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Estudios In vitro de nuevas formulaciones basadas en 3 tienil 5 azido pirazol para
el control de hongos fitopatégenos.

Resumen general
En el presente estudio se evalud la actividad antifungica In vitro de nuevas formulaciones

basadas en 3-tienil-5-azido pirazol contra cuatro hongos fitopatégenos de importancia
agricola: Sclerotium cepivorum, Botrytis spp, Fusarium spp, y Neopestalotiopsis spp, La
molécula fue evaluada de manera individual y en combinacion con tebuconazol y
nanoparticulas de plata a diferentes concentraciones, con el objetivo de determinar su

efecto sobre la inhibicidon del crecimiento micelial.

Los resultados mostraron un efecto antifungico dependiente de la concentracion en todos
los patdgenos evaluados, alcanzando niveles de inhibicion cercanos al 100% en
concentraciones altas. En Sclerotium cepivorum, la molécula sola presenté un ICs, de
5.23 ppm y la combinacién con nanoparticulas de plata un ICs, de 5.63 ppm. En Botrytis
spp, la molécula sola presentd un ICs, de 10.46 ppm y la combinacién con tebuconazol
un ECs, de 6.95 ppm, y la combinacion con nanoparticulas de plata presenté un ICs, de
6.95 ppm. En Fusarium spp, la molécula sola presentdé un ICs, de 17.49 ppm, la
combinacién con tebuconazol un ICs, de 8.70 ppm y la combinaciéon con nanoparticulas
de plata un IC5, de 17.37 ppm. Finalmente, en Neopestalotiopsis spp, la molécula sola
presentd un ICs, de 17.49 ppm, la combinacién con tebuconazol un ICs, de 9.06 ppm y
la combinacién con nanoparticulas de plata un IC5, de 13.77 ppm. Adicionalmente, los
ensayos /n situ realizados contra Sclerotium cepivorum confirmaron la eficacia biolégica
del compuesto a 600 ppm obtuvo un control del 92 % mientras que a 60 ppm el control
fue de 66 %. En conjunto, los resultados demuestran que la molécula 3-tienil-5-azido

pirazol presenta potencial como agente antifungico de amplio espectro.
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In Vitro Studies of New Formulations Based on 3-Thienyl-5-Azidopyrazole for the
Control of Phytopathogenic Fungi

Abstract

This study evaluated the /n vitro antifungal activity of new formulations based on 3-thienyl-
5-azido pyrazole against four plant-pathogenic fungi of agricultural importance:
Sclerotium cepivorum, Botrytis spp., Fusarium spp., and Neopestalotiopsis spp. The
molecule was evaluated individually and in combination with tebuconazole and silver
nanoparticles at different concentrations, with the aim of determining its effect on the
inhibition of mycelial growth. The results showed a concentration-dependent antifungal
effect against all evaluated pathogens, reaching inhibition levels close to 100% at high
concentrations. Against Sclerotium cepivorum, the molecule alone exhibited an /Cs, of
5.23 ppm, and the combination with silver nanoparticles an ICs, of 5.63 ppm. In Botrytis
spp., the molecule alone exhibited an ICs, of 10.46 ppm, and the combination with
tebuconazole exhibited an ICs;, of 6.95 ppm, while the combination with silver
nanoparticles exhibited an /Cs, of 6.95 ppm. In Fusarium spp., the molecule alone
exhibited an /ICs, of 17.49 ppm, the combination with tebuconazole an ICs, of 8.70 ppm,
and the combination with silver nanoparticles an ICs, of 17.37 ppm. Finally, in
Neopestalotiopsis spp., the molecule alone exhibited an ICs, of 17.49 ppm, the
combination with tebuconazole an /Cs, of 9.06 ppm, and the combination with silver
nanoparticles an ICs, of 13.77 ppm. Additionally, field trials conducted against Sclerotium
cepivorum confirmed the compound’s biological efficacy: at 600 ppm, a 92% disease
control rate was recorded, while at 60 ppm, the disease control rate was 66%. Overall,
the results demonstrate that the 3-thienyl-5-azido pyrazole molecule shows potential as

a broad-spectrum antifungal agent.
Keywords

Ag nanoparticles, tebuconazole, inhibitory concentration, aryl azido pyrazole.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL
Los pirazoles son compuestos heterociclicos de cinco miembros que contienen dos

atomos de nitrégeno adyacentes. La adicién de diversos grupos funcionales hace una
estructura mas compleja, estos compuestos exhiben propiedades sintéticas, biolégicas

y fotofisicas de importancia critica (Badawey, et al 1988, S. Sugiura, et al 1977).

Desde el punto de vista agroquimico, el anillo de pirazol es de gran importancia, debido
a que los derivados de pirazoles han sido objeto de atencion en el estudio de los
fungicidas, debido a su baja toxicidad y alta biactividad (Rainer y Christoph 1995, Itaru et
al. 1988). es decir, se ha sefialado la importancia de estos derivados en la quimica de
los plaguicidas, ya que tienen actividad herbicida (Ohno,et al 2004), fungicida (Lv, H.S
et al 2013) e insecticida (Zhou, et al 2013) consolidandose el anillo de pirazol como un

farmacaoforo notablemente efectivo en el disefio de fungicidas (Xue-Ru Liu et al 2014).

En la actualidad, se han comercializado numerosos derivados de pirazol como
fungicidas; por ejemplo, furametpyr y penthiopyrad. Furametpyr se ha empleado para
controlar la roya de vaina del arroz en el campo agricola, ya que inhibe la sintesis de
aspirato y glutamato (F. Dong, et al 2013). Por su parte, penthiopyrad muestra actividad
contra enfermedades resistentes tanto a estrobilurinas como a DMI, las cuales son

causadas por oidio, moho gris, roya y Botrytis (C.B Vicentini, et al 2007).

La efectividad de estos compuestos en la proteccion de cultivos es especialmente critica
si se consideran las enfermedades fungicas que afectan la agricultura a nivel mundial,

ya que estas reducen tanto la calidad como la cantidad de los productos cosechados.

1.1 Justificacion

Las enfermedades causadas por hongos fitopatégenos continian representando una de
las principales limitantes para la produccién agricola mundial. Géneros como Sclerotium
cepivorum, agente causal de la pudricion blanca en aliaceas (Zapata et al 2022),
Fusarium spp, responsables de marchiteces vasculares y pudriciones radiculares, y

Botrytis spp, causantes de mohos grises en diversos cultivos horticolas y frutales,



generan pérdidas econdmicas significativas y afectan la calidad comercial de los

productos agricolas (Dean, R. et al 2014).

El manejo convencional de estas enfermedades (Sclerotium cepivorum, Fusarium spp,
Botrytis spp, y Nepestalotipsis spp) depende en gran medida del uso de fungicidas
sintéticos. Sin embargo, el uso continuo y repetitivo de moléculas con el mismo modo de
accién ha favorecido la aparicidon de poblaciones resistentes, particularmente en Botrytis
cinerea y especies de Fusarium (Hahn, 2014; Lucas et al., 2015). Ademas, las
restricciones regulatorias y la creciente preocupacion ambiental exigen el desarrollo de

compuestos con mayor especificidad, menor toxicidad y nuevos mecanismos de accion.

En este contexto, los compuestos heterociclicos, especialmente los derivados del nucleo
pirazol, han demostrado un amplio espectro de actividad biolégica en agroquimica.
Diversos fungicidas comerciales inhibidores del succinato deshidrogenasa (SDHI)
contienen estructuras relacionadas con pirazoles, o que evidencia el potencial de este

nucleo quimico en el control de fitopatégenos (Sierotzki & Scalliet, 2013).

Por otra parte, el grupo funcional azido (—N3) ha despertado interés en quimica medicinal
y quimica agricola debido a su alta reactividad y capacidad para modificar propiedades
electronicas y lipofilicas de las moléculas (Brase et al., 2005). La incorporacién del grupo
azido en sistemas aril-pirazol podria generar nuevas formulaciones con actividad
antifingica mejorada, ya sea mediante alteraciones en la permeabilidad celular,

interferencia metabdlica o generacion de estrés oxidativo.

A pesar del potencial quimico de estos sistemas, existe limitada informacién sobre la
actividad antifungica In vitro de derivados azido aril-pirazol contra patdgenos agricolas
de alta importancia econémica. Por lo tanto, la presente investigacion se justifica en la
necesidad de evaluar nuevas formulaciones con posible actividad fungicida, que
contribuyan al desarrollo de alternativas innovadoras para el manejo de enfermedades,
y que eventualmente puedan reducir la presidn de seleccion y retrasar la aparicién de

resistencia.



1.2 Objetivo general

Evaluar la actividad fungistatica /In vitro de nuevas formulaciones basadas en
azido aril-pirazol contra Sclerotium cepivorum, Fusarium spp, Botrytis spp, y
Neopestalotiopsis spp mediante la determinacion de la inhibicion del crecimiento

micelial y el analisis comparativo de su eficacia biologica.

1.2.1 Objetivos especificos

Evaluar la concentracion minima inhibitoria al 50 % de la molécula 3 tienil 5 azido
pirazol contra los hongos Sclerotium cepivorum, Fusarium spp, Botrytis spp y
Neopestalotiopsis spp

Evaluar la concentracion minima inhibitoria al 50 en combinacién con
nanoparticulas de plata a bajas concentraciones (no mayor al 1%) en sinergia con
la molécula 3 tienil 5 azido pirazol contra los hongos Sclerotium cepivorum,
Fusarium spp, Botrytis spp, y Neopestalotiopsis spp

Evaluar la concentracion minima inhibitoria al 50 en combinacion con Tebuconazol
a bajas concentraciones (no mayor al 1%) en sinergia con la molécula 3 tienil 5
azido pirazol contra los hongos Sclerotium cepivorum, Fusarium spp, Botrytis spp
y Neopestalotiopsis spp

Determinar el efecto antifungico de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol sobre

Sclerotium cepivorum. en condiciones de invernadero

1.3 Hipotesis

Ha: La molécula 3 tienil 5 azido pirazol a sola o en combinacion con tebuconazol o

nanoparticulas de plata a bajas concentraciones tiene un efecto inhibitorio micelial

significativo en los cuatro hongos evaluados comparados con el tratamiento control.



Ho: La molécula 3 tienil 5 azido pirazol a sola o en combinacion con tebuconazol o
nanoparticulas de plata a bajas concentraciones no tiene un efecto inhibitorio micelial

significativo en los cuatro hongos evaluados comparados con el tratamiento control.
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CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2 generalidades del pirazol

2.1 Estructura y caracteristicas del nucleo pirazol

El pirazol es un compuesto heterociclico aromatico de cinco miembros que contiene dos
atomos de nitrégeno adyacentes, uno de caracter tipo pirrol (donador de protones) y otro
tipo piridina (aceptor de protones), lo que le confiere propiedades acido-base y una
notable versatilidad quimica (Rostami, H et al 2022, Fustero, S. el al 2009, Wang, Y et al
2020, Regan, A.C. el al 2008

La observacion de que los pirazoles son muy raros en la naturaleza se atribuy6 a la
presencia de un unico enlace (-N-N-) en su estructura, un motivo quimico que se cree

resulta de muy dificil formacién por parte de los organismos vivos (Kumar, V et al 2013).

Como indica su formula molecular, el pirazol es una estructura anular de cinco miembros
compuesta por tres atomos de carbono y dos atomos de nitrégeno adyacentes. La

palabra “pirazol” fue acufiada por primera vez por Ludwig Knorr en 1883. Art 18

2.1.1 Desarrollo de nuevos derivados de pirazol

El desarrollo de nuevos derivados de pirazol se ha enfocado en la incorporacion de
grupos funcionales que incrementen su actividad biolégica. Una de ellas son los grupos
azido (-N3) debido que han surgido como un motivo estructural importante en los
compuestos energéticos, debido a su alta eficiencia iniciadora. Ademas, estudios previos
indican que el fragmento nitro/azido se considera una combinacion prometedora (T.M.
Klapotke 2017)

2.1.2 Importancia biolégica

Los pirazoles son una de las clases mas antiguas de compuestos bioactivos y han sido
ampliamente utilizados. La importancia clinica de esta clase ha impulsado la sintesis de

nuevos compuestos lideres que retienen el cromoforo basico del pirazol.

El pirazol es un anillo heterociclico de cinco miembros que contiene dos atomos de

nitrogeno adyacentes y es un motivo frecuentemente presente tanto en productos



farmacéuticos como en agroquimicos (Kugukguzel y Senkardes, 2015; Khan et al., 2016).
Los derivados del pirazol muestran una amplia gama de actividades bioldgicas,
incluyendo efectos antiinflamatorios (Bekhit y Abdel-Aziem, 2004), anticancerigenos (Ma

et al., 2013) y analgésicos (Penning et al., 1997), ademas de actividad antifungica.

Actualmente, muchos derivados de pirazol se comercializan como fungicidas, ya que el
anillo de pirazol es un farmacéforo eficaz para su disefio. Ejemplos recientes incluyen
bixafen, fluxapyroxad, penflufen, penthiopyrad, sedaxane, furamethpyr e isopyrazam,
todos inhibidores de la succinato deshidrogenasa con estructuras basadas en pirazol (
Wu, H 2011). Los derivados sustituidos de pirazol destacan por sus propiedades
biolégicas, mostrando actividades antimicrobianas (Chen, H et al 2000), herbicidas
(Meaza, G et al 2004), antitumorales (Park, H et al 2005), insecticidas (Finkelstein, B.L
et al 1997) y fungicidas (Li, M. et al 2010)

2.1.3 Importancia de los fitopatégenos en la agricultura

Las enfermedades de las plantas resultan en una pérdida anual estimada del 10-15%
de los principales cultivos del mundo, con pérdidas econdmicas directas de hasta cientos
de miles de millones de ddlares (Chatterjee et al., 2016). De estas enfermedades, el 70-
80% son causadas por hongos patégenos. Los hongos fitopatdogenos tienen efectos
adversos en el crecimiento y rendimiento de los cultivos (Li et al., 2017). Algunas
enfermedades no son causadas por un solo patégeno, sino que son el resultado de la
sinergia de multiples patégenos (Chatterjee et al., 2016). En la larga historia evolutiva
de las plantas y los hongos patdgenos, se han formado relaciones altamente
especializadas y extremadamente complejas, creando un patron de seleccion mutua y
co-evolucion. Por lo tanto, con la continua aparicion de nuevas variedades y variaciones
de hongos patdgenos, sus relaciones con las plantas también han cambiado
(QuintanilhaPeixoto et al., 2019).



2.2. Hongos fitopatéogenos de estudio

2.2.1 Sclerotium cepivorum

Scletorium cepivorum (pudricion blanca) es la principal limitante fitosanitaria del género
Allium, debido a que el hongo afecta cualquier estado de desarrollo de la planta, produce
esclerocios, estructuras de resistencia que le permite sobrevivir en el suelo por mas de
veinte anos y que se diseminan por el agua, herramientas o equipos, y los fungicidas
utilizados para el control de la enfermedad solo son efectivos en su estado vegetativo
(Amin et al., 2014; Lourencgo et al., 2018; Velasquez Valle et al., 2012).

Se utilizan fungicidas como Benomil, Carbendazim, Iprodion y Tebuconazol (Pinzén et
al., 2012; Velasquez-Valle & Reveles-Hernandez, 2016), que pueden presentar una vida
media de hasta cinco semanas en el suelo y pueden causar efectos negativos sobre
diferentes poblaciones de hongos, en particular en aquellos que inician los procesos de
descomposicién de la materia organica, asi como en hongos formadores de micorrizas
(Cycon et al., 2006; O’Connor et al., 2009; Tejada et al., 2011).

2.2.2 Taxonomia

Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Filo (Division): Ascomycota
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales
Familia: Sclerotiniaceae
Género: Stromatina

Especie: Stromatina cepivora (Sclerotium cepivorum Berk)
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(Index Fungorum,
2024)

2.2.3 Sintomas

Esta enfermedad ataca el cultivo en todas las etapas de crecimiento, las hojas de las
plantas parcialmente y completamente desarrolladas se vuelves amarillas y se
marchitan. También hay micelios blancos en la superficie de los bulbos o en la corona
de las plantulas. El esclerocio pequefio es de forma redondeada y también desarrolla
micelio. El sistema de raices de los cultivos se destruye por completo y las hojas de los
cultivos también se vuelven amarillas y se marchitan, las plantas se caen a medida que
las raices se pudren, al levantar la planta afectadas se pueden ver un crecimiento
fungico blanco y esponjoso alrededor del bulbo con pequefios puntos negros, esos

puntos negros son cuerpos en reposo de los esclerocios (Mohammed et al 2014).

2.2.3 Ecologia y epidemiologia de Sclerotium cepivorum

Los esclerocios que se forman en el huésped en descomposicién permanecen inactivos
hasta que los exudados de la raiz de una planta huésped estimulen la germinacion
especificamente los exudados de la raiz. Los niveles de humedad del suelo 6ptimos
para el crecimiento de las raices del huésped también lo son para la germinacion de los
esclerocios. El micelio crece a través del suelo y una vez que se encuentra dentro de la
raiz huésped el hongo formara apresorios, estructuras cuyo propdsito es ayudar en la
fijacion y penetracion del huésped. El micelio puede crecer hacia afuera desde las raices
de una planta hasta las raices de una planta vecina, y es por este método que el
patdgeno puede moverse. Los esclerocios se forman en el tejido huésped en
descomposicién u una vez que el tejido huésped de descomponer por completo los
esclerocios quedan libres en el suelo. Si los bulbos sobreviven el tiempo suficiente para
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ser colocados en el almacenamiento, el patdgeno puede continuar descomponiendo los
bulbos si hay alta humedad y bajas temperaturas, Si los bulbos se almacenan secos

entonces la enfermedad puede no propagarse.

Los esclerocios se producen en abundancia en el tejido vegetal infectado y tiene de 200
a 500 um de diametro (Maude et al 2006), Los esclerocios dependen de volatiles para
germinar, las condiciones ambientales también influyen en la germinacion, con clima
fresco (14 a 18 C) y humedad del suelo de moderada a alta que favorece a la

germinacioén e infecciéon (Maude et al 2006).

