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Effectiveness of plant extracts and effective microorganisms on growth in vitro of Sclerotium rolfsii
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RESUMEN

Se evaluaron dieciocho extractos vegetales y microorganismos eficientes (EM) sobre el crecimiento micelial
in vitro y formacion de esclerocios de Sclerotium rolfsii. Los extractos se prepararon con 50 g de hojas
jovenes de tuatda (Jatropha gosscpifolla), merey (Anacardiun occidentale), orégano (Origanum vulgare),
nim (Azadirachta indica), corocillo (Cyperus rotundus), cundeamor (Memordica charantia), lecherito
(Chamaesyce irta), cariaquito (Lantan camara), mango (Mangifera indica), matarratén (Gliricidia sepium),
culantro (Coriandrum sativum), onoto (Bixa orellana), yuquilla (Digitaria sanguinalis), sabila (Aloe vera),
bulbos de ajo (Allium sativum) y cebolla (Allium cepa), hojas y fruto de noni (Morinda citrifolia), mas 180
ml de agua destilada estéril. Se tomaron 3 ml de cada uno de los extractos y se mezclaron con 15 ml de agar-
malta y se dispensaron en capsulas de Petri. Para los microorganismos eficientes se midieron 3 ml del
producto comercial y se disolvieron en 15 ml de agar malta. Una vez solidificado el medio se sembro la
colonia del hongo. Durante 5 dias se midié el crecimiento micelial. A los 8 dias se cuantifico la formacion
de estructuras de reproduccion. Los resultados indican que los extractos de ajo, yuquilla, nim, orégano,
cundeamor y matarraton inhibieron el crecimiento micelial de S. rolfsii, durante los primeros 3 dias. El
testigo y el resto de los tratamientos permitieron el crecimiento del micelio del patégeno durante los 5 dias
de observacion. Referente a la formacion de estructuras de reproduccion, los extractos de yuquilla y
matarraton, fueron mas efectivos en el control de S. rolfsii. El efecto inhibitorio de EM sobre el crecimiento
del patdgeno fue constante en el tiempo ya que inhibié completamente el crecimiento micelial y la formacion
de estructuras de reproduccion.
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ABSTRACT

Eighteen plant extracts and effective microorganisms (EM) were evaluated on mycelial growth In Vitro and
formation of sclerotia of Sclerotium rolfsii. Extracts were prepared with 50 g of young leaves of Jatropha
gosscpifolla, Anacardiun occidentale, Origanum vulgare, Azadirachta indica, Cyperus rotundus,
Memordica charantia, Chamaesyce irta, Lantan camara, Mangifera indica, Gliricidia sepium,
Coriandrum sativum, Bixa orellana, Digitaria sanguinalis, Aloe vera, Allium sativum bulbs, Allium cepa
bulbs, and leaves and fruit of Morinda citrifolia, more 180 ml of sterile distilled water, 3 ml of each extracts
and 15 ml of agar - malt mixed, dispensed in capsules Petri, equal was done for EM . Once the middle of
the fungus was solidified the colony planted. Mycelia growth was measured for 5 days. At 8 days the
formation of reproductive structures was determined. The results indicate that extracts of Allium cepa,
Digitaria sanguinali, Azadirachta indica, Origanum vulgare, Memordica charantia and Gliricidia sepium
inhibited the mycelia growth of S. rolfsii, during the first 3 days. The control and other treatments allowed
mycelia growth of the pathogen during the 5 days. Regarding the formation of reproductive structures,
Digitaria sanguinalis, Gliricidia sepium extracts allowed a minimum formation of sclerotic being the most
effective in the control of S. rolfsii. The inhibitory effect of EM on the growth of the pathogen was constant
over time, and that completely inhibited the mycelia growth and the formation of reproductive structures.
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INTRODUCCION

Muchas de las enfermedades que afectan a los
cultivos agricolas, son causadas por hongos
habitantes del suelo. Dentro de estos patdgenos se
encuentra Sclerotium rolfsii, el cual es una especie
de hongo causante de mas de un centenar de
enfermedades en especies vegetales, coloniza los
conductos xilematicos de la planta, bloquea los
vasos, lo que determina la aparicion de sintomas de
marchitamiento de hoja, amarilleo y eventualmente
necrosis y muerte total de la planta (Smith et al.
1986).

