Capsicum annuum var. “Padrón” adquiridas en Productos Agrícolas A Agraria 

(Cambre), y que el proveedor obtuvo a partir de semillas comercializadas por Ramiro 

Arnedo Semillas S.A. Estas se encontraban en bandejas de semillero con pocillos 

rellenos con sustrato vegetal. 

3.3. Ensayo de inhibición del crecimiento de B. cinerea y  

P. capsici 

Estos experimentos consisten en el cultivo in vitro en placa de un patógeno en 

presencia de un potencial agente antimicrobiano, estudiando las posibles diferencias 

en el crecimiento frente a un control. 

Para ello se prepararon placas Petri con medio sólido PDA (Patata Dextrosa Agar, 

marca VWR®) sobre las que se cultivaron los patógenos (Botrytis cinerea y 

Phytophthora capsici) para posteriormente estudiar el efecto de diferentes 

compuestos (L1, L2, L3, L4, C3 y C4) sobre su crecimiento. Estos compuestos fueron 

añadidos a las placas en diferentes concentraciones previamente a la solidificación 

del medio. 

3.3.1. Preparación de los medios 

Durante todo el experimento se trabajó en condiciones de esterilidad en cámara de 

flujo laminar. 

Se realizaron un total de seis experimentos en placa con los cuatro ligandos (L1, L2, 

L3 y L4) y dos complejos de zinc(II) derivados de ellos (C3 y C4). 

Para cada ensayo se prepararon matraces Erlenmeyer de 500 mL con 200 mL cada 

uno de suspensión de PDA preparada siguiendo las instrucciones del fabricante (39 g 

de medio seco PDA por litro de agua destilada), con el fin de preparar 8 placas a partir 

cada uno. Los matraces se esterilizaron en autoclave (121 ºC; 20 min; 1,1bar). 

Posteriormente se añadieron 0,1 mL de disolución del compuesto a ensayar para 

obtener una concentración final de 25 y 100 M, y en algunos casos, concentraciones 

Código Seguro De Verificación nzfJ1az7tVaUOFduPEuAKg== Estado Data e hora

Asinado Por José Díaz Varela Asinado 10/09/2021 11:54:23

Observacións Páxina 17/33

Url De Verificación https://sede.udc.gal/services/validation/nzfJ1az7tVaUOFduPEuAKg==

Normativa Este informe ten o carácter de copia electrónica auténtica con validez e eficacia administrativa de ORIGINAL (art. 27 Lei 39/2015).

https://sede.udc.gal/services/validation/nzfJ1az7tVaUOFduPEuAKg==


 

 
 

15 

inferiores. En el caso de los tratamientos control se añadió el disolvente indicado en 

la Tabla 1 hasta alcanzar una concentración igual a la de los otros tratamientos. 

Tras la adición de los compuestos, se agitaron los matraces y se vertieron 

equitativamente en 8 placas Petri por cada matraz Erlenmeyer. Las placas se 

mantuvieron en la cámara de flujo durante unas horas hasta que se solidificaron por 

completo. 

3.3.2. Siembra de los patógenos  

Transcurrido el tiempo necesario, sobre las placas Petri con el agar solidificado y 

enfriado se repicaron fragmentos de cultivos previos del patógeno a estudiar 

(Phytophthora capsici o Botrytis cinerea) en fase de crecimiento (de aproximadamente 

una semana de antigüedad y sin signos aparentes de estructuras de reproducción 

asexual). Estos fragmentos se obtuvieron empleando un sacabocados de 9 mm de 

diámetro interno, depositando con una lanceta cada fragmento invertido sobre el 

centro de la nueva placa, permitiendo que el patógeno pueda crecer. Dado que cada 

matraz Erlenmeyer con 200 mL de disolución de agar permite llenar 8 placas Petri, se 

utilizó dicha cantidad para realizar 4 réplicas de cada tratamiento con cada uno de los 

dos patógenos ensayados. Una vez sembrado el patógeno las cuatro placas de P. 

capsici se sellaron con Parafilm®, mientras que a las cuatro placas de B. cinerea se 

les colocaron dos fragmentos de cinta adhesiva dejando disponibles los orificios entre 

la tapa y la placa, pues este hongo precisa de buena aireación para crecer. 