2.2.4 Métodos de control

Se han recomendado diferentes métodos
para su prevencion y control, entre ellas se tiene el uso de quimicos (Delgadillo et
al., 2002), la solarizacion (Pereira et al., 1996; Ulacio et al., 2006), la incorporacion
de materia organica al suelo (Pereira et al., 1996; Ulacio et al., 2003), la aplicacion
de antagonistas tales como Trichoderma (Ulacio et al., 2003; 2006), la rotacion de
cultivos principalmente con cruciferas,
como el brécoli (Pereira et al., 1996; Ulacio et al.,, 2006; Zavaleta, 1999) y la
aplicacién de calcio (Rojas et al., 2009); las dos ultimas practicas en condiciones
experimentales. No obstante, se ha demostrado que una sola alternativa de control no
es suficiente para manejar al hongo y por ende, a la enfermedad que produce (Ulacio et
al., 2003).

2.3Botrytis cinérea.

Botrytis fue uno de los primeros géneros de hongos descritos (Garfinkel, 2021). Siendo
la especie principal de este género Bolrytis cinerea, coloquialmente conocido como
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“‘moho gris” (Dwivedi et al., 2024). Las especies de Botrytis spp. son los hongos mas
importantes para la fitopatologia por presentar una amplia gama de hospedadores y
generar dafos econdmicos inmensurables a los agricultores y productores a nivel
mundial, al ser uno de los fitopatdbgenos mas agresivos y destructivos al generar
perdidas en la produccién, desde la cosecha hasta el almacenamiento y transporte, he

de ahi su importancia econdmica (Montiel et al., 2021).

2.3.1 Taxonomia
Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Filo (Division): Dikarya
Clase: Leotiomycetes
Orden: Helotiales
Familia: Sclerotiniaceae
Género: Botrytis
Especie: Botrytis cinerea Pers.

(Index Fungorum,

2024)
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2.3.2 Sintomas

Los sintomas generalmente se observan de 2 a 4 semanas después de la infeccion, en
frutos verdes y en maduracién. Las lesiones tipicamente se desarrollan bajo el caliz
como pequenas manchas marron claro que se agrandan rapidamente e invaden el resto
del fruto. Las lesiones llegan a estar completamente cubiertas con micelio oscuro que
porta muchas esporas grises (conidios). Gran cantidad de esporas se liberan en forma
de pinceladas grises visibles cuando se altera el fruto infectado. Eventualmente, el fruto

queda totalmente cubierto y momificado. (J. C. Mertely et al 2018)

2.3.3 Ecologia y epidemiologia de Botrytis spp

B. cinerea es un hongo polifago, necrdgrafo que infecta mas de 200 especies vegetales
distintas (Benito et al., 2000). El patégeno produce gran cantidad de micelio gris y varios
conidiéforos largos y ramificados cuyas células apicales redondeadas producen racimos
de conidios semejantes a un racimo de uvas (Romero, 1993) B. cinerea] facilmente sus
conidios cuando el clima es humedo y luego éstos son diseminados por el viento. El
hongo a menudo produce esclerocios irregulares, planos, duros y de color negro.
Algunas especies producen a veces una fase perfecta del tipo Sclerotinia, en la que las

ascosporas se forman en un apotecio (Chilvers y du Toit, 2006).

2.3.4 Métodos de control

Diversas estrategias para el manejo de enfermedades han sido aplicadas con el objetivo
de controlar B. cinerea en cultivos de fresa. No obstante, aun utilizando métodos
integrados, unicamente es posible disminuir la incidencia y severidad de la enfermedad;
la prevencion total y la erradicacion del moho gris en fresa continuan siendo desafios no

alcanzados (Feliziani y Romanazzi, 2016).

Algunas de técnicas utilizadas es la eliminacion de material vegetal senescente para
evitar la acumulacion de inéculo (Daugaard, 1999). Evitar el contacto del fruto con el
suelo (por ejemplo, cubriendo las camas de plantacién con peliculas de polietileno) es
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otra practica comun para evitar infecciones por B. cinerea, ya que la mayor parte del
in6culo esta presente en el suelo y la humedad del suelo promueve la germinacién de
conidios (Daugaard, 1999). Seleccionar el sistema de riego adecuado puede ayudar a
reducir la incidencia del moho gris; principalmente, el uso de riego por goteo y
microaspersores resulta en una limitada dispersién del indculo y reduccion de peliculas
de agua sobre el fruto (Dara et al., 2016; Terry et al., 2007). Otra de las técnicas utilizadas
es hacer espaciamientos mas cortos entre plantas promueven una mayor incidencia de
B. cinerea en campo (Legard et al., 2005). Adicionalmente, los tuneles plasticos pueden
evitar el indculo transportado por el aire y la incidencia de B. cinerea es menor en tuneles
sin tratamiento fungicida que en campos tratados con fungicidas (Xiao et al., 2001), las

practicas culturales son esenciales para un manejo y control de la enfermedad.

Las aplicaciones de pesticidas son la practica de manejo mas comun para el control de
B. cinerea, los principales pesticidas utilizados en la produccion de fresa contra B.
cinerea pertenecian a los grupos 1 y 2 del Comité de Accion contra la Resistencia a
Fungicidas (FRAC), asi como el captan (Sutton, 1990; Wedge et al., 2007, 2013). Sin
embargo, debido al aumento de la resistencia a fungicidas y nuevas restricciones
legales, los productores se han visto obligados a diversificar sus programas de
fungicidas (Vellicce et al., 2006; Wedge et al., 2013).

Hasta la fecha, los productos de biocontrol de B. cinerea estan mayormente basados en
Bacillus subtilis, pero su uso en la produccion comercial de fresa es limitado debido a su
insuficiente aplicabilidad en campo o en la cadena de suministro (Pertot et al., 2017). No
obstante, existe interés social y cientifico en el uso del biocontrol contra B. cinerea como

alternativa a los pesticidas quimicos.

Aislamientos de Colletotrichum gloeosporioides, Epicoccum purpurascens, Gliocladum
roseum, Penicillium sp. y Trichoderma sp. han mostrado alta eficiencia en el control de
B. cinerea y se reportd que reducen la incidencia del moho gris en estambres de fresa
en un 79%-93% y en frutos en un 48%—76% (Peng and Sutton, 1991).
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2.4 Neopestalotipsis spp

Neopestalotiopsis spp es un hongo fitopatdgeno que ha sido identificado en varias
regiones del mundo, incluyendo México, en Guanajuato, se han observado infecciones
en cultivos de fresa, principalmente en los municipios donde la produccion de esta fruta

es significativa (Alvarez et al 2024).

En México, ha sido identificada como un agente causal de pudricion de raiz, pudricion
de corona y mancha foliar en fresas, marcando los primeros reportes en el pais de esta

especie infectando cultivos de fresa (Rebollar-Alviter et al. ,2020).

2.4.1 Taxonomia

Este género pertenece a la division Ascomycota y se encuentra ubicado dentro de la
familia Amphisphaeriaceae. Recientemente, (Maharachchikumbura et al. 2014)
propusieron dividir el género Pestalotiopsis en tres en funcidon de caracteristicas
morfolégicas y del andlisis filogenético de secuencias: Pestalotiopsis, Neopestalotiopsis
y Pseudopestalotiopsis. En base a ello, se distinguieron 30 clados de Neopestalotiopsis,

43 de Pestalotiopsis y 3 de Pseudopestalotiopsis.

Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Filo (Division): Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Amphisphaeriales
Familia: Sporocadaceae

Género: Neopestalotiopsis
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Especie: Neopestalotiopsis rosae

(NCBI, 2025)

2.4.2 Sintomas

El sintoma principal se observa en hojas, y consiste en zonas internervales necroticas
rojizas, de color 6xido en las hojas mas viejas, comenzando desde los margenes y
cubriendo toda la hoja a medida que la enfermedad avanza. Estos sintomas estan
asociados a areas necroticas y decoloracion de las raices y la corona (Obregon et al.,
2020). La zona necrética puede aparecer en la parte superior o inferior de la corona, es
decir que no posee un patron de distribucion. En cuanto a los frutos, frecuentemente
presentan lesiones necroéticas circulares a ovaladas que se extienden desde la insercion

de los sépalos hacia el centro de los frutos.

Las plantas infectadas por Neopestalotipsis spp suelen mostrar sintomas como manchas
foliares, lesiones en tallos y frutos, y en casos severos, marchitez y muerte de la planta,
estos sintomas pueden llevar a pérdidas econémicas significativas para los productores,
el desarrollo de este fitopatégeno es favorecido por condiciones de alta humedad y

temperaturas moderadas (Baggio et al 2021).

2.4.3 Ecologia y epidemiologia de Neopestalotiopsis

El género Neopestalotiopsis, particularmente Neopestalotiopsis rosae, es considerado
un patdogeno emergente con amplia distribucion en regiones productoras de fresa,
incluyendo paises como México, Estados Unidos, China, India y Alemania. Este hongo
afecta principalmente a Fragaria x ananassa, aunque especies del género también han
sido reportadas en otros hospedantes, lo que evidencia su plasticidad ecologica y
capacidad de adaptacion a distintos ambientes agricolas (Rebollar-Alviter et al., 2020;
Schierling et al., 2024; MDPI, 2024).
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El desarrollo de Neopestalotiopsis rosae esta fuertemente influenciado por las
condiciones ambientales. Se ha reportado que temperaturas entre 25 y 30 °C, junto con
niveles de humedad relativa superiores al 80% y periodos prolongados de humedad
foliar, favorecen la germinacion de conidios, la infeccion y la colonizaciéon de los tejidos
del hospedante. Estas condiciones son comunes en sistemas de produccion bajo
invernadero o en regiones con alta humedad ambiental (Acosta-Gonzalez et al., 2024;
PMC, 2025).

El ciclo epidemiolégico de Neopestalotiopsis rosae inicia con la presencia de fuentes de
in6culo primario, las cuales incluyen residuos de cultivos infectados, plantas madre
contaminadas y material vegetativo proveniente de viveros. Estos reservorios permiten
la supervivencia del patdégeno y su posterior dispersion en condiciones favorables
(Rebollar-Alviter et al., 2020).

Durante la fase de reproduccion, N. rosae produce conidios en estructuras denominadas
conidiomas, los cuales contienen masas mucilaginosas que facilitan su dispersion en
condiciones de humedad. Esta estrategia incrementa la eficiencia de transmisién del
patégeno y contribuye a la rapida propagacién de la enfermedad dentro del cultivo
(MDPI, 2024).

2.4.4 Métodos de control

La infeccidén de los cultivos de fresa por Neopestalotiopsis spp. esta influenciada por
factores como la susceptibilidad de los cultivares, el uso de plantas libres de
enfermedades provenientes de viveros y la implementacion de practicas adecuadas de
manejo en campo. Entre las principales estrategias de control se encuentran la
eliminacion de residuos vegetales infestados, el uso de plantas corredoras sanas y la
verificacion de su calidad mediante laboratorios autorizados, asi como la asesoria técnica
especializada. Ademas, la deteccion y diagndstico temprano son fundamentales para
reducir pérdidas econdémicas y facilitar un manejo oportuno. (Avila-Hernandez et al,
2025)
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Se ha demostrado que las esporas de Neopestalotiopsis spp. pueden sobrevivir en el
suelo y en residuos vegetales incluso después de varias temporadas de cultivo, tolerando
temperaturas de hasta 40 °C; sin embargo, la fumigacion del suelo previa a la plantacién
puede disminuir significativamente el indculo (Maharachchikumbura, S.S.N. et al, 2011).
En este sentido, se han propuesto alternativas al bromuro de metilo como 1,3-
dicloropropeno, cloropicrina, dazomet, metam sdédico y metam potasico, asi como
meétodos fisicos y culturales como la solarizacion, el tratamiento con vapor, la
desinfestacion anaerobia del suelo y el uso de cultivos de cobertura, los cuales también

contribuyen al control de diversas plagas agricolas (Hernandez-Martinez, et al 2023).

Los tratamientos quimicos aplicados al suelo antes del trasplante han demostrado
eficacia en la reduccién del inéculo de Neopestalotiopsis spp., particularmente mediante
el uso de 1,3-D, cloropicrina y metam potasico, ya sea de forma individual o en
combinacién (Alonzo, G. et al 2024) . Asimismo, se han evaluado alternativas biologicas
y naturales, como las nanoemulsiones de aceite esencial de canela, las cuales inhiben
el crecimiento de N. rosae incluso en altas diluciones y reducen significativamente la
incidencia de la enfermedad sin causar fitotoxicidad (Tran, et al 2024). De igual manera,
extractos vegetales como clavo y curcuma han mostrado una inhibiciéon total del
crecimiento del patégeno a concentraciones elevadas, mientras que otros extractos
como jengibre, hierba limoén y roselle presentan niveles de inhibicién superiores al 75%
(Darapanit, et al 2021).

En cuanto al control quimico, fungicidas como thiram e himexazol han mostrado una alta
eficacia al inhibir mas del 90% del crecimiento micelial In vitro y reducir significativamente

los sintomas

en condiciones de invernadero (Essa, et al 2018). Ademas, diversos fungicidas como
fludioxonil, fluazinam, difenoconazol, fluotriafol, miclobutanil, propiconazol, tetraconazol
y triflumizole han sido reportados como altamente efectivos para inhibir el crecimiento

del hongo (Baggio, et al 2023).
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2.5 Fusarium oxysporum
El género fungico Fusarium abarca varias especies fitopatdgenas, que se encuentran

entre los fitopatégenos mas destructivos del mundo, causando enfermedades en muchos

cultivos agricolas (Burgess y Bryden, 2012)

Fusarium son hongos microscépicos comunes en plantas y vegetales cuyo desarrollo se
debe a factores abioticos, como la humedad relativa elevada (= 85-90 %), temperaturas
moderadas (25-30 °C), viento, lluvia y horas de mojado foliar, y factores biéticos como la
presencia de tejido vegetal dafiado, la competencia microbiana y la actividad de insectos,

aves, acaros, roedores y otros hongos (mohos) (Pérez-Reyes et al. 2021).

Fusarium oxysporum comprende mas de 100 cepas especificas de hospedadores
(formas especiales), muchas de las cuales tienen distribuciones mundiales. Todas las
esporas conocidas por ser producidas por F. oxysporum, es decir, macroconidios,
microconidios y clamidosporas, estan pobladas por nucleos derivados mitéticamente de

las hifas sobre las que se produjeron las esporas.

Fusarium incluye hongos filamentosos que producen macroconidios con forma de
‘platano”, hifas delgadas y pueden reproducirse sexual o asexualmente, generando
diversas esporas que le permiten dispersarse y sobrevivir en distintos ambientes como
el aire, agua, suelo, las plantas, los sustratos organicos y alimentos (Ekwomadu et al.
2023; Rodriguez-Grimaldo et al. 2023)

2.5.1 Taxonomia

Dominio: Eukaryota
Reino: Fungi
Filo (Division): Ascomycota
Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales
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Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Especie: Fusarium oxysporum

(NCBI 2025)

2.5.2 Ecologia y epidemiologia de Fusarium oxyesporum

Los miembros del género Fusarium estan ampliamente distribuidos en todas las regiones
geograficas del mundo (Summerell, B.A et al 2019). Generalmente viven en el suelo o en
restos vegetales, pero también se encuentran en el aire, agua, plantas e insectos
(Sharma, et al 2018), donde pueden persistir durante largos periodos como

clamidosporas, esclerocios o conidios (Goncharov, et al 2020).

El cambio climatico tiene un impacto significativo en los ciclos de vida de los Fusarium
fitopatogenos debido a su influencia sobre factores abidticos: aumento en la
concentracion de CO, y la temperatura, asi como cambios en el régimen hidrico del suelo
(Abdel-Azeem, et al 2019). También altera la supervivencia del hospedero y los
mecanismos de interaccion hospedero—patdgeno, y posiblemente contribuye a nuevas
enfermedades y cambios en la diversidad de fitopatégenos debido a variaciones en sus
nichos ecoldgicos (Gagkaeva, et al 2014, Rousk, 2010). Esto conduce a cambios en el
area de distribucion de las especies, la actividad temporal y la estructura de las
comunidades de patdgenos fungicos, y tiene un impacto significativo en la resistencia de

las especies y en la produccién de micotoxinas (Moretti, et al 2009).

2.5.4 Métodos de control
El manejo de la marchitez por Fusarium es una tarea compleja en diversas especies

vegetales y se basa en la integracién de multiples estrategias. El objetivo principal es la
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eliminacién del patdégeno y la reduccion de la cantidad y viabilidad del indculo fungico
(Jiménez-Diaz, et al 2015).

El control quimico ha sido una de las principales estrategias contra enfermedades del
suelo; sin embargo, presenta desventajas econdmicas, ambientales y de salud publica
(Yadeta, et al 2015). Actualmente, se emplean alternativas como carbendazim, dazomet,
cloropicrina y 1,3-dicloropropeno, que han mostrado eficacia en el control de la
enfermedad (Ebbels, et al 1967). No obstante, su uso frecuente puede afectar
comunidades microbianas del suelo, ecosistemas acuaticos y favorecer la resistencia a
fungicidas (Panth, M. et al 2020, Zhao, et al 2017). Debido a estas preocupaciones, se

promueve el uso de estrategias mas amigables con el ambiente (Barzman, et al 2015).