S. rolfsii es un patdgeno del suelo de dificil
control, su diseminacion en el campo se efectla a
través de material de propagacion infectado,
fragmentos de plantas enfermas y movimiento de
suelo infestado con esclerocios, los cuales pueden
sobrevivir hasta por mas de 20 afios (Haglund y
Kraft, citados por Rodriguez et al. 2010). Debido a
que posee estructuras de reproduccion y resistencia
Ilamadas esclerocios, este patdgeno tiene la
capacidad de penetrar en los haces vasculares del
centro de la raiz produce oclusion y se difunde sin
activar los mecanismos de deteccion y defensa del
huésped (Agrios 2005).

La incidencia de este patdgeno, trae consigo
una baja densidad de poblacion, disminucién de la
produccidn y por consiguiente pérdidas econémicas
en los cultivos. Por tanto se deben tomar medidas
preventivas que eviten la aparicion de esta
enfermedad. Su control se ha basado
tradicionalmente en el uso de productos quimicos
sintéticos, muchos de los cuales han producido,
como efecto secundario, problemas de desequilibrio
ambiental, de salud humana y el surgimiento de
poblaciones de plagas mas agresivas y resistentes a
ellos (FAO 2002).

Estos problemas han llevado a la basqueda de
alternativas de control de plagas que se inserten en
el desarrollo de agro sistemas sostenibles, basados
en un manejo integrado de cultivos sin alterar el
equilibrio del sistema (Bunch 1997). Una de estas
alternativas es el uso de extractos de plantas que
actian como pesticidas o simplemente como
reguladores del desarrollo de los patdgenos (Cuttler
y Schmutteres 1999). El efecto fungistatico o
fungicida de extractos de plantas cultivadas o

silvestres ha quedado demostrado en diversos pato
sistemas (Debey y Kishore 1987; Roa et al. 1992;
Awuah 1994; Bianchi et al. 1997; Rodriguez y
Montilla 2002; Zapata et al. 2003; De Marcano et
al. 2005; Flores et al. 2011).

Actualmente se estan utilizando EM,
producto comercial conformando por tres tipos de
organismos: levaduras, bacterias acido lacticas y
bacterias fotosintéticas, las cuales desarrollan
sinergia metabodlica que permite su aplicacion en
diferentes campos de la ingenieria (Najar y Thomas
2001).

Eco tecnologias (2014) indico que EM es un
cultivo mixto de microorganismos benéficos
naturales, sin manipulacion genética, presentes en
ecosistemas naturales, fisiolégicamente
compatibles entre si, usado como una opcidn viable
y sostenible para la produccion agricola y animal
dentro de parametros organicos y bioldgicos, que no
afectan el medio ambiente, para lograr productos de
alta calidad con bajo costo.

En este producto, segin lo expuesto por
Edens et al. (1997), un grupo de microorganismos
eficientes alcanza una copropiedad por medio de la
cooperacion y la coexistencia en un medio liquido
natural y al momento en que se introduce al
ambiente, los efectos sinérgicos son beneficiosos.

Por lo antes expuesto, es necesario evaluar
alternativas de control menos peligrosas y efectivas
para el manejo de las plagas y enfermedades, como
los extractos vegetales y microorganismos eficaces.
El objetivo del trabajo fue evaluar la efectividad
de 18 extractos vegetales y microorganismos
eficientes sobre el crecimiento micelial in vitro y
formacion de esclerocios de Sclerotium rolfsii.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizd en el laboratorio de
fitopatologia de la Estacion de Investigaciones
Agropecuarias y de Extension (EDIAGRO) de
Fundacion La Salle Campus Cojedes, ubicada en el
municipio San Carlos del Edo. Cojedes, durante el
segundo semestre del afio 2013.

Para ello, se seleccionaron 18 extractos
vegetales, un producto biolégico Ilamado
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comercialmente Microorganismos eficientes (EM)
y un testigo (Tabla 1).

La colonia del hongo se aislé de una siembra
de pimenton ubicada en terrenos de Fundacion La
Salle Campus Cojedes.

Elaboracion de los extractos: se utilizd la
metodologia propuesta por Bianchi et al. (1997)
modificada, se seleccionaron hojas terminales de
plantas adultas de tuatla, merey, orégano, nim,
corocillo, cundeamor, lecherito, cariaquito, mango,
matarraton, yuquilla, sébila, culantro y onoto,
también se seleccionaron bulbos de ajo y cebolla y
hojas y fruto de noni, se lavaron con agua corriente
y una solucion de hipoclorito de sodio al 2%, luego
con agua destilada estéril. Se tomaron 50 g de cada
una de las partes seleccionadas, mas 180 ml de agua
destilada estéril, se licuaron durante 5 minutos,
fueron coladas y pasadas por una gasa para eliminar
los restos de partes vegetales. En la cdmara de flujo
laminar, se colocaron 3 ml de cada uno de los
extractos y 15 ml de agar malta, se agit6 ligeramente
hasta que se form6 una mezcla homogénea y se
dispens6 en cépsulas de petri previamente
esterilizadas. Una vez solidificado el medio se
procedié a sembrar la colonia del hongo. Al testigo
absoluto se le colocaron 3 ml de agua destilada
estéril y luego se sembro la colonia.

