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RESUMEN 

Se presenta una especie poco conocida en nuestro país. Su distribución se enmarca en el ecosistema chaqueño seco. 
En el 2017 se realizó la primera colecta botánica para este país, depositada en el herbario de la Colonia Fernheim 
(Filadelfia). En el 2021 se realizó una nueva colecta y se buscaron registros de la misma en territorio paraguayo en 
bases de datos electrónicas de herbarios extranjeros. Con este trabajo se confirma la presencia  de  C.  aethiops en 
Paraguay (Departamento de Boquerón); se amplía la información botánica, fenológica y ecológica; se menciona el uso 
por poblaciones humanas; se presenta un mapa preliminar de distribución. Se presume que C. aethiops podría ser un 
híbrido entre C. forbesii Otto ex C. F. Först. y Monvillea spegazzinii (F.A.C. Weber) Britton & Rose. 

ABSTRACT 

A little known species  is presented for Paraguyan flora. Its distribution is part of the dry Chaco ecosystem. In 2017, the 
first botanical collection for Paraguay was made and, deposited in the herbarium of the Fernheim Colony (Filadelfia). In 
2021, a new collection was made and records of it were searched for in Paraguayan territory in electronic databases of 
foreign herbaria. With this work, the presence of C. aethiops in Paraguay (Department of Boquerón) is confirmed; 
botanical, phenological and ecological information is expanded; use by human populations is mentioned; and preliminary 
distribution map is presented. It is presumed that C. aethiops could be a hybrid between C. forbesii Otto ex C. F. Först. 
and Monvillea spegazzinii (F.A.C. Weber) Britton & Rose. 
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Detección in silico de fitomoléculas con potenciales actividades in-
hibitorias de Nucleolinas (NCL)

Gimenez Vera, S.1*     ; Gayozo, E.1        ; Marín, L.1

1 Universidad Nacional de Asunción, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Departamento de 
Biología, San Lorenzo, Paraguay
* E-mail del autor: sebastiangimenezvera@gmail.com

Detección in silico de fitomoléculas con potenciales actividades inhibitorias de Nucleolinas 
(NCL). Las nucleolinas son proteínas localizadas generalmente en el núcleo celular, citoplasma y la 
superficie de las membranas cumpliendo funciones imprescindibles para la fisiología celular. Sin em-
bargo, su mal funcionamiento se encuentra íntimamente relacionado con muchos tipos de cáncer, por 
lo que pueden ser consideradas como proteínas dianas para la búsqueda de moléculas con potencial 
inhibitorio con la finalidad de desarrollar nuevas estrategias para combatir al cáncer. Esta investiga-
ción tuvo como objetivos detectar fitoconstituyentes que presenten afinidades de interacción por el 
dominio de unión al ARN (DUA) de las nucleolinas y caracterizar dichas interacciones proteína-ligan-
do mediante el análisis del acoplamiento molecular. Se preseleccionaron quince fitomoléculas con 
diferentes actividades biológicas para su estudio y se determinó el índice de drogabilidad del dominio 
DUA de las nucleolinas, las cuales presentaron un valor de 0,80 siendo altamente drogable. Poste-
riormente, se realizaron las pruebas de acoplamiento molecular entre los fitoconstituyentes seleccio-
nados y la nucleolina. Los datos obtenidos en los ensayos de acoplamiento molecular evidenciaron 
que los fitoconstituyentes que presentaron mayor afinidad de interacción in silico fueron los triterpenos 
Maytenina, Taraxerol, Cucurbitacina B y Pristimerina, los cuales demostraron valores de energías libre 
de interacción (ΔG) iguales a -10,80±0,03 kcal.mol-1, -10,58±0,14 kcal.mol-1, -9,58±0,12 kcal.mol-1 y 
-9,48±0,35 kcal.mol-1 respectivamente. Los residuos involucrados activamente en las interacciones 
con las biomoléculas estabilizando la formación de la estructura de los complejos proteína-ligando 
fueron Asn100, Tyr103, Tyr134 y Arg158. Los hallazgos sugieren que dichos triterpenos podrían ac-
tuar como potenciales inhibidores de las nucleolinas debido a las afinidades manifestadas, sin embar-
go, estos resultados necesitan ser confirmados mediante ensayos in vitro e in vivo.
Palabras clave: Acoplamiento molecular, fitomoléculas, inhibidores, nucleolina

In silico detection of phytomolecules with potential inhibitory activities of Nucleolins (NCL). 
Nucleolins are proteins found in the cell’s nucleus, cytoplasm, and on membrane surfaces, performing 
critical functions for in the cell’s physiology. It’s malfunction is linked to various types of cancer, and 
thus are considered as target proteins in the search for molecules with potential anticancer effects. 
This research aims to detect phytoconstituents that show interaction affinities for the RNA-binding 
domain (RBD) of nucleolins and to characterize said protein-ligand interactions through molecular doc-
king analysis. Fifteen phytomolecules with different biological profiles were preselected for study and 
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INTRODUCCIÓN

La nucleolina (NCL) es una proteína mul-
tifuncional presente en las células eucariotas, 
cumple funciones vitales, principalmente en la 
proliferación celular, la replicación y reparación 
del ADN y en la expresión de proteínas; debido 
a esto, su presencia en las etapas tempranas del 
cáncer es esencial para el desarrollo de los tu-
mores (Carvalho et al., 2021). En etapas tardías 
del cáncer cumple funciones de supervivencia de 
células malignas, promoviendo la anulación de 
la apoptosis, la angiogénesis y la regulación de 
la expresión de la proteína p53, mediante la aso-
ciación con el ARN mensajero (ARNm) que co-
difica dicha proteína (Abdelmohsen y Gorospe, 
2012). Por lo que la regulación de las actividades 
de la nucleolina en células cancerosas es de suma 
importancia para combatir al proceso de carcino-
génesis en etapas temprana.

El desarrollo de nuevos fármacos en la actua-
lidad requiere del cumplimiento de requisitos que 
conllevan una gran cantidad de tiempo y dinero, 
con la finalidad de reducir  estos factores, la pri-
mera etapa (búsqueda de moléculas con poten-
ciales farmacológicos) se lleva a cabo mediante 
el empleo de poderosas plataformas bioinformá-
ticas, que nos permiten conocer y predecir molé-

culas que presenten mejores perfiles energéticos 
de afinidades en la interacción (receptor-ligando) 
con el sitio activo de las proteínas diana (macro-
moléculas que deseamos inactivar o bloquear; 
Anwar et al., 2021).

Las plantas son fuente de una gran cantidad 
de compuestos químicos (fitoconstituyentes) a 
los cuales se denominan de forma genérica me-
tabolitos secundarios. Estos fitoconstituyentes 
cumplen numerosas funciones en la planta como 
ser la defensa ante ataques o alguna amenaza, la 
atracción de polinizadores y en algunos casos, 
son simples productos de desecho (Ringuelet y 
Viña, 2013). Varios estudios han señalado que 
ciertos tipos de metabolitos secundarios, como 
los alcaloides, los terpenoides y los polifenoles, 
inhiben el crecimiento y desarrollo celular, tam-
bién se ha observado que son capaces de inhibir 
la angiogénesis y regular la expresión o las acti-
vidades de algunas proteínas que tienen un papel 
importante en la resistencia a fármacos de las cé-
lulas cancerosas (Wink, 2015).

Por estos motivos, el objetivo principal de 
esta investigación fue detectar moléculas de ori-
gen vegetal que presenten afinidades de interac-
ción por el dominio de unión al ARN de la nu-
cleolina y caracterizar dichas uniones mediante 
herramientas computacionales.

the druggability index of nucleolin’s RBD domain was determined, which presented a value of 0.80, 
said site being highly druggable. Subsequently, molecular docking tests were carried out between the 
selected phytoconstituents and nucleolin. Results of the molecular docking assays revealed that the 
triterpenes Maytenin, Taraxerol, Cucurbitacin B, and Pristimerin have a higher in silico binding affinity, 
with interaction free energies (ΔG) equal to -10.80 ± 0.03 kcal.mol-1, -10.58 ± 0.14 kcal.mol-1, -9.58 ± 
0.12 kcal.mol-1 and -9.48 ± 0.35 kcal.mol-1 respectively. The residues actively involved in the interac-
tions with biomolecules, stabilizing the formation and the structure of the protein-ligand complexes 
were Asn100, Tyr103, Tyr134 and Arg158. The findings suggest that these triterpenes could act as 
potential nucleolins inhibitors due to the affinities found, however, these results need to be confirmed 
by in vitro and in vivo assays.
Keywords: Molecular docking, phytomolecules, inhibitors, nucleolin
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MATERIALES Y MÉTODOS

Obtención de estructuras químicas de fito-
constituyentes con actividades biológicas

Primeramente, se realizó la búsqueda biblio-
gráfica de moléculas de origen vegetal que pre-
sentan experimentalmente actividades biológicas 
como antioxidantes. Se seleccionaron un total de 
quince fitomoléculas y posteriormente se pro-
cedió a obtener los archivos de las estructuras 
químicas bidimensionales de cada una de estas 
moléculas de la base de datos PubChem (Kim et 
al., 2016).

Determinación de la drogabilidad del dominio 
DUA

La estructura molecular de la proteína huma-
na NCL (PDB: 2KRR; Arumugam et al., 2010) 
se obtuvo de la base de datos Protein Data Bank 
(Berman et al., 2000). Posteriormente se proce-
dió a determinar el índice de drogabilidad del do-
minio de unión al ARN de la nucleolina, para ello 
se realizó una caracterización de los sitios activos 
posibles empleando la herramienta DoGSiteSco-
rer (Volkamer et al., 2012).

Acoplamiento molecular entre la nucleolina y 
los fitoconstituyentes seleccionados

Las estructuras moleculares de la NCL y 
las quince fitomoléculas seleccionadas fueron 
provistas de átomos de hidrógenos polares que 
cumplen con un papel importante para las inte-
racciones, este paso se realizó empleando un pH 
fisiológico de 7,4. Posteriormente, se llevó a cabo 
la auto-optimización de las moléculas utilizando 
el campo de fuerza MMFF94 hasta el alcance de 
un estado energético favorable, para ello se em-
pleó el programa Avogadro y el programa UCSF 
Chimera versión 1.14 (Pettersen et al., 2004; 
Hanwell et al., 2012).