El control biolégico ha mostrado resultados prometedores mediante el uso de
microorganismos benéficos. Hongos del género Trichoderma han reducido
significativamente la infeccion en diversos cultivos (El-Hassan, et al 2013, Hervas, et al
1998). Bacterias como Bacillus subtilis han logrado disminuir la incidencia de la
enfermedad, mientras que Pseudomonas fluorescens ha mostrado alta eficacia en
condiciones de campo (Hervas, et al 1998, Landa, et al 2001). También se ha observado
que consorcios bacterianos pueden ser mas efectivos que aplicaciones individuales
(Palmieri, et al 2017). Ademas, cepas no patogénicas de Fusarium oxysporum pueden
competir con las patogénicas y activar mecanismos de defensa en las plantas (Sajeena,
et al 2020, Landa, et al 2009)

El control cultural también juega un papel clave, ya que las actividades humanas pueden
favorecer la dispersion del patdgeno (Gordon, et al 1997). El uso de semillas certificadas
libres de patdogenos y medidas de cuarentena son esenciales para evitar su propagacion
(Pande, et al 2007). Asimismo, evitar suelos infestados reduce significativamente la
incidencia de la enfermedad (Haware, et al 1998). Cuando esto no es posible, practicas
como la solarizacidon del suelo y la rotacion de cultivos ayudan a disminuir el indculo
(Panth, et al 2020). Finalmente, el aumento de la materia organica y la biofumigacion,
especialmente con cultivos de Brassicaceae que producen glucosinolatos, han
demostrado ser estrategias eficaces para el control de patdgenos del suelo (Panth, et al
2020, Larkin, et al 2013. Prasad, et al 2007)
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CAPITULO 3 ESTUDIOS IN VITRO DE 3 TIENIL 5 AZIDO PIRAZOL SOLAY EN
COMBINACION CON NANOPARTICULAS DE PLATAY TEBUCONAZOL CONTRA
Sclerotium cepivorum

Resumen

En este estudio se evaluo la actividad antifungica de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol
contra Sclerotium cepivorum mediante ensayos In vitro e In situ. La molécula fue
evaluada individualmente y en combinacion con tebuconazol y nanoparticulas de plata a
diferentes concentraciones, con el objetivo de determinar su efecto sobre la inhibicion

del crecimiento micelial del patogeno.

Los resultados In vitro mostraron un efecto antifungico dependiente de la concentracion.
La molécula sola presentd un IC5, de 5.23 ppm y alcanzé porcentajes de inhibicion
cercanos al 100% en las concentraciones mas altas evaluadas. La combinacion de 3-
tienil-5-azido pirazol con tebuconazol incrementd la eficacia antifungica, manteniendo
altos niveles de inhibicién micelial incluso a concentraciones reducidas, lo que evidencié
un efecto sinérgico entre ambos compuestos. Por otra parte, la combinaciéon con
nanoparticulas de plata presenté un IC5, de 5.63 ppm, mostrando actividad antifungica
importante, aunque menor en comparacion con la mezcla con tebuconazol en bajas

concentraciones.

Los ensayos In situ realizados en condiciones de invernadero confirmaron la eficacia
bioldgica del compuesto contra Sclerotium cepivorum. La aplicacion de la molécula a 600
ppm presentd un control del 92%, mientras que a 60 ppm se obtuvo un control de 66%,
en comparacion con el testigo inoculado, el cual mostré una alta incidencia de la
enfermedad confirmando la efectividad del compuesto fuera de condiciones de

laboratorio.

Estos resultados indican que la molécula evaluada representa una alternativa
prometedora para el control de Sclerotium cepivorum, especialmente en combinacién

con tebuconazol
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3.1. Introduccion

Scletotium cepivorum mejor conocida como pudricion blanca es la principal limitante
fitosanitaria del género Allium, debido a que el hongo afecta cualquier estado de
desarrollo de la planta, produce esclerocios, estructuras de resistencia que le permite
sobrevivir en el suelo que se diseminan por el agua, herramientas o equipos, y los
fungicidas utilizados para el control de la enfermedad solo son efectivos en su estado

vegetativo (Amin et al., 2014; Lourenco et al., 2018; Velasquez Valle et al., 2012).

Los esclerocios son estructuras ricas en nutrientes producidas por muchos hongos que
les permiten permanecer latentes o inmdviles durante condiciones desfavorables.
Cuando las condiciones mejoran, los esclerocios germinan para propagar el hongo
patogeno (Willetts, et al 1992) Las estructuras de los esclerocios comprenden un micelio
enrollado cubierto por una capa externa de melanina, formando un anillo sobre el tejido
hifo (Coley-Smith, et al 1986), Esto ayuda a que los esclerodos sobrevivan en el suelo
durante varios anos (Coley-Smith, et al 1990). S. cepivorum produce esclerocios como
forma de resistencia y, por ello, controlar la podredumbre blanca ha sido dificil. Los
métodos fisicos, quimicos y biolégicos no han sido completamente efectivos para reducir

los ataques de S. cepivorum en cultivos de Allium (Fullerton, R et al 1990).

S. cepivorum es la fuente inicial del inéculo infeccioso y puede permanecer viable hasta
20 anos en el suelo; Esta resistencia se atribuye a la capa negruzca de melanina que la
cubre (Entwistle, A et al 2000). La melanina en los hongos protege contra factores fisicos
y quimicos ambientales como el estrés oxidativo, la radiacion UV, la desecacion, el frio,
la alta humedad, el calor y microorganismos antagonistas (Butler, M.J et al 2007,
Cordero, R.J. et al 2017). La via de melanizacién ayudara a comprender los mecanismos
responsables de la podredumbre blanca y, asi, sentara las bases para el desarrollo de

estrategias que permitan controlar la infeccion (Coley-Smith, et al 1990).
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3. Materiales y métodos

3.1  Sintesis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol

Se llevd a cabo un proceso de azidacion iniciando con el enfriamiento de agua hasta
alcanzar una temperatura de 5 °C o menor. Posteriormente, en un matraz balén se
afiadieron 50 mL de agua destilada y 8 mL de HCI. La mezcla se coloc6 en agitacion
constante utilizando una parrilla con agitacion magnética durante 5 minutos. A
continuacioén, se agregé NaNO,, manteniendo la agitacion durante 30 minutos, hasta
observar un cambio de coloracion a rojo intenso. Posteriormente, se afadio NaN; vy,
finalmente, se incorporaron 25 mL de agua destilada. La mezcla se mantuvo en agitaciéon

continua durante toda la noche.

Una vez concluida la reaccion, se realizdé una extracciéon liquido—liquido. Para ello, la
solucién obtenida se transfiri6 a un matraz de decantacion colocado en un soporte
universal. Se afiadieron 20 mL de agua Milli-Q y 27 mL de una solucion saturada de
NaHCO3, dejando reposar la mezcla aproximadamente 3 minutos. Posteriormente, se
agregaron 100 mL de acetato de etilo. El sistema se agité manualmente mediante
movimientos verticales (aproximadamente 60 veces), seguido de la inversion del matraz
(180°), liberando periodicamente la presidon mediante la apertura de la valvula. Este
procedimiento se repiti6 en tres ocasiones. Se procedié a la separacién de fases,
recuperando la fase organica (color café) y la fase acuosa (color rojo), considerando que
el acetato de etilo presenta menor densidad que el agua. La fase acuosa se reintrodujo
en el matraz de decantacion y se realizaron dos lavados adicionales con 50 mL de agua
destilada cada uno. La fase organica se transfirié a un matraz Erlenmeyer de 500 mL, al
que se anadi6 sulfato de sodio anhidro en cantidad minima necesaria para eliminar la
humedad residual. Posteriormente, la mezcla se filtrdé utilizando un embudo con papel
filtro y se enjuagd con 10 mL de acetato de etilo. El filtrado se concentré en un matraz
bola de 250 mL, llenandolo hasta aproximadamente el 70% de su volumen. Se colocé en
un rotavapor operando a 800 rpm, a una presion inicial de 268 mbar y una temperatura
de 42 °C. Posteriormente, la presion se redujo a 220 mbar, asegurando la eliminacion
total del disolvente antes de retornar a presion atmosférica (760—780 mbar). El

concentrado se transfiri6 a un matraz bola de 100 mL y se sometid6 nuevamente a
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rotavapor, disminuyendo gradualmente la presion hasta la obtencion del producto en

forma sélida. Para finalizar se realizo una TLC para verificar que el compuesto sea puro.

3.1.1 Preparacion de los tratamientos
Para la evaluacion antifungica /n vitro se utilizaron los siguientes tratamientos: PDA

suplementado con 3-tienil-5-azido-pirazol solo, PDA suplementado con la mezcla 3-tienil-
5-azido-pirazol + tebuconazol y PDA suplementado con la mezcla 3-tienil-5-azido-pirazol

+ nanoparticulas de plata (AgNPs), ademas de un testigo absoluto sin compuestos.

El tratamiento con 3-tienil-5-azido-pirazol solo se evalué a concentraciones de 100, 90,
70, 50, 30, 10 y 5 ppm. La mezcla con tebuconazol se preparé en la proporcion
correspondiente 99:1 (99% molécula 1% tebuconazol) para cada ensayo y se evaluo a
las mismas concentraciones finales. En el caso de las mezclas con nanoparticulas de
plata, se utilizaron concentraciones de 50, 10, 5, 2.5 y 1 ppm proporcién 99% molécula

1% nanoparticulas de plata.

Los tratamientos fueron incorporados al medio PDA previamente esterilizado y enfriado
a 45-50 °C. Posteriormente, el medio se vertié en cajas Petri estériles y, una vez
solidificado, se inoculé con un disco de micelio de 5 mm de diametro obtenido de cultivos
activos de los hongos evaluados. Las cajas se incubaron a temperatura ambiente y el
crecimiento micelial se determin6 mediante la medicién radial de la colonia. Cada

tratamiento cont6 con cuatro repeticiones

3.2 Analisis In vitro

3.2.1 Analisis In vitro de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol contra Sclerotium
cepivorum

La actividad antifungica de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol se evalud In vitro contra

Sclerotium cepivorum mediante la técnica de inhibicion del crecimiento micelial.

Se prepararon 8 concentraciones (cuadro 1) de la molécula a evaluar, a partir de una
solucién madre, utilizando metanol como solvente. Cada concentracion se incorporo al

medio de cultivo previamente esterilizado (PDA) cuando éste se encontraba a una
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temperatura aproximada de 45-50 °C, asegurando una distribucion homogénea del

compuesto.

El medio suplementado se vertid en cajas Petri estériles y se dejé solidificar a
temperatura ambiente. Posteriormente, en el centro de cada caja se colocd un disco de
micelio de 5 mm de diametro de Sclerotium cepivorum, previamente cultivado en medio
PDA.

Las cajas se incubaron a una temperatura de 25 £ 2 °C hasta que el tratamiento testigo

(sin compuesto) cubrié completamente la caja Petri.

El crecimiento micelial se evalué mediante la medicion del diametro de la colonia en dos
direcciones perpendiculares, y se calculé el porcentaje de inhibicién del crecimiento

radial en comparacién con el testigo.

Cada tratamiento se realizé con cinco repeticiones y el experimento se establecié bajo

un disefo completamente al azar.

Cuadro 1. Concentraciones y tratamientos de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol sola.

Tratamiento Concentracion
Testigo Agua destilada estéril
T1 100 ppm

T2 90 ppm

T3 70 ppm

T4 50 ppm

T5 30 ppm

T6 10 ppm

T7 5 ppm

T= 3 tienil 5 azido pirazol
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3.2.2 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol en combinacién con
tebuconazol contra Sclerotium cepivorum

Se evaluod la actividad antifungica In vitro de la molécula 3-tienil-5-azido-pirazol en
combinacién con tebuconazol frente a Sclerotium cepivorum, mediante el método de

crecimiento radial en medio de cultivo.

Se prepararon soluciones de la molécula en diferentes concentraciones (cuadro 2). Para
la preparacion de las mezclas, se consideré una proporcién 99:1, donde el 99%
correspondio al azido pirazol, por ser la molécula de interés, y el 1% al tebuconazol,

utilizado como fungicida comercial.

Para ello, las cantidades previamente calculadas para cada concentracién se ajustaron
multiplicando por 0.99 en el caso del azido pirazol y por 0.01 para el tebuconazol,

obteniéndose asi las concentraciones finales de cada tratamiento.

Cuadro 2. Concentraciones y tratamientos de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol sola.

Tratamiento Concentracion de la Concentracion
mezcla final

Testigo Agua destilada estéril Control

T1 9.9mgAZP + 0.1 mgt 100 ppm

T2 8.91 mgAZP + 0.09 mg t 90 ppm

T3 6.93 mgAZP + 0.07 mg t 70 ppm

T4 4.95 mgAZ P+ 0.05 mgt 50 ppm

T5 2.97 mgAZP + 0.03 mg t 30 ppm

T6 0.99 mgAZP + 0.01 mg t 10 ppm

T7 0.48 mg ARP + 0.005mgt 5 ppm

AZP= 3 tienil 5 azido pirazol, t= tebuconazol
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3.2.3 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol en combinacién con
Nanoparticulas de plata contra Sclerotium cepivorum

Se evalud la actividad antifungica In vitro de la molécula 3-tienil-5-azido-pirazol en
combinacién con nanoparticulas de plata con un tamano promedio de 20 nm frente a

Sclerotium cepivorum, mediante el método de crecimiento radial en medio de cultivo.

Se prepararon soluciones de la molécula en diferentes concentraciones (cuadro 3). Para
la preparacion de las mezclas, se consideré una proporcién 99:1, donde el 99%

correspondio al azido pirazol y el 1% a las nanoparticulas de plata.

Las nanoparticulas de plata se emplearon tenian una concentracion de 0.02 mg/ml a
partir de la cual se realizaron las diluciones necesarias para obtener la concentracion

correspondiente al 1% en cada tratamiento.

Cuadro 3: Concentraciones y tratamientos de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol en
combinacion con Nanoparticulas de plata

Tratamiento Concentracion de la Concentracion
mezcla base

Testigo Agua destilada estéril Control

T1 6.93 mg ARP + 2.5 ml Ag 50 ppm

T2 0.99 mg ARP + 0.5 ml Ag 10 ppm

T3 048 mgARP +0.25mlAg 5 ppm

T4 0.24 mgARP + 0.175mlIAg 2.5 ppm

T5 0.09 mgARP +0.05mlAg 1 ppm

ARP= 3 tienil 5 azido pirazol, Ag= Nanoparticulas de plata
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3.3 Analisis In situ

3.3.1 Establecimiento del protocolo experimental

El experimento se llevd a cabo utilizando un disefio completamente al azar, lo cual
permitid controlar las posibles fuentes de variacion externa y asegurar la validez de los

resultados obtenidos.

Se evaluo la actividad de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol aplicada de manera individual
en tres diferentes concentraciones: 1000 ppm, 100 ppm y 10 ppm. Esto permitié analizar

el efecto de cada dosis sobre las variables estudiadas.

Cada tratamiento estuvo conformado por cinco repeticiones y, en cada repeticion
consistié en una unidad experimental integrada por 10 plantas de cebollin obteniendo un
total de 50 plantas por tratamiento, asimismo se incluyd un tratamiento testigo sin

aplicacion de molécula para poder realizar la comparacion correspondiente.

El suelo utilizado fue previamente desinfectado mediante la aplicacion de perdxido de
hidrégeno al 50%, con el fin de eliminar microorganismos contaminantes, Posteriormente
en ese suelo se sembraron bulbos de cebollin en maceras de 2 kg los cuales fueron
regados hasta alcanzar capacidad de campo, asegurando condiciones Optimas para el

desarrollo de las plantas y la evaluacion del tratamiento.

3.3.1 Inoculacion del patégeno

El inéculo de Sclerotium cepivorum se obtuvo a partir de cultivos activos desarrollados
en medio papa dextrosa agar (PDA) hasta obtener un crecimiento adecuado y la

formacioén de esclerocios.

De acuerdo con lo reportado por Delgadillo Sanchez en el 2002 densidades superiores
a 20 esclerocios pueden generar hasta un 98 % de incidencia de la enfermedad. Con
base en esta referencia, se inocularon 40 esclerocios por maceta, con el objetivo de
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asegurar una presion de inoculo suficiente y homogénea para la evaluacion de los

tratamientos.

Los esclerocios se incorporaron en macetas con capacidad de 2 kg de suelo,
distribuyéndose de manera uniforme en la zona radicular para favorecer el contacto con

las raices y promover la infeccién del patdégeno.

3.4.1 Aplicacion del tratamiento

Para la aplicacion de los tratamientos, se prepararon soluciones de la molécula 3-tienil-
5-azido-pirazol en tres concentraciones: 600 ppm, 60 ppm y 6 ppm. Estas soluciones se
administraron directamente en la base de las plantas, procurando una distribucion
uniforme en la zona radicular para maximizar el contacto entre la sustancia y las raices.
Se realizaron dos aplicaciones: la primera se efectud una vez establecido el experimento,
y la segunda se llevé a cabo 15 dias después de la aplicacion inicial. Este procedimiento
permitid asegurar que las plantas recibieran el tratamiento en momentos clave de su

desarrollo y bajo condiciones controladas.

3.4.2 Evaluacion de incidencia
La incidencia de la enfermedad se determin6 como el porcentaje de plantas que

presentaron sintomas de infeccién por Sclerotium cepivorum en cada repeticion.

Las evaluaciones se realizaron de manera periddica después de la inoculacién y durante

el desarrollo del experimento.

3.4.3 Analisis estadistico
En el analisis estadistico se evalud el efecto de diferentes concentraciones de los

tratamientos sobre el porcentaje de inhibicion del crecimiento fungico. Primero se
calcularon los promedios de inhibicion a partir de las tres réplicas por concentracion.
Después se aplico la prueba de normalidad de Shapiro—Wilk para revisar si los datos
cumplian el supuesto de distribucion normal; sin embargo, debido al tamafio muestral

pequeno, la presencia de valores repetidos de 0% o 100% y la desviacion de normalidad
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en los residuales, se decidio utilizar pruebas no paramétricas. Por ello, se aplicé Kruskal—
Wallis para determinar si existian diferencias significativas entre las concentraciones
evaluadas, y Jonckheere—Terpstra para comprobar si la inhibicion aumentaba de manera
ordenada conforme aumentaba la concentracion. Ademas, se ajusté un modelo dosis—
respuesta log-logistico para estimar el 1Cso, que representa la concentracion necesaria
para alcanzar el 50% de inhibicion. Este enfoque permitié evaluar tanto la significancia
estadistica del efecto inhibitorio como la potencia relativa de cada tratamiento frente a

los hongos estudiados.