Los datos se tomaron a las 72 y 120 horas
midiendo el crecimiento del micelio del hongo con
una regla graduada (cm). A los 8 dias se cuantifico
manualmente el ndmero total de esclerocios
formados.

Se utilizd un diselo completamente
aleatorizado con 20 tratamientos y 5 repeticiones

por cada tratamiento. Los datos fueron analizados
estadisticamente, aplicando un analisis de varianza
y una prueba de comparacién de medias de Duncan.
Se utiliz6 el paquete estadistico stadgrafic.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de extractos vegetales y EM sobre el
crecimiento micelial de S. rolfsii

El efecto inhibitorio de los extractos vegetales
y EM sobre Sclerotium rolfsii fue variable y se
observaron diferencias (P<0,05) entre extractos
vegetales, EM vy el testigo.

La prueba de Duncan (Tabla 2) muestra 6
grupos de medias. En el grupo 1 los extractos de ajo,
nim y EM inhibieron el crecimiento micelial y en
menor cuantia yuquilla, matarratén, cundeamor y
orégano, con valores desde 0,04 hasta 0,06 cm. El
resto de los extractos, no inhibieron el desarrollo del
micelio. De igual modo, el testigo no inhibié el
crecimiento del patdégeno. En el grupo 6 se
encuentran los extractos que generaron  mayor
crecimiento (1,274 en extracto de sabila y 1,3080
cm en extracto de tuatia).

El extracto de ajo ha sido utilizado en
investigacioén sobre propiedades anti fungicas de
extractos vegetales, la mayoria de las veces ha
generado resultados positivos. Chavez y Aquino
(2012) demostraron que el extracto de ajo inhibid
el crecimiento micelial de tres hongos; asi como la
esporulacién de Fusarium sp. y la produccién de
esclerocios de Sclerotium sp. Chavez (2012)
observo que el extracto de ajo present6 la menor
area de crecimiento micelial (0,34 cm?) in vitro del
hongo Rhizoctonia sp.

Tabla 1. Extractos vegetales empleados en el control de crecimiento de Sclerotium rolfsii.

Extracto

Extracto

T1. Sabila(Aloe vera)

T2. Ajo (Allium sativum)

T3. Corocillo (Cyperus rotundus)
T4.Cundeamor (Momordica charantia)
T5. Hojas de Noni (Morinda citrifolia)
T6. Nim (Azadirachta indica)

T7. Lecherito (Chamaesyce irta)

T8. Onoto (Bixa orellana)

T9. Cariaquito (Lantanacamara)

T10. Mango (Mangifera indica)

T11. Fruto de Noni (Morinda citrifolia)
T12. Yuquilla (Digitaria sanguinalis)
T13. Tuatua (Jatropha gossypifolia)
T14. Matarraton (Gliricidia sepium)
T15. Culantro(Coriandrum sativum)
T16. Orégano(Origanum vulgare)

T17. Merey (Anacardiun occidentale)
T18. Cebolla (Allium cepa)

T19. E.M.

T20. Testigo
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Tabla 2. Crecimiento micelial para el dia 3 de Sclerotium rolfsii sometido 20 tratamientos.

Tratamientos 1 2 3 4 5 6

Ajo 0,00 -em-

Nim 0,00

EM 0,00

Yuquilla 0,04

Matarraton 0,06

Cundeamor 0,06

Orégano 0,06

Culantro 0,76

Fruto Noni 0,86 0,86

Onoto 0,92 0,92 0,92

Cariaquito 1,05 1,05 1,05

Hojas Noni 1,06 1,06 1,06

Merey 1,06 1,06 1,06

Cebolla 1,16 1,16 1,16

Mango 1,16 1,16 1,16

Lecherito 1,19 1,19

Corocillo 1,20 1,20

Séabila 1,27 1,27

Tuatla 1,31 1,31

Testigo 1,53
Sig. 0,70 0,25 0,05 0,07 0,10 0,06

A pesar de que en el presente trabajo se utilizé
una concentracion de 277,00 g/L, estos resultados
coinciden con los obtenidos por Barros et al. (1995)
y Gasparin et al. (1998), quienes sefialaron el efecto
inhibidor del extracto de ajo sobre el crecimiento de
diferentes hongos como: Rhizoctonia solani,
Alternaria spp. y Curvularia spp., cuando utilizaron
concentraciones entre 8 y 50 g/L.

