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RESUMEN

El fitopatdgeno Sclerotium rolfsii fue descubierto por primera vez por Peter Rolfs
en Florida Estados Unidos en el afio 1892, este hongo esta distribuido alrededor
del mundo, principalmente en climas tropicales y sub tropicales, afectando a
diversos cultivos provocando principalmente marchitez y podredumbre, hoy en
dia el excesivo uso de productos quimicos para su control ha causado graves
problematicas como resistencia a los ingredientes activos, dafios al medio
ambiente y salud publica, llevando esto a la busqueda de estrategias mas
sustentables para el medio ambiente, siendo una alternativa el uso de extractos
vegetales, se evaluaron in vitro los extractos de Gobernadora, Canela y Citricos,
solos y adicionados con carbon activado y nanoparticulas de hidroxido de silicio
para el control de S. rolfsii mediante la técnica de medio envenenado en cajas
Petri utilizando medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar a diferentes
concentraciones 500, 700, 1500, 2000, 2500 y 3000 ppm, cada tratamiento
constaba de cuatro repeticiones ademas de un testigo absoluto y uno quimico,
se evaluo el porcentaje de inhibicion micelial y produccién de esclerocios, dichos
resultados se analizaron mediante el programa estadistico SAS. De acuerdo a
los resultados el extracto de canela logré inhibir el 21.80% del crecimiento
micelial a una concentracion de 700 ppm, sin embargo, en cuanto a la produccién
de esclerocios los tres extractos evaluados a diferentes dosis lograron inhibir
mas del 95% de estos, superando al testigo quimico, dichos resultados son
prometedores ya que reducen el numero de propagulos del patégeno, siendo los

extractos una alternativa eficiente para su uso en campo.

Palabras clave: Hongos, Control, Extractos



ABSTRACT

The phytopathogen Sclerotium rolfsii was first discovered by Peter Rolfs in
Florida, USA in 1892, this fungus is distributed around the world, mainly in tropical
and subtropical climates, affecting various crops mainly causing wilt and rot,
today the excessive use of chemicals has caused serious problems such as
resistance to active ingredients, damage to the environment and public health,
leading to the search for more sustainable strategies for the environment, being
an alternative the use of plant extracts, extracts of Gobernadora, Cinnamon and
Citrus, alone and added with activated carbon and silicon hydroxide
nanoparticles were evaluated in vitro for the control of S. rolfsii by means of the
technique of poisoned medium in Petri dishes using Potato-Dextrose-Agar
culture medium at different concentrations 500, 700, 1500, 2000, 2500 and 3000
ppm, each treatment consisted of four replicates in addition to an absolute control
and a chemical control, the percentage of mycelial inhibition and sclerotia
production were evaluated, these results were analyzed using the SAS statistical
program. According to the results, the cinnamon extract was able to inhibit
21.80% of mycelial growth at a concentration of 700 ppm; however, in terms of
sclerotia production, the three extracts evaluated at different doses were able to
inhibit more than 95% of sclerotia production, surpassing the chemical control.
These results are promising since they reduce the number of propagules of the

pathogen and are an efficient alternative for use in the field.

Key words: Fungi, Control, Extracts
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INTRODUCCION

El hongo Sclerotium rolfsii afecta principalmente a plantas dicotiledoneas, asi como
monocotileddneas (Flores-Montezuma et al., 2008), este hongo tiene la capacidad
de atacar a casi todos los cultivos del mundo como ornamentales y horticolas, en
los cuales causa dafios a mas de 100 familias y a mas de 500 especies vegetales
(Gholami et al., 2013). Principalmente a cultivos que pertenecen a las familias;
Poaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae y Solanaceae, que son cultivos agricolas
econdmicamente importantes (Membrefio y Téllez, 2011). S. rolfsii esta presente en
México provocando diferentes dafios a cultivos en los que se encuentran frijol,

cebolla, jitomate, manzano (Hernandez et al., 2004).

Este patégeno provoca diversas enfermedades que causan podredumbre de la
corola y raiz, marchitamiento de plantulas, marchitez en plantas adultas,
podredumbre del pie y la podredumbre del tallo (Masoomeh et al., 2013). Cuando el
cultivo esta infectando presenta dafios como pudricién de raices, bulbos, cuellos y
frutos, ocasionando que el cultivo empiece a marchitar iniciando por la parte superior
de la planta (Marcuzzo y Schuller, 2014). El hongo utiliza el tejido vegetal muerto
como sustrato, comienza a producir micelio y esclerocios los cuales le permiten
sobrevivir en el suelo (Moreira et al., 2023), este hongo es muy dificil de identificar
en los cultivos, ya que presenta sintomas similares a los de otros patégenos de
suelo como Rhizoctonia solani y Fusarium solani, sin embargo, este presenta
micelio aéreo en grandes cantidades en la base de las plantas principalmente en
suelos acidos y climas calurosos, siendo las regiones tropicales y subtropicales las
de mejores caracteristicas para su desarrollo (Gonzéalez, 2013). Otros factores
involucrados que le favorecen son pH neutro, suelos arenosos con buena aeracion,
favoreciendo estos el incremento de produccion de esclerocios y micelio (Ayed et
al., 2018). Ante esto se buscan alternativas para el control de este patbgeno como
los extractos vegetales que no causan impactos negativos para el medio ambiente

y ho generan resistencia, ademas del uso de nuevas tecnologias como las



nanoparticulas que han demostrado controlar diferentes hongos que afectan a las

plantas (Gera y Abdelaziem et al., 2018).

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto inhibitorio in vitro de los extractos vegetales de Larrea tridentata,
Cinnamomum verum y Citrus spp, utilizados de manera individual y potencializados
con nanoparticulas de hidréxido de silicio y carbon activado en el control de

Sclerotium rolfsii.

Objetivos Especificos

o Evaluar la actividad antifingica de los extractos de Gobernadora,
Canelay Citricos solos y adicionados con nano particulas de hidréxido

silicio y carbén activado.

o Determinar la efectividad de los extractos vegetales en cada uno de
los tratamientos aplicados para inhibir la produccién de esclerocios de

Sclerotium rolfsii.

Hipotesis

Al menos uno de los extractos evaluados solo o en combinacién inhibira el

crecimiento micelial y la produccién de esclerocios de Sclerotium rolfsii.