3.5. Resultados

3.5.1 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol contra Sclerotium cepivorum
El analisis In vitro de la molécula 3-tienil-5-azido-pirazol mostré un efecto inhibitorio
dependiente de la concentracion sobre el crecimiento micelial de Sclerotium cepivorum.

Se observaron diferencias claras entre los tratamientos evaluados (Cuadro 4).

Las concentraciones mas altas (100, 90, 70 y 50 ppm) presentaron una inhibicion del
100% del crecimiento micelial en todas las repeticiones, evidenciando un efecto fungicida
completo bajo las condiciones del ensayo. Este efecto se observa claramente en la
Figura 1, donde no se presenta crecimiento micelial en las cajas Petri correspondientes

a dichas concentraciones.

En contraste, las concentraciones menores (30, 10 y 5 ppm) mostraron una disminucion
progresiva en el porcentaje de inhibicién. Especificamente, la concentracién de 30 ppm
alcanzo un valor promedio de inhibicion de 78.80%, mientras que a 10 ppm se registré
un 63.35%. Finalmente, la concentracion mas baja evaluada (5 ppm) presentd un
promedio de inhibiciéon de 52.58%, evidenciando una reduccién notable en la eficacia del

compuesto.

Estos resultados evidencian una relacion directa entre la concentracion del compuesto y

su capacidad para inhibir el crecimiento micelial del patdgeno. Esta tendencia se
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representa de manera mas clara en la Figura 2, donde se muestra la curva dosis—

respuesta ajustada mediante un modelo logistico.

A partir de este modelo, se estimé una concentracion inhibitoria media (ICs,) de 5.32
ppm, (cuadro 4) lo que indica que el compuesto presenta una alta actividad antifungica

incluso a bajas concentraciones.

Cuadro 4. Porcentajes de inhibicidn de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol contra
Sclerotium cepivorum

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Tratamientos de de de Promedio
inhibicién inhibicién inhibicion
(Primera  (Segunda (Tercera
repeticidon) repeticion) repeticion)

100 ppm 100 100 100 100.00
90 ppm 100 100 100 100.00
70 ppm 100 100 100 100.00
50 ppm 100 100 100 100.00
30 ppm 73.9 82.05 80.44 78.80
10 ppm 66.2 60.28 63.56 63.35
5 ppm 48.6 68.8 40.33 52.58

Todos los tratamientos se realizaron con la molécula 3 tienil 5 azido pirazol sola

42



Figura 1: Crecimiento micelial de Sclerotium cepivorum en cajas Petri bajo
diferentes concentraciones del tratamiento de la molécula 3 tienil 5 azido
pirazol

Curva dosis-respuesta con IC50
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Figura 2: Analisis de la concentracion minima inhibitoria al 50% a partir de datos experimentales de
imbibiciéon micelial de Sclerotium cepivorum tratados con la molécula sola 3 tienil 5 azido pirazol con un
resultado de 5.23 ppm.
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Debido a la falta de normalidad en los residuales y a la presencia de un patrén de
saturacion en las dosis altas, se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis
para diferencias globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una

tendencia ordenada creciente.

Cuadro 5: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y
tendencia en el porcentaje de inhibicién segun la concentracion de la molécula 3 tienil 5
azido pirazol

Prueba n Estadistico gl p Conclusién

Kruskal-Wallis 21 H=19.43 6 .004 Existen diferencias
significativas en el porcentaje
de inhibicion entre las
concentraciones evaluadas.

Jonckheere— 21 J =159.00 — < Se observo una tendencia
Terpstra .001 creciente significativa del
porcentaje de inhibicion al
aumentar la concentracién del
antigeno.

Nota. Se analizaron siete concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 21). Para Jonckheere—
Terpstra se asumié una alternativa creciente, coherente con la hipoétesis de respuesta dosis—dependiente.

3.5.2 Graficos representativos
A continuacién, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucién de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la figura mas contundente para evidenciar el efecto

logrado.
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Figura 3. Distribucion del porcentaje de inhibicién por concentracion de la molécula sola 3 tienil 5 azido

pirazol contra Sclerotium cepivorum

Tendencia dosis-respuesta

100 A

©
o
1

80 A

70 A PS

60 A

Porcentaje de inhibicién

50 A

40 1 ®

5 10 30 50 70
Concentracién (ppm, escala log)

90100

Figura 4. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibiciébn segun la concentracion de la molécula

de la molécula sola 3 tienil 5 azido pirazol contra Sclerotium cepivorum
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La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre las concentraciones evaluadas, H(6) = 19.43, p = .004. Ademas, la
prueba de Jonckheere—Terpstra indicd una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicion a medida que aumentd la concentracién del antigeno, J = 159.00,
p < .001. En consecuencia, se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipdtesis
alternativa, la molécula 3 tienil 5 azido pirazol mostré un efecto inhibitorio creciente y
marcado sobre el crecimiento micelial del hongo Sclerotium cepivorum conforme

aumento la concentracion.

Los datos muestran un patrén consistente de respuesta dosis—dependiente: la inhibicion
aumenta de 5 a 30 ppm y luego se estabiliza en 100% a partir de 50 ppm. Este

comportamiento refuerza la interpretacién de un efecto fuerte y sostenido de la molécula.

3.6 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol en combinacién con
tebuconazol contra Sclerotium cepivorum

Los resultados del analisis In vitro de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol en combinacion
con tebuconazol mostraron un incremento notable en la eficacia antifungica en

comparaciéon con la molécula evaluada de manera individual (Cuadro 6).

Como se observa en el cuadro 5, las concentraciones de 100, 90, 70, 50 y 30 ppm
presentaron una inhibicién del 100% del crecimiento micelial, lo que indica una alta
efectividad del tratamiento combinado incluso a concentraciones intermedias. Este
comportamiento sugiere un posible efecto sinérgico entre la molécula y el tebuconazol.
En la figura 5 podemos observar inhibicion micelial disminuye en cada uno de los

tratamientos aplicados
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Cuadro 6: Efecto antifungico de la combinacién de 3-tienil-5-azido pirazol y
tebuconazol sobre el crecimiento micelial de Sclerotium cepivorum en condiciones In
vitro.

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
de de de
Concentracion inhibicion inhibiciéon inhibicion Promedio
(Primera  (Segunda (Tercera

rep) rep) rep)
100 ppm 100 100 100 100.00
90 ppm 100 100 100 100.00
70 ppm 100 100 100 100.00
50 ppm 100 100 100 100.00
30 ppm 100 100 100 100.00
10 ppm 98.87 96.65 93.56 96.36
5 ppm 81.18 76.78 70.45 76.14

Figura 5: Crecimiento micelial de Sclerotium cepivorum en cajas Petri donde A=Testigo, B =9.9 mg AZP +
0.1 mgt, C=8.91 mgAZP + 0.09 mg t, D 6.93 mg AZP + 0.07 mg t, E= 4.95 mg AZP+ 0.05 mg t F=2.97
mg AZP + 0.03 mg t G=0.99 mg AZP + 0.01 mg t H=0.48

Debido a la falta de normalidad en los residuales y a la presencia de saturacién en las

concentraciones altas, se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para
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diferencias globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una

tendencia ordenada creciente.

Cuadro 7: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y

tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracion

Prueba n Estadistico gl p Conclusién
Kruskal— 21 H=19.84 6 .003 Existen diferencias
Wallis significativas en el
porcentaje de
inhibicion entre las
concentraciones
evaluadas.
Jonckheere— 21 J=144.00 — <.001 Se observé una
Terpstra tendencia creciente

significativa del
porcentaje de
inhibicion al
aumentar la
concentracion.

Nota. Se analizaron siete concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 21). Para Jonckheere—
Terpstra se asumié una alternativa creciente, coherente con la hipoétesis de respuesta dosis—dependiente.
El valor p de tendencia se reporta como p < .001 debido a la evidencia extrema de ordenamiento

ascendente.

3.6.1 Graficos representativos

A continuacién, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucién de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la figura mas contundente para evidenciar el efecto

logrado.
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Figura 6. Distribucién del porcentaje de inhibiciéon por concentracion (3 tienil 5 azido pirazol con
Tebuconazol contra Sclerotium cepivorum)

Tendencia dosis-respuesta del tratamiento

100 @ \ @ g

95 A

90 A

85 A

80 4

75 1

70 1

65 T T T T T
20 40 60 80 100
Concentracién (ppm)

Figura 7. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibicién segun la concentracion (3 tienil 5 azido

pirazol con Tebuconazol contra Sclerotium cepivorum)
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La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre las concentraciones evaluadas, H(6) = 19.84, p = .003. Ademas, la
prueba de Jonckheere—Terpstra indicé una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicion a medida que aumentd la concentracion del tratamiento, J =
144.00, p <.001. En consecuencia, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis
alternativa,: 3-tienil-5-azido pirazol con tebuconazol mostré un efecto inhibitorio creciente

y marcado contra Sclerotium cepivorum conforme aumentd la concentracion.

Los datos muestran un patrén consistente de respuesta dosis—dependiente: la inhibicion
aumenta de 5 a 10 ppm y alcanza 100% desde 30 ppm, manteniéndose en ese nivel
hasta 100 ppm. Este comportamiento refuerza la interpretacion de un efecto fuerte y

sostenido del tratamiento sobre el crecimiento fungico.

3.7 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol en combinacién con
Nanoparticulas de plata contra Sclerotium cepivorum

Los resultados del analisis In vitro de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol en combinacion
con nanoparticulas de plata de con un tamano de 20 nm a una concentracion de 0.02
mg/ml mostraron un efecto antifungico dependiente de la concentracién sobre el

crecimiento micelial de Sclerotium cepivorum (Cuadro 6).

Como se observa en el Cuadro 6, la concentracion de 50 ppm presentd una inhibicion
del 100%, indicando una alta eficacia del tratamiento a concentraciones elevadas. Sin
embargo, a diferencia de la combinacion con tebuconazol, la eficacia disminuyo

conforme se redujo la concentracion.

A 10 ppm, se obtuvo un promedio de 79.78% de inhibicion, mientras que a 5 ppm la
inhibiciéon fue de 46.40%, evidenciando una reduccion considerable en la actividad
antifungica. En concentraciones aun menores (2.5y 1 ppm), no se observé inhibicion del

crecimiento micelial, registrandose valores de 0%.

Esta tendencia se observa de manera clara en la Figura 9, donde la inhibicion micelial

disminuye progresivamente conforme se reduce la concentracion del tratamiento.
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A partir del ajuste de la curva dosis—respuesta, se estimo una concentracién inhibitoria
media (ICs) de 5.63 ppm,

Cuadro 8: Efecto antifungico de la combinacion de 3-tienil-5-azido pirazol y
Nanoparticulas de plata a una concentracion de 0.02 mg/ml sobre el crecimiento
micelial de Sclerotium cepivorum en condiciones In vitro.

Porcentaje Porcentaje Porcentaje

Concentracion de de de

total inhibicion inhibicion inhibicion Promedio
(Primera  (Segunda (Tercera

rep) rep) rep)
50 ppm 100 100 100 100.00
10 ppm 78.66 81.45 79.22 79.78
5 ppm 46.89 44 .67 47.64 46.40
2.5 ppm 0 0 0 0.00
1 ppm 0 0 0 0.00
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Figura 9 : Crecimiento micelial de Sclerotium cepivorum en cajas Petri donde A=Testigo, B=6.93 mg ARP
+ 2.5 mlAg C=0.99 mg ARP + 0.5 ml Ag, D=0.48 mg ARP + 0.25 ml Ag, E=0.24 mg ARP + 0.175 ml Ag,
G=0.09 mg ARP + 0.05 ml Ag
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Figura 10: Analisis de la concentracion minima inhibitoria al 50% a partir de datos experimentales de
imbibicion micelial de Sclerotium cepivorum tratados con la molécula 3 tienil 5 azido pirazol mas
nanoparticulas de plata. La estimacién de ICso fue de 5.63 ppm

3.8 Analisis de la aplicacion de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol a nivel
invernadero

Los resultados del ensayo In situ mostraron un efecto dependiente de la concentracion

de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol sobre la incidencia de Sclerotium cepivorum.

A la concentracion de 600 ppm, se registraron 46 plantas sanas y 4 enfermas, lo que
corresponde a una incidencia del 8% y un control del 92%, indicando un alto nivel de
control del patégeno.
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En la concentracion de 60 ppm, se observaron 33 plantas sanas y 17 enfermas, lo que
representa una incidencia del 34% y una sanidad del 66%, mostrando una disminucién

en la eficacia del tratamiento en comparacion con la dosis mas alta.

Por otro lado, a 6 ppm, se registraron unicamente 9 plantas sanas y 41 enfermas, lo que
equivale a una incidencia del 82% y una sanidad del 18%, evidenciando una baja
efectividad en el control de la enfermedad a esta concentracion. Ademas de la incidencia
y sanidad registrada, se observaron diferencias importantes entre tratamientos. Las
plantas tratadas con 600 ppm mostraron mayor vigor vegetativo, raices con menor grado
de pudricidn y ausencia visible de micelio blanco caracteristico de Sclerotium cepivorum
durante gran parte del experimento. Los primeros sintomas de marchitez y pudricion se
observaron aproximadamente 18—20 dias después de la inoculacion, evidenciando un

retraso en el desarrollo de la enfermedad en comparacion con el testigo positivo.

En el tratamiento de 60 ppm, los sintomas aparecieron entre los 12 y 15 dias posteriores
a la inoculacién. Por otro lado, las plantas tratadas con 6 ppm presentaron sintomas
severos de marchitez, amarillamiento y pudricion radical entre los 7 y 10 dias después
de la inoculacion, mostrando un comportamiento similar al testigo positivo. En estas

plantas se observé abundante crecimiento micelial y deterioro del sistema radicular.

En términos generales, las concentraciones mas altas retrasaron el desarrollo de
sintomas y disminuyeron la severidad de la enfermedad, indicando un efecto protector
dependiente de la dosis aplicada. En general, los resultados indican que la molécula
presenta una alta eficacia a concentraciones elevadas, mientras que su efectividad
disminuye al reducir la dosis, lo que sugiere una relacion directamente proporcional entre
la concentracion aplicada y el nivel de control de S. cepivorum bajo condiciones In situ.
En la figura 11 se puede observar las diferencias entre el testigo negativo positivo y las

3 diferentes dosis aplicadas de la molécula
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Figura 11: plantas representativas de las 3 dosis aplicadas donde A: testigo negativo B: 600 ppm de la
molécula C: 60 ppm, D: 6 ppm y E: testigo positivo

3.9. Discusién
Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la molécula 3-tienil-5-azido

pirazol presenta un efecto antifungico significativo contra Sclerotium cepivorum, el cual
se incrementa conforme aumenta la concentracion del tratamiento, evidenciando un
comportamiento dosis—dependiente. Los compuestos que contienen el anillo de pirazol
han mostrado actividad antifungica mediante la inhibicién de la biosintesis de ergosterol
y la inhibicion de la formacién de biopeliculas (Walunj, et al 2023). Se observo que la
inhibicién del crecimiento micelial alcanzé valores del 100% a partir de concentraciones

intermedias, lo que sugiere un efecto fungicida.

La combinacién de la molécula con tebuconazol mostré un incremento en la eficacia
antifangica, alcanzando inhibicién total incluso a concentraciones mas bajas en
comparacién con la molécula sola. Este comportamiento sugiere un posible efecto

sinérgico entre ambos compuestos, lo cual coincide con lo reportado para fungicidas del
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grupo de los triazoles que actuan como inhibidores de la biosintesis de ergosterol y
constituyen la terapia de primera linea para infecciones fungicas invasivas (Rybak, et al
2024). La interaccion entre diferentes modos de accién puede potenciar el efecto

antifungico y reducir la probabilidad de generar resistencia.

Por otro lado, la combinacién del 3 tienil 5 azido pirazol con nanoparticulas incorporadas
al medio PDA de plata también presenté actividad antifungica dependiente de la
concentracion, aunque con menor eficacia a bajas dosis. Este comportamiento sugiere
que, aunque las nanoparticulas de plata poseen propiedades antimicrobianas, su efecto
en este sistema puede depender de factores como la concentracion, tamafo de particula
y disponibilidad del compuesto activo. Diversos estudios sugieren que las AgNPs inducen
estrés oxidativo al alterar sus macromoléculas, como lipidos, proteinas y &acidos
nucleicos, provocando oxidacion lipidica y peroxidacion de proteinas mediante la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Yu et al., 2020). Estas ROS
suprimen los mecanismos de defensa antioxidante y causan dafo estructural en las
membranas a través de la oxidacion de biomoléculas (Dumanovi¢ et al. 2021). Los
resultados confirmaron diferencias significativas entre tratamientos y una tendencia
creciente en la inhibicién conforme aumenta la concentracion, lo que respalda la hipotesis

planteada.

Ademas de los resultados obtenidos en condiciones In vitro, el ensayo In situ permitio
confirmar que la molécula 3-tienil-5-azido pirazol también presenté efecto sobre la
incidencia de Sclerotium cepivorum bajo condiciones de invernadero. La respuesta
observada fue dependiente de la concentracion, ya que a 600 ppm se registré una
sanidad del 92% y una incidencia de solo 8%, mientras que a 60 ppm la sanidad
disminuyd a 66% y la incidencia aumento6 a 34%. En contraste, a 6 ppm se observé una
baja eficacia del tratamiento, con 82% de incidencia y unicamente 18% de plantas sanas.
Estos resultados indican que la molécula conserva actividad bioldgica fuera del sistema
controlado de laboratorio, aunque su eficacia depende directamente de la dosis aplicada.
Esto es relevante debido a que S. cepivorum produce esclerocios capaces de
permanecer viables durante largos periodos en el suelo, lo que dificulta su manejo

mediante estrategias convencionales (Coley-Smith, et al 1990).
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3.10 Conclusion

La combinacién in vitro de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol mas tebuconazol controlo
en una proporcidon de 99:1 (molécula 3 tienil 5 azido pirazol y tebuconazol),
respectivamente mostro un control a partir de 30 a 100 ppm en un 100% a Siclerotium
cepivorum, con la dosis de 10 ppm mostro una inhibicion de 96.4%. La ICso de la molécula

3 tienil 5 azido pirazol mas nanoparticulas de plata fue de 5.65 ppm

En el ensayo In situ, la molécula 3-tienil-5-azido pirazol mostro un control del 92% a 600
ppm. En resumen, la molécula 3-tienil-5-azido pirazol, especialmente en combinacion
con tebuconazol, se posiciona como una alternativa viable para el desarrollo de nuevas

estrategias de control de Sclerotium cepivorum.
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CAPITULO 4 ESTUDIOS IN VITRO DE 3 TIENIL 5 AZIDO PIRAZOL SOLAY EN
COMBINACION CON NANOPATILUAS DE PLATAY TEBUCONAZOL CONTRA
Botrytis spp

Resumen
Se evaluo la actividad antifungica de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol contra Botrytis
spp, en condiciones In vitro, tanto de manera individual como en combinacién con

tebuconazol y nanoparticulas de plata.