Los ensayos computacionales de acoplamien-
to molecular entre los fitoconstituyentes y la nu-
cleolina se llevaron a cabo empleando una grilla 

de interacción de dimensiones 42x43x52 Å3, para 
esto se utilizó el programa AutoDock Vina (Trott 
y Olson, 2010).

Como control se utilizó al Paracetamol ya que 
interactúa con el sitio activo de la NCL en una 
región muy superior del mismo y con una energía 
libre de interacción muy desfavorable.

La visualización de los resultados y la deter-
minación de las interacciones intermoleculares 
de los complejos receptor-ligando se llevaron a 
cabo empleando los programas UCSF Chime-
ra versión 1.14 (Pettersen et al., 2004) y UCSF 
ChimeraX versión 1.21 (Pettersen et al., 2021). 
La determinación de los residuos activos y las 
interacciones intermoleculares involucradas en 
la formación del complejo se realizó empleando 
el programa PoseView (Fricker et al., 2004; Stie-
rand et al., 2006). 

Posteriormente, se seleccionaron aquellos li-
gandos que presentaron energías libres de inte-
racción (ΔG) menores a -8,5 kcal.mol-1, para ser 
sometidas a ensayos de acoplamientos exhausti-
vos con la finalidad de reducir los posibles errores 
en las simulaciones de acoplamiento molecular.

Análisis estadístico de datos
Los datos obtenidos en las simulaciones fue-

ron analizados mediante la prueba de normalidad 
y la prueba de Kruskal-Wallis. Para ello se utilizó 
el programa PAST versión 3.23 (Hammer et al., 
2001).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Se pudo detectar la presencia de un sitio dro-
gable presente en el dominio DUA, una región 
con un alto valor de drogabilidad (0,80), la mis-
ma comprende una superficie de 2524 Å2 y un 
volumen de 1174,85 Å3, este índice de drogabi-
lidad estimado nos sugiere que esta región de la 
proteína presenta propiedades óptimas para bus-
car y diseñar moléculas que puedan demostrar 
aptitudes para actuar como potencial inhibidor de 
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dicho dominio (Figura 1). El término drogabili-
dad se refiere al potencial que presenta una diana 
(ligada a la modificación de una enfermedad) de 
ser regulada mediante moléculas biodisponibles 
ingeridas por vía oral (Volkamer et al., 2012).

Este sitio activo presenta un total de 284 
átomos alojados en dicha región, de los cuales 
198 átomos son de carbono (C), 38 átomos de 
nitrógeno (N) y 48 átomos de oxígeno (O). En-
tre los mismos, se pudieron identificar grupos 
funcionales (37) que intervienen regularmente 
en la formación de puentes de hidrógeno como 
donadores, un total de 94 grupos funcionales que 
participan en la recepción de los puentes de hi-
drógeno y 140 grupos funcionales que participan 
en interacciones hidrofóbicas (Tabla 1).

En cuanto a la composición de los residuos, el 
sitio drogable cuenta con un 28% de aminoácidos 
apolares representado por Ala (1), Ile (3), Leu 
(4), Phe (4), Pro (2), Val (1), un 28% de aminoá-
cidos polares representado por Asn (3), Gln (1), 
Gly (5), Thr (2), Tyr (4), un 25% de aminoácidos 
positivos representado por Arg (3), Lys (10) y un 
19% de aminoácidos negativos representados por 
Asp (2) y Glu (8) (Tabla 1).

Los residuos son de suma importancia en la 
estructura del receptor, ya que son los portadores 
de los átomos y por ende grupos funcionales, los 

cuales son capaces de generar las interacciones 
intermoleculares que estabilizarán la formación 
del complejo receptor-ligando, dichas interac-
ciones pueden ser del tipo: hidrofóbicas, puen-
tes de hidrógeno, apilamientos de orbitales π, de 
van der Waals, puentes de hidrógeno débiles o 
no convencionales, puentes salinos, apilamien-
tos aromáticos e interacciones electrostáticas ca-
tión-π (Ferreira de Freitas y Schapira, 2017).

Las pruebas de acoplamiento molecular re-
velaron valores de energía libre de interacción 
(ΔG) entre -10,6 kcal.mol-1 en el caso del ligando 
Maytenina y -6,4 kcal.mol-1 en el caso de la Clo-
roquina. En base a estos valores energéticos se 
procedió a seleccionar los constituyentes Mayte-
nina, Taraxerol, Cucurbitacina B, Pristimerina, 
Uncarina C, Intrapetacina A y Rotenona, las cua-
les demostraron energías libres de interacción 
favorables con valores menores -8,0 kcal.mol-1 

(Figura 2, Tabla 2).
Estos valores representan el cambio de 

energía causado por la formación del comple-
jo NCL-fitomolécula, que es el resultado de las 
propiedades fisicoquímicas tanto de los residuos 
que componen el sitio activo de la proteína, así 
como las propiedades de los ligandos analizados 
(Baig et al., 2018). Es importante destacar que 
la energía de acoplamiento obtenida en estas si-

Figura 1. A, B. Sitio drogable (región en amarillo) identificado en el dominio de unión al ARN (DUA) de la 
nucleolina humana (PDB: 2KRR)
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Elementos N Grupos 
Funcionales N Composición 

de Residuos N Residuos N 

Átomos en el 
sitio activo 284 37 

Relación de 
aminoácidos 
apolares 

0,28 

Ala 1 
Arg 3 
Asn 3 
Asp 2 

Carbono 198 
hidrógeno 

94 
Relación de 
aminoácidos 
polares 

0,28 

Gln 1 
Glu 8 
Gly 5 
Ile 3 

Nitrógeno 38 Interacciones 
hidrofóbicas 140 

Relación de 
aminoácidos 
positivos 

0,25 

Leu 4 
Lys 10 
Phe 4 
Pro 2 

Oxigeno 48 0,52 
Relación de 
aminoácidos 
negativos 

0,19 
Thr 2 
Tyr 4 
Val 1 

N: Número 
 

Tabla 1. Descriptores del sitio activo del dominio de unión al ARN (DUA) de la nucleolina 
humana

mulaciones solo son aproximaciones, debido que 
desafortunadamente la entropía del sistema es di-
fícil considerar en un ensayo computacional, por 
lo que resulta complicado que estos valores se 
ajusten a la energía libre de unión nativa (Guedes 
et al., 2013).

La Maytenina interactúa con el centro del si-
tio activo de la NCL humana, presenta una ener-
gía de interacción de -10,80±0,03 kcal.mol-1. Los 
residuos activos involucrados en la formación 
del complejo son Tyr134, Phe50 y Phe11. Esta 
molécula interactúa con el residuo Tyr134 for-
mando principalmente puentes de hidrógeno del 
tipo O-H---O con la misma, también se registró 
la formación de interacciones de van der Waals 
entre la Maytenina y los residuos Phe50 y Phe11 
(Figura 3 A).

Es importante resaltar que las interacciones 
hidrofóbicas y los puentes de hidrógeno son las 
más frecuentes e importantes en la formación de 
los complejos receptor-ligando, las interaccio-
nes hidrofóbicas se dan con mucha frecuencia y 

son el resultado de la interacción entre átomos 
carbono, carbono y algún halógeno o carbono y 
átomos de azufre, por otra parte los puentes de 
hidrógeno se dan como resultado del nexo entre 
un átomo de hidrógeno y un átomo electroestá-
ticamente muy negativo (O, N, S), sin embargo 
en los complejos receptor-ligando los puentes de 
hidrógeno más comunes son los del tipo N-H---O 
y O-H---O (Ferreira de Freitas y Schapira, 2017; 
Bulusu y Desiraju, 2020) (Figura 3 A).

A su vez el complejo formado con la Pristi-
merina demostró afinidad de interacción con la 
región central del sitio activo de la NCL, con una 
energía de interacción de -9,48 ± 0,35 kcal.mol-1. 
El residuo involucrado activamente en la estabili-
zación de la estructura del complejo formado fue 
la Tyr103. Se pudo identificar entre este residuo 
y el ligando la formación de un puente de hidró-
geno del tipo O-H---O (Figura 3 B).

La Maytenina y la Pristimerina son compues-
tos presentes en las hojas y rizoma de los géneros 
Monteverdia y Celastrus, presentan actividades 
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antiinflamatorias, anticancerígenas, abortivas, 
antiulcerogénica y antirreumática (Akhtar y 
Swamy, 2018). Entre las actividades anticance-
rígenas se pueden citar la actividad antiprolife-
rativa y pro-apoptótica en células del carcinoma 
escamoso de cabeza y cuello, además de la re-
gulación negativa de ARNmi-27a y ARNmi-20a 
(Akhtar y Swamy, 2018; Hernandes et al., 2020).

De igual manera, el complejo formado con 
la molécula de Taraxerol, demostró una mayor 
afinidad de interacción por la región central del 
sitio activo de la NCL, con una energía libre de 
interacción de -10,58 ± 0,14 kcal.mol-1. Los resi-
duos activos implicados en la estabilización de la 
estructura fueron la Asn100, la Phe50, Phe11 y la 
Lys130 (Figura 4A).

Las interacciones intermoleculares que fue-
ron registradas con la molécula de Taraxerol fue-
ron puentes de hidrógeno del tipo O-H---O con el 

residuo Asn100, e interacciones adicionales del 
tipo van der Waals con los residuos Phe11, Phe50 
y Lys130 (Figura 4A).

El Taraxerol es un compuesto orgánico pre-
sente en las raíces, los rizomas, las partes aéreas 
y en las semillas de una gran variedad de familias 
vegetales, presenta actividades antiinflamatorias, 
anticancerígenas y potenciales actividades anti-
microbianas (Zafar y Sharma, 2015).