Asi mismo, los resultados concuerdan con los
obtenidos por Chavez y Aquino (2012) quienes
reportan que el extracto de ajo inhibio el crecimiento
micelial de los hongos Rhizoctonia sp., Fusarium
sp. y Sclerotium sp; asi como la esporulaciéon de
Fusarium sp. y la produccion de esclerocios de
Sclerotium sp.

Sarubbi (2002) observé una inhibicion de
100% del crecimiento micelial in vitro de
Rhizoctonia solani con extracto de ajo a 30.000
ppm. Lo&pez et al. (2005) obtuvieron inhibicion del
crecimiento del hongo en 98 y 100% utilizando

extracto de ajo en concentraciones de 5 y 10%,
respectivamente.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos
por Nifio et al. (2007), quienes informaron actividad
inhibitoria de extractos de Syzigium aromaticum,
Lippia alba, Allium cepa, Commelina difusa,
Momordica charantia, Pavonia sp., Plenax sp
contra Mycosphaerella fijiensis y Fusarium sp. En
estos estudios se ha demostrado que algunos
agentes protectores o inductores de resistencia por
su actividad como anti fungicos son cumarinas,
compuestos fendlicos, flavonoides, saponinas y
quinonas.

Alvarado et al. (2012) evaluaron extractos
etanolicos de orégano silvestre (Lippia origanoides)
y nim en el control de S. rolfsii y S. cepivorum, este
patogeno no se desarroll6 cuando se combinaron
ambos extractos, se obtuvo inhibicion de 71,4 %
con respecto al testigo. En contraste, S. rolfsii crecio
100% en aquellos tratamientos con A. indica, pero
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no crecié en extracto de L. origanoides. Para el
quinto dia del crecimiento micelial de Sclerotium
rolfsii  hubo diferencias (P<0,05) entre los
tratamientos.

En la Tabla 3 se aprecian 8 grupos de medias
para crecimiento de micelio al quinto dia. EI grupo
1 formado por el tratamiento con EM inhibi6 el
crecimiento del micelio; mientras que en el grupo 2
los extractos de yuquilla y ajo permitieron un ligero
crecimiento  del patogeno. Los extractos de
cundeamor y orégano pertenecientes también a este
grupo, igualmente causaron un efecto inhibitorio;
pero menor que el extracto de ajo (0,7120 cm) y
yuquilla (0,9 cm). El resto de los extractos no
produjo efecto inhibitorio sobre el crecimiento del
micelio, permitieron desarrollo desde 0,96 hasta
1,56 cm, este Gltimo mayor que el testigo (1,02 cm).

Al comparar el crecimiento micelial de S.
rolfsii sometido a 18 extractos vegetales y EM, se
evidencia que para el dia 5 EM continGa con su

accion inhibitoria sobre el patdgeno, seguida por los
extractos de ajo y yuquilla.

Con respecto al modo de accion de EM, Higa
y Parr (1994) aseguran que es una solucion que
contiene varios microorganismos benéficos tanto
aerobicos como anaerdbicos, los cuales ejercen
accion antagonista contra patdgenos.

La accion anti fangica del EM se debe segun
FUNDASES (2005), a los microorganismos que lo
constituyen (bacterias fotosintéticas
Rhodopseudomonas spp, acido lacticas
Lactobacillus spp. y levaduras Sacharomyces spp),
que toman sustancias generadas por otros
organismos y basan en ello su funcionamiento y
desarrollo. Cuando los microorganismos eficaces
incrementan su poblacion, como una comunidad en
el medio en que se encuentran, se incrementa la
actividad de los microorganismos naturales, lo cual
suprime microorganismos patégenos. APNAN
(1995) afirmé que las bacterias acido lacticas

Tabla 3. Crecimiento micelial para el dia 5 de Sclerotium rolfsii sometido a 20 tratamientos.