REVISION LITERATURA

Generalidades de Sclerotium

En el afio 1892 en Florida Estados Unidos Peter Rolfs descubrié por primera vez un
hongo polifago que se transmitia principalmente por el suelo, denominandolo
Sclerotium rolfsii (Basumatary et al., 2015). Sclerotium es un género de hongos
fitopatdgenos muy importante que causan damping off, atacando principalmente en
las primeras fases de desarrollo de las plantas, ya que su entrada a los cultivos se
facilita debido a que tienen una baja produccion de lignina que se asocia como una
proteccion natural de las paredes vegetativas (Pérez-Vera et al.,, 2018), sin
embargo, también pueden ocasionar pudricion de raices, tallos y tubérculos, al ser
un hongo que se encuentra en el suelo, este repercute a la altura de cuello-raiz,
cabe mencionar que existen reportes de este hongo afectando a frutos en diversos

cultivos ocasionando pérdidas econdmicas (Hernandez et al., 2012).

Clasificacién taxonémica

Reino: Fungi
Division: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes

Orden: Atheliales
Familia: Atheliaceae

Género: Sclerotium

Especie: Sclerotium rolfsii (Athelia rolfsii).
Irazoqui, 2021.



Especies de importancia

El género Sclerotium incluye alrededor de 250 especies, entre las mas conocidas
se encuentran S. sclerotiorum, S. minory S. trifoliorum, S. delphinii, S. oryzae., S.
sclerotiorum produce esclerocios que son relativamente grandes y pueden
permanecer viables en el suelo durante varios anos (Leiva-Mora et al., 2020). S.
minor se distingue principalmente por el tamafio de sus esclerocios, que son
pequefios, generalmente menores de 2 mm de diametro., S. cepivorum es
responsable de la "pudricion blanca" en cultivos de cebolla y ajo, sus esclerocios
son de tamafno reducido, se desarrollan en el suelo, dafiando los bulbos y raices
(Ocegueda-Reyes et al., 2020). S. delphinii afecta los cultivos de girasol, causando
marchitez y disminucién en el rendimiento, sus esclerocios se forman en las raices
y tallos; S. oryzae es un patoégeno del arroz, provocando la enfermedad conocida
como "pie negro", sus esclerocios se desarrollan en el suelo y afectan las raices y
la base de los tallos (Rakesh et al., 2016).

Morfologia

El micelio es algodonoso, blanco, hialino y compacto, puede producirse en gran
cantidad en el tejido dafiado del hospedero, sucediendo dentro de los primeros tres
a cuatro dias (Castillo, 2002). Las hifas son gruesas de aproximadamente 5 a 9 y,
hialinas, de paredes delgadas, septadas con presencia de aldabillas (Agrios, 2005;
Membrefio y Téllez, 2010), este hongo no tiene la capacidad de producir esporas ni
estructuras fructiferas asexuales, pero si es responsable de formar pequefios
montones de micelio blanco que al paso de los dias se convierten en esclerocios,
los cuales cambian de color conforme maduran iniciando con un tono blanquecino
a color canela hasta llegar a su maxima madurez presentando un tono café obscuro
(Kwon et al., 2014). La corteza de los esclerocios es gruesa y presenta paredes con
una fuerte pigmentacion alcanzando un tamafio desde 0,5 a 1.5 mm de diametro, la
corteza y la médula contienen vesiculas donde se almacenan materiales de reserva,
las basiodiosporas son hialinas, lisas, globosas de 4.5-6.5 x 3.5-4.5 ym (Farias y
Sandoval, 2005).



Ciclo de vida de Sclerotium rolfsii

Cuando S. rolfsii se encuentra en condiciones que van de 8 a 40°C, a la par de dias
lluviosos y alta humedad su ciclo de vida comienza, el esclerocio empieza a
germinary las hifas comienzan a crecer, al encontrar un hospedero el hongo penetra
en los tallos y partes de la planta que se encuentran cerca del suelo (Membrefio y
Téllez 2011). Una vez dentro del tejido sano el hongo produce acidos oxalicos en
conjunto con enzimas pectinoliticas, logrando descomponer las paredes celulares
de la planta, al paso de los dias el patdgeno logra establecerse en el tejido de la
planta dando lugar a su infeccion (Ordofiez-Valencia et al., 2018). Comenzando a
desarrollar micelio blanco en gran cantidad con forma de abanico que conforme
avanza se va transportando a la zona radicular, al tener condiciones del 27 a 35 °C
el micelio se compactay en el trascurso de 4 a 7 dias se forman esclerocios blancos
gue al poco tiempo toman un color marrén oscuro; estos pueden sobrevivir en el

suelo por muchos afios (Gonzalez, 2008, Marcuzzo y Schuller, 2014).

Sintomas

Los cultivos afectados presentan marchitamiento y los tejidos dafiados manifiestan
coloraciones marrones humedas, lesiones hundidas (cancros) hasta llegar a la raiz
principal, cubriendo con micelio blanco la base de las plantas, formando con el paso
de los dias esclerocios similares a las semillas de mostaza (Faria et al., 2009; Erkol
et al., 2011). Este patdégeno provoca la destruccion del sistema radicular y en
consecuencia la parte aérea de las plantas presenta marchitamiento secundario,
también provoca dafios en hojas y frutos, principalmente los que tienen mayor
contacto con partes afectadas y con el suelo, los frutos presentan amarillamiento al
inicio y conforme avanza la enfermedad se convierten en blandos y hiumedos, en
las hojas se observa necrosis hacia las nervaduras, al causar muerte prematura

guedan adheridas al tallo, este hongo se desarrolla en plantas jovenes lo cual afecta



al cultivo dias después de la siembra (Quintana y Gutiérrez, 2022). Las
enfermedades que provoca este patdgeno se conocen comunmente como pudricion
blanca, tizon del sur, pudricion surefia, podredumbre de la corola, moho blanco
(Gonzélez, 2008; Salazar et al., 2009).