Estudios revelaron que esta molécula tam-
bién presenta actividades antitumorales ante la 
transformación de células de la piel a células 
cancerígenas mediante la inducción con 7,12-di-
metilbenz(a)antraceno (DMBA) (Takasaki et al., 
1999). Esta molécula induce a la apoptosis e in-
hibe el ciclo celular en el colesteatoma epitelial 
de oído medio al inhibir la expresión del grupo 
de proteínas NF-kB (Liao et al., 2018). Tam-
bién se ha registrado que es capaz de inducir a la 

Figura 2. Energía de unión de las fitomoléculas seleccionadas para el análisis exhaustivo. *p<0,05 ***p<0,001. 
Ctr: Control, May: Maytenina, Tax: Taraxerol, CucB: Cucurbitacina B, Pris: Pristimerina, UncC: Uncarina C, 
Int: Intrapetacina, Rot: Rotenona
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apoptosis principalmente por la vía mitocondrial, 
liberando citocromo c al citosol y activando las 
caspasas 9 y 3 (Yao et al., 2017).

El complejo formado con la molécula de Cu-
curbitacina B registró una energía libre de inte-
racción de -9,58±0,12 kcal.mol-1, con afinidades 
de interacción por el sitio activo de la NCL. Los 
residuos que se encontraban participando acti-
vamente en la estabilización de la estructura del 
complejo fueron la Asn100, la Arg158, la Tyr134, 
la Phe11 y la Ile132. Se pudo identificar la for-
mación de puentes de hidrógeno del tipo O-H--
-O con los residuos Asn100 y Tyr134, y puentes 
de hidrógeno del tipo N-H---O con el residuo 
Arg158, también se pudo detectar la formación 
de interacciones del tipo van der Waals con el re-
siduo Phe11 y con el residuo Ile132 (Figura 4B).

La Cucurbitacina B es una molécula presente 
principalmente en las hojas y raíces de la familia 

Cucurbitaceae, presenta actividades citotóxicas, 
inhibiendo principalmente el ciclo celular (Ta-
llamy et al., 2005; Akhtar y Swamy, 2018). Los 
triterpenos son un grupo de compuestos orgáni-
cos caracterizados por la presencia de un grupo 
isopreno en su estructura y presentan actividades 
tanto anticancerígenas, antiinflamatorias, antioxi-
dantes, antivirales, antibacteriales como antifún-
gicas (Yin, 2012). Son un producto secundario 
del metabolismo de las plantas y se encuentran 
distribuidos comúnmente en forma de estructura 
pentacíclica, por todos los órganos de estas, a ex-
cepción de las flores (Jäger et al., 2009).

Su función como anticancerígenos la desem-
peñan inhibiendo la proliferación celular e indu-
ciendo la muerte de células tumorales teniendo 
como blanco múltiples tipos de dianas canceríge-
nas como la proteasoma, Bcl-2, NF-kB, el activa-
dor de transcripción y transductor 3 (STAT3), el 

Fitomoléculas Especie Órganos PubChem
CID 

ΔG 
(kcal.mol-1) 

Maytenina M. ilicifolia H, Ri (Akhtar & Swamy, 2018). 355376 -10,6 

Taraxerol T. officinale R, T, C, H y S (Zafar & Sharma, 
2015). 92097 -9,6 

Cucurbitacina B Cucurbitaceae R, H (Tallamy et al., 2005). 5281316 -9,6 
Pristimerina M. ilicifolia H, Ri (Akhtar & Swamy, 2018). 159516 -9,4 
Uncarina C U. tomentosa R, T, C (Akhtar & Swamy, 2018). 10429112 -8,9 

Intrapetacina A L. intrapetiolaris R (Oberlies et al., 2001). 44584771 -8,6 
Rotenona Tephrosia sp. H, T, R, S, V (Irvine & Freyre, 1959) 6758 -8,5 

3,5-dihidroxi-6,7,8-
trimetoxiflavona 

C. sativus, T. 
toxicaria H (Thomas et al., 2012). 5379262 -8,3 

Genisteina Fabaceae Tp (Kaufman et al., 1997). 5280961 -8,0 
Ácido de caracasina C. caracasana F (Suárez et al., 2009). 122364134 -7,8 

Lapachol H. impetiginosus C (Akhtar & Swamy, 2018). 3884 -7,7 
Quinina C. officinalis C (Kacprzak, 2013). 3034034 -7,7 

Uncarina F U. tomentosa R, T, C (Akhtar & Swamy, 2018). 12304288 -7,7 
Quinidina C. officinalis C (Kacprzak, 2013). 441074 -7,5 

Cloroquina C. officinalis C (Kacprzak, 2013). 2719 -6,4 
Paracetamol* ― ― 1983 -5,6 

*Testigo negativo, H: hojas, Ri: rizoma, R: raíz, T: tallo, C: corteza, S: semillas, V: vainas, Tp: toda la planta, 
F: Flores 

 

Tabla 2. Energía libre de interacción entre fitomoléculas y el dominio DUA de la nu-
cleolina
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Figura 3. Modelo tridimensional de superficies del dominio DUA, modelo de tubos y planos del dominio DUA e 
interacciones intermoleculares presentes en el complejo receptor-ligando A. NCL-Maytenina. B. NCL-Pristimeri-
na. Líneas punteadas negras: puentes de hidrógeno, línea verde continua: interacciones de van der Waals
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Figura 4. Modelo tridimensional de superficies del dominio DUA, modelo de tubos y planos del dominio 
DUA, e interacciones intermoleculares presentes en el complejo receptor-ligando A. NCL-Taraxerol. B. 
NCL-Cucurbitacina B. Líneas punteadas negras: puentes de hidrógeno, línea verde continua: interaccio-
nes de van der Waals
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factor de necrosis tumoral (TNF), la angiogénesis 
y TLR (Gill et al., 2016). Sin embargo, las inte-
racciones moleculares con la NCL aún no se han 
registrado en este grupo de moléculas.

La Maytenina y Pristimerina cuentan con di-
versas actividades anticancerígenas demostradas 
contra células de cáncer colorrectal (Yousef et 
al., 2016; Park y Kim, 2018; Zhao et al., 2021), 
cáncer pancreático (Wang et al., 2012; Deeb et 
al., 2014), cáncer de próstata (Yang et al., 2008; 
Lee et al., 2016), cáncer de pulmón (Li et al., 
2020), cáncer de mama (Mu et al., 2012; Lee 
et al., 2013; Cevatemre et al., 2018; Zhao et al., 
2019; Cheng et al., 2020;). Los mecanismos por 
los cuales logran inhibir el crecimiento de las 
células cancerígenas incluyen la inducción de 
la apoptosis, por medios como la activación de 
especies reactivas de oxígeno (ROS), inactiva-
ción de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 e 
inhibición de proteínas que favorecen la super-
vivencia de células como AKT, NF-kB o mTOR 
(Deeb et al., 2014; Zhao et al., 2019). Además de 
bloquear la proliferación y migración de células, 
detiene el ciclo celular y causa autofagia (Wang 
et al., 2012; Chen et al., 2021).

El Taraxerol presenta actividades de inhi-
bición del desarrollo en células del cáncer de 
epitelio gástrico (Tan, 2011), glioblastoma en 
ratones (Hong et al., 2016), cáncer de próstata 
(Surapaneni, 2019). Estas actividades las lleva 
a cabo induciendo la apoptosis por medio de un 
incremento en los niveles de caspasas, inhibien-
do proteínas asociadas al ciclo celular, inducien-
do la autofagia, induciendo la fragmentación del 
ADN, deteniendo el ciclo celular e inhibiendo la 
migración celular (Tan, 2011; Hong et al., 2016; 
Surapaneni, 2019).

La Cucurbitacina B, a su vez cuenta con ac-
tividades anticancerígenas demostradas en di-
ferentes estudios, en los cuales se mencionan a 
células del cáncer de mama (Dakeng et al., 2012; 
Duangmano et al., 2012; Sinha et al., 2016; Di-
ttharot et al., 2019), cáncer de páncreas (Thoen-

nissen et al., 2009; Iwanski et al., 2010; Zhou et 
al., 2019), leucemia (Li, et al., 2010), carcinoma 
hepatocelular (Meng, et al., 2010), cáncer de pul-
món (Lu et al., 2012), cáncer de próstata (Gao 
et al., 2014), cáncer de colon (Dandawate et al., 
2020) y cáncer de laringe (Liu et al., 2010). Estas 
actividades anticancerígenas se llevan a cabo me-
diante la detención del ciclo celular, inhibición 
del factor de transcripción STAT3, inducción de 
la apoptosis, control de la metástasis y angiogé-
nesis, inducción de la autofagia e inhibición de la 
polimerización de microtúbulos (Li, et al., 2010; 
Duangmano et al., 2010, 2012; Dakeng et al., 
2012; Ren et al., 2015).

Los residuos activos involucrados en la esta-
bilización de los complejos fueron la Arg158, la 
Asn100, la Ile132, la Lys130, la Phe11, la Phe50, 
la Tyr103 y la Tyr134 quienes participaban en la 
formación de puentes de hidrógeno e interaccio-
nes de contacto como la interacciones de van der 
Waals entre los residuos y estas moléculas can-
didatas, dichos residuos se encuentran ubicados 
en cuatro motivos de reconocimiento de ARN 
(RRM) que conforman el dominio de unión al 
ARN de la nucleolina (Tajrishi et al., 2011).

Si bien no se han registrado previamente in-
teracciones de estas moléculas con la NCL, las 
actividades anticancerígenas mencionadas ante-
riormente podrían ser beneficiadas por debido a 
las interacciones que se generarían con la pro-
teína NCL, por la cual podrían ser consideradas 
candidatas para futuras pruebas y estudios que 
involucren tanto a las moléculas recomendadas 
como la proteína NCL.