Grupos
Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8
EM 0,00 -om-
Yugquilla 0,58
Ajo 0,60
Cundeamor 0,71 0,71
Orégano 0,90 0,90 0,90
Matarraton 0,96 0,96 0,96
Testigo 1,02 1,02 1,02
Mango 1,10 1,10 1,10
Nim 1,12 1,12 1,12
Onoto 1,16 1,16 1,16 1,16
Culantro 1,20 1,20 1,20 1,20
Cebolla 1,22 1,22 1,22 1,22 1,22
Hojas noni 1,24 1,24 1,24 1,24 1,24
Fruto noni 1,26 1,26 1,26 1,26
Merey 1,26 1,26 1,26 1,26
Cariaquito 1,30 1,30 1,30 1,30
Tuatla 1,30 1,30 1,30 1,30
Corocillo 1,38 1,38 1,38
Lecherito 1,48 1,48
Séabila 1,56
Sig. 1,00 0,05 0,06 0,06 0,064 0,13 0,08 0,06
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producen acido lactico a partir de azucares y
carbohidratos elaborados  por  bacterias
fotosintéticas y levaduras, se cree que la presencia
de &cido lactico, origina sustancias antibacteriales
(antibioticas) inhibidoras de patdgenos.

Efecto de extractos vegetales y EM sobre la
formacion de esclerocios de S. rolfsii

Referente a la formacion de esclerocios hubo
diferencias (P<0,05) entre los tratamientos. La
prueba de comparacion de medias de Duncan (Tabla
4) muestra 6 grupos, el grupo 1 conformado por los
extractos de ajo, orégano, cundeamor y EM
inhibieron totalmente la formacién de esclerocios.
En este grupo los extractos de nim, yuquilla y
matarraton permitieron que se formaran menos de
50 esclerocios. En el resto de los extractos el
patégeno produjo mas de 90 esclerocios, estas
estructuras de reproduccién y diseminacion son
indispensables para que el hongo pueda causar la
enfermedad. Una reduccion de su crecimiento
vegetativo, por efecto de los extractos, ocasionaria

producidos y en consecuencia de la diseminacion de
la enfermedad.

Resultados similares fueron encontrados por
De Marcano et al. (2005) quienes evaluaron el
efecto antifingico de extractos de tartago (Ricinus
communis), albahaca (Ocimum  basilicum),
mastuerzo (Lepidium virginicum), ajo y nim sobre
el crecimiento micelial in vitro de Sclerotium rolfsii
y Thielaviopsis basicola. EI nimero de esclerocios
fue menor en los extractos de ajo y nim.

Los resultados del presente trabajo
concuerdan con los obtenidos por Chirinos y
Rodriguez (2005), quienes evaluaron los extractos
de nim, ajo y cebolla en el control de Fusarium sp.
y otros patdgenos, los cuales resultaron promisorios
en la inhibicion del crecimiento y formacion de
estructuras de reproduccion.

Referente a EM, se mantuvo la accion anti
fufiica durante los 5 dias de evaluacion del
crecimiento micelial y la formacion de esclerocios,
estos resultados coinciden con los obtenidos por

una disminucién del numero de esclerocios Moya (2001) y Flores et al. (2013), quienes
Tabla 4. Nimero de esclerocios para el dia 8 de Sclerotium rolfsii sometido a 20 tratamientos.
Grupos
Tratamiento 1 2 3 4 5 6
Ajo 0,00
Cundeamor 0,00
Orégano 0,00
EM 0,00
Nim 3,80
Matarraton 4,00
Yugquilla 5,40
Hojas Noni 92,20
Frutos noni 99,20
Merey 104,20
Coraocillo 107,60 107,60
Lecherito 110,00 110,00
Tuatla 114,00 114,00
Culantro 119,60 119,60
Cebolla 128,40 128,40 128,40
Mango 129,60 129,60 129,60
Sébila 152,40 152,40 152,40
Testigo 171,40 171,40
Onoto 179,00
Cariaquito 243,20
Sig. 0,83 0,13 0,06 0,06 0,23 1,00
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realizaron trabajos sobre aplicacion de EM en el
manejo de Mycosphaerella fijiensis, Fusarium vy
Sclerotium, los resultados indicaron que EM
ejercié control absoluto sobre el crecimiento e
incidencia de los patogenos en los cultivos de
pimenton y muséceas estudiados.

CONCLUSIONES

Los extractos de ajo, yuquilla, nim, orégano,
cundeamor y matarraton inhibieron el crecimiento
micelial de S. rolfsii durante los primeros 3 dias
(P<0,05). Por tanto, se podrian aprovechar en
mezclas, para aumentar su efecto inhibitorio sobre
el hongo.

El resto de los extractos no causaron efecto en
el crecimiento del patégeno durante 5 dias de
observacion.

El efecto inhibitorio de EM sobre el
crecimiento del patdgeno fue constante en el tiempo,
inhibi6 completamente el crecimiento micelial y
formacion de estructuras de reproduccion.

Los extractos ajo, yuquilla, nim, orégano,
cundeamor, matarratbn 'y  microorganismos
eficientes pueden constituir alternativas dentro del
manejo integrado de plagas de Sclerotium rolfsii.
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