Los resultados evidenciaron una clara relacion dosis—respuesta, con altos niveles de
inhibicion a concentraciones elevadas y una disminucién progresiva a dosis bajas. En
comparacién con Sclerotium cepivorum, Botrytis spp. mostré una menor sensibilidad al

tratamiento.

La combinacién con tebuconazol mejord la actividad antifungica, sugiriendo un efecto
complementario, mientras que la combinacién con nanoparticulas de plata mostré una

inhibicion moderada dependiente de la concentracion. El valor de IC;, se estimé entre 7

y 10 ppm.

Los resultados indican que la molécula presenta potencial antifungico contra Botrytis spp,
aunque su eficacia depende de la concentracion y de las caracteristicas biolégicas del

patdgeno.

4.1 Introduccion

Botrytis spp, es un grupo de hongos (Hyphomycetes) caracterizado por incluir varias
especies fitopatdgenas que causan dafos severos en los cultivos (Choquer, et al 2007,
Bi, K et al 2022). Casi 600 géneros de plantas vasculares, que representan
aproximadamente 1400 especies vegetales, pueden ser infectados por alguna de las 28

especies del género Botrytis spp. (Elad, et al 2007).

Botrytis cinerea es uno de los patégenos fungicos necrotréficos mas estudiados y causa
la pudricion gris en mas de 500 especies de plantas (Williamson et al., 2007). Este

patogeno tiene un impacto econdmico devastador en diversos cultivos de importancia,
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incluyendo uva, fresa y tomate (Dean et al., 2012), y puede estar presente en tallos,
hojas, flores, frutos y semillas. Puede provocar sintomas evidentes de la enfermedad en
el periodo de pre-cosecha o permanecer en estado latente hasta el periodo de

postcosecha (Fillinger y Elad, et al 2016).

La enfermedad es particularmente dificil de manejar debido a su rapida propagacién bajo
condiciones favorables, como alta humedad y temperaturas moderadas (Latorre, et al
2015, All Sarayreh et al 2020) Botrytis cinerea puede infectar los cultivos tanto en campo
como durante el almacenamiento poscosecha (Romanazzi et, al 2016) , lo que lo
convierte en una amenaza persistente a lo largo de toda la cadena de produccion
agricola. Ademas, la capacidad del patdgeno para desarrollar resistencia a fungicidas de
uso comun ha agravado el problema (Leroux et al 2002, lo que hace necesario explorar

estrategias alternativas de deteccion y manejo.

Botrytis cinerea debido a su amplio rango de hospedantes, diversos modos de ataque y
la presencia de fases tanto asexuales como sexuales que le permiten sobrevivir en
condiciones favorables o desfavorables (Fillinger y Elad, 2016). Las esporas asexuales
de este hongo son los conidios, que se dispersan facilmente por el viento o el agua,
mientras que sus estructuras sexuales son los esclerocios, fundamentales para su

supervivencia en ambientes adversos (Brandhoff et al., 2017).

La deteccion temprana y precisa de Boftrytis cinerea es esencial para implementar
estrategias de manejo efectivas, reducir el dafio en los cultivos y disminuir la

dependencia de productos quimicos.

4.2. Materiales y métodos
Los ensayos realizados en Botrytis spp. se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones

experimentales descritas para Sclerotium cepivorum (Capitulo 2). Las unicas variaciones
correspondieron a las condiciones especificas de crecimiento de cada patdgeno,

particularmente en el tiempo de incubacion y desarrollo micelial.
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4.3 Resultados

4.3.1 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol contra Botrytis spp

Los resultados del analisis In vitro de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol sobre el
crecimiento micelial de Botrytis spp. mostraron un efecto inhibitorio dependiente de la

concentracion (Cuadro 6).

Como se observa en el cuadro 6, las concentraciones de 100, 90 y 70 ppm lograron una
inhibicion del 100%, evidenciando una alta eficacia de la molécula a concentraciones

elevadas.

A partir de 50 ppm, la inhibiciéon disminuyd, registrandose un promedio de 73.42%,
seguido de 62.24% a 30 ppm. En concentraciones menores, como 10 ppm, la inhibicion
fue de 57.08%, mientras que a 5 ppm se obtuvo el valor mas bajo con 28.89%. En la
figura 11 podemos observar el efecto de inhibicion micelial de la molécula 3 tienil 5 azido
pirazol contra el hongo Botrytis spp.

Cuadro 8: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y
tendencia en el porcentaje de inhibicién segun la concentracion

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
de de de
Concentracion inhibicion inhibicion inhibicion Promedio
(Primera (Segunda (Tercera

rep) rep) rep)
100 ppm 100 100 100 100.00
90 ppm 100 100 100 100.00
70 ppm 100 100 100 100.00
50 ppm 79.52 64.07 76.67 73.42
30 ppm 64.62 57.43 64.66 62.24
10 ppm 58.78 55.67 56.78 57.08
5 ppm 29.67 26.89 30.1 28.89
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Figura 12: Crecimiento micelial de Botrytis spp, en cajas Petri bajo diferentes concentraciones del
tratamiento de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol donde A: Testigo, B: 100 ppm, C:90 ppm, D: 70 ppm,
E:50 ppm, F:30 ppm, G:10 ppm y H:5 ppm

Se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para diferencias globales
entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una tendencia ordenada
creciente.

Cuadro 9: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y
tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracidn

Prueba n Estadistico gl p Conclusion
Kruskal— 21 H=19.32 6 .004 Existen diferencias
Wallis significativas en el

porcentaje de
inhibicion entre las

concentraciones
evaluadas.

Jonckheere— 21 J=172.50 — <.001 Se observo una
Terpstra tendencia
creciente

significativa del

porcentaje de
inhibicion al
aumentar la

concentracion.

62



Nota. Se analizaron siete concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 21). Para Jonckheere—
Terpstra se asumié una alternativa creciente, coherente con la hipotesis de respuesta dosis—
dependiente.

4.3.2 Graficos representativos

A continuacion, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucién de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la estimacion del 1Cso.

Distribucién del porcentaje de inhibicién por concentracién
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Figura 13. Distribucion del porcentaje de inhibicién por concentraciéon de la molécula sola 3 tienil 5 azido
pirazol contra Botrytis spp
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Tendencia dosis-respuesta del porcentaje de inhibicidn
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Figura 14. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibiciéon segun la concentracion de la molécula
sola 3 tienil 5 azido pirazol contra Botrytis spp.
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Figura 15. Curva dosis—respuesta en escala logaritmica, a partir de datos experimentales de inhibicién

micelial de Botrytis spp tratados con la molécula sola 3 tienil 5 azido pirazol con estimacion de 1Cso de
10.46 ppm.
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La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre las concentraciones evaluadas, H(6) = 19.32, p = .004. Ademas, la
prueba de Jonckheere—Terpstra indicé una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicién a medida que aumentd la concentracién de la molécula sola, J
=172.50, p < .001. ElI modelo log-logistico de dosis—respuesta estimoé un ICso de 10.46
ppm, ubicado entre las concentraciones de 5y 10 ppm. En consecuencia, se rechaza la
hipétesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa la molécula sola mostré un efecto

inhibitorio significativo y dependiente de la concentracion contra Botrytis.

Los datos muestran un patrén consistente de respuesta dosis—dependiente: la inhibicion
fue baja a 5 ppm, aumenté a 10, 30 y 50 ppm, y alcanzé 100% en las concentraciones
de 70 ppm o superiores. Este comportamiento respalda la actividad inhibitoria de la

molécula sola contra el hongo evaluado.

4.4 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con Tebuconazol contra
Botrytis spp

Los resultados del analisis /n vitro de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol en combinacion
con tebuconazol sobre el crecimiento micelial de Botrytis spp. mostraron un efecto

antifangico dependiente de la concentracién (Cuadro 10).

Cuadro 10: Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis spp. por efecto
de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol en combinacidén con tebuconazol bajo condiciones

In vitro

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
de de de
Concentracion inhibicion inhibicién inhibicion Promedio
(Primera (Segunda (Tercera

rep) rep) rep)
100 ppm 100 100 100 100.00
90 ppm 100 100 100 100.00
70 ppm 100 100 100 100.00
50 ppm 82.76 84 1 80.89 82.58
30 ppm 69.22 77.71 75.45 7413
10 ppm 61.89 66.65 64.87 64.47
5 ppm 24.89 43.97 34.89 34.58
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Como se observa en el cuadro 10, las concentraciones de 100, 90y 70 ppm presentaron
una inhibicién del 100%, indicando una alta eficacia del tratamiento combinado a

concentraciones elevadas.

A partir de 50 ppm, la inhibicién disminuyo ligeramente, registrandose un promedio de
82.58%, seguido de 74.13% a 30 ppm. En concentraciones menores, como 10 ppm, se
obtuvo una inhibicion de 64.47%, mientras que a 5 ppm se registré el valor mas bajo con
34.58%.

En general, los resultados indican que la combinacion de la molécula con tebuconazol
mantiene una alta actividad antifungica a concentraciones altas e intermedias, aunque
su eficacia disminuye progresivamente a medida que se reduce la concentracién, lo que
sugiere una relacién directa entre la dosis aplicada y el nivel de inhibicién del patégeno,
en la figura 12 podemos observar el crecimiento micelial del hongo Botrytis spp junto con

la mezcla realizada de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol en sinergia con Tebuconazol.

Figura 16: Crecimiento micelial de Botrytis spp en cajas Petri donde A=Testigo, B =9.9 mg ARP + 0.1 mg
t, C=8.91 mgARP + 0.09 mg t, D 6.93 mg ARP + 0.07 mg t, E= 4.95 mg ARP+ 0.05 mg t F=2.97 mg ARP
+ 0.03 mg t G=0.99 mg AZP + 0.01 mg t H=0.48 donde ARP= 3 tienil 5 azido pirazol y t= tebuconazol.
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Se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para evaluar diferencias

globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una tendencia

ordenada creciente.

Cuadro 11: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y

tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracion

Prueba n Estadistico gl p Conclusién
Kruskal— 21 H=19.77 6 .003 Existen diferencias
Wallis significativas en el
porcentaje de
inhibicion entre las
concentraciones
evaluadas.
Jonckheere— 21 J=17550 — <.001 Se observdé una

Terpstra

tendencia creciente

significativa del
porcentaje de
inhibicion al
aumentar la
concentracion.

Nota. Se analizaron siete concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 21). Para Jonckheere—
Terpstra se asumio una alternativa creciente, coherente con la hipotesis de respuesta dosis—

dependiente.

4.4.1 Graficos representativos

A continuacién, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucién de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la curva ajustada empleada para la estimacion

del ICsp.
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Distribucién del porcentaje de inhibicion por concentracion
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Figura 17. Distribucion del porcentaje de inhibiciéon por concentracion de la molécula 3 tienil 5 azido
pirazol mas tebuconazol contra Botrytis spp.
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Tendencia dosis-respuesta del porcentaje de inhibicion
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Figura 18. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibiciéon segun la concentracion de la molécula
3 tienil 5 azido pirazol mas tebuconazol contra Botrytis spp.
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Curva dosis-respuesta y estimacion de EC50
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Figura 19. Curva dosis—respuesta en escala logaritmica a partir de datos experimentales de inhibicidon
micelial de Botrytis spp tratados con la molécula sola 3 tienil 5 azido pirazol con tebuconazol con una
estimacion de ICso (7.71 ppm).

La prueba de Jonckheere—Terpstra indicd una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicidon a medida que aumento la concentracion, J = 175.50, p < .001.
En consecuencia, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alternativa, la
combinacién de 3-tienil-5-azido pirazol con tebuconazol mostré un efecto inhibitorio
creciente y marcado sobre Botrytis conforme aumentd la concentracion. El ajuste de la
curva dosis—respuesta estimé un ICso de 7.71 ppm, lo que indica que dicha concentracion
produce aproximadamente 50% de inhibicion del crecimiento. Este comportamiento
refuerza la interpretacién de un efecto fuerte y sostenido de la combinacion sobre el

crecimiento del hongo.
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4.5 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con Nanoparticulas de plata
contra Botrytis spp

La evaluacion In vitro de la combinacion de 3-tienil-5-azido pirazol con nanoparticulas de
plata evidencio una respuesta variable en la inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis

spp., en funcion de la concentracion aplicada (Cuadro 12).

A una concentracién de 50 ppm, se alcanzo6 una inhibicidon promedio de 71.81%, lo que
refleja una actividad antifungica moderada. Al disminuir la dosis a 10 ppm, el efecto

inhibitorio se redujo ligeramente, registrandose un 61.33%.

La tendencia decreciente se acentué en concentraciones mas bajas; a 5 ppm, la
inhibicion fue de 31.29%, indicando una pérdida importante de eficacia. En contraste, las
concentraciones de 2.5 y 1 ppm no mostraron efecto inhibitorio sobre el patégeno, en la
figura 13 se observa el efecto inhibitorio de molécula 3 tienil 5 azido pirazol en

combinacién con nanoparticulas de plata.

Cuadro 12: Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Botrytis spp. por efecto
de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol en combinacién con nanoparticulas de plata bajo
condiciones In vitro.

Concentracion Porcentaje Porcentaje Promedio

de de
inhibicion inhibicion
50 ppm 73.16 70.45 71.81
10 ppm 61.76 60.89 61.33
5 ppm 29.87 32.7 31.29
2.5 ppm 0 0 0.00
1 ppm 0 0 0.00
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Figura 20 : Crecimiento micelial de Botrytis spp en cajas Petri donde A=Testigo, B=6.93 mg ARP + 2.5 ml
Ag C=0.99 mg ARP + 0.5 ml Ag, D=0.48 mg ARP + 0.25 ml Ag, E=0.24 mg ARP + 0.175 ml Ag, G=0.09 mg
ARP + 0.05 ml Ag, donde ARP= 3 tienil 5 azido pirazol y Ag= Nanoparticulas de plata.

Se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para evaluar diferencias

globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una tendencia

ordenada creciente.

Cuadro 13: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y
tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracién

Prueba
Kruskal—
Wallis

Jonckheere—
Terpstra

n
24

24

Estadistico
H=2284

J =207.00

gl
7

p
.002

<.001

Conclusién
Existen
diferencias
significativas en
el porcentaje de
inhibiciéon entre
las
concentraciones
evaluadas.
Se observé una
tendencia
creciente
significativa del
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porcentaje de
inhibicion al
aumentar la

concentracion.

Nota. Se analizaron ocho concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 24). Para Jonckheere—
Terpstra se asumié una alternativa creciente, coherente con la hipotesis de respuesta dosis—
dependiente.

4.5.1 Graficos representativos

A continuacion, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucion de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la curva ajustada empleada para la estimacién
del I1Csp.

Distribucién del porcentaje de inhibicién por concentracién
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Figura 21. Distribucién del porcentaje de inhibicidon por concentracion de molécula 3 tienil 5 azido pirazol
mas nanoparticulas de plata conta Botrytis spp.
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Tendencia dosis-respuesta del porcentaje de inhibicién
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Figura 22: Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibicidon segun la concentracion molécula 3
tienil 5 azido pirazol mas nanoparticulas de plata contra Botrytis spp.

Para obtener el ICso se ajustd un modelo log-logistico con limite inferior en 0 y limite
superior estimado, debido a que la inhibicion maxima observada fue de 71.81% y no
alcanzé 100% dentro del rango experimental. EI modelo estimé un limite superior
aproximado de 70.27% y una pendiente de 3.69. La concentracién asociada con 50% de

inhibicion absoluta fue 1Cso = 6.95 ppm (Figura 19).

Este valor debe interpretarse como una estimacion basada en la curva ajustada. A
diferencia de los tratamientos que alcanzan 100% de inhibicién, aqui la respuesta

maxima observada fue menor, por lo que el ajuste considera una meseta inferior al 100%.
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Curva dosis-respuesta y estimacién de EC50
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Figura 23: Curva dosis—respuesta en escala logaritmica a partir de datos experimentales de inhibicion micelial de
Botrytis spp tratados con la molécula sola 3 tienil 5 azido pirazol con nanoparticulas de plata con una estimacion de
ICs0 (6.95 ppm).

4.6 Discusion
Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la molécula 3-tienil-5-azido

pirazol presenta actividad antifungica contra Botrytis spp., evidenciando una respuesta
dependiente de la concentracién. Este comportamiento confirma que el compuesto no
actua de manera especifica sobre un solo patégeno, sino que posee un efecto biolégico
mas amplio, lo cual es consistente con el potencial reportado para derivados del nucleo
pirazol que han sido aprobados para la proteccidon de las plantas y ayudan a proteger
diversos cultivos de un amplio espectro de hongos fitopatégenos al interrumpir el ciclo
energético del hongo (Sauter, et al 1999). A diferencia de lo observado en Sclerotium
cepivorum (Capitulo Il), donde se alcanzé una inhibicion completa a concentraciones
intermedias, en Botrytis spp. la respuesta puede ser menos marcada o requerir mayores
concentraciones para alcanzar niveles equivalentes de inhibicion. Esta diferencia puede
explicarse por la biologia del patdgeno, ya que Botrytis spp. es un patdégeno necrotréfico
y polifago que tiene una notable capacidad para infectar una amplia gama de especies
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vegetales (Derbyshire et al. 2022). Este patdgeno es altamente exitoso debido a su
elevada capacidad reproductiva, mecanismos de supervivencia notables y estrategias de
infeccion multifacéticas. Esta combinacion de caracteristicas contribuye a su distribucion
global, situandolo entre los 10 fitopatdgenos mas devastadores economicamente (Dean
et al., 2012).