CONCLUSIONES

Los resultados hallados en este estudio sugie-
ren que los triterpenos Maytenina, Taraxerol, Cu-
curbitacina B y Pristimerina fueron los que de-
mostraron mayores afinidades de interacción con 
el sitio activo DUA de las nucleolinas, pudiendo 
presentar actividades inhibitorias de las funciones 
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de la nucleolina. Si bien estos hallazgos compu-
tacionales podrían arrojar algunos indicios de las 
afinidades de estos triterpenos con esta proteína, 
sin embargo, se recomienda realizar simulacio-
nes exhaustivas de dinámica molecular, así como 
ensayos experimentales de titulación calorimétri-
ca isotérmica y cristalografía de los complejos.
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Producción de biomasa líquida de levaduras cerveceras en un medio de cultivo alternativo. 
Las levaduras, especialmente las que pertenecen a la familia Saccharomycetaceae, se utilizan desde 
hace siglos para la obtención de diversos productos, como lo son los alimentos y bebidas fermenta-
das. En este sentido, la elevada demanda de los productos de fermentaciones en las últimas décadas 
ha generado un aumento en la producción de biomasa de levadura a nivel industrial. En particular, en 
Paraguay, ha aumentado el número de cervecerías artesanales, quienes mayoritariamente importan 
la materia prima como levadura seca, debido a las facilidades que esta presenta en cuanto al costo 
y mantenimiento. Teniendo en cuenta esta brecha aprovechable, se comparó el crecimiento de dos 
levaduras cerveceras; Saccharomyces cerevisiae SafAle US-05 empleada para la fabricación de cer-
veza tipo Ale y Saccharomyces pastorianus SafLager S-23 utilizada para la fabricación de cerveza tipo 
Lager en el medio de cultivo tradicional YPD y en un medio de cultivo alternativo a base de melaza de 
caña clarificada; las fermentaciones de las levaduras se realizaron en matraces para una evaluación 
preliminar del comportamiento de las mismas en la formulación del medio utilizado. Como resultado 
principal obtenido tenemos que el Nivel de Biomasa de S. cerevisiae en YPD fue de 16,57 g/L y en 
el medio alternativo fue de 12,96 g/L; mientras que, en S. pastorianus fue de 14,22 g/L y 9,37 g/L. 
El nivel de biomasa aceptable nos indica que la producción de biomasa líquida de ambas levaduras 
cerveceras mediante fermentación en medio a base de melaza, resulta ser un proceso biotecnológico 
factible y rentable.
Palabras clave: Saccharomyces, biomasa líquida, melaza de caña

Brewer’s yeast liquid biomass production in an alternative culture medium.Yeasts, especially 
those belonging to the Saccharomycetaceae family, have been used for centuries to obtain various 
products, such as fermented foods and beverages. In this sense, the high demand for fermentation 
products in recent decades has generated an increase in the production of yeast biomass at an indus-
trial level. In particular, in Paraguay, the number of craft breweries has increased, who mostly import 
the raw material as dry yeast, due to the facilities that it presents in terms of cost and maintenance. 
Taking into account this usable gap, it is compared the growth of two brewing yeasts Saccharomyces 
cerevisiae SafAle US-05 used for the manufacture of Ale type beer and Saccharomyces pastorianus 
SafLager S-23 used for the manufacture of Lager type beer in the traditional culture medium YPD and 
in an alternative culture medium based on clarified cane molasses; The yeast fermentations were ca-
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INTRODUCCIÓN

Desde hace varias décadas los procesos fer-
mentativos son utilizados ampliamente para la 
obtención de productos de interés como meta-
bolitos, biomasa, fármacos, alimentos, etc. La 
biotecnología es la encargada de optimizar estos 
procesos de producción de una forma rentable, es 
decir con un enfoque en la reducción de costos y 
aumento rendimiento y productividad (Cardozo y 
Moreno, 2012; Singh, et al., 2017).

La utilización de subproductos procedentes 
del sector agroindustrial parece responder a am-
bas necesidades, ya que aporta a la disminución 
de posibles contaminantes, disminuye los costos 
de producción, se encuentran altamente dispo-
nibles y al ser una fuente rica en carbohidratos 
podría aumentar la productividad del proceso 
(Grande, 2016). La melaza de caña de azúcar es 
un subproducto de la industria azucarera la cual 
tiene diversas aplicaciones industriales, debido a 
su alto porcentaje de carbono orgánico, vitami-
nas, aminoácidos, etc. (Valencia y Zapata, 2014).

Saccharomyces sp., es la levadura productora 
de etanol por excelencia, ampliamente utilizada 
para la elaboración de pan y bebidas alcohólicas. 
Las levaduras S. cerevisiae y S. pastorianus son 
las más utilizadas en la producción de cerveza, 
que es una de las bebidas alcohólicas más con-
sumidas a nivel mundial (Ferreira, et al., 2010).

A nivel nacional se produce levadura seca y 
fresca para la industria panadera, utilizando me-
laza de caña como fuente de carbono; pero no se 
produce levadura cervecera, lo que genera la ne-

cesidad de importarlas como casi todos sus insu-
mos para la producción, esto podría ser una bre-
cha aprovechable por profesionales nacionales de 
las diferentes áreas.

El objetivo de este trabajo es producir bioma-
sa líquida de levaduras cerveceras utilizando un 
medio alternativo a base de melaza de caña clari-
ficada como fuente de carbono, analizando pará-
metros estequiométricos y cinéticos del proceso.

MATERIALES Y MÉTODOS

Puesta a punto y validación de métodos analí-
ticos de cuantificación

Los siguientes ensayos se aplicaron en los 
métodos de cuantificación de sustrato en estu-
dio, a fin de demostrar que los mismos cumplen 
con las características de desempeño adecuadas 
para su uso (Instituto de Salud Pública de Chile, 
2010).

Ensayo de Linealidad
Se prepararon por triplicado 5 concentracio-

nes independientes de cada estándar con el fin de 
abarcar el rango lineal de absorbancia del espec-
trofotómetro.

Ensayo de Precisión
Se prepararon soluciones testigos que fueron 

analizadas con los respectivos métodos de cuan-
tificación. Para los métodos de cuantificación de 
glucosa y azúcares reductores se utilizó una solu-
ción testigo de glucosa de 1,5 g/L de concentra-
ción. Se analizaron 20 réplicas de la solución tes-

rried out in flasks for a preliminary evaluation of their behavior in the formulation of the medium used. 
The main result obtained is that the Biomass Level of S. cerevisiae in YPD was 16.57 g/L and in the 
alternative medium it was 12.96 g/L; while in S. pastorianus it was 14.22 g/L and 9.37 g/L. The accep-
table biomass level indicates that the production of liquid biomass of both brewers’ yeasts by fermen-
tation in a molasses-based medium turns out to be a feasible and profitable biotechnological process.
Keywords: Saccharomyces, liquid biomass, cane molasses
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tigo en dos días diferentes (10 réplicas por día).

Ensayo de Veracidad
Se prepararon por quintuplicado, soluciones 

de concentración conocida de glucosa emplean-
do como solvente al medio de cultivo (matriz) a 
utilizar. Luego se analizaron las soluciones con 
el método de cuantificación correspondiente 
aplicando la curva de calibración realizada con 
el respectivo estándar, a fin de determinar el por-
centaje de recuperación de cada analito.

Cuantificación enzimática de glucosa
Para la cuantificación de glucosa se utilizó el 

reactivo enzimático provisto por el kit comercial 
de glicemia enzimática de Human. Se realizó una 
solución stock de 4 g/L de dextrosa anhidra (Ane-
dra, Argentina) a partir de la misma se realizaron 
diluciones seriadas para obtener 5 puntos de cali-
bración (0,25 g/L; 0,5 g/L; 1 g/L; 2 g/L y 4 g/L). 
Además, se preparó una solución testigo de glu-
cosa con una concentración de 1,5 g/L; así como 
también se preparó un blanco correspondiente a 
la matriz analizada, sin agregado de glucosa, se 
utilizó agua destilada como blanco de reacción 
de los estándares y del testigo. Siguiendo las ins-
trucciones del fabricante del kit comercial, en tu-
bos de ensayo de vidrio se colocaron 10 µl de las 
soluciones preparadas y se agregó 1 mL del re-
activo provisto por el kit, luego se homogeneizó. 
Posteriormente se incubó a temperatura ambiente 
por 10 min, finalmente se midió la absorbancia a 
500 nm en un espectrofotómetro.

Cuantificación de azúcares reductores totales
Se prepararon por triplicado 5 concentracio-

nes del estándar a fin de abarcar el rango lineal de 
absorbancia del espectrofotómetro. Las concen-
traciones utilizadas para el método de cuantifica-
ción de azúcares reductores fueron: 0,25 g/L; 0,5 
g/L; 1 g/L; 2 g/L y 4 g/L utilizando como material 
de referencia glucosa. Asimismo, se preparó una 
solución testigo de glucosa con una concentra-

ción de 1,5 g/L; se preparó un blanco correspon-
diente a la matriz analizada, sin azúcares, se utili-
zó agua destilada como blanco de los estándares 
y del testigo. 

Siguiendo la metodología propuesta por Avila 
et al. (2012) se realizó la preparación del reacti-
vo de DNS: Se pesó 1 g de 3,5-ácido dinitrosa-
licílico, 30 g de tartrato de sodio y potasio y 1,6 
g de hidróxido de sodio (Merck, Alemania). Se 
disolvió el hidróxido de sodio en 40 mL de agua 
destilada y se añadió lentamente el tartrato de so-
dio y potasio en agitación. Se completó con agua 
destilada hasta 80 mL y se agregó lentamente el 
3,5-ácido dinitrosalicílico. Se dejó en agitación 
toda la noche, se enrazó a 100 mL y se filtró con 
papel de filtro cualitativo. 

Para el ensayo se mezclaron en tubos de en-
sayo 0,5 mL de cada solución estándar o muestra 
y 0,5 mL del reactivo de DNS. Se llevaron los tu-
bos a ebullición en baño con agua durante 5 min 
y luego se enfriaron en hielo. Se añadieron 5 mL 
de agua destilada y se dejó reposar por 15 min, 
finalmente se midió la absorbancia por espectro-
fotometría a 540 nm. 

Medio de cultivo a base de melaza de caña
La melaza de caña de la composición del me-

dio de cultivo alternativo utilizado para el creci-
miento de las cepas de levaduras, se obtuvo de 
manera comercial (COPALSA, Paraguay). La 
composición del medio de cultivo fue provista 
por el Dr. Diego Noseda de la UNSAM y fue la 
siguiente: 41,4 mL/L de melaza de caña (CO-
PALSA, Paraguay), 8,25 g/L de sulfato de amo-
nio (Merck, Alemania), 2,5 g/L de cloruro de po-
tasio, 0,85 g/L fosfato de monoamónico (Merck, 
Alemania), 0,3 g/L de sulfato de magnesio, 2,5 
mL/L de ácido fosfórico y 1 mL/L de hidróxido 
de amonio. La preparación del medio consistió 
en disolver 41,4 mL de melaza de caña en 1 L de 
agua destilada estéril, posteriormente se clarificó 
mediante centrifugación a 8000 rpm por 10 min 
y luego se agregaron las sales mencionadas, pos-
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teriormente se esterilizó en autoclave a 121 °C, a 
1 atm por 20 min. 