3.3.3. Toma de datos 

Para observar la inhibición del crecimiento de los patógenos por parte de los diferentes 

compuestos, se midió el diámetro del micelio empleando un calibre (con una precisión 

de 0,01 mm), anotándose los resultados cada 24 horas hasta que el micelio del control 

alcanzó el borde de la placa (72 horas). Las diferencias en el crecimiento a las 72 

horas entre el control y los distintos tratamientos permitieron expresar como resultado 

el grado de inhibición que cada concentración de compuesto causa en los cultivos de 

patógeno. 
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3.4. Experimentos en planta 

Los experimentos en planta se realizaron con el patógeno que más vio afectado su 

crecimiento (Phytophthora capsici) y los compuestos que causaron un mayor grado 

de inhibición de los utilizados en los ensayos en placa, siendo estos L4 y C4.  

3.4.1. Preparación del inóculo 

Para la inoculación del patógeno en las plantas fue necesario obtener zoosporas de 

P. capsici, proceso que se indujo comenzando con el repicado de fragmentos de 

micelio de un cultivo previo a placas con medio V8 agar (agar con zumo de verduras 

V8®, Campbell’s). Se realizaron dos experimentos independientes. 

Tras cinco días de crecimiento del patógeno en ese medio, se prepararon matraces 

Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 25 mL de disolución de KNO3 10-5 M estéril. A 

cada matraz se le añadió media placa de medio V8 agar con el cultivo de P. capsici 

previamente troceado en fragmentos de aproximadamente 1 cm2. Los matraces 

conteniendo fragmentos de medio V8 con micelio de P. capsici se mantuvieron en 

agitación durante 72 horas. 

Tras este período los matraces se enfriaron en nevera a 4ºC durante 45 minutos, y 

posteriormente fueron incubados a temperatura ambiente durante 45 minutos. Las 

zoosporas liberadas en el medio líquido se obtuvieron filtrando el cultivo a través de 

una gasa estéril. 

La concentración de zoosporas fue cuantificada empleando una cámara de Malassez, 

ajustando posteriormente el inóculo a una concentración de 10.000 zoosporas/mL con 

agua bidestilada estéril. 

3.4.2. Aplicación del tratamiento e inoculación del patógeno 

Previamente a la inoculación del patógeno, se tomaron grupos de 12 plantas de 

pimiento por tratamiento y experimento. Se realizaron dos experimentos 

independientes con tres tratamientos distintos (control, tratamiento con L4 y 

tratamiento con C4) y dos modos de aplicación del tratamiento para cada uno 

(pulverización sobre las hojas o absorción a través de la raíz).  
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Cada ensayo independiente constó de 72 individuos, separados en grupos de 12 

plantas (Figura 11), que fueron encharcados con agua el día anterior a la inoculación 

con el patógeno. Para estos ensayos se emplearon las disoluciones de L4 y C4 de 25 

M preparadas anteriormente. 

          

Figura 11: Esquema de los diferentes grupos y tratamientos que conformaron el ensayo en planta 

De los 100 mL de disolución de cada compuesto, 18 mL se utilizaron para la aplicación 

mediante absorción a través de la raíz, vertiendo 1,5 mL de dicho contenido en la base 

del tallo de cada uno de los individuos de ese grupo, y los 82 mL restantes se 

pulverizaron sobre la superficie de las hojas del grupo correspondiente al ensayo de 

aplicación por dicho método. Al día siguiente a la aplicación del tratamiento, se realizó 

la inoculación del patógeno empleando una micropipeta para aplicar 5 mL de la 

suspensión de zoosporas de P. capsici sobre la base del tallo de cada uno de los 

individuos empleados en el experimento.  