Principales hospederos

El hongo S. rolfsii causa dafios a diferentes cultivos destacando cereales, hortalizas,
frutales, forrajeras, plantas ornamentales y hasta malezas, la mayoria de estos
siendo especies de gran importancia econdémica (Reyes et al., 2002). En el cultivo
de ajo (Allium sativum), causa pudricion blanca, afectando principalmente su
producto comercial (bulbo) y presenta perdidas hasta de un 100% (Rojas et al.,
2010). Phaseolus vulgaris L. presenta marchitez, amarillamiento y caida de las hojas
a consecuencia de la infeccién causada por este hongo (Hernandez et al., 2012).
En Venezuela el hongo afecta al cultivo de maiz principalmente causando perdidas
hasta del 25% en la mazorca y llegando afectar las plantulas en pre y postcosecha
(Gonzalez et al., 2008). S. rolfsii en compafia de Rhizoctonia, Phytophthora capsici,
y Fusarium spp., son los causantes de la marchitez en el cultivo de chile causando
perdidas del 26 hasta el 100%, provocando aborto de flores, defoliacion y madurez
prematura de los frutos (Pefialoza, 2022). La pudricion de las plantulas de chile
morrén y tomate son causadas principalmente a los patégenos S. rolfsii, Fusarium
spp., Phytophthora sp y Meloidogyne spp, los cuales causan grandes pérdidas

econdémicas para los productores (Cazzulo- Geraldi, 2017).

Distribucién de S. rolfsii

El hongo S. rolfsii es cosmopolita ya que esta distribuido en todo el mundo
principalmente en regiones tropicales y subtropicales, ya que estos climas cumplen
las condiciones necesarias para su optimo desarrollo como temperaturas calidas y
hamedas, destacando las regiones de América del Sur, Australia, América del Norte,
Asiay algunos lugares de Europa donde esta presente (Kumari et al., 2021). México

cumple con las condiciones necesarias para el desarrollo de este hongo, se observo



por primera vez este patdgeno en el afio 2015, en el estado de Guerrero en el cultivo
de ajonjoli, provocando marchitez, pudricion basal del tallo y pudricion radicular,
ademas de la presencia de esclerocios (Hernandez- Morales et al., 2018). En el
estado de Puebla municipio de Huaquechula en el 2021 se report6 en el cultivo de
jicama, presentando pudricion de raiz, amarillamiento, marchitez y abundante
micelio blanco con presencia numerosa de esclerocios en la parte del tubérculo que
al paso de los dias se partian de una manera transversal (Terrones-Salgado et al.,
2023). En el estado de Sinaloa S. rolfsii tuvo presencia en el afio 2021, en la familia
Fabaceae, en el cultivo de frijol causando enfermedad con una incidencia entre el
15 y 40%, presentando crecimiento prematuro, marchitamiento, micelio en grandes
cantidades junto con esclerocios en el tallo y llegando hasta la muerte de la planta
(Garcia- Leon et al., 2021).

Control quimico

El uso de los fungicidas se conoce desde hace méas de 200 afios, con la finalidad
de proteger a los cultivos de las multiples enfermedades, en sus inicios se utilizaban
solamente en los vifiedos y semillas de cereales para protegerlos, pero al paso del
tiempo se han incrementado el numero de enfermedades y cultivos afectados
(Albelo et al., 2007). Para el control de la podredumbre de raiz (Rhizoctonia solani,
Fusarium solani, y S. rolfsii) que afectan al cultivo de tomate, se utilizan aplicaciones
de acido sorbico, acido salicilico, sal y sorbato potasicos (Mohato et al., 2014).
Existen fumigantes aplicados al suelo, que inhiben el desarrollo de este patdgeno
como son: metano sédico, cloropicrina y bromuro de metilo, en pruebas in vitro se
logra controlar el crecimiento radial de este hongo con la aplicacion de metalaxil-M

y mancozeb, tiofanato de metilo, tebuconazol (Dwivedi-Prasad, 2016).

La resistencia a los productos quimicos es de gran importancia para el factor
agronomico, principalmente en el grupo de fungicidas sistémicos que han
presentado resistencia en varios casos (Albelo et al.,, 2007), los fungicidas

especificos también han desarrollado resistencia, se han realizado evaluaciones de



monitoreo en diferentes partes México principalmente en lugares donde no se han
aplicado fungicidas, aplicandose tratamientos de triazoles, sin embargo las
poblaciones flngicas fueron resistentes (Sanchez, 2013). Por otro lado, el uso de
productos quimicos genera dafios al medio ambiente y a la biodiversidad al ser
sumamente toxicos y no utilizarse con las medidas e indicaciones necesarias
(Mahmood et al., 2016). El planeta se encuentra sufriendo dafios por las pérdidas
de floray fauna, tal es el caso de la muerte de insectos encargados de la polinizacién
gue son de gran importancia para la agricultura, un ejemplo de ello son las abejas
gue actualmente su poblacion se redujo a un 10%, las mariposas han disminuido
drasticamente llegando a una pérdida de la tercera parte de su poblacion desde los
afios 1990 a 2015 (Tasman et al., 2020). Cada afio se realizan aplicaciones en
diferentes partes del mundo llegando a un promedio de 3 millones de toneladas,
gran cantidad de esos residuos van dirigidos al medio ambiente agua y suelo
convirtiéndose en una gran amenaza para la biodiversidad (Silva et al., 2019). Hasta
el dia de hoy no existe ningun plaguicida que sea (genotbxico) seguro para los
alimentos que se comercializan para la humanidad, llegando a provocar cancer y
mutaciones genéticas a consecuencia de alteraciones del ADN (OMS, 2023). Los
fungicidas tienen la capacidad de almacenarse, metabolizarse y hasta
bioacumularse en la grasa del ser humano provocando enfermedades neurolégicas,
respiratorias, gastrointestinales y reproductivas, al ser absorbidos en gran cantidad
de manera accidental o no intencionada puede provocar hospitalizacién o causar la
muerte (Nicolopoulou et al., 2016). Muchos de los sintomas que presentan las
personas que sufren alguna intoxicacion van desde irritaciéon en el sistema digestivo
como diarrea, vomito, hasta problemas méas complicados como fallas de algunos
organos, cada afio la humanidad estd en contacto con estas sustancias muchas
veces sin darse cuenta, por ejemplo, cuando realizan salidas al campo, en el
consumo de agua y hasta en los alimentos llegando a provocar la muerte de hasta

11,000 personas en el mundo al afio (Bodeker, 2023).