Determinación de la relación entre densidad 
óptica y peso seco de la biomasa de 
Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces 
pastorianus

Se realizaron curvas de calibración entre la 
densidad óptica a 600 nm (DO600) y el peso seco 
de biomasa para las cepas de S. cerevisiae y S. 
pastorianus, empleando la misma metodología 
para ambas levaduras.

Para tal fin, stocks en glicerol de cada cepa 
se sembraron en placas de Petri con YPD agar 
(Conda Lab S.A., España) (extracto de levadura 
10 g/L, peptona de carne 20 g/L, glucosa 20 g/L, 
agar-agar 20 g/L) y se incubaron a 30°C por 48 
h. A partir de la biomasa crecida en dichas pla-
cas se inocularon en matraz Erlenmeyer de 100 
ml conteniendo 20 ml de medio complejo YPD 
(extracto de levadura 10 g/L, peptona de carne 
20 g/L, glucosa 20 g/L). Los matraces Erlenme-
yer se incubaron en un thermoshaker durante 40 
h a 30°C y 200 rpm. A partir de la biomasa de 
los cultivos líquidos se realizaron diluciones se-
riadas con agua destilada estéril, a las cuales se 
les determinó la DO600 por espectrofotometría. 
Asimismo, alícuotas de 5 ml de cada dilución se 
centrifugaron en una centrifuga Eppendorf HER-
MLE Z216 a 5000 rpm durante 20 min. Luego, se 
descartaron los sobrenadantes y los precipitados 
celulares se llevaron a sequedad total en una es-
tufa FANEM 520 a 60°C hasta peso constante. Se 
determinó el peso seco de la biomasa expresado 
en g/L para cada dilución analizada. A partir de 
estos valores se construyeron las curvas de ca-
libración entre DO600 y el peso seco de biomasa 
(g/L) para ambas levaduras.

Para determinar los valores de peso seco de 
biomasa en g/L a partir de valores de DO600 de 
cultivos considerando el blanco del medio de cul-
tivo, se emplearon las siguientes ecuaciones:

Ecuación 1 - Biomasa (g/L) de S. cerevisiae:   

 

Ecuación 2 - Biomasa (g/L) de S. pastorianus:

Evaluación del crecimiento de las cepas de S. 
cerevisiae y S. pastorianus en medio YPD y en 
medio a base de melaza de caña

Las cepas de S. cerevisiae y S. pastorianus 
en medio YPD y en medio a base de melaza de 
caña en matraces Erlenmeyer; primeramente, los 
stocks se utilizaron para sembrar placas de Petri 
con YPD agar o en medio a base de caña agar 
las mismas se incubaron a 30 °C por 48 h. La 
biomasa crecida en ambas placas se inoculó por 
duplicado en matraces Erlenmeyer de 100 mL 
conteniendo 20 mL de medio YPD y los matraces 
se incubaron a 30 °C y 200 rpm por 48 h en agi-
tador. Posteriormente se determinó la DO600 por 
espectrofotometría.

Estos cultivos fueron utilizados para inocular 
en una relación 1:10 en matraces Erlenmeyer de 
250 mL conteniendo 50 mL de YPD o en medio 
a base de caña. Los frascos fueron incubados a 
30 °C y 200 rpm en agitador. Se tomaron mues-
tras de los cultivos periódicamente para evaluar 
su crecimiento por medio de la DO600, para eva-
luar el consumo de glucosa y azúcares reductores 
mediante espectrofotometría, así como también 
para determinar los parámetros cinéticos y este-
quiométricos del crecimiento de ambas cepas en 
ambos medios de cultivo. Para el cálculo de los 
parámetros cinéticos se emplearon las siguientes 
ecuaciones:

Ecuación 3 - Rendimiento en función de glu-
cosa consumida:
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Ecuación 4 - Rendimiento en función de azú-
cares reductores consumidos:

Ecuación 5- Velocidad específica máxima de 
crecimiento:

Ecuación 6 -Productividad volumétrica máxi-
ma:

 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Puesta a punto y validación de métodos analí-
ticos de cuantificación 

En la Tabla 1 se observa un resumen de los 
resultados obtenidos para los ensayos de valida-
ción de los métodos de cuantificación de glucosa 
y azúcares reductores. 

Los resultados obtenidos indican que las me-
todologías utilizadas son adecuadas; ya que mos-
traron una apropiada precisión y veracidad, por lo 
que son aptas para su aplicación. De este modo, 
con las metodologías de cuantificación puestas a 

punto y validadas, se consiguieron herramientas 
confiables para el análisis del proceso de produc-
ción de biomasa de S. cerevisiae y S. pastorianus, 
además se establecieron controles de los resul-
tados aplicando los gráficos de control de valor 
medio para cada método.

Determinación de la relación entre densidad 
óptica y peso seco de la biomasa de S. cerevi-
siae y S. pastorianus

Se cuantificó el peso de los precipitados secos 
de S. cerevisiae crecido en medio líquido YPD 
y se graficó la curva de calibración de DO600 vs 
el peso seco de biomasa (g/L). A partir del ajus-
te lineal de la curva de calibración se obtuvo la 
ecuación de la recta y = 1,4272x con con un R2 de 
0,9992. De este modo se logró relacionar la den-
sidad óptica celular con el peso seco de biomasa 
de S. cerevisiae.

Del mismo modo, se cuantificó el peso de los 
precipitados secos de S. pastorianus crecido en 
medio líquido YPD y se graficó la curva de ca-
libración entre DO600 y el peso seco de biomasa 
(g/L). A partir del ajuste lineal de la curva de ca-
libración se obtuvo la ecuación de la recta y = 
1,6398x con un R2 de 0,9998. De este modo se 
logró relacionar la densidad óptica celular con el 
peso seco de biomasa de S. pastorianus.

ENSAYO Cuantificación de Glucosa Cuantificación de 
Azúcares reductores 

Linealidad 
(R2 ≥ 0,995) 

0,9957 0,9995 

Precisión 
(RSD% < 5 %) 

2,87 % 1,78 % 

Veracidad 
(95 % < % recuperación < 105 %) 

Medio YPD 
Medio a base 
de Melaza de 

caña 

Medio 
YPD 

Medio a 
base de 

Melaza de 
caña 

100,5 % 99 % 104 % 99 % 
 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Resultados de los ensayos de validación y puesta a punto aplicado a las metodologías de 
cuantificación de glucosa y azúcares reductores, con su respectivo criterio de aceptación
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Evaluación del crecimiento de las cepas de S. 
cerevisiae y S. pastorianus en medio YPD y en 
medio a base de melaza de caña

El crecimiento de ambas cepas de Saccha-
romyces fue evaluado primeramente en medio 
de cultivo comercial YPD. En medio comercial 
YPD S. cerevisiae consumió la totalidad de la 
glucosa y de los azúcares reductores luego de 28 
h de incubación. Así, a dicho tiempo se alcanzó 
un nivel máximo de biomasa de 16,57 g/L; lo 
que corresponde a un rendimiento de biomasa en 
función de glucosa consumida (Yx/s) de 0,81 gx/
gs y un rendimiento de biomasa en función de 
los azúcares reductores consumidos (Yx/s) de 0,67 
gx/gs, mientras que S. pastorianus consumió la 
totalidad de glucosa y de los azúcares reductores 
luego de 32 h de incubación, momento en el cual 
se alcanzó un nivel máximo de biomasa de 14,22 
g/L, lo que corresponde a un rendimiento en base 
al consumo de glucosa (Yx/s) de 0,67 gx/gs, así 
como también a un rendimiento en función de los 
azúcares reductores consumidos (Yx/s) de 0,52 
gx/gs.

En las Figuras 1 y Figura 2, se puede observar 
que la fase de adaptación ocurre durante las 
primeras 6 a 7 h en ambos cultivos; en cambio si 
comparamos la fase exponencial de S. cerevisiae 
de aproximadamente 13 h con la de S. pastorianus 
que tuvo una duración de más de 20 h, así como 
también podemos observar que se obtuvo 16,57 
g/L y 14,22 g/L de biomasa, respectivamente. 

Estas dos diferencias son debido a las condiciones 
de crecimiento, principalmente temperatura 
(30°C) si bien los rangos de temperaturas 
óptimos para cada especie de Saccharomyces 
varia desde 20° C hasta 30 °C, S. pastorianus es 
una cepa de fermentación óptima baja. Cardozo 
y Moreno (2012), describieron el crecimiento 
de S. cerevisiae en medio de cultivo YPD 
obteniendo la siguiente curva de crecimiento: 
fase de adaptación durante las 2 primeras h, la 
fase exponencial desde las 2 h hasta las 8 h de 
crecimiento y la fase de estacionaria de 8 h a 12 
h; los tiempos de duración de cada fase tienen 
una clara diferencia con los conseguidos en los 
ensayos; esto es debido al origen de las cepas; 
la cepa utilizada por Cardozo y Moreno (2012) 
fue provisto por un laboratorio conservado en 
30% de glicerol a -20°C, mientras que las cepas 
utilizadas en los ensayos son cepas liofilizadas de 
origen comercial, las cuales fueron rehidratadas, 
cultivadas y conservadas en el laboratorio antes 
de su utilización. Las cepas liofilizadas pasan 
por el proceso de secado lo que implica un 
aumento en la expresión de los genes implicados 
en el catabolismo de los ácidos grasos, la 
gluconeogénesis y el ciclo del glioxilato; a su vez, 
el proceso de rehidratación de cepas liofilizadas 
implica mucho estrés celular (estrés oxidativo, 
estrés osmótico, células dañadas, etc.) (Jenkins, 
2011).
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Figura 1. Cultivo de Saccharomyces cerevisiae en medio YPD. La línea azul corresponde a la variación de biomasa (peso 
seco, g/L), la línea naranja corresponde al consumo de glucosa (g/L), y la línea gris corresponde al consumo de azúcares 
reductores, todas estas en función del tiempo de incubación (h)
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 Los cultivos de S. cerevisiae y S. pastorianus 
en el medio alternativo con melaza de caña mos-
traron que el comportamiento de dichas levadu-
ras fue similar. Como se observa en las Figuras 3 
y 4 en las primeras horas de los cultivos de am-
bas cepas el consumo de glucosa fue casi de su 
totalidad, mientras que la concentración de azú-
cares reductores tuvo un descenso importante en 
las primeras 12 h de cultivo para ambas cepas. 
Fajardo y Sarmiento (2012), describieron que en 
las primeras 5 h de cultivo de una cepa de S. ce-
revisiae aislada de la naturaleza en el medio con 
melaza de caña, la glucosa residual aumentó lige-
ramente debido a la presencia de la enzima inver-
tasa que es la encargada de hidrolizar la sacarosa 
produciendo glucosa y fructosa que son más sim-
ples y por lo tanto asimilables para el microorga-
nismo. En contrapartida, en los cultivos que se 
realizaron, se observó una disminución constante 
de los sustratos con el tiempo, esto podría deber-
se a que las cepas de levaduras utilizadas a nivel 
industrial al producirse en medios con una con-
centración mínima de melaza de caña están adap-
tadas a los azúcares presentes en la melaza, por 