3.4.3. Toma de datos 

Las plantas de ambos ensayos independientes se mantuvieron en invernadero 

durante la duración del experimento. Los síntomas estudiados fueron el número de 

abscisiones foliares de hojas verdaderas (excluyendo los cotiledones) y el grado de 

marchitez del hipocótilo, evaluando este último tanto cuantitativamente como 

cualitativamente.  

La gravedad de los síntomas fue descrita siguiendo una escala que comprende las 

características mencionadas anteriormente con sus diferentes valores, tal que: 
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- Abscisión foliar: valor de 0 a 3. 

o 0: Ninguna hoja caída. 

o 1: Abscisión en 1 o 2 hojas. 

o 2: Abscisión en 3 o 4 hojas. 

o 3: Abscisión en 5 o más hojas. 

 

- Marchitez del hipocótilo: valor de 0 a 3. 

o 0: No se aprecia marchitez. 

o 1: Lesión observable inferior a 1/3 de la longitud del hipocótilo. 

o 2: Lesión observable de 1/3 a 2/3 de la longitud del hipocótilo. 

o 3: Lesión observable superior a 2/3 de la longitud del hipocótilo. 

Como medida complementaria de la gravedad de los síntomas, se determinó la 

longitud en mm de la necrosis del hipocótilo, para lo cual se utilizó un calibre (precisión 

0,01 mm).   
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4. Resultados y discusión 

4.1. Experimentos en placa  

Los resultados obtenidos en los ensayos en placa se expresan como el porcentaje de 

inhibición del crecimiento de cada patógeno en presencia de cada tratamiento frente 

al control. Este parámetro fue calculado según la siguiente fórmula:  

% 𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 = (1 −
𝐷𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑖𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 (𝑚𝑚) 

𝐷𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑖𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 (𝑚𝑚)
) · 100 

A continuación, en la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos para los seis 

compuestos ensayados para cada uno de los dos patógenos a las dos 

concentraciones a las que se apreció efecto inhibitorio: 

          

            
Figura 12: Resultados de los ensayos en placa expresados como la media del porcentaje de 

inhibición ± su error estándar (A: P.capsici, 25 M; B: B. cinerea, 25 M; C: P. capsici, 100 

M; D: B. cinerea, 100 M) 
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El efecto inhibitorio sobre Phytophthora (Figura 12, gráfica A) es claramente superior 

al observado en el otro patógeno. Mientras que en el tratamiento con L1 no se observó 

efecto alguno, y L2 y C3 no llegan a reducir el crecimiento del patógeno en un 20%, 

sí es destacable que L3, L4 y C4 consigan inhibir el crecimiento de Phytophthora en 

más de un 60%, destacando particularmente L4 con un valor del 80%. 

Sin embargo, como se puede observar en la gráfica B de la Figura 12, los ensayos 

realizados a concentración 25 M muestran inhibición nula en el caso de Botrytis, 

siendo L3 el único compuesto con un efecto observable a pesar de reducir en menos 

de un 10% el crecimiento del hongo. En el resto de los tratamientos la ausencia de 

inhibición o la variabilidad de los datos (referida como error estándar) no permiten 

asumir que existan diferencias en el crecimiento de Botrytis en presencia o ausencia 

de dichos compuestos. 

Al observar el efecto de los tratamientos a una concentración cuatro veces mayor es 

notable cómo Phytophthora (Figura 12, gráfica C) es sensible a todos los compuestos 

excepto a L1. Si bien L2 causa una inhibición cercana al 60%, L3, L4, C3 y C4 rondan 

una inhibición del 90% al ser aplicados en una concentración de 100 M. En el caso 

de Botrytis (Figura 12, gráfica D), los tratamientos provocan entre un 10 y un 30% de 

inhibición del crecimiento, exceptuando la nula efectividad de L1 y C4.  

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Kasuga et al., quienes utilizaron 

concentraciones similares de L3 y observaron inhibición significativa del crecimiento 

de diversos microorganismos, tales como Bacillus subtilis o Pseudomonas 

aeruginosa, pero reducida en los hongos Aspergillus niger y Penicillium citrinus [33]. 