La produccién de cultivos cada vez es mas exigente, debido al crecimiento
poblacional a nivel mundial, por tal motivo se incrementa el uso de los plaguicidas

para el control de plagas y enfermedades, trayendo consigo dafios a la salud



humana y ecosistemas, para reducir esto hoy en dia se buscan nuevos métodos de
control que sean eficientes y que la humanidad pueda adoptar para reducir el uso

de sustancias quimicas (Ordofiez et al., 2019).

Uso de extractos vegetales para el control de hongos

El uso de extractos vegetales ha resultado una excelente alternativa para el control
de hongos fitopatdgenos, al poseer compuestos bioactivos, que estan presentes en
los aceites esenciales y en los extractos, los cuales no tienen efectos negativos en
el medio ambiente y salud humada a diferencia de los productos quimicos (Chavez
et al., 2000). Los aceites esenciales extraidos de plantas como el eucalipto, la
lavanda, el orégano y el arbol de té han demostrado actividad antifangica contra
diversos patégenos (Mesa et al., 2019). El extracto de ajo ha demostrado ser una
opcion prometedora para el control de hongos fitopatégenos teniendo capacidad
para inhibir el crecimiento micelial de hongos como Rhizoctonia sp., Fusarium sp.y
Sclerotium sp., contribuyendo a prevenir la propagacion de estos patégenos en los
cultivos (Chavez y Aquino, 2012). La esencia de ajo contiene alicina, la cual posee
efectos antimicrobianos y antifungicos en estudios in vitro, se ha comprobado que
la alicina es eficaz contra Candida albicans y diversos hongos, particularmente
dermatofitos y levaduras, en investigaciones sobre el damping-off, se ha observado
que el uso de extractos vegetales puros de ajo reduce significativamente la
incidencia de la enfermedad en semillas de sésamo (Juarez et al., 2019). Se han
evaluado extractos de chile habanero, jalapefio, serrano y morrén para combatir los
patdgenos Fusarium andiyazi y Cochliobollus spp., teniendo el extracto de chile
habanero una fuerte capacidad antioxidante y altos porcentajes de inhibicion contra
ambos patogenos, resultados similares a los de un fungicida comercial (Lopez et
al., 2019). La ruda (Ruta graveolens) ha mostrado poseer propiedades bactericidas
e insecticidas gracias a sus compuestos organicos, estudios de laboratorio han
revelado que los extractos de ruda tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de
hongos filamentosos como Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Phomopsis

viticola y Trichoderma viridae (Oliva et al., 1999). Siendo todos estos extractos una



alternativa economica y accesible para los agricultores en comparacion con los

productos comerciales quimicos (Paul et al., 2020).

Extracto de canela

Se han realizado estudios sobre la composicion de la canela, donde se ha
determinado su propiedad antibacterial y antifangica por su alta concentracién de
eugenol que van de un 75-85% y un 5% de cinamaldehido, el cual le confiere su
caracteristica aroméatica y antimicrobiana, este extracto es utilizado para prevenir el
crecimiento de Aspergillus parasiticus y Fusarium moniliforme, al tener una accién
de ruptura de membrana o inactivacion de las enzimas celulares y granulacion del
citoplasma (Narvéaez, 2006). Ademés, es un método alternativo para el control de
Botritis cinérea en el cultivo de fresa (Miranda, 2018). En el cultivo de papaya se
realizaron evaluaciones in vitro del extracto para el control de antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides), en los frutos de papaya en postcosecha,
obteniendo resultados similares al testigo quimico (Valenzuela et al., 2013).

En Colombia se han reportado pérdidas hasta del 50% a causa de la pudricidon
blanca, causando infestacion en areas de siembra debido a la falta de semilla
certificada, en busca de integrar alternativas sustentables se ha implementado el
uso de extractos de canela-orégano-tomillo realizando evaluaciones in vitro para
determinar la eficiencia de este extracto logrando obtener una inhibicién dentro del
50 y 86%, en comparacién con extractos de eucalipto, orégano y el quimico
Tebuconazol (Zapata et al., 2020).

Extracto de gobernadora

La gobernadora es un arbusto que pertenece a la familia Zygophyllaceae, Larrea
tridentata L. llega a medir hasta 3 metros de altura, estas plantas se encuentran
principalmente en el norte del pais y el sur de los Estados Unidos, principalmente

en zonas arida y desiertos, extendiéndose en gran parte de México apareciendo en



Baja California, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Ledén, Durango, Zacatecas,
San Luis Potosi, hasta el bajio mexicano (Rivera-Escarefio et al., 2024). Estas
plantas poseen caracteristicas antifungicas, logrando inhibir el crecimiento de
diferentes hongos de gran importancia econOmica como son Botrytis cinerea,
Colletotrichum spp., Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y Pythium spp, esto
gracias al acido nordihidroguayaretico el cual actda principalmente contra hongos
productores de aflatoxinas (Moreno-Limén et al., 2011). También posee
propiedades antinflamatorias, citotdxicas, antioxidantes, inhibidor de encimas y
antimicrobial, siendo asi una herramienta natural que ofrece soluciones efectivas

para el control de en enfermedades fungicas en la agricultura (Lira-Saldivar, 2003).

Extracto de citricos

Los citricos pertenecen al género de la familia Rutacea, estos frutales, son
ampliamente distribuidos en regiones tropicales, subtropicales y templadas del
mundo, existen alrededor de cuarenta especies de citricos, que por sus sustancias
fitoquimicas han demostrado tener control de hongos en la agricultura, resultando
ser excelentes fungicidas, bactericidas y alguicidas (Urrunaga-Ormachea et al.,
2022), esto debido a que contienen ingredientes muy valiosos como flavonoides,
limoneno y acido ascérbico que son compuestos antioxidantes, que ayudan

aprevenir el crecimiento de bacterias y hongos (Nunes y Marques, 2021).

Estudios han demostrado actividad fungicida con el uso de aceites de Citrus limon
al inhibir a Fusarium spp, A. flavus y A. niger, al generar la ruptura de la membrana
citoplasmatica y la inactivacion de la sintesis de enzimas y asi impedir la produccion
de micelio (Souza et al., 2005). El uso de extractos de citricos en la agricultura no
causa dafos a la salud humana ni al medio ambiente al ser productos
biodegradables y seguros para el uso en comparacion con los pesticidas quimicos
convencionales que causan efectos nocivos para la salud y ambiente al ser

productos sumamente toxicos (Zhang et al., 2020).