lo tanto, los metabolizan de forma más eficiente. 
Asimismo, continuando con la comparación del 
crecimiento entre ambas cepas, se observa que en 
cuanto a los parámetros rendimiento de biomasa 
en base al sustrato consumido, nivel máximo de 
biomasa generada y velocidad específica de cre-
cimiento, la cepa de S. cerevisiae es más eficiente 
que la cepa de S. pastorianus. Esto podría deber-
se a las condiciones óptimas de crecimiento de 
dicha cepa, como ser la temperatura, ya que la 
cepa de S. pastorianus es más sensible a tempera-
turas elevadas. Por tal motivo, las fermentaciones 
para la producción de cerveza tipo lager suelen 
realizarse a temperaturas entre 5 a 10°C. A su vez 
si comparamos la biomasa con la obtenida por 
Cardozo y Moreno (2012) quienes obtuvieron un 
máximo de 7,340 g/L de biomasa y una producti-
vidad de 0,7 g/Lh, podemos observar que la bio-
masa y productividad de S. cerevisiae y S. pasto-
rianus en medio alternativo a base de melaza de 
caña fue de 12,96g/L y 0,28 g/Lh; y 9,37 g/L y 
0,93 g/Lh, respectivamente. 

Los factores implicados en el crecimiento ce-
lular son tanto el tipo de cepa que como ya vi-
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Figura 2. Cultivo de Saccharomyces pastorianus en medio YPD. La línea azul corresponde a la variación 
de biomasa (peso seco, g/L), la línea naranja corresponde al consumo de glucosa (g/L), y la línea gris co-
rresponde al consumo de azúcares reductores, todas estas en función del tiempo de incubación
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mos tienen metabolismos diferentes; así como la 
concentración de glucosa y azúcares reductores 
en los tipos de melazas de caña utilizadas, como 
es bien sabido la melaza es un subproducto de 
la industria azúcarera, por lo cual la concentra-
ción final de los azucares dependen del proceso 
de producción, la concentración inicial de azúca-
res contenidos en la caña de azúcar que a la vez 
depende del tipo de cultivo, suelo, etc. que varía 
tanto de industria como de país. 

En la Tabla 2 se comparan los parámetros de 
crecimiento de las cepas de S. cerevisiae y S. pas-
torianus en medio YPD y en el medio a base de 
melaza de caña. El crecimiento a nivel Erlenme-
yer fue más eficiente en el medio YPD, ya que to-
dos parámetros de crecimiento son más elevados 
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Figura 3. Cultivo de S. cerevisiae en medio a base melaza de caña. La línea azul corresponde a la variación de biomasa 
(peso seco, g/L), la línea naranja corresponde al consumo de glucosa (g/L), y la línea gris corresponde al consumo de 
azúcares reductores (g/L), en función del tiempo de incubación (h)

que en el medio alternativo a base de melaza de 
caña. Esto es debido a que el medio YPD es más 
rico nutricionalmente por el contenido de extrac-
to de levadura y peptona de carne. Sin embargo, 
es importante remarcar que el medio tradicional 
YPD es sumamente costoso (siendo el costo ac-
tualizado en dólares de aproximadamente de 180 
$ un frasco de 500 g) justamente lo que hace que 
la producción de biomasa líquida de levaduras 
cerveceras en dicho medio sea muy poco renta-
ble a nivel industrial, mientras que la melaza por 
kg tiene un costo aproximado de 2 $, esto podría 
abrir una brecha de aprovechamiento para las in-
dustrias cerveceras artesanales que fueron emer-
giendo en los últimos años a nivel país.
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Figura 4. Cultivo de Saccharomyces pastorianus en medio de cultivo a base melaza de caña. La línea azul corresponde a 
la variación de biomasa (peso seco, g/L), la línea naranja corresponde al consumo de glucosa (g/L), y la línea gris corres-
ponde al consumo de azúcares reductores (g/L), todas estas en función del tiempo de incubación (h).

Tabla 2. Comparación de los parámetros cinéticos y estequiométricos de cultivos de Saccharomyces 
cerevisiae y Saccharomyces pastorianus en medio YPD y medio de cultivo a base de melaza de caña.

 

 Saccharomyces cerevisiae Saccharomyces pastorianus 

Medio 
YPD 

Medio con 
melaza de caña 

Medio YPD Medio con 
melaza de caña 

Rendimiento de Biomasa en base a 
glucosa consumida (Yx/s, gx/gs) 

0,81 0,65 0,67 0.62 

Rendimiento de Biomasa en base a 
azúcares reductores consumidos 

(Yx/s, gx/gs) 

0,67 0,34 0,52 0,34 

Velocidad específica máxima de 
crecimiento (μm, h-1) 0,35 0,36 0,35 0,12 

Nivel Máximo de Biomasa (gx/L) 16,57 12,96 14,22 9,37 

Productividad volumétrica Máxima 

(PvMax, g /Lh) 
0,64 0,28 0,48 0,93 

 

 CONCLUSIONES

El presente trabajo tuvo como objetivo eva-
luar el crecimiento de dos cepas comerciales de 
interés industrial en un medio económico, en 
esta etapa se obtuvo biomasa líquida de las le-

vaduras cerveceras S. cerevisiae y S. pastorianus 
mediante fermentaciones con el medio de cultivo 
alternativo a base de melaza de caña en matraces. 
Cabe remarcar, que para ambas levaduras se con-
siguieron niveles de biomasa aceptables con el 
medio alternativo a base de melaza de caña que 
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con el medio de cultivo tradicional YPD, lo cual 
podría deberse a factores físicos como la agita-
ción y consecuente distribución del oxígeno y de-
más nutrientes. Teniendo en cuenta lo menciona-
do, de igual forma la producción final en medio 
a base melaza de caña es mucho más económica 
que el obtenido en medio YPD. Estos resultados 
permiten indicar que la producción de biomasa 
líquida de ambas levaduras cerveceras mediante 
fermentación en medio a base de melaza, resulta 
ser un proceso biotecnológico factible y rentable. 
Para futuros trabajos se recomienda escalar el 
proceso a biorreactor de tanque agitado, realizar 
conteo de células viales en la biomasa, además de 
utilizar la biomasa obtenida para inocular mosto 
cervecero.  
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Effectiveness of biological, botanical and synthetic products in the 
control of onion (Allium cepa) wilt caused by Fusarium sp. Resour-
ces for integrated management.
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Efectividad de productos biológicos, botánicos y sintéticos en el control de la marchitez de la 
cebolla (Allium cepa) causada por Fusarium sp. Recursos para una gestión integrada.. La mar-
chitez de la cebolla puede reducir los rendimientos hasta un 25-30%. A partir de plantas de cebolla con 
síntomas de marchitez, se obtuvo un aislado monospórico del hongo Fusarium spp. y se verificó su 
patogenicidad. El hongo fue identificado morfológica y molecularmente mediante la región ITS como 
Fusarium sp. Posteriormente, se determinó la susceptibilidad del patógeno a pesticidas biológicos, 
botánicos y químicos a través de cuatro bioensayos. En el experimento I, se evaluó la antibiosis de Tri-
choderma spp. in vitro mediante la técnica del celofán. En los experimentos II y III, se evaluó el efecto 
in vitro de fungicidas botánicos y químicos mediante la técnica de cultivo en agar papa dextrosa modi-
ficada (NeemAcar®). En el experimento IV, se seleccionaron los mejores tratamientos de los ensayos 
in vitro para conocer su efecto en invernadero. Trichoderma virens (PHC Root Mate®) inhibió el 33,3% 
del crecimiento micelial del patógeno. El extracto de canela-neem (NeemAcar®) en dosis de 0,06, 
0,08 y 0,10 mL L-1 inhibió en un 100% el crecimiento micelial del patógeno. Los fungicidas benomyl, 
prochloraz y pyraclostrobin suprimieron por completo el desarrollo del patógeno. En condiciones de 
invernadero, la incidencia de marchitez de las plantas tratadas con Trichoderma spp. y los extractos 
botánicos aplicados individualmente y en combinación no presentaron diferencias significativas con 
los fungicidas químicos. Estos resultados permitirán desarrollar futuros programas de manejo integra-
do de enfermedades para la marchitez de la cebolla.
Palabras clave: Allium cepa L., Trichoderma spp., extractos vegetales, fungicidas químicos

Effectiveness of biological, botanical and synthetic products in the control of onion (Allium 
cepa) wilt caused by Fusarium sp. Resources for integrated management. Onion wilt is an en-
demic disease in farms of horticulture production in Michoacán, Mexico. This disease can reduce 
yields by up to 25-30%. A monosporic isolate of the fungus Fusarium spp. was obtained from onion 
plants with wilting symptoms, and its pathogenicity was verified. The fungus was morphologically and 
molecularly identified using the ITS region of reference. Also, Fusarium sp. susceptibility to biological, 
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botanical, and chemical pesticides was assessed through four different bioassays. In experiment I, 
Trichoderma spp. in vitro antibiosis was tested using the cellophane technique. In Trials II and III, the 
in vitro effect of botanical and chemical fungicides on the pathogen was evaluated through the amen-
ded potato dextrose agar (PDA) culture technique. In Trial IV, the efficacy of the products selected 
during in vitro assays was evaluated under greenhouse conditions. During the antibiosis trials, the 
commercial strain of Trichoderma virens (PHC Root Mate®) inhibited 33.3% of Fusarium sp. mycelial 
growth. Among botanical pesticides, cinnamon-neem extract (NeemAcar®) at doses of 0.06, 0.08- and 
0.10-mL L-1 inhibited 100% mycelial growth of Fusarium sp. The fungicides benomyl, prochloraz, and 
pyraclostrobin completely suppressed Fusarium sp. development. Under greenhouse conditions, the 
incidence of wilt of plants treated with Trichoderma spp. and botanical extracts applied individually and 
in combination, did not present significant differences from plants treated with chemical fungicides. 
These results will help to develop an integrated disease management program for onion wilt.
Keywords: Allium cepa L., Trichoderma spp., plant extracts, chemical fungicides

INTRODUCTION

In Mexico, onions (Allium cepa L.) are part 
of the popular diet and an important vegetable for 
consumption, produced in more than 49,311 ha 
with 1,525,501 t harvested in 2018 (Tirado-Ra-
mírez et al., 2019). Nevertheless, the symptoms 
of bulb and root rot caused by Fusarium spp. 
significantly affect the quality of the product 
and reduce crop productivity by up to 25-30%. 
The disease is caused by different species of 
the genus Fusarium, including Fusarium oxys-
porum, F. solani, F. proliferatum, F. acuminatum, 
F. culmorum, F. equiseti, F. subglutinans, F. tri-
cinctum, and F. redolens (Bayraktar and Dolar, 
2011; Haapalainen et al., 2016). The fungus can 
be spreaded by infected seeds causing wilting of 
young plants as well as bulb rot during pre and 
postharvest (Dugan et al., 2019). 

The management of bulb and root rot caused 
by Fusarium sp. is based on cultural practices and 
synthetic pesticides. These management approa-
ches are effective in reducing short-term damage.  
However, their use increases production costs, 
and misuse threatens human health and the envi-
ronment (Ghanbarzadeh et al., 2016). An alterna-
tive to the use of these synthetic pesticides is the 
use of biological control agents (BCA).  The spe-
cies of Trichoderma are natural inhabitants in the 

soil and rhizosphere, grow fast, and act as BCA 
of fungal root diseases caused by several genera 
such as Fusarium, Rhizoctonia, Pythium, Sclero-
tium, Macrophomina, and Sclerotinia (Howell, 
2003). Furthermore, it promotes the development 
and natural defense of the host (Yasmeen and 
Siddiqui, 2017). In several bioassays, the ability 
of Trichoderma species to decrease onion bulb 
rot by Fusarium has been proven to be effective 
(John et al., 2010). Bulb and foliage treatments 
with Trichoderma decreased the incidence of 
Fusarium spp. wilt and promote plant develo-
pment (Naguleswaran and Pakeerathan, 2014). 
An equally promising alternative is the use of 
botanical extracts against Fusarium sp. as these 
are safer for the environment. Plant extracts con-
tain potent agents against plant pathogenic fungi 
and are less toxic than synthetic fungicides. The 
antimicrobial activity of plant extracts has been 
attributed to many phytochemical components, 
including coumarins, terpenoids, flavonoids, ca-
rotenoids, curcumins, and others (Villa-Martínez 
et al., 2015). 

The aims of this research were (i) to iden-
tify the causal agent of the root and bulb rot of 
onions produced in Michoacán, Mexico, and (ii) 
to determine the efficacy of biological, botanical, 
and chemical products applied in vitro and under 
greenhouse conditions.
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MATERIALS AND METHODS

Isolation, identification, and pathogenicity of 
the fungus

The infected bulbs of onions cultivar “Carta 
Blanca” were collected from the municipality of 
La Barca, Jalisco, Mexico. Samples were pro-
cessed, and a monosporic isolate of the fungus 
was obtained and grown in potato-dextrose-agar 
(PDA) culture medium. The fungus was morpho-
logically characterized using fungal identification 
keys and examining conidia under a compound 
microscope (Leslie and Summerell, 2006). Fun-
gal DNA was extracted using a modification of 
the cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) 
DNA extraction protocol (Murray and Thomp-
son, 1980). The ITS region was amplified by 
PCR using the primers ITS4/ITS5 as described 
by Díaz-Nájera et al. (2017). The amplicons of 
700 bp were sequenced at Macrogen Inc. (Seoul, 
Republic of Korea) for the molecular identifica-
tion of the fungus using BLAST (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). The pathogenicity 
was tested by inoculating 100 mL of spore sus-
pension with a concentration of 8×106 UFC mL-1 
“in drench” to 20-day-old onion seedlings “Carta 
Blanca” grown in pots under greenhouse condi-
tions. 

Trial I: Efficacy of Trichoderma spp. in vitro 
against Fusarium sp.

The effect of extracellular metabolites diffu-
sed in the medium produced by native (CN) and 
commercial (CC) strains of Trichoderma was 
tested using the cellophane membrane technique 
in PDA (Soliman et al., 2016). A completely ran-
domized design with five repetitions was used. 
The experimental unit was a Petri plate with 20 
mL of PDA + metabolites of Trichoderma spp. 
The treatments were: T1= T. harzianum (PHC 
T22®, Plant Health Care, Mexico City, Mexico), 
T2 = T. virens (PHC RootMate®, Plant HealthCa-

re, Mexico City, Mexico), T3 = T. fasciculatum 
(Fithan®, Nafex, Mexico City, Mexico), T4 = T. 
asperellum (Santa Teresa, Mexico native strain), 
T5 = T. asperellum (Cocula, Mexico native stra-
in), T6 = T. asperellum (Chilapa, Mexico native 
strain), in addition to the T7 = Control (Petri plate 
inoculated only with Fusarium sp.). A five-day-
old Fusarium sp. strain mycelial plug was pla-
ced in the center of the Petri plates. The amended 
plates were incubated in the laboratory at room 
temperature (28 ±2 °C) and 12 hs photoperiod 
for nine days. The diameter of the fungus colony 
was measured every 24 hours for nine days, and 
the percentage of mycelial growth inhibition was 
calculated (Sanabria-Velazquez, 2020).

Trials II and III: Efficacy of botanical extracts 
and chemical fungicides 

Two tests were carried out. Trial II compa-
red the effect of three commercial botanical ex-
tracts in three different doses and one control (10 
treatments, Figure 4). In Trial III, eight chemical 
fungicides were tested (Figure 5). In both trials, 
PDA culture medium was amended with each 
treatment (Kumar and Mane, 2017) and the ex-
perimental units were completely randomized 
with five repetitions per treatment. The pathogen 
was placed in the center of the plates and then 
incubated at room temperature (30 ±2 oC) during 
12 hs photoperiod. The diameter of the pathogen 
colony (cm) was measured every 24 hours. My-
celial growth was measured, and the inhibition 
percentage was calculated (Patil et al., 2014).

Trial IV: Integrated management of Fusarium 
sp. under greenhouse conditions

Thirty-day-old onion plants grown in polys-
tyrene pots (11.5×7.5×16.8 cm) with 750 g of 
sand + clay mixture (1:1 v/v) were used. Ferti-
lizer amendments, irrigation, and pest manage-
ment were provided throughout the duration of 
the experiments. Pure cultures of Fusarium sp. 
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were transferred to Petri plates with PDA and 
incubated for ten days at room temperature. A 
suspension of spores was prepared from the pure 
cultures of Fusarium sp. with a concentration of 
(4.6×106 UFC). The strains of T. virens and T. 
harzianum were grown in PDA, and suspensions 
of 5×106 and 5.6×106 UFC mL-1 were prepa-
red, respectively. The most effective treatments 
against Fusarium sp. from the previous trials 
were selected (Figure 6). For the inoculation of 
Fusarium sp., 60 mL pot-1 of the fungus inocu-
lum suspension (4.6×106 UFC mL-1) was applied 
“in drench” to the base of the plant 30 days after 
transplanting.

For the application of treatments, organic 
and chemical products, alone or in the mixture, 
were dissolved in 30 mL of sterile distilled wa-
ter and applied to the base of the plant 30 days 
after transplanting. The treatments T. virens and 
T. harzianum were applied with concentrations 
of 5×106 and 5.6×106 UFC mL-1, respectively. A 
completely randomized design with ten repeti-
tions was used. Each experimental unit was a pot 
with a plant totalizing 300 plants in total.

Disease incidence was evaluated when 100% 
of control treatment plants had visible symptoms 
of the disease ten days after inoculation. A bino-
mial scale was used in which healthy plants were 
assigned a value of 0 (zero), and a value of 1 
(one) to plants with symptoms of yellowing and 
wilting (disease plants). 

Data analysis
For all studies, normality of distributions was 

checked before analysis, and data were transfor-
med using the arcsine square root if appropriate. 
The analysis of variance was performed with Sta-
tistics Analysis System (SAS) version 9.4 (SAS 
Institute Inc., Cary, NC). Tukey’s significance 
test with a family-wise error rate of 5% was used 
for the comparison of means.

RESULTS AND DISCUSSION

Identification and pathogenicity characteriza-
tion of Fusarium sp.

The fungal isolate obtained from infected 
onion bulbs was identified as Fusarium sp. with 
cotton white, hyaline mycelium, which over time 
turned to purple (Figure 1), having an average 
daily growth of 0.93 cm under 28 °C. The iso-
late produced abundant microconidia, showing 
one to two cells, and usually occurring in short 
chains and with false heads. Macroconidia were 
also seen consisting of three to five cells, gradua-
lly thin and hunched towards both ends (Figure 
1). The products obtained by PCR from the ITS 
region were 544 pairs of bases and the sequences 
deposited with accession number KX757772.1 in 
the National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) database (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/). Our sequence showed 100% concordance 
with F. proliferatum accessions MN481208.1, 
MN481207.1, MN481206.1, MN481205.1, 
MN481204.1, MN481203.1, and MN461565.1 
available in the database using BLAST. The-
se BLAST results confirmed the findings of the 
morphological characterization.

The isolate of Fusarium sp. was catalogued 
as pathogenic after fulfilling Koch’s postulates. 

Figure 1. Morphological characterization of Fusarium sp. 
(A) Colony of Fusarium sp. on PDA medium. (B) Microco-
nidia (grey arrows) and macroconidia (black arrows).
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Symptoms of yellowing, withering of the 
leaves, and root infection were observed when 
the pathogen was inoculated in healthy onion 
plants. Ten days after the inoculation of the 
monoconidial isolate of Fusarium sp.,  reduction 
in growth, yellowing, descending leaf death, root 
rot, and necrosis were observed on inoculated 
samples, while  control plants remained healthy 
(Figure 2). In the USA, onion wilt caused by 
F. proliferatum has been reported to affect both 
young and adult onion plants causing rot of 
the base and the bulb (Dugan et al., 2019). The 
disease is typically attributed to F. oxysporum f. 
sp. cepae (Swift et al., 2002). However, rot of the 
onion bulb is most often caused by F. proliferatum 
which can be responsible for losses of up to 20% 
in the field and storage (du-Toit et al., 2003). In 
this work, we only confirmed that the pathogen 
belongs to the genus Fusarium because, for the 
identification of Fusarium at the species level, 
it is necessary to use  molecular sequencing 
of multiple genes such as the ITS (internal 
transcribed spacer), EF1α (elongation factor) 
genes. 1 alpha), RPB1 (largest subunit of RNA 
polymerase) and RPB2 (second largest subunit 
of RNA polymerase) (MYCOBANK Database, 
https://fusarium.mycobank.org/), actions that 

Figure 2. Fusarium sp. pathogenicity test in 30-day-old 
onion plants cultivar “Carta Blanca.” Control plant (left) 
and inoculated plants (right). Antibiosis Trichoderma spp. 
against Fusarium sp.

were not possible during this experimentation. 
The identification of fungal pathogens to species 
level is necessary as different species may differ 
in their biology, which ultimately, may have an 
effect the management of the disease (Bhunjun et 
al., 2021). Therefore, more work focusing on the 
characterization of the pathogen is still needed.

Antibiosis of Trichoderma spp. in vitro 
against Fusarium sp.

The inhibition of Fusarium sp. colonies due 
to the antibiosis exerted by extracellular metabo-
lites of Trichoderma spp. after 48 hours of incu-
bation was statistically significant (P <0.0001). 
After nine days of incubation, the inhibition of 
Fusarium sp. was higher in treatments with T. vi-
rens (PHC RootMate®) and T. harzianum (PHC 
T22®) with values of 33.3 and 29.8%, respecti-
vely. Mexican native isolates of Trichoderma in-
hibited the mycelial growth of Fusarium sp. up to 
21.4%, and they were not statically different from 
the commercial Trichoderma isolates (Figure 3). 
Similarly, Ayvar-Serna et al. (2021) and Quiroz 
et al. (2008) reported that two Mexican native 
strains of Trichoderma sp. inhibited 100% of the 
mycelial growth of Fusarium sp. isolated from 
tomato and garlic. In bioassays made with spe-
cies other than Fusarium sp., Suárez et al. (2008) 
found that T. harzianum inhibited up to 50% of 
radial growth of Fusarium solani isolated from 
papaya. It is well documented that the antibiosis 
that the genus Trichoderma exerts on phytopa-
thogenic fungi is due to the ability to produce 
hydrolytic enzymes, including cellulases, chiti-
nases, and glucanases (Cubilla-Rios et al., 2019). 
These results in vitro confirm the antagonistic 
potential of the strains to compete for space and 
nutrition in the substrate and inhibit the growth of 
pathogenic Fusarium sp.
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Figure 3. Mycelial inhibition of Fusarium sp. grown on PDA medium amended with secondary metabolites of Trichoderma 
spp. The mean values with the same letter are not statistically different (Tukey 0.05). The treatments were: T1 = Trichoder-
ma harzianum (PHC T22®, Plant Health Care, Mexico City, Mexico), T2 = T. virens (PHC RootMate®, Plant HealthCare, 
Mexico City, Mexico), T3 = T. fasciculatum (Fithan®, Nafex, Mexico City, Mexico), T4 = T. asperellum (Santa Teresa, 
Mexico native strain), T5 = T. asperellum (Cocula, Mexico native strain), T6 = T. asperellum (Chilapa, Mexico native strain), 
and the T7 = Control

Effect of botanical extracts against Fusarium sp.
Botanical extract treatments significant-

ly inhibited Fusarium sp. mycelial growth (P 
<0.0001). We observed that Azadirachta extract 
indica + Cinnamomum zeylanicum (NeemAcar®) 
inhibited 100% mycelial growth of the pathogen 

on amended PDA after 17 days of incubation 
regardless of the dose. The extracts of Regalia 
Maxx® (Reynoutria sachalinensis) and Bio-Ca-
nela® (Oils of Cinnamomum verum, Cassia gra-
veolens, Lippia berlandieri, and Ricinus commu-
nis + Allium spp.) were less effective inhibiting 

Figure 4. Mycelial inhibition of Fusarium sp., after 17 days of incubation in PDA amended with botanical extracts. Mean 
values with the same letters above the bar are not statistically different (Tukey α = 0.05). The treatments were: T1 = Regalia 
Maxx® 0.02 mL, T2 = Regalia Maxx® 0.03 mL, T3 = Regalia Maxx® 0.04 mL, T4 = NeemAcar® 0.06mL, T5 = NeemAcar® 
0.08 mL, T6 = NeemAcar® 0.1 mL, T7 = Bio-Canela® 0.02 mL, T8 = Bio-Canela® 0.04 mL, T9 = Bio-Canela® 0.06 mL, 
T10 = Control



38

Díaz-Nájera, J. F. et al. Manejo integrado de Fusarium sp.

the mycelial growth of Fusarium sp. except for 
T3 = Regalia Maxx® 0.04 mL (Figure 4). Va-
rious phytochemicals, such as flavonoids, phe-
nols, terpenes, essential oils, alkaloids, lecithin, 
and polypeptides, have shown antifungal effects 
(Chouhan et al., 2017). The efficacy of 100% ob-
tained with Azadirachta indica (NeemAcar®) in 
the present experiment is greater than 50% obtai-
ned by Díaz-Nájera et al. (2017), with this extract 
applied in vitro against F. oxysporum f. sp. cepae.

Effect of chemical pesticides against 
Fusarium sp.

Treatments with benomyl (Promyl®), pro-
chloraz (Sportak®), and pyraclostrobin (Head-
line®) inhibited the growth of the pathogen by 
100% after 12 days of incubation on amended 
PDA. The fungicides iprodione (Rovral®), me-
thyl thiophanate (Cercobin®), quintozene (Pen-
taclor®), cyprodinil + fludioxonil (Switch®), and 
azoxystrobin + difenoconazole (Amistar®), redu-
ced the growth of the pathogen colonies by 71, 

Figure 5. Percentages of inhibition of the growth of Fusarium sp. after 12 days of incubation in PDA medium 
amended with chemical fungicides. The mean values with the same letter above the bar are not statistically 
different (Tukey α = 0.05). The treatments were: T1 = Iprodione (Rovral®), T2 = Thiophanate methyl (Cerco-
bin®), T3 = Benomyl (Promyl®), T4 = Prochloraz (Sportak®), T5 = Quintozene (Pentaclor®), T6 = Cyprodinil 
+ Fludioxonil (Switch®), T7 = Pyraclostrobin (Headline®), T8 = (Azoxystrobin + Difenoconazole) Amistar®, 
T9 = Control

76, 68, 69 and 45%, respectively (Figure 5). The-
se results may suggest that Fusarium sp. started 
to develop some resistance to these fungicides, 
explaining the differential sensitivity to these 
products. The fungicides benomyl (Promyl®), 
prochloraz (Sportak®), and pyraclostrobin 
(Headline®) can be rotated in an integrated ma-
nagement program for onion wilt because their 
active ingredients have different modes of ac-
tion. While benomyl interferes with cell division 
and intracellular transport (Fishel and Dewdney, 
2012), pyraclostrobin prevents the germination 
of spores and the formation of appressoria, and 
Procloraz interrupts the synthesis of ergosterol 
in the membrane. Programs implementing the 
fungicide prochloraz (Mirage® 50 WP) for seed 
treatment and bulb immersion against basal rot 
in onions caused by F. oxysporum f. sp. cepae re-
ported lower disease incidence and higher yield 
(Sintayehu et al., 2011).
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Integrated management of Fusarium sp. in 
greenhouse conditions

Onion plants treated with Trichoderma (PHC 
RootMate® and PHC T22®) were highly effective 
in controlling the disease in greenhouse condi-
tions. However, there were no significant diffe-
rences among biological, botanical, and chemi-
cal treatments, with disease incidence ranging 
from 0 to 20%. Nevertheless, all treatments were 
significantly effective compared to the control 
treatment with 100% incidence (Figure 6). The 
greenhouse experiment results are supported 
by our in vitro assays, in which Trichoderma 
showed antibiosis as one of the mechanisms to 
antagonize Fusarium sp. Furthermore, it has also 

Figure 6. Disease incidence of onion wilt caused by Fusarium sp. in greenhouse conditions integrating biological, organic, 
and chemical products. The treatments were: T1 = PHC T22® (5.6-106 UFC mL-1), T2 = PHC RootMate® (5-106 UFC mL), 
T3 = PHC T22® + Cercobin® DB (5.6-106 UFC mL-1 + 0.008 g), T4 = PHC RootMate® + Cercobin® DB (5-106 UFC mL + 
0.008 g), T5 = PHC® (T22) + Cercobin® DA (5.6-106 UFC mL-1+ 0.011 g), T6 = PHC RootMate® + Cercobin® DA (5-106 
UFC mL + 0.011 g), T7 = NeemAcar® DB (0.045mL), T8 = NeemAcar® DM (0.06 mL), T9 = NeemAcar® DA (0.062 mL), 
T10 = Regalia Maxx ® (0.03 mL), T11 = Regalia Maxx®+ NeemAcar® DB (0.03 mL + 0.045 mL), T12 = Regalia Maxx® + 
NeemAcar® DA (0