Las diferencias entre el efecto sobre Phytophthora y sobre Botrytis indican que la diana 

celular de los compuestos que mostraron resultados positivos podría ser específica 

para cada patógeno. Dado que no se observó un efecto inhibitorio notable del 

crecimiento en el caso del hongo verdadero Botrytis, pero sí en Phytophthora, un 

oomiceto, sería interesante profundizar en el estudio con el fin de conocer el efecto de 

estos compuestos con otros hongos verdaderos beneficiosos naturalmente presentes 

en plantas, es decir, aquellos que forman micorrizas, para saber si se puede aplicar el 

tratamiento sin perjudicar a estas. Con todo esto, y dado que la diana celular es 
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probablemente distinta para cada patógeno, podrían combinarse distintos 

tratamientos con el fin de optimizar la eficacia del control fitosanitario. 

4.2. Experimentos en plantas de pimiento 

Los resultados obtenidos en los ensayos en placa han servido para decidir qué 

compuestos se utilizan en los ensayos en planta. Para estudiar el efecto que tiene la 

formación de un complejo metálico en la efectividad de estos compuestos, se 

seleccionaron L4 y C4 como los dos compuestos a emplear en los tratamientos para 

el patógeno Phytophthora capsici, puesto que ambos presentaron una inhibición 

superior al 70% en los ensayos en placa al aplicarlos a una concentración de 25 mM. 

Si bien a 100 M otros compuestos eran igualmente efectivos, llegando a 

observándose resultados ligeramente positivos en el caso de Botrytis, es probable que 

debido a esta concentración la toxicidad de los compuestos sea demasiado elevada 

como para poderlos aplicar en agricultura. 

La gravedad de los síntomas de la infección fue cuantificada según los criterios 

explicados en el apartado 3.2.3., incluyendo la escala de valores para raíces y hojas 

y la longitud de la necrosis en el tallo. Los resultados se expresan como los valores 

del promedio del parámetro AUDPC (Area Under the Disease Progression Curve, esto 

es, la integral definida entre 0 y t de la curva que surge al representar la progresión de 

los síntomas a lo largo de t días) a los 12 días posteriores a la inoculación del 

patógeno.  

Como se puede observar en la Figura 13, la severidad de la enfermedad definida 

según la escala de valores para los síntomas de la infección presenta un valor menor 

en la aplicación sobre las hojas del tratamiento con L4 respecto al control, mientras 

que fue mayor en el tratamiento con C4. El método de aplicación en raíz no presenta 

reducción en la gravedad de los síntomas en ninguno de los tratamientos. 
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Figura 13: Representación gráfica de la media del AUDPC a los 12 días y su error estándar 
para la escala de síntomas según el método de aplicación del tratamiento, en raíz (izda) u 
hojas (dcha). Los tratamientos con una letra distinta indican diferencias significativas en el test 

de Newman-Keuls ( = 0,05) 

Los datos tomados de cada tratamiento fueron analizados mediante un análisis de la 

varianza (ANOVA) de una vía para comprobar si existen diferencias estadísticamente 

significativas entre el control y los dos tratamientos. El valor p es de 0,9241 para los 

resultados de la aplicación por raíz (no hay diferencias estadísticamente 

significativas), mientras que para la aplicación en hojas es de 0,0090 (sí hay 

diferencias significativas).  

Las comparaciones múltiples se realizaron mediante el test de Newman-Keuls, que 

indicó que existen diferencias estadísticamente significativas, al 95% de confianza, 

entre la media del tratamiento L4 en las hojas, y las de su control y el tratamiento C4. 

El tratamiento C4 no se diferenció del control (Figura 13). 

Asimismo, se realizó el mismo tratamiento de los datos tomados sobre la longitud de 

la lesión de necrosis en el tallo (Figura 14). El análisis de la varianza permite concluir 

que no hay diferencias significativas, al 95% de confianza, entre las medias de los 

distintos tratamientos en el ensayo con aplicación por raíz (valor p = 0,1512), pero sí 

en el ensayo con aplicación en hojas (valor p = 0,0189).  