Uso de nanoparticulas

La nanotecnologia trae consigo beneficios para la agricultura, medicina, industria
alimentaria y cosmética, en el caso de la agricultura se utilizan particulas de tamafio
nanometrico que ayudan a mejorar la calidad de los productos y el rendimiento de
los cultivos (Kumar et al., 2019; Gonzélez et al., 2024). Esta tecnologia implica
trabajar con materiales minusculos, de entre 1 y 100 milmillonésimas partes del
metro ademas de manipular atomos y moléculas para optimizar los procesos
agricolas y crear innovadoras soluciones, para potenciar la efectividad de los
pesticidas e insecticidas comerciales al posibilitar su aplicacion en dosis
considerablemente menores que las habituales (Xue et al., 2014). En china se han
reportado el uso de nanocompuestos en fertilizantes de lenta liberacion lo cual es
muy importante para la nutricion vegetal (Lira et al., 2018). El uso de las NPs de
CuO, tienen un impacto significativo en la actividad de fitohormonas,
particularmente del &cido indolacético (AlA) y del acido salicilico, este efecto facilita
o intensifica la accion estimulante de las nanoparticulas en el crecimiento y
desarrollo de las plantas (Wang et al., 2015). Por otro lado, las aplicaciones foliares
de nanoquelato de zinc ha obtenido significativos resultados en el cultivo de algodén
al incrementar su contenido de clorofila, biomasa seca y la altura, también se
menciona que en dosis pequefias aplicado de manera foliar logra incrementar el
crecimiento vegetal (Burman et al.,, 2013; Ambrogetti et al., 2016). Ademas de
incrementar el nivel AlA en los brotes apicales y raices y agilizar su crecimiento al
promover su elongacion y division celular (Shyla y Natajaran, 2014). Asi mismo el
uso de nanoparticulas de plata poseen efectos positivos en dosis bajas en la
germinacion de semillas y en la promocién del crecimiento de las plantas tal es el

caso de las plantulas de mostaza (Dimkpa et al., 2015).

Las nanoparticulas de silicio tienen la capacidad de interferir en varios procesos
fisiol6gicos de las plantas, logrando el incremento en el rendimiento, mejorando la
nutricion y calidad (Bano et al., 2021), esto gracias a que tienen la capacidad de
contrarrestar el estrés abidtico y ayudan al crecimiento e incrementan la retencion

de agua en suelos (Rastogi et al., 2019). Ademas, tienen la capacidad de actuar



como un agente de proteccion al prevenir enfermedades fungicas, bacterianas y
causadas por nematodos (Bao-Shan et al., 2004). Estas nanoparticulas han sido
utilizadas para la purificacion de aguas contaminadas resistentes a los métodos
comunes de cloracién y oxidacién logrando excelentes resultados al purificar y
eliminar la gran cantidad de patdogenos y microrganismos resistentes (Quispe,
2021).

Carbé6n activado

El carbon activado que se utiliza comercialmente se prepara con materiales con alto
contenido de carbdn principalmente materiales organicos como: madera y carbén
mineral (Luna et al., 2007). Su composicién quimica es del 75-80% en carbon, 5-
10% en cenizas, 6% en oxigeno y 0.5% en hidrégeno, se considera carbon activado
puro, al igual que el grafito, el diamante y los diversos carbones minerales o de lefia,
todos poseen la propiedad de absorber, que se lleva a cabo mediante un fenémeno
fisicoquimico, donde un absorbente atrapa en sus paredes cierto tipo de moléculas
llamadas adsorbatos (Bansal et al., 1988). En varias investigaciones se ha
observado que posee efectos para mejorar la salud del suelo al estimular el
desarrollo de microorganismos y la actividad biolégica, el drenaje, el pH, la retencién
de agua y nutrientes, crecimiento en raices y resistencia a enfermedades fungicas
y bacterianas, al inhibir la propagacién de Candida albicans y Aspergillus niger
(Gayathri et al., 2017). Ademas, reduce la toxicidad del suelo al absorber y eliminar
contaminantes quimicos (Huang et al., 2018). También el uso de biocarbo6n inhibe
el crecimiento micelial in vitro de S. rolfsii (Nunes, 2021). Al realizar una combinacion
de carbon activado con extractos vegetales podemos aumentar la capacidad de los
extractos al inhibir el crecimiento de hongos en plantas y suelo, esto se lleva a cabo
porque se crear una sinergia entre la absorcion del carbén y la accién fungicida, al
actuar directamente el fungicida en los hongos y el carbon activado, eliminan los

patogenos del entorno (Gémez-Lopez, 2020).



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Experimento

La presente investigacion se realizO en el Laboratorio de Toxicologia del
Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN), en Saltillo, Coahuila, México.

Obtencion del Fitopatdogeno

La cepa de Sclerotium rolfsii utilizada fue proporcionada por el cepario del
Laboratorio de Toxicologia. La reactivacion de la cepa se realiz6 en cajas Petri
adicionadas con Papa-Dextrosa-Agar (PDA) utilizando porciones de micelio de 5

mm de didmetro, incubandose a una temperatura constante de 27 + 2 °C.

Extractos Botanicos

Se evaluaron tres extractos de origen vegetal: Canela (Cinnamomum verum),
Gobernadora (Larrea tridentata), y Citricos (Citru spp.), solos y potencializados al

5% de nano particulas de hidréxido de silicio y carbon activado.

Disefio Experimental

Se llevo a cabo un disefio experimental completamente al azar, evaluando seis
concentraciones distintas (500, 700, 1500, 2000, 2500 y 3000 ppm) para cada
extracto: Canela, Gobernadora y citricos, solos y potencializados. Ademas, se contd
con un testigo quimico (tiabendazol) y un testigo absoluto con cuatro repeticiones
para cada tratamiento.



Evaluacion de la efectividad biolégica

La capacidad antifingica de los extractos vegetales se evalu6 mediante la técnica
de medio de cultivo envenenado en papa-dextrosa-agar (PDA), para ello se
utilizaron matraces Erlenmeyer los cuales fueron llenados con agua destilada y
fueron afiadidas las cantidades apropiadas de PDA siguiendo la recomendacion del
fabricante MCD LAB, los matraces se cubrieron con papel aluminio y se agitaron
suavemente, hasta lograr una completa disolucién, la esterilizacion se realizé en

autoclave a 121°C y a una presion de 15 PSI durante 15 minutos.