El efecto observado en la combinacién con tebuconazol sugiere una interaccion positiva
entre ambos compuestos, ya que se incrementa la eficacia antifungica en comparacion
con la molécula sola. Este resultado es consistente con el comportamiento descrito en el
capitulo anterior, pero en este caso adquiere mayor relevancia debido a la dificultad
inherente en el control de Botrytis spp., particularmente por su capacidad de desarrollar
resistencia a fungicidas del grupo de los triazoles. En este contexto, el uso combinado
de moléculas con diferentes mecanismos de accion representa una estrategia viable para

mejorar la eficacia del control y reducir la presion de selecciéon (Hahn, 2014).

Desde el punto de vista estadistico, la presencia de diferencias significativas entre
concentraciones y una tendencia creciente en la inhibicién confirman que la respuesta
del patégeno esta directamente relacionada con la dosis aplicada. Este patron refuerza

la validez del modelo dosis—respuesta y respalda la hipotesis planteada en el estudio.

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian que, aunque la molécula 3-tienil-5-azido
pirazol es efectiva contra Botrytis spp., su eficacia es modulada por las caracteristicas
biologicas del patdégeno, lo que resalta la importancia de considerar el tipo de hongo en

la evaluacién de nuevos compuestos antifungicos.

4.7 Conclusién
La molécula 3-tienil-5-azido pirazol presento actividad antifungica contra Botrytis spp. en

condiciones In vitro, mostrando un comportamiento dependiente de la concentracion.

Al combinarse con tebuconazol, la eficacia del tratamiento aumenté significativamente,
lo que sugiere un efecto complementario entre ambos compuestos. Las concentraciones
de 100, 90 y 70 ppm presentaron una inhibicion del 100 % del crecimiento micelial de
Botrytis spp.. A 50 ppm se obtuvo un promedio de inhibicion de 82.58 %, mientras que a
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30y 10 ppm los valores fueron de 74.13 % y 64.47 %, respectivamente. La concentracion
de 5 ppm registré una inhibicion de 34.58 %. Por otro lado, la combinacion con
nanoparticulas de plata mostré una actividad antifungica moderada y dependiente de la
concentracion, alcanzando un promedio de inhibicion de 71.81 % a 50 ppm, 61.33 % a
10 ppm y 31.29 % a 5 ppm, mientras que las concentraciones de 2.5 y 1 ppm no

mostraron inhibicion del crecimiento micelial.

Los analisis estadisticos realizados confirmaron diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas (p < 0.05), observandose una tendencia creciente en el
porcentaje de inhibicion conforme aumentd la concentracion de los tratamientos. La
prueba de Kruskal-Wallis mostro diferencias significativas entre tratamientos (H = 19.32;
p = .004), mientras que la prueba de Jonckheere—Terpstra indicé una tendencia dosis—
respuesta significativa (J = 172.50; p < .001). Ademas, el modelo log-logistico estimoé un
ICso de 10.46 ppm para la molécula solay un ECs, de 7.71 ppm para la combinacién con
tebuconazol, evidenciando una mayor eficacia del tratamiento combinado. Estos
resultados permitieron rechazar la hipotesis nula y aceptar la hipétesis alternativa,

confirmando la actividad antifungica de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol contra Botrytis

spp.

En conclusién, la molécula evaluada presenta potencial como agente antifungico de
amplio espectro; sin embargo, su eficacia depende de la biologia del patégeno, por lo
que su aplicacion debe considerarse dentro de estrategias integradas de manejo de

enfermedades.
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CAPITULO 5 ESTUDIOS IN VITRO DE 3 TIENIL 5 AZIDO PIRAZOL SOLAY EN
COMBINACION CON NANOPATILUAS DE PLATAY TEBUCONAZOL CONTRA
Fusarium sp

Resumen
En este capitulo se evaluo la actividad antifungica de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol
contra Fusarium spp. en condiciones In vitro, tanto de forma individual como en

combinacién con tebuconazol y nanoparticulas de plata.

Los resultados mostraron un efecto dependiente de la concentracion, alcanzando
inhibiciones del 100% en concentraciones altas. En comparacién con otros patdégenos
evaluados, Fusarium spp. presentd una respuesta mas variable, atribuida a su capacidad
de adaptacion y supervivencia en el suelo.La combinacion con tebuconazol incrementé
la eficacia antifungica, registrando inhibiciones del 100 % en 100, 90 y 70 ppm; 74.32 %
a 50 ppm; 65.32 % a 30 ppm; 51.62 % a 10 ppm y 46.41 % a 5 ppm, con un EC5, de
8.70 ppm. Por otro lado, la combinacion con nanoparticulas de plata presentd
inhibiciones de 69.81 % a 50 ppm, 44.58 % a 10 ppmy 22.67 % a 5 ppm, mientras que
a 1y 2.5 ppm no se observé inhibicién del crecimiento micelial. EI ECs, estimado para

esta combinacion fue de 17.37 ppm.

5.1 Introduccién
El género Fusarium spp, fue descrito por primera vez en 1809 por Heinrich Friedrich Link

y posteriormente incluido en la taxonomia por Elias Magnus Fries en 1821.

Hasta la fecha, se conocen aproximadamente 300 especies de Fusarium, aunque casi la
mitad de ellas no han sido descritas oficialmente (Abdel-Azeem et al, 2019, Aoki et al
2014, Cobo-Diaz et al 2019, Summerell et al 2019).

Fusarium spp es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en el suelo
y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son considerados oportunistas (Tapia
et al, 2014).
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Aunque la mayoria de las especies de Fusarium son microorganismos del suelo
inofensivos, un pequefio numero de especies patdgenas de Fusarium spp. representan
una amenaza significativa para la agricultura (Munkvold et al 2017, Ma L et al 2013,
Munkvold et al, 2017, Zakaria, et al 2022).

Estas especies patdégenas son capaces de infectar una amplia variedad de plantas,
incluyendo cultivos alimentarios y comerciales, plantas medicinales y ornamentales
(Kuhnem et al, 2016, Duan et al 2016, Nganje et al 2004).. La infeccion causada por
Fusarium conduce a diferentes tipos de pudriciones, como pudricidén de raiz, tallo, base,
flores y espigas, al atacar y destruir el sistema vascular de la planta (Ma L et al 2013,
Waller et al 1990, Rampersad et al 2020).

Las especies de Fusarium spp, se adaptan a una amplia variedad de habitats y, aunque

presentan afinidad por climas templados, son capaces de contaminar cultivos a nivel

mundial (Ekwomadu et al, 2019).

Fusarium spp. es uno de los principales hongos fitopatégenos del suelo, responsable de
numerosas enfermedades de importancia econdémica en cultivos. Ademas de su
capacidad patogénica, una de sus caracteristicas mas peligrosas es la produccion de
metabolitos secundarios toxicos (micotoxinas) . Entre las toxinas mas importantes y

frecuentes producidas por Fusarium se encuentran los tricotecenos, fumonisinas y

zearalenona ((Ekwomadu et al, 2019).

Muchas especies de Fusarium son patdgenas de cultivos importantes; entre ellas,

Fusarium graminearum y Fusarium oxysporum se encuentran dentro de los diez

patogenos fungicos mas importantes en fitopatologia (Dean et al 2012).

Las pérdidas econdmicas globales en la agricultura asociadas con cepas fitopatdgenas
de Fusarium alcanzan miles de millones de dolares al ano (Bakker et al 2018). La
prevalencia de infecciones por Fusarium en plantas puede evidenciarse en que especies
como Fusarium graminearum y Fusarium oxysporum se encuentran entre los principales

patégenos fungicos de las plantas.
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Ademas, Fusarium ha sido incluido recientemente entre los diez hongos fitopatogenos

de mayor importancia economica (Timmusk et al 2020).

A pesar del desarrollo de nuevos fungicidas, estos hongos presentan un alto potencial
adaptativo, lo que les permite infectar eficazmente a las plantas cultivadas (Rampersad
et al 2021).

Por ello, es fundamental continuar investigando nuevas alternativas de control,
incluyendo enfoques bioldgicos, compuestos bioactivos y tecnologias emergentes como
las nanoparticulas, con el fin de desarrollar estrategias mas eficaces y sostenibles para

Su manejo en sistemas agricolas.

5.2 Materiales y métodos
Los ensayos realizados en Fusarium spp. se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones

experimentales descritas para Sclerotium cepivorum (Capitulo 2). Las unicas variaciones
correspondieron a las condiciones especificas de crecimiento de cada patdgeno,

particularmente en el tiempo de incubacién y desarrollo micelial.
5.3. Resultados

5.3.1 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol contra Fusarium spp

La actividad antifungica de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol frente a Fusarium spp.
evaluada In vitro mostré una disminucion progresiva en la inhibicion del crecimiento

micelial conforme se redujo la concentracion del tratamiento (Cuadro 14).

Las concentraciones de 100 y 90 ppm lograron una inhibicién total (100%), mientras que
a 70 ppm aun se observo un efecto elevado, con un promedio de 80.69%. Sin embargo,
al disminuir la concentracion a 50 ppm, la inhibicion descendié a 69.66%, continuando

esta tendencia a 30 ppm con un 55.18%.

En concentraciones bajas, el efecto antifungico fue considerablemente menor. A 10 ppm,
la inhibiciéon promedio fue de 14.09%, y a 5 ppm se registré un valor de 11.66%, indicando
una pérdida significativa de la actividad de la molécula. En la figura 23 se puede observar
el efecto fungistatico de la molécula sola 3 tienil 5 azido pirazol.
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Cuadro 14: Efecto antifungico de la combinacién de 3-tienil-5-azido pirazol sobre el
crecimiento micelial de Fusarium spp en condiciones In vitro.

Porcentaje Porcentaje Porcentaje
de de de
Concentracion inhibicion inhibiciéon inhibicion Promedio
(Primera  (Segunda (Tercera

rep) rep) rep)
100 ppm 100 100 100 100
90 ppm 100 100 100 100
70 ppm 84.81 76.57 73.25 80.69
50 ppm 71.55 67.78 65.25 69.665
30 ppm 67.56 42.8 45.25 55.18
10 ppm 12.21 15.97 19.23 14.09
5 ppm 10.6 12.73 15.25 11.665

Figura 24: Crecimiento micelial de Fusarium spp en cajas Petri bajo diferentes concentraciones del
tratamiento de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol, donde A:Testigo, B:100 ppm, C:90 ppm, D: 70 ppm, E:50
ppm, F: 30 ppm, G: 10 ppm y H:10 ppm

Se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para evaluar diferencias
globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una tendencia
ordenada creciente.
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Cuadro 15: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y
tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracion

Prueba n Estadistico gl p Conclusién
Kruskal— 21 H=19.34 6 .004 Existen diferencias
Wallis significativas en el

porcentaje de
inhibicion entre las

concentraciones
evaluadas.
Jonckheere— 21 J=181.50 — <.001 Se observo una
Terpstra tendencia creciente

significativa del
porcentaje de
inhibicion al aumentar
la concentracion.
Nota. Se analizaron siete concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 21). Para Jonckheere—
Terpstra se asumio una alternativa creciente, coherente con la hipotesis de respuesta dosis—
dependiente.

Se ajusté un modelo log-logistico de dos parametros para estimar la concentraciéon
efectiva media (ICsp), entendida como la concentracion necesaria para producir 50% de
inhibiciéon. El modelo estim6 un ICso de 27.55 ppm y una pendiente de 1.77. Este valor
se encuentra dentro del intervalo experimental evaluado y cercano a la concentracion de

30 ppm, donde se observo una inhibicién promedio de 51.87%.

5.3.2 Graficos representativos
A continuacién, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucién de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la curva ajustada empleada para la estimacion del
[Cso.
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Distribucion del porcentaje de inhibicién por concentracién
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Figura 25. Distribucion del porcentaje de inhibiciéon por concentracion (Molécula 3 tienil 5 azido pirazol
contra Fusarium spp).
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Tendencia dosis-respuesta del porcentaje de inhibicidon
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Figura 26. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibiciéon segun la concentracion. (Molécula 3
tienil 5 azido pirazol contra Fusarium spp)
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Curva dosis-respuesta y estimacion de EC50
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Figura 27. Curva dosis—respuesta en escala logaritmica a partir de datos experimentales de inhibicién micelial
de Fusarium spp tratados con la molécula sola 3 tienil 5 azido pirazol y estimacion de ICso (27.55 ppm)

La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre las concentraciones evaluadas, H(6) = 19.34, p = .004. Ademas, la
prueba de Jonckheere—Terpstra indicé una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicidon a medida que aumento la concentracion, J = 181.50, p < .001.
En consecuencia, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alternativa, la
molécula sola mostré un efecto inhibitorio creciente sobre Fusarium conforme aumenté
la concentracién. El ajuste de la curva dosis—respuesta estimo un ICso de 27.55 ppm, lo
que indica que dicha concentracion produce aproximadamente 50% de inhibicion del
crecimiento. Desde una perspectiva bioldgica, los datos muestran un patron dosis—
dependiente claro: la inhibicién fue baja a 5 y 10 ppm, aumenté notablemente a 30 y 50

ppm, y alcanzé inhibicion completa a partir de 90 ppm.
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5.4 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con Tebuconazol contra
Fusarium spp

La evaluacion In vitro de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol sobre el crecimiento micelial
de Fusarium spp. evidencié una alta efectividad en concentraciones elevadas, seguida

de una disminucion gradual conforme se redujo la dosis aplicada (Cuadro 16).

Se observo que las concentraciones de 100, 90 y 70 ppm inhibieron completamente el
desarrollo del patégeno, alcanzando valores de 100% de inhibicidbn en todas las
repeticiones. A partir de 50 ppm, el efecto comenzé a disminuir, con valores de inhibicion
entre 70.32% y 76.41%.

En concentraciones intermedias, como 30 ppm, la inhibicion se mantuvo en niveles
moderados (alrededor de 60-65%). Posteriormente, a 10 ppm, el efecto antifungico
descendié a aproximadamente 50%, mientras que a 5 ppm se registraron valores
cercanos al 40-46%. En la figura 24 se puede observar el efecto inhibitorio de molécula
3 tienil 5 azido pirazol en combinacion con tebuconazol.

Cuadro 16: Concentraciones y porcentajes de inhibicion de la molécula 3 tienil 5 azido
pirazol sola

Concentracion Porcentaje Porcentaje Porcentaje

de de de

inhibicion inhibicion inhibiciéon
100 ppm 100 100 100
90 ppm 100 100 100
70 ppm 100 100 100
50 ppm 76.41 70.32 74.32
30 ppm 63.11 60.23 65.32
10 ppm 51.62 50.55 49.25
5 ppm 46.41 46.1 40.23
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Figura 17: Crecimiento micelial de Fusarium spp en cajas Petri donde A=Testigo, B =9.9 mg ARP + 0.1 mg
t, C=8.91 mgARP + 0.09 mg t, D 6.93 mg ARP + 0.07 mg t, E= 4.95 mg ARP+ 0.05 mg t F=2.97 mg ARP
+ 0.03 mg t G=0.99 mg AZP + 0.01 mg t H=0.48 donde ARP= 3 tienil 5 azido pirazol y t= tebuconazol.

Se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para evaluar diferencias
globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una tendencia

ordenada creciente.

Cuadro 18: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y

tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracidn

Prueba n Estadistico gl p Conclusién

Kruskal— 21 H=19.77 6 .003 Existen

Wallis diferencias
significativas en el
porcentaje de
inhibicion entre las
concentraciones
evaluadas.

Jonckheere— 21 J=17550 — <.001 Se observé una

Terpstra tendencia
creciente
significativa  del
porcentaje de
inhibicion al
aumentar la
concentracion.

Nota. Se analizaron siete concentraciones con tres réplicas por grupo (n total

= 21). Para Jonckheere—

Terpstra se asumié una alternativa creciente, coherente con la hipétesis de respuesta dosis—

dependiente.
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Se ajustd un modelo log-logistico de dos parametros para estimar la concentracion
efectiva media (ICsp), entendida como la concentracion necesaria para producir 50% de
inhibicion. El modelo estimo6 un ICso de 8.70 ppm y una pendiente de 0.95. Este valor
indica una actividad inhibitoria moderada a alta de la combinacién molécula +

tebuconazol contra Fusarium.

5.4.1 Graficos representativos
A continuacion, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucion de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la curva ajustada empleada para la estimacién
del I1Csp.

Distribucién del porcentaje de inhibicidn por concentracion
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Figura 28. Distribucion del porcentaje de inhibicién por concentracion (Fusarium spp contra molécula 3
tienil 5 azido pirazol junto con tebuconazol)
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Tendencia dosis-respuesta del porcentaje de inhibicion
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Figura 29. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibicidon segun la concentracion. (Fusarium spp
contra molécula 3 tienil 5 azido pirazol junto con tebuconazol),
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Curva dosis-respuesta y estimacion de EC50

100 A

Inhibicién promedio (%)

20

® Promedio observado

Ajuste log-logistico
EC50 = 8.70 ppm

10! 102
Concentracion (ppm, escala logaritmica)

Figura 30. Curva dosis—respuesta en escala logaritmica a partir de datos experimentales de inhibicion
micelial de Fusarium spp tratados con la molécula 3 tienil 5 azido pirazol mas tebuconazol con una
estimacion de [Cso 8.70 ppm

La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre las concentraciones evaluadas, H(6) = 19.77, p = .003. Ademas, la
prueba de Jonckheere—Terpstra indicé una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicidn a medida que aumento la concentracion, J = 175.50, p < .001.
En consecuencia, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa, la
combinacién de 3-tienil-5-azido pirazol con tebuconazol mostré un efecto inhibitorio
creciente y marcado sobre Fusarium conforme aumenté la concentracion. El ajuste de la
curva dosis—respuesta estimé un ICso de 8.70 ppm, lo que indica que dicha concentracion
produce aproximadamente 50% de inhibicion del crecimiento. Desde una perspectiva
biologica, los datos muestran un patron consistente de respuesta dosis—dependiente: la

inhibicién aumenta de 5 a 50 ppm y luego se estabiliza en 100% a partir de 70 ppm. Este
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comportamiento refuerza la interpretacion de un efecto fuerte y sostenido de la

combinacioén sobre el crecimiento del hongo.