0

2

4

6

8

10

12

Control L4 C4

A
U

D
P

C
 1

2
 d

ía
s
 (

s
ín

to
m

a
s
)

Raíz

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Control L4 C4

A
U

D
P

C
 1

2
 d

ía
s
 (

s
ín

to
m

a
s
)

Hojas
a            a            a 

b  

a 
a 

Código Seguro De Verificación nzfJ1az7tVaUOFduPEuAKg== Estado Data e hora

Asinado Por José Díaz Varela Asinado 10/09/2021 11:54:23

Observacións Páxina 25/33

Url De Verificación https://sede.udc.gal/services/validation/nzfJ1az7tVaUOFduPEuAKg==

Normativa Este informe ten o carácter de copia electrónica auténtica con validez e eficacia administrativa de ORIGINAL (art. 27 Lei 39/2015).

https://sede.udc.gal/services/validation/nzfJ1az7tVaUOFduPEuAKg==


 

 
 

23 

       

Figura 14: Representación gráfica de la media con su error estándar de la necrosis a los 12 
días (en mm) según el método de aplicación del tratamiento, raíz (izda) u hojas (dcha). Los 
tratamientos con una letra distinta indican diferencias significativas en el test de Newman-

Keuls ( = 0,05) 

Según el resultado del test de Newman-Keuls, la media del control y la del tratamiento 

con L4 (así como entre este y C4) al ser aplicados en las hojas presentan diferencias 

estadísticamente significativas, al 95% de confianza, de la necrosis en el tallo. Esto 

no ocurre en la aplicación de los tratamientos a través de la raíz, ya que, si bien parece 

que C4 es efectivo aplicado de este modo, el test ANOVA descartó que sea 

estadísticamente diferente al control. 

Dado que la aplicación sobre las hojas del tratamiento con L4 causa, de un modo 

estadísticamente significativo, una reducción de los síntomas de la infección con 

Phytophthora capsici, este compuesto se propone como buen candidato a ser 

empleado como agente fitosanitario.  

La diferencia existente entre L4 y C4 en cuanto a su capacidad de reducir la severidad 

de los síntomas de la infección permite establecer que la actividad biológica de estos 

compuestos depende de si se encuentra el ligando libre o de si está coordinado a un 

metal. Esto podría ser debido a que el mecanismo de acción de este tipo de 

compuestos se basa en la quelación de metales de gran importancia para el 

metabolismo celular, impidiendo la proliferación de patógenos. Según lo indicado en 

estudios recientes con complejos derivados de tiosemicarbazonas, el aumento o 
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disminución de la actividad biológica respecto al ligando libre depende de un gran 

número de factores estructurales, así como de cada tipo de microorganismo [33]  [34].  

Es bien sabido que el tratamiento de plantas con diferentes agentes como productos 

químicos, extractos de plantas o distintos patógenos puede resultar en la inducción de 

resistencia a futuros ataques de patógenos, tanto de manera local como sistémica  

[35]. En estos ensayos se observa una reducción en la severidad de los síntomas de 

la enfermedad y, según estudios recientes en el campo de la fitopatología, la inducción 

de resistencia rara vez implica un control completo de la posterior infección [36].  

Los fenómenos de resistencia inducida pueden ser incluidos en dos categorías, la 

resistencia sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR). La 

SAR se desarrolla en respuesta a una infección o un tratamiento con agentes químicos 

y es efectiva ante un amplio rango de patógenos, estando mediado el proceso por el 

ácido salicílico. Por otro lado, la ISR tiene lugar tras la colonización de las raíces por 

parte de rizobacterias capaces de promover el crecimiento de la planta, a través de 

rutas de señalización dependientes de jasmonatos o del etileno. Si bien sus efectos 

visibles pueden ser similares, los mecanismos de defensa y su eficacia pueden diferir 

entre una y otra [35].  