Cuando el medio de cultivo alcanzo una temperatura aproximada de 45°C se
incorpord la cantidad necesaria de extracto, para alcanzar las concentraciones
deseadas de (500, 700, 1500, 2000, 2500 y 3000 ppm), ademas de agregar las
nanoparticulas y el carbon activado, posteriormente, se vaciaron los medios en
cajas Petri estériles de 8.5 cm de didmetro, transcurridas 24 horas se coloco un

explante de 5 mm de diametro de la cepa al centro de la caja Petri.

Para evaluar el crecimiento de las cepas, se utilizé un vernier milimétrico, tomando
dos lecturas radiales cruzadas del crecimiento de los hongos cada 24 hrs, hasta que
el testigo cubrié completamente el diametro de la caja. Los valores promedio de las
medidas se registraron en milimetros. El porcentaje de inhibicion se derivd de los

valores finales mediante el siguiente calculo o formula:

% inhibicién = C-T/ € *100

Donde:

C = Didmetro del crecimiento micelial en el testigo (mm)

T = Diametro del crecimiento micelial en el tratamiento (mm) (Bahekar et al., 2017).
Conteo de esclerocios

Las cajas con los diferentes tratamientos se incubaron y transcurridas tres semanas
se realiz6 el conteo de esclerocios de acuerdo con lo indicado por (Ospina et al.,
2011).



Analisis Estadistico

Con los datos recopilados en el porcentaje de inhibicion, se realiz6 un analisis de
PROBIT en SAS (Statistical Analysis Software) version 9.0 para determinar la
concentracion letal media (CLso) para cada uno de los extractos botanicos
evaluados. Ademas, se realiz6 un analisis de (ANOVA) para determinar el
porcentaje de inhibicion y la produccién de esclerocios.



RESULTADOS Y DISCUSION

Inhibiciéon del crecimiento micelial

El crecimiento micelial del testigo fue la referencia para calcular el porcentaje de
inhibicion para cada uno de los tratamientos y se determinaron los valores del CLso

para cada uno.

El andlisis de los datos para el extracto de gobernadora (Cuadro 1), indica que el
extracto solo a concentraciones de 2500 y 3000 ppm inhibié aproximadamente un
23.98 y 28.05% respectivamente. En cuanto al tratamiento adicionado con
nanoparticulas de hidréxido de silicio a partir de 2500 ppm inhibié alrededor del
26.33%. por otro lado, los tratamientos de gobernadora con carbon activado
obtuvieron resultados menos favorables con una inhibicion del 15.11% a la
concentracion mas alta. Esto difiere a lo mencionado por De Marcano et al., (2005),
donde se menciona que el extracto de ajo logro inhibir el 100% de S. rolfsii a los 7
dias en medios de cultivo PDA. Lopez-Benitez et al., (2005), demostraron que el
extracto metandlico de Larrea tridentata (Gobernadora) inhibi6 al 100% el
crecimiento de Fusarium solani y Rhizoctonia solani hasta por 144 horas y de F.
oxysporum hasta por 240 horas. Lopez-Mufioz et al., 2019 y Tejeda et al., 2023
mencionan que las SiNPs interactuan con las células y tejidos de S. rolfsii, afectando
su crecimiento y reproduccién al interferir con su metabolismo en las membranas
celulares y procesos enzimaticos, inhibiendo in vitro el crecimiento radial del hongo.
De acuerdo con Ram et al., (2021), el carbén activado al ser un material poroso
adsorbe compuestos organicos y toxinas liberadas por S. rolfsii y con ello desactiva
su actividad patogénica, al igual al aplicarlo al suelo reduce la disponibilidad de

nutrientes y compuestos que favorecen el crecimiento del hongo.



Cuadro 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de S. rolfsii en respuesta

a los diferentes tratamientos con extracto de gobernadora.

Concentracion Tratamientos
(ppm) Extracto de Gobernadora Gobernadora
Gobernadora NPs de + T. quimico
solo Si(OH), C.A

500 1.6 hi 2.325 ghi 10.465 ghi 40.988 bcde

700 4.07 ghi 2.878 ghi Oi 54.068 abc
1500 4.505 ghi 12.355 ghi 2.763 ghi 66.425 ab
2000 10.9 ghi 14.245 ghi 13.375ghi  51.16 abcd
2500 23.983 efghi 26.338 defgh  10.175ghi  48.11 abcde
3000 28.053 cdefg 23.255 efghi  15.115 fghi 72.82 a

En base a los datos obtenidos de cada tratamiento del extracto de gobernadora
(Cuadro 2) se calculé la CLso, en donde se puede observar que la dosis letal media
del extracto solo de gobernadora es de 6280 ppm, muy similar al extracto adicionado
con nanoparticulas de silicio con 6750 ppm, a diferencia del extracto de
gobernadora mas carbédn activado que requiere una concentracion de 176,840 ppm.
Estos resultados difieren a lo mencionado por Malacara-Herrera et al., (2023),
guienes mencionan que requieren 1355 ppm para inhibir el crecimiento micelial de
Fusarium acuminatum utilizando extracto de gobernadora. También difiere por lo
mencionado por Hernandez, (2020), donde los resultados del analisis Probit para S.
sclerotiorum reflejaron una CL50 de 100.28 ppm del extracto metandlico de
Argemone mexicana, siendo una alternativa para inhibir el crecimiento de S.

sclerotiorum.



Cuadro 2. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion del

extracto de gobernadora contra el hongo S. rolfsii.