5.5 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con Nanoparticulas de plata
contra Fusarium spp

La combinacién de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol con nanoparticulas de plata mostré
una respuesta antifungica limitada frente a Fusarium spp. bajo condiciones In vitro, con
una clara disminucion de la eficacia a medida que se redujo la concentracion (Cuadro
19).

En la concentracion mas alta evaluada (50 ppm), se obtuvo una inhibicién promedio de
70.46%, lo que indica un efecto moderado sobre el crecimiento micelial. Sin embargo, al
disminuir la dosis a 10 ppm, la inhibicion se redujo considerablemente, alcanzando

valores cercanos al 44% en las repeticiones.

A 5 ppm, el efecto antifungico fue aun menor, con valores aproximados de 22-23%,
evidenciando una baja capacidad inhibitoria. En contraste, en las concentraciones de 2.5
y 1 ppm, no se registro inhibicion del patdégeno, observandose un crecimiento micelial
completo, en la figura 23 se puede observar el efecto sinérgico de la combinacién de la
molécula con nanoparticulas de plata.

Cuadro 19: Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium spp. por efecto

de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol en combinacion con nanoparticulas de plata bajo
condiciones In vitro.:

Concentracion Porcentaje Porcentaje Porcentaje Promedio

de de de
inhibicion inhibicion inhibiciéon
50 ppm 71.67 69.25 68.5 70.46
10 ppm 46.3 43.15 44.3 29.8166667
5 ppm 22.66 23.25 22.1 15.3033333
2.5 ppm 0 0 0 0
1 ppm 0 0 0 0

92



Figura 23: Crecimiento micelial de Fusarium spp en cajas Petri donde A=Testigo, B=6.93 mg ARP + 2.5 ml
Ag C=0.99 mg ARP + 0.5 ml Ag, D=0.48 mg ARP + 0.25 ml Ag, E=0.24 mg ARP + 0.175 ml Ag, G=0.09 mg
ARP + 0.05 ml Ag, donde ARP= 3 tienil 5 azido pirazol y Ag= Nanoparticulas de plata.

Debido a la falta de normalidad en los residuales y al patron de respuesta con valores

nulos en dosis bajas, se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para

evaluar diferencias globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar

una tendencia ordenada creciente.

Cuadro 20: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y
tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracién

Prueba n Estadistico gl p Conclusién
Kruskal— 15 H=13.68 4 .008 Existen diferencias
Wallis significativas en el
porcentaje de
inhibicion entre las
concentraciones
evaluadas.
Jonckheere— 15 J =85.50 — <.001 Se observé una
Terpstra tendencia creciente

significativa del
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porcentaje de
inhibicidon al aumentar
la concentracion.

Nota. Se analizaron cinco concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 15). Para Jonckheere—
Terpstra se asumié una alternativa creciente, coherente con la hipétesis de respuesta dosis—dependiente.

Se ajustd un modelo log-logistico de dos parametros para estimar la concentracion

efectiva media (ICsp), entendida como la concentracion necesaria para producir 50% de

inhibicion. El modelo estim6 un ICso de 17.37 ppm y una pendiente de 1.07. Este valor

indica que la concentracion requerida para alcanzar 50% de inhibicién se ubica entre 10

y 50 ppm.

5.5.1 Graficos representativos

A continuacion, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucion de los
datos, la tendencia dosis—respuesta y la curva ajustada empleada para la estimacién

del I1Csp.
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Figura 31. Distribucién del porcentaje de inhibicion por concentracion (Fusarium spp contra molécula 3
tienil 5 azido pirazol junto con nanoparticulas de plata)
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Tendencia dosis-respuesta del porcentaje de inhibicidon
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Figura 32. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibicidon segun la concentracion. (Fusarium spp,
contra molécula 3 tienil 5 azido pirazol junto con nanoparticulas de plata)

95



Curva dosis-respuesta y estimacion de EC50
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Figura 33. Curva dosis—respuesta en escala logaritmica a partir de datos experimentales de inhibicion
micelial de Fusarium spp tratados con la molécula 3 tienil 5 azido pirazol mas nanoparticulas de plata
con una estimacioén de ICso 17.37 ppm.

La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre las concentraciones evaluadas, H(4) = 13.68, p = .008. Ademas, la
prueba de Jonckheere-Terpstra indicé una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicion a medida que aumento la concentracién, J = 85.50, p <.001. En
consecuencia, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, la
molécula con nanoparticulas mostré un efecto inhibitorio creciente sobre Fusarium
conforme aumenté la concentracion. El ajuste de la curva dosis—respuesta estimé un 1Cs
de 17.37 ppm, lo que indica que dicha concentracion produce aproximadamente 50% de
inhibicion del crecimiento. Desde una perspectiva bioldgica, los datos muestran un patrén
consistente de respuesta dosis—dependiente: la inhibicion fue nula en 1 y 2.5 ppm,

aumento a 22.67% en 5 ppm, alcanzé 44.58% en 10 ppm y llegé a 69.81% en 50 ppm.
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5.6 Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo evidencian que la molécula 3-tienil-5-azido
pirazol presenta actividad antifungica contra Fusarium spp., mostrando un
comportamiento dependiente de la concentracion, consistente con lo observado en los
capitulos anteriores. No obstante, con el fin de evitar redundancias, los mecanismos de
accion asociados al nucleo pirazol, asi como el efecto de las combinaciones con
tebuconazol y nanoparticulas de plata, ya fueron abordados previamente, por lo que en

esta seccidn se enfatiza la respuesta particular del patégeno evaluado.

La respuesta de Fusarium spp. muestra diferencias relevantes en términos de
sensibilidad al tratamiento. Esto puede explicarse por su naturaleza como patégeno del
suelo, su alta variabilidad genética y su capacidad de formar estructuras de resistencia
las cuales pueden sobrevivir en condiciones completamente adversas por muchos anos.
(Summerell et al, 2006). Estas caracteristicas pueden influir en la menor o mas gradual

inhibiciéon observada a concentraciones bajas del tratamiento.

La tendencia dosis—respuesta observada confirma que la molécula mantiene actividad
bioldgica frente a este patdgeno; sin embargo, la eficacia depende directamente de la
concentracion aplicada, lo cual es particularmente relevante en Fusarium spp., ya que
este género presenta una elevada capacidad de adaptacion a una gran variedad de
habitats y, aunque muestran afinidad por climas templados, son capaces de contaminar
cultivos en todo el mundo (Ekwomadu, et al 2019). La aplicacién de fungicidas es la
practica mas utilizada para el control de Fusarium. Sin embargo, debido a la rapida
aparicion de cepas resistentes, la eficacia de estos agentes de proteccion vegetal solo
puede mantenerse si se desarrollan constantemente nuevos compuestos efectivos. Otra
estrategia para controlar la actividad de Fusarium es el uso de mezclas de fungicidas con

multiples ingredientes activos (Buchneva et al 2019).

En cuanto a las combinaciones evaluadas, el efecto con tebuconazol sugiere
nuevamente una mejora en la eficacia antifungica, lo que refuerza la importancia de
estrategias combinadas para el control de patégenos con alta capacidad de resistencia.

Por otro lado, la combinacién con nanoparticulas de plata mostr6 una respuesta
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dependiente de la concentracion, con una disminucion en la inhibicion a dosis bajas, lo
cual puede estar relacionado con la capacidad de Fusarium spp. para tolerar estrés

oxidativo y mantener su viabilidad en condiciones adversas.

Desde el punto de vista estadistico, las diferencias significativas entre concentraciones
y la tendencia creciente en la inhibicion confirman que el efecto observado no es
aleatorio, sino resultado directo de la accion del tratamiento, lo que respalda la hipétesis

planteada en el estudio.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que, aunque la molécula 3-tienil-5-azido
pirazol presenta actividad antifungica contra Fusarium spp., su eficacia esta influenciada
por las caracteristicas biolégicas del patdgeno, lo que resalta la necesidad de considerar

este tipo de variables en el desarrollo de nuevas estrategias de control.

5.7 Conclusién

La molécula 3-tienil-5-azido pirazol demostré actividad antifungica contra Fusarium spp.
en condiciones In vitro. Su efecto resulté dependiente de la concentracion, alcanzando
inhibiciones cercanas al 100% en concentraciones elevadas (70-100 ppm). En
concentraciones intermedias (50 ppm), el nivel de inhibicion se ubico entre el 70 y el
76%, mientras que en concentraciones bajas (5—10 ppm), la inhibicién disminuyo
considerablemente, registrandose valores entre el 40 y el 51%. Al combinarse con
tebuconazol, la eficacia del tratamiento aumento significativamente, lo que sugiere un
efecto complementario entre ambos compuestos. Las concentraciones de 100, 90 y 70
ppm presentaron una inhibicion del 100 % del crecimiento micelial de Fusarium spp.. A
50 ppm se registraron valores de inhibicion de 74.32 %, mientras que a 30 ppm los
porcentajes fueron de 63.11 %. En concentraciones menores, como 10 ppm, la inhibicién
oscilé entre 49.25 % y 51.62 %, y a 5 ppm entre 40.23 % y 46.41 %. Por otro lado, la
combinacién con nanoparticulas de plata mostré una actividad antifungica dependiente
de la concentracién, alcanzando 69.81 % de inhibiciéon a 50 ppm, 44.58 % a 10 ppm y
22.67 % a 5 ppm, mientras que las concentraciones de 1 y 2.5 ppm no presentaron

inhibicion del crecimiento micelial.
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Los analisis estadisticos realizados confirmaron diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas (p < 0.05), observandose una tendencia creciente en el
porcentaje de inhibicion conforme aumentd la concentracion de los tratamientos. La
prueba de Kruskal-Wallis mostro diferencias significativas entre tratamientos (H = 19.77;
p = .003), mientras que la prueba de Jonckheere—Terpstra indicé una tendencia dosis—
respuesta significativa. Ademas, el modelo log-logistico estimé un ECs, de 17.49 ppm
para la molécula sola, 8.70 ppm para la combinacion con tebuconazol y 17.37 ppm para
la combinacion con nanoparticulas de plata, evidenciando una mayor eficacia del
tratamiento combinado con tebuconazol. Estos resultados permitieron rechazar la
hipétesis nula y aceptar la hipotesis alternativa, confirmando la actividad antifungica de
la molécula 3-tienil-5-azido pirazol contra Fusarium spp En conjunto, se concluye que la
molécula 3-tienil-5-azido pirazol presenta potencial como agente antifungico frente a
Fusarium spp., especialmente a concentraciones altas y en combinacién con
tebuconazol. Esto la posiciona como una alternativa viable dentro de estrategias de

manejo integrado de enfermedades.
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CAPITULO 6 ESTUDIOS IN VITRO DE 3 TIENIL 5 AZIDO PIRAZOL SOLAY EN
COMBINACION CON NANOPARTICULAS DE PLATAY TEBUCONAZOL CONTRA
Neopestaliotipsis spp

Resumen
Se evalué la actividad antifungica de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol contra
Neopestalotiopsis spp., un patdgeno emergente de importancia en cultivos como fresa,

bajo condiciones In vitro.

Los resultados mostraron un efecto dependiente de la concentracion, con inhibiciones
cercanas al 100% en concentraciones altas, valores intermedios entre 70 y 85% y una
disminucién considerable a concentraciones bajas. La combinacién con tebuconazol
presentd una mayor eficacia antifungica, registrando inhibiciones del 100 % en 100, 90,
70 y 50 ppm. A 30 ppm se obtuvo una inhibicién promedio de 81.17 %, mientras que a
10 y 5 ppm los valores fueron de 60.80 % y 19.12 %, respectivamente. El ECs, estimado
para la combinacion con tebuconazol fue de 9.06 ppm. Por otro lado, la combinacién con
nanoparticulas de plata presenté inhibiciones de 84.83 % a 50 ppm, 41.70 % a 10 ppm
y 19.51 % a 5 ppm, mientras que las concentraciones de 1 y 2.5 ppm no mostraron

inhibicion del crecimiento micelial. El IC5, estimado para esta combinacion fue de 13.77

ppm.

6.1Introduccién
Neopestalotiopsis spp. es un patdogeno critico que causa graves pérdidas economicas al

reducir tanto la poblacion por hectarea como el rendimiento total de las plantas

corredoras. Los informes de infeccidn por Neopestalotiopsis spp. en arandanos y fresas
han sido consistentes en todo el mundo (Jevremovi’'c et al, 2022, Rodriguez et al, 2020,

Espinoza, et al, 2008, Chandana, et al 2024). México, Estados Unidos y China estan

entre los paises productores de fresas mas afectados.

La infeccion de los cultivos de fresa por especies de Neopestalotiopsis spp, depende de

varios factores, incluyendo la susceptibilidad de los cultivares, el uso de plantas libres de
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enfermedades procedentes de viveros y practicas efectivas de gestién en el campo por

parte de los agricultores.

Neopestalotiopsis spp. pueden sobrevivir en suelo y residuos vegetales incluso en
parterres cubiertos con mantillo negro y tierra labrada tras varias temporadas de cosecha
de fresas. (Zuniga et al, 2024 ), informaron que Neopestalotiopsis spp. puede tolerar altas

temperaturas (<40 °C).

La agresividad y persistencia del patdgeno en restos vegetales, suelo y otros reservorios
de inoculo aseguran la supervivencia estacion tras temporada y la rapida reaparicién en
condiciones favorables, haciendo que la gestion sea especialmente complicada (Baggio
et al.,, 2021; Zuniga et al.,, 2024). Hasta la fecha, las estrategias de manejo de
enfermedades se han basado principalmente en un enfoque integrado que combina
meétodos culturales y quimicos. Estos incluyen la plantacion de plantas libres de
patégenos, si esta disponible, practicas de saneamiento en campo, rotacion de cultivos
para reducir la acumulacion de indculos, eliminacion de plantas infectadas, aplicacion de
agentes de biocontrol y tratamientos fungicidas (Amrutha y Vijayaraghavan,
2018; Baggio et al., 2019, 2023; Goura et al., 2025; Zuniga et al., 2024). Sin embargo, el
uso de fungicidas esta limitado por la limitada eficacia de los productos registrados frente
a este complejo patdgeno, las limitaciones regulatorias sobre la frecuencia de aplicacion,
las preocupaciones de sostenibilidad ambiental y la aparicion de resistencia a los hongos

en poblaciones de patogenos.

Dada la creciente prevalencia de Neopestalotiopsis, su importante impacto econémico y
la eficacia limitada de las medidas de control disponibles, existe una necesidad critica de
esfuerzos de investigacion integrales y multidisciplinares. Estos esfuerzos deben
combinar biologia de patogenos, diagndstico, epidemiologia y estrategias de manejo

integradas, incluidos los avances en la mejora, para abordar estos problemas.

6.2 Materiales y métodos
Los ensayos realizados en Neopestalotiopsis spp. se llevaron a cabo bajo las mismas

condiciones experimentales descritas para Sclerotium cepivorum (Capitulo 2). Las Unicas
variaciones correspondieron a las condiciones especificas de crecimiento de cada

patdgeno, particularmente en el tiempo de incubacién y desarrollo micelial.
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6.3 Resultados

6.3.1 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol contra Neopestalotiopsis spp

La actividad antifungica de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol frente a Neopestalotiopsis
spp. mostré una respuesta dependiente de la concentracidén bajo condiciones In vitro
(Cuadro 21).

En las concentraciones mas altas (100 y 90 ppm), se observd una inhibicién total del
crecimiento micelial (100%), lo que evidencia una alta eficacia del compuesto en estas
dosis. Sin embargo, al reducir la concentracion a 70 ppm, la inhibicion disminuyd a un

promedio de 78.06%, indicando una pérdida parcial de la actividad antifungica.

Esta tendencia continué de manera progresiva en las concentraciones subsecuentes: a
50 ppm se registré una inhibicion promedio de 68.71%, mientras que a 30 ppm el efecto
se redujo a 61.27%. En concentraciones mas bajas, como 10 ppm, la inhibicion
descendié notablemente hasta 38.17%, y finalmente a 5 ppm se obtuvo uUnicamente
18.55%, reflejando una actividad antifungica limitada. En la figura 34 se puede observar

el efecto inhibitorio de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol sola.

Cuadro 21: Concentraciones en ppm de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con tres
repeticiones

Concentracion Porcentaje Porcentaje Porcentaje Promedio

de de de
inhibicion inhibicion inhibiciéon
100 ppm 100 100 100 100
90 ppm 100 100 100 100
70 ppm 75.67 78.25 80.25 78.05
50 ppm 69.12 66.77 70.25 68.71
30 ppm 55.27 63.3 65.25 61.27
10 ppm 31.08 43.21 40.23 38.17
5 ppm 14.61 21.78 19.25 18.54
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Figura 34: Crecimiento micelial de Fusarium spp en cajas Petri bajo diferentes concentraciones del
tratamiento de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol, donde A:Testigo, B:100 ppm, C:90 ppm, D: 70 ppm,
E:50 ppm, F: 30 ppm, G: 10 ppm y H:10 ppm

Se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para evaluar diferencias
globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una tendencia

ordenada creciente del porcentaje de inhibicién conforme aumenta la concentracion.

Cuadro 22: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y
tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracidn

Prueba n Estadistico gl p Conclusién
Kruskal— 21 H=19.73 6 .003 Existen diferencias
Wallis significativas en el
porcentaje de
inhibicion entre las
concentraciones
evaluadas.
Jonckheere— 21 J=184.50 — <.001 Se observd una
Terpstra tendencia
creciente
significativa del
porcentaje de
inhibicion al
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aumentar la
concentracion.
Nota. Se analizaron siete concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 21). Para Jonckheere—
Terpstra se asumi6 una alternativa creciente, coherente con la hipétesis de respuesta dosis—
dependiente.