De acuerdo con estudios recientes, ante un mismo agente inductor, el mecanismo de 

inducción varía considerablemente entre diferentes especies de plantas, tanto a nivel 

de hormonas involucradas como de rutas de señalización, llegando a conferir 

resistencia frente a diferentes patógenos. Además, dicho agente puede generar 

resistencia frente a diferentes especies patógenas, por lo que existe la posibilidad de 

que los compuestos ensayados en estos experimentos puedan inducir resistencia 

frente a B. cinerea a pesar de haber mostrado una menor eficacia en los ensayos de 

inhibición del crecimiento [36]. 

La aplicación sobre las hojas sí fue efectiva a pesar de no serlo desde la raíz, por lo 

que es altamente probable que haya tenido lugar la inducción de resistencia en la 

planta huésped. Esto es explicable en tanto que es improbable que puedan transportar 

estos compuestos hacia la raíz en cantidades suficientes como para provocar en ellas 

la inhibición el patógeno, pues la cantidad de compuesto que puede entrar por las 

hojas (a través de los estomas o la epidermis) es muy pequeña. Es más probable que 
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la aplicación en las hojas desencadene el desarrollo de mecanismos de defensa ante 

patógenos que tienen efecto en el resto del organismo (inducción de resistencia 

sistémica). 

Dadas las propiedades de los ligandos semicarbazona y tiosemicarbazona como 

agentes quelantes, la deficiencia de hierro que podrían estar provocando en la planta 

concuerda con los resultados de estudios recientes en los que disminuir la 

disponibilidad de dicho metal da lugar a una mayor eficacia en la defensa ante 

patógenos [21] [32].  

Conseguir un control de las enfermedades de las plantas mediante mecanismos de 

defensa propios de la planta con la síntesis de nuevos compuestos capaces de inducir 

resistencia es uno de los principales objetivos actuales en la investigación en el campo 

de la fitopatología [35]. 

Por último, no se observaron síntomas de fitotoxicidad (tales como clorosis) durante 

el ensayo, incluyendo los 6 días transcurridos entre la inoculación del patógeno y la 

aparición de los síntomas característicos de su infección, ampliando las posibilidades 

de aplicación de este compuesto en tanto que no es perjudicial para todos los 

organismos [37].  
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5. Conclusiones 

Según los resultados obtenidos en los ensayos realizados y atendiendo a los objetivos 

planteados, se concluye que: 

1. Los compuestos semicarbazona y tiosemicarbazona ensayados son capaces 

de causar inhibición del crecimiento del hongo patógeno Botrytis cinerea y el 

oomiceto patógeno Phytophthora capsici. Su efecto fue mayor en este último, 

siendo L4 y C4 los compuestos más efectivos. 

2. El compuesto L4 es eficaz para proteger parcialmente a la planta de pimiento 

frente a Phytophthora capsici cuando se aplica a las hojas, pero no por 

aplicación a las raíces. El compuesto C4 no fue efectivo en planta. 

Conclusións 

Segundo os resultados obtidos nos ensaios realizados e atendendo aos obxectivos 

expostos, conclúese que:  

1. Os compostos semicarbazona e tiosemicarbazona ensaiados son capaces de 

causar inhibición do crecemento do fungo patóxeno Botrytis cinerea e o 

oomiceto patóxeno Phytophthora capsici. O seu efecto foi maior neste último, 

sendo L4 e C4 os compostos máis efectivos. 

2. O composto L4 é eficaz para protexer parcialmente á planta de pemento fronte 

a Phytophthora capsici cando se aplica ás follas, pero non por aplicación ás 

raíces. O composto C4 non foi efectivo en planta. 

Conclusions 

According to the results obtained in the experiments carried out and attending to the 

objectives of this study, it is concluded that: 

1. The semicarbazone and thiosemicarbazone compounds tested are able to inhibit the 

growth of the pathogenic fungus Botrytis cinerea and the pathogenic oomycete 
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Phytophthora capsici. Their effect was greater in the latter, with L4 and C4 being the 

most effective compounds. 

2. The compound L4 is effective to partially protect the pepper plant against Phytophthora 

capsici when applied to the leaves, but not by application to the roots. The compound 

C4 was not effective on the plant. 
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