Extracto (ppm)
LIMITES ECUACION DE

GOBERNADORA N CL50 FIDUCIALES PREDICCION
Y=-7.9487 +

Gobernadorasolo 4 6280 4607 - 11130 2.0929 (X)
Gobernadora + NPs Y=-6.9996 +

de Si(OH), 4 6750 4768 -13023 1.8279 (X)
Y=-3.4672+

Gobernadora+ CA. 4 176840 - 0.6607 (X)
Y=-1.5674 +

T. quimico 4 772.10372 - 0.5428 (X)

Respecto a las evaluaciones con el extracto de canela (Cuadro 3), el extracto solo,
logro inhibir el crecimiento de S. rolfsii en un 23.83% a una concentracion de 1500
ppm, sin embargo, estadisticamente no existio diferencia en las diferentes dosis
utilizadas, ya que todas presentaron inhibiciones entre 18 y 23%. Por otro lado, el
extracto de canela con nanoparticulas de hidréxido de silicio al 5%, obtuvo una
inhibicion de 21.36% a 700 ppm, resultando ser la mas funcional contra este hongo,
estadisticamente todas las dosis evaluadas fueron similares y los porcentajes de
inhibicién fueron menores al 20%. A diferencia de los tratamientos de canela y
carbon activado donde el efecto antifungico no superé el 14%, ademas de que en
algunas dosis la inhibicion fue nula. Ramirez et al., (2016) reportan el uso de aceite
de canela en una concentracion de 3%, inhibiendo el crecimiento micelial del
patégeno Colletotrichum sp. en un 68%. Allam et al., (2017), mencionan que ha una
concentracion de 20 ppm del extracto de canela lograron inhibir el 100% del
crecimiento micelial de B. cinérea. Los resultados de Stauffer et al., (2000),
mencionan el uso de extractos de bulbos de ajo con efecto fungicida y bactericida,
obteniendo 60% de inhibicion en el crecimiento micelial de Sclerotium spp.



Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de S. rolfsii en respuesta

a los diferentes tratamientos con extracto de canela.

Concentracion

Tratamientos

(ppm) Extracto de Canela c
anela + -
Canela NPs de CA T. quimico
solo Si(OH), '
500 20.493 de 13.083 defg 8.14 efg 40.988 c
700 21.803 de 21.365 de 10.32 defg 54.068 bc
1500 23.838d 19.04 def 0g 66.425 ab
2000 21.365 de 15.99 def 7.265 efg 51.16 bc
2500 18.313 def 18.75 def 3.488 fg 48.11 c
3000 19.915 de 9.155 defg 14.1 defg 72.82 a

En relacion a los resultados anteriores se obtuvo la ClLso de los diferentes

tratamientos (Cuadro 4), en donde podemos observar que el extracto de canela con

nanoparticulas de hidréxido de silicio al 5%, mostraron la CLso mas baja con una

concentracion de 0.0004421, a diferencia del extracto de canela con carboén

activado que presentd la concentracion mas alta de 6.8098 ppm, sin embargo, es

importante mencionar que entre mas se incrementaba la dosis del extracto mayor

era la velocidad del crecimiento de la cepa. Esto difiere a lo reportado Diaz (2020),

quien menciona una CLso de 3557 ppm del extracto de canela, para el control de

Fusarium sp. Asi mismo Echeverria (2024), que menciona que el extracto de canela

necesita una CLso de 18,770 ppm para inhibir el crecimiento de A. alternata.



Cuadro 4. Concentracion letal, limites fiduciales y ecuacion de prediccion del

extracto de canela contra el hongo S. rolfsii.

Extracto (ppm)
LIMITES ECUACION DE
CANELA N CLs0 FIDUCIALES  PREDICCION
Canela solo 4 HTOE / ¥ 5.0698.00
10 0.0648 (X)
Canela + NPs Y=-0.5085 +
e S OM), 4 0.0004421 / 0.1516 (X)
6.8098 E- Y=-1.3626 +
Canela+CA. 4 °7 0 / 0.0309 (X)
— Y=-1.5674 +
T. quimico 4 772.10372 / 0.5428 (X)

Respecto a las evaluaciones realizadas para el control de S. rolfsii, (Cuadro 5), el
extracto de citricos no mostré actividad antifngica contra este patégeno al tener
resultados del 0% de inhibicion en todas las concentraciones utilizadas. Estos
resultados difieren a lo mencionado por Caccioni et al., (2008) que en estudios
anteriores mencionan que el aceite esencial y/o extracto vegetal de cascara de
naranja han demostrado actividad fungicida en gran variedad de hongos
fitopatdgenos. A si mismo lo confirma Silva et al.,, (2015) mencionando que el
tratamiento con extracto de citricos al 1%, obtuvo los mejores resultados para
reducir la incidencia de Penicillium spp. en un 25%, severidad un 10.52%, y un
control del 89.5% de la enfermedad conocida como moho azul en el cultivo de
manzana en postcosecha. De acuerdo a los resultados en el testigo quimico
podemos destacar que a 3000 ppm de Tiabendazol se inhibe alrededor de 70% del
crecimiento de S. rolfsii.,, Estos resultados difieren a lo mencionado por Pérez-
Moreno et al., (2009), donde sus resultados muestran que el Tiabendazol, sélo
retrasé el crecimiento micelial, redujo la produccién de esclerocios y Unicamente
inhibié un 4% del crecimiento de la cepa., (Zazueta et al., 2021), menciona que S.
rolfsii puede cubrir el medio de cultivo PDA en aproximadamente 3 a 5 dias, debido

a su crecimiento rapido.



Cuadro 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de S. rolfsii en
respuesta a los diferentes tratamientos con extracto de citricos.

Concentracion Tratamientos
(ppm) Extracto de Citricos o
e Citricos + I
Citrico NPs de CA T. quimico
solo Si(OH), '
500 od 0od od 40.988 ¢
700 od 0od od 54.068 b
1500 od 0od od 66.425 a
2000 od 0od od 51.16 bc
2500 od 0od od 48.111 bc
3000 od od od 72.82 a

Inhibicién de la produccién de esclerocios

De acuerdo a los resultados en el conteo de esclerocios del extracto de gobernadora
(Cuadro 6), se observa que el testigo absoluto produjo 145.50 esclerocios en
promedio sirviendo como punto de referencia, mostrando que el extracto de
gobernadora solo, logro inhibir el 100% de la produccion en las concentraciones de
1500, 2000, 2500 y 3000 ppm, por otro lado en las concentraciones de 500 y 700
ppm la inhibicion fue de 93.7 y 88.4% respectivamente, mientras que en la
combinacion de gobernadora mas nanoparticulas de hidréxido de silicio, se redujo
la produccién de esclerocios al 100% en las concentraciones de 500, 1500, 2000 y
2500 ppm, mientras que en la concentracion de 700 ppm presentd una inhibicién
del 96.4%, y a 3000 ppm se redujo a 91.6%. En los tratamientos de gobernadora
con carbon activado se inhibi6 alrededor del 100% en las concentraciones de 2000,
2500 y 3000 ppm, también se puede observar que, en las concentraciones de 500,
700 y 1500 ppm inhibié el 95.1, 96.6 y 93%. Podemos destacar que todos los
tratamientos a las diferentes concentraciones lograron superar al tratamiento
quimico (Tiabendazol) que presento el 50% de inhibicion de esclerocios. Estos
resultados coinciden con lo mencionado por Chavez y Aquino (2012), demostrando
gue el extracto de ajo logra obtener un efecto inhibitorio del 100% en condiciones in

vitro en la produccion de esclerocios de Sclerotium spp.



Cuadro 6. Inhibicién de produccidon de esclerocios de S. rolfsii en respuesta a los

diferentes tratamientos con extracto de gobernadora.

Concentracién Tratamientos
(Ppm) Extracto de Gobernadora Gobernadora
Gobernadora NPs de + T. quimico
solo Si(OH), C.A
500 9.25b 0.00 b 7.75b 53.25 abc
700 17.00 b 525b 5.00b 54.07 ab
1500 0.00b 0.00 b 10.25b 66.43 a
2000 0.00b 0.00 b 0.00b 51.16 abcd
2500 0.00b 0.00 b 0.25b 48.11 abcde
3000 0.00b 12.25b 0.00b 72.82 ab
TESTIGO 145.50 a

De acuerdo con la produccion de esclerocios en los tratamientos de extracto de
canela (Cuadro 7), se destacan los resultados del extracto solo, al inhibir la
produccién de esclerocios al 100% en las concentraciones 700, 1500, 2500 y 3000
ppm, en cuanto a la combinacién de canela mas nanoparticulas de hidroxido de
silicio las concentraciones de 1500, 2500 y 3000 ppm inhibieron el 100 sin embargo,
estadisticamente las diferentes dosis fueron similares, por otro lado, el tratamiento
de canela méas carbon activado inhibié el 100% de la produccién de esclerocios en
las concentraciones de 700 y 2500 ppm, seguido por las concentraciones de 3000,
1500, 500 y 2000 ppm con 99.7, 98.2, 97.5 y 96.8% de inhibicion, todos los
tratamientos y las diferentes dosis demostraron una alta inhibicion al superar al
testigo quimico que presento el 50% de inhibicién de esclerocios. Estos resultados
coinciden por lo mencionado por Martinez (2015), donde demuestra que el aceite
esencial de clavo logré inhibir el desarrollo de esclerocios de S. cepivorum siendo
la mejor la concentracion de 50 ppm al inhibir el 73.37%, cabe mencionar que los

extractos de clavo y canela poseen el metabolito eugenol.



Cuadro 7. Inhibicién de produccidon de esclerocios de S. rolfsii en respuesta a los

diferentes tratamientos con extracto de canela.

Concentracion Tratamientos
(ppm) Extracto de Canela Canela +
Canela NPs de CA T. quimico
solo Si(OH), '

500 25.50 bcd 3.00d 3.75d 53.25 abc

700 0.00d 1.50d 0.00d 54.07 ab
1500 0.00d 0.00d 2.75d 66.43 a
2000 10.75 cd 0.25d 4.75d 51.16 abcd
2500 0.00d 0.00d 0.00d 48.11 abcde
3000 0.00d 0.00d 0.50d 72.82 ab

TESTIGO 145.50 a

Para el tratamiento de citricos (Cuadro 8), podemos destacar que el extracto solo
en las concentraciones de 500, 700, 1500, 2000 y 3000 ppm, inhibieron por arriba
del 90%, donde la concentracion de 2500 ppm inhibié el 100% de esclerocios,
Mientras que en el tratamiento de citricos mas nanoparticulas de silicio en las
concentraciones de 500, 2000 y 2500 ppm, inhibié el 100%, seguido de las
concentraciones de 700, 3000 y 1500 ppm, con 90.1, 89.9 y 82% de inhibicion, por
otro lado, la combinacion del extracto con carbdén activado destaco al obtener el
100% de inhibicion de esclerocios en las concentraciones de 500, 1500, 2000, 2500
y 3000 ppm., seguido de la concentracion de 700 ppm, con el 94.2%, destacando
gue todas las concentraciones superan al testigo quimico. Estos resultados
coinciden con los resultados obtenidos por Aguilar et al., (2014) donde demostraron
gue el aceite esencial de citronela Cymbopogon nardus L. obtuvo un 50% de control
sobre S. sclerotiorum, y su produccion de esclerocios, por otro lado, el aceite
esencial también mostr6 actividad flungica sobre hongos como Colletotrichum
musae, Aspergillus spp., y Pyricularia grisea. De igual manera Trapman, (2014)
mencionan que el extracto de las semillas de naranja tiene la capacidad de manera
in vitro para inhibir el crecimiento de hongos y bacterias extremadamente

perjudiciales.



Cuadro 8. Inhibicién de produccidon de esclerocios de S. rolfsii en respuesta a los

diferentes tratamientos con extracto de citricos.

Concentracién Tratamientos
(ppm) Extracto de Citricos o
o Citricos + .
Citricos NPs de CA T. quimico
solo Si(OH), '
500 1.25 de 0.00 e 0.00 e 53.25 abc
700 10.50 bcde 14.50 bcde 8.50 bcde 54.07 ab
1500 6.50 bcde 26.25 abcde 0.00 e 66.43 a
2000 1.50 de 0.00 e 0.00e 51.16 abcd
2500 0.00 e 0.00 e 0.00 e 48.11 abcde
3000 2.50 cde 14.75 bcde 0.00 e 72.82 ab

TESTIGO 145.50 a




CONCLUSION

En base a todos los resultados obtenidos se concluye que el extracto que obtuvo el
mayor porcentaje de inhibicion con un 28% fue el extracto de gobernadora, ademas
de obtener una CL50 de 6200 ppm.

En cuanto a la produccion de esclerocios todos los tratamientos solos o combinados
fueron eficientes ya que disminuyeron la presencia de los esclerocios en mas del
90%, superando al testigo quimico, resultando estos una alternativa eficiente y

sostenible para la agricultura para controlar a S. rolfsii.
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