Se ajusté un modelo log-logistico de dos parametros para estimar la concentracion
efectiva media (ICsp), entendida como la concentracion necesaria para producir 50% de
inhibicion. El modelo estimé un 1Cso de 17.49 ppm y una pendiente de 1.21. Este valor
indica que, bajo las condiciones evaluadas, aproximadamente 17.49 ppm serian

necesarios para alcanzar el 50% de inhibicién del crecimiento de Neopestalotiopsis.

6.3.2 Graficos representativos
A continuacién, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucién de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la curva ajustada empleada para la estimacion del
|Cso.

Distribucidn del porcentaje de inhibicidon por concentracion

100 +

80 - @

=

40 A

Porcentaje de inhibicion (%)

—

100 ppm 90 ppm 70 ppm 50 ppm 30 ppm 10 ppm 5 ppm
Concentracién

Figura 35. Distribucién del porcentaje de inhibicidon por concentracion de la molécula sola 3 tienil 5 azido
pirazol contra Neopestalotiopsis spp
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Tendencia dosis-respuesta del porcentaje de inhibicién
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Figura 36. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibiciéon segun la concentracion de la molécula
sola 3 tienil 5 azido pirazol contra Neopestalotiopsis spp.
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Curva dosis-respuesta y estimacion de EC50
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Figura 37. Curva dosis—respuesta en escala logaritmica a partir de datos experimentales de inhibicion
micelial de Neopestalotiopsis spp tratados con la molécula sola 3 tienil 5 azido pirazol y estimacion de
ICs0(17.49 ppm).

La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre las concentraciones evaluadas, H(6) = 19.73, p = .003. Ademas, la
prueba de Jonckheere—Terpstra indic6 una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicidn a medida que aumento la concentracion, J = 184.50, p < .001.
En consecuencia, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alternativa, el
tratamiento evaluado mostré un efecto inhibitorio creciente sobre Neopestalotiopsis
conforme aumenté la concentracion. El ajuste de la curva dosis—respuesta estimé un 1Cs
de 17.49 ppm, lo que indica que dicha concentracion produce aproximadamente 50% de
inhibicion del crecimiento. Desde una perspectiva bioldgica, los datos muestran un patrén
dosis—dependiente: la inhibicion aumenta desde 5 ppm hasta alcanzar 100% en las

concentraciones de 90 y 100 ppm.
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6.4 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con Tebuconazol contra
Neopestalotipsis spp

La combinacion de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol con tebuconazol mostré una alta
eficacia antifungica frente a Neopestalotiopsis spp. en condiciones In vitro,

particularmente en las concentraciones medias y altas (cuadro 23).

Se observé una inhibicion completa (100%) del crecimiento micelial en las
concentraciones de 100, 90, 70 y 50 ppm, lo que indica un efecto altamente efectivo del
tratamiento combinado. Este comportamiento sugiere una posible interaccion favorable
entre ambos compuestos, que permite mantener la actividad antifungica incluso a

concentraciones donde la molécula sola comenzaba a perder eficacia.

A partir de 30 ppm, la inhibicion disminuydé a un promedio de 81.17%, aunque se
mantiene en un rango alto. Posteriormente, a 10 ppm, el efecto antifungico se redujo a
60.81%, mostrando una caida mas marcada en la eficiencia del tratamiento.

Cuadro 23: Concentraciones en ppm de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con tres
repeticiones

Concentracion Porcentaje Porcentaje Porcentaje Promedio

de de de
inhibicion inhibicion inhibiciéon
100 ppm 100 100 100 100
90 ppm 100 100 100 100
70 ppm 100 100 100 100
50 ppm 100 100 100 100
30 ppm 85.06 78.2 80.25 81.17
10 ppm 57.47 64.7 60.25 60.80
5 ppm 23 16.13 18.25 19.12
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Figura 38: Crecimiento micelial de Fusarium spp en cajas Petri donde A=Testigo, B =9.9 mg ARP + 0.1
mgt, C=8.91 mgARP + 0.09 mgt, D 6.93 mg ARP + 0.07 mg t, E= 4.95 mg ARP+ 0.05 mg t F=2.97 mg
ARP + 0.03 mg t G=0.99 mg AZP + 0.01 mg t H=0.48 mg AZP + 0.001 mg t.

Se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para evaluar diferencias
globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una tendencia

ordenada creciente.

Cuadro 24: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y
tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracidn

Prueba n Estadistico gl p Conclusién
Kruskal— 21 H=19.81 6 .003 Existen diferencias
Wallis significativas en el
porcentaje de
inhibicion entre las
concentraciones
evaluadas.
Jonckheere— 21 J=162.00 — <.001 Se observdé una
Terpstra tendencia creciente
significativa del
porcentaje de
inhibicion al
aumentar la
concentracion.
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Nota. Se analizaron siete concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 21). Para Jonckheere—
Terpstra se asumié una alternativa creciente, coherente con la hipotesis de respuesta dosis—
dependiente.

Se ajusté un modelo log-logistico de dos parametros para estimar la concentracion
efectiva media (ICsp), entendida como la concentracion necesaria para producir 50% de
inhibicion. El modelo estimo6 un ICso de 9.06 ppm y una pendiente de 1.95. Este valor
indica una actividad inhibitoria alta de la combinacién molécula + tebuconazol contra

Neopestalotiopsis spp.

6.4.1 Graficos representativos

A continuacion, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucion de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la curva ajustada empleada para la estimacion del
ICSO.

Distribucién del porcentaje de inhibicién por concentraciéon

-
£

40 A

100 A

Porcentaje de inhibicion (%)

100 ppm 90 ppm 70 ppm 50 ppm 30 ppm 10 ppm 5 ppm
Concentracién

Figura 39. Distribucién del porcentaje de inhibicion por concentracion de la molécula 3 tienil 5 azido
pirazol con tebuconazol contra Neopestalotiopsis spp.
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Tendencia dosis-respuesta del porcentaje de inhibicion
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Figura 40. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibiciéon segun la concentracion de la molécula
3 tienil 5 azido pirazol con tebuconazol contra Neopestalotiopsis spp.

112



Curva dosis-respuesta y estimacion de EC50
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Figura 41. Curva dosis—respuesta en escala logaritmica a partir de datos experimentales de inhibicion
micelial de Neopestalotiopsis spp tratados con la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con tebuconazol con
una estimacioén de ICso (9.06 ppm).

La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre las concentraciones evaluadas, H(6) = 19.81, p = .003. Ademas, la
prueba de Jonckheere—Terpstra indicé una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicidn a medida que aumento la concentracion, J = 162.00, p < .001.
En consecuencia, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipdtesis alternativa la
combinacién de 3-tienil-5-azido pirazol con tebuconazol mostré un efecto inhibitorio
creciente y marcado sobre Neopestalotiopsis spp conforme aumenté la concentracion.
El ajuste de la curva dosis—respuesta estimé un ICso de 9.06 ppm, lo que indica que dicha
concentracion produce aproximadamente 50% de inhibicién del crecimiento. Desde una
perspectiva biologica, los datos muestran un patrén consistente de respuesta dosis—

dependiente: la inhibicion aumenta de 5 a 30 ppm y luego se estabiliza en 100% a partir
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de 50 ppm. Este comportamiento refuerza la interpretacién de un efecto fuerte y

sostenido de la combinacion sobre el crecimiento del hongo.

6.5 Analisis de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con Nanoparticulas de plata
contra Neopestalotiopsis spp

La combinacion de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol con nanoparticulas de plata
presentd una respuesta antifungica moderada frente a Neopestalotiopsis spp. bajo

condiciones In vitro, con una clara dependencia de la concentracion (Cuadro 25).

En la concentracion mas alta evaluada (50 ppm), se obtuvo una inhibicién promedio de
84.83%, lo que indica un efecto significativo sobre el crecimiento micelial del patégeno.
Sin embargo, al disminuir la concentracibn a 10 ppm, la inhibicion se redujo
considerablemente a 41.71%, evidenciando una pérdida importante de eficacia. En la
figura 42 se puede obsevar el crecimiento micelial de neopestalotipsis spp con

nanoparticulas de plata.

Cuadro 25: Concentraciones en ppm de la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con tres
repeticiones

Concentracion Porcentaje Porcentaje Porcentaje Promedio

de de de
inhibicion inhibicion inhibicion
50 ppm 82.61 85.57 84.09 84.83
10 ppm 40.07 42.25 41.16 41.705
5 ppm 17.36 20.23 18.795 19.5125
2.5 ppm 0 0 0 0
1 ppm 0 0 0 0
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Figura 42: Crecimiento micelial de Neopestalotiopsis spp en cajas Petri donde A=Testigo, B=6.93 mg

ARP + 2.5 ml Ag C=0.99 mg ARP + 0.5 ml Ag, D=0.48 mg ARP + 0.25 ml Ag, E=0.24 mg ARP + 0.175 ml

Ag, G=0.09 mg ARP + 0.05 ml Ag, donde ARP= 3 tienil 5 azido pirazol y Ag = Nanoparticulas de plata

Debido a la falta de normalidad en los residuales y a la presencia de valores nulos en las

dosis bajas, se aplicaron dos pruebas no paramétricas: Kruskal-Wallis para evaluar

diferencias globales entre concentraciones y Jonckheere—Terpstra para evaluar una

tendencia ordenada creciente.

Cuadro 26: Resultados de las pruebas no paramétricas para evaluar diferencias y
tendencia en el porcentaje de inhibicion segun la concentracién

Prueba n Estadistico gl p Conclusién

Kruskal- 15 H=13.68 .008 Existen diferencias

Wallis significativas en el
porcentaje de inhibicion
entre las
concentraciones
evaluadas.

Jonckheere— 15 J=85.50 <.001 Se observd una

Terpstra tendencia creciente
significativa del
porcentaje de inhibicion
al aumentar la
concentracion.
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Nota. Se analizaron cinco concentraciones con tres réplicas por grupo (n total = 15). Para Jonckheere—
Terpstra se asumié una alternativa creciente, coherente con la hipotesis de respuesta dosis—
dependiente.

Se ajusté un modelo log-logistico de dos parametros para estimar la concentracion
efectiva media (ICsp), entendida como la concentracion necesaria para producir 50% de
inhibicion. El modelo estim6 un ICso de 13.77 ppm y una pendiente de 1.51. Este valor
indica una actividad inhibitoria moderada de la combinaciéon molécula + nanoparticulas

de plata contra Neopestalotiopsis spp.

6.5.1 Graficos representativos
A continuacion, se incluyen los graficos elaborados para mostrar la distribucion de los

datos, la tendencia dosis—respuesta y la curva ajustada empleada para la estimacion del
ICSO.

Distribucién del porcentaje de inhibicién por concentraciéon

100 A
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Porcentaje de inhibicidn (%)

201 ===

50 ppm 10 ppm 5 ppm 2.5 ppm 1 ppm
Concentracién

Figura 43. Distribucion del porcentaje de inhibicion por concentracién de la molécula 3 tienil 5 azido
pirazol con nanoparticulas de planta contra Neopestalotiopsis spp.
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Tendencia dosis-respuesta del porcentaje de inhibicion
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Figura 44. Tendencia dosis—respuesta del porcentaje de inhibiciéon segun la concentracion de la molécula
3 tienil 5 azido pirazol con nanoparticulas de planta contra Neopestalotiopsis spp.
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Curva dosis-respuesta y estimacion de EC50
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Figura 45. Curva dosis—respuesta en escala logaritmica a partir de datos experimentales de inhibicion
micelial de Neopestalotiopsis spp tratados con la molécula 3 tienil 5 azido pirazol con nanoparticulas de
plata con estimacién de ICso (13.77 ppm).

La prueba de Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en el porcentaje de
inhibicion entre las concentraciones evaluadas, H(4) = 13.68, p = .008. Ademas, la
prueba de Jonckheere—Terpstra indicé una tendencia creciente significativa en el
porcentaje de inhibicion a medida que aumento la concentracién, J = 85.50, p <.001. En
consecuencia, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, la
combinacién de 3-tienil-5-azido pirazol con nanoparticulas de plata mostré un efecto
inhibitorio creciente y marcado sobre Neopestalotiopsis spp conforme aumenté la
concentracion. El ajuste de la curva dosis—respuesta estimé un ICso de 13.77 ppm, lo que
indica que dicha concentracion produce aproximadamente 50% de inhibicion del
crecimiento. Desde una perspectiva biologica, los datos muestran un patrén consistente
de respuesta dosis—dependiente: no se observo inhibicidn en 1y 2.5 ppm, se registrd
una inhibicion baja en 5 ppm, intermedia en 10 ppm y mayor en 50 ppm. Este
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comportamiento refuerza la interpretacion de un efecto dependiente de la dosis de la

combinacioén sobre el crecimiento del hongo.

6.6 Discusion

Los resultados obtenidos en este capitulo evidencian que la molécula 3-tienil-5-azido
pirazol mantiene actividad antifungica contra Neopestalotiopsis spp., confirmando su
efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial bajo condiciones In vitro. No obstante, a
diferencia de los capitulos anteriores, donde se analizaron patdégenos ampliamente
estudiados, en este caso se trata de un patdégeno emergente, lo que confiere un valor

adicional a los resultados obtenidos.

La respuesta observada puede interpretarse considerando la biologia y ecologia de
Neopestalotiopsis spp., un género caracterizado por su alta capacidad de adaptacién a
condiciones ambientales, estas caracteristicas favorecen su establecimiento y dificultan
su donde este patdgeno puede persistir en residuos vegetales y suelo durante varias

temporadas (Rebollar-Alviter et al., 2020; Baggio et al., 2021).

Neopestalotiopsis spp. depende en mayor medida de condiciones ambientales
favorables para su proliferacion. En este sentido, la eficacia observada del tratamiento
podria estar relacionada con la capacidad del compuesto para interferir en etapas activas

del crecimiento micelial, mas que en estructuras de resistencia.

El comportamiento dosis—respuesta confirma que la actividad fungistatica esta
directamente relacionada con la concentracion del tratamiento, lo cual coincide con lo
observado en capitulos previos, pero en este caso adquiere relevancia debido a la
necesidad de controlar patdgenos emergentes con alta capacidad de diseminacién. La
disminucién de la inhibicion a bajas concentraciones sugiere que el patégeno puede
mantener su viabilidad bajo niveles subletales del compuesto, lo que resalta la

importancia de definir dosis adecuadas en posibles aplicaciones futuras.

En cuanto a las combinaciones evaluadas, el incremento en la inhibicion al emplear

tebuconazol en conjunto con la molécula sugiere un efecto complementario, lo cual es
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consistente con el uso de fungicidas sistémicos que actuan sobre la biosintesis de
ergosterol. Este resultado es particularmente relevante en el contexto de
Neopestalotiopsis spp., ya que el control quimico convencional ha mostrado eficacia
variable, lo que ha impulsado la busqueda de alternativas mas eficientes (Baggio et al.,
2023).

Por otro lado, la respuesta observada con nanoparticulas de plata confirma que su efecto
fungistatico también depende de la concentracion. Sin embargo, la menor eficacia a
bajas concentraciones sugiere que su aplicacion aislada podria ser limitada frente a

patdgenos con alta capacidad de adaptacion.

Desde el punto de vista estadistico, las diferencias significativas entre tratamientos y la
tendencia creciente en la inhibicion respaldan la validez de los resultados obtenidos. En
conjunto, estos hallazgos indican que la molécula evaluada no solo es efectiva contra
patégenos tradicionales, sino que también presenta actividad frente a patdégenos

emergentes, lo que amplia su potencial aplicacién en el manejo fitosanitario.

6.7 Conclusion

La molécula 3-tienil-5-azido pirazol presentd actividad antifungica contra
Neopestalotiopsis spp. en condiciones In vitro, mostrando un efecto dependiente de la

concentracion.

A concentraciones altas, se alcanzaron inhibiciones cercanas al 100%, mientras que en
concentraciones intermedias se registraron valores de inhibicidn entre aproximadamente
70 y 85%. En concentraciones bajas, la eficacia disminuy6 notablemente, con valores

inferiores al 50%, lo que confirma una relacion dosis—respuesta clara.

Al combinarse con tebuconazol, la eficacia del tratamiento aumenté significativamente,
lo que sugiere un efecto favorable entre ambos compuestos. Las concentraciones de
100, 90, 70 y 50 ppm presentaron una inhibicion del 100 % del crecimiento micelial de
Neopestalotiopsis spp.. A 30 ppm se obtuvo un promedio de inhibicién de 81.17 %,
mientras que a 10 ppm el valor fue de 60.80 %. La concentracion de 5 ppm registré una
inhibiciéon de 19.12 %. Por otro lado, la combinacién con nanoparticulas de plata mostré
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una actividad antifungica dependiente de la concentracién, alcanzando un promedio de
inhibicion de 84.83 % a 50 ppm, 41.70 % a 10 ppm y 19.51 % a 5 ppm, mientras que las

concentraciones de 2.5 y 1 ppm no mostraron inhibicion del crecimiento micelial.

Los analisis estadisticos realizados confirmaron diferencias significativas entre las
concentraciones evaluadas (p < 0.05), observandose una tendencia creciente en el
porcentaje de inhibicion conforme aumentd la concentracion de los tratamientos. La
prueba de Kruskal-Wallis mostro diferencias significativas entre tratamientos (H = 13.68;
p = .008), mientras que la prueba de Jonckheere—Terpstra indicé una tendencia dosis—
respuesta significativa (J = 85.50; p <.001). Ademas, el modelo log-logistico estimé un
IC50 de 17.49 ppm para la molécula sola, 9.06 ppm para la combinacion con tebuconazol
y 13.77 ppm para la combinacion con nanoparticulas de plata, evidenciando una mayor
eficacia del tratamiento combinado con tebuconazol. Estos resultados permitieron
rechazar la hipotesis nula y aceptar la hipétesis alternativa, confirmando la actividad

antifangica de la molécula 3-tienil-5-azido pirazol contra Neopestalotiopsis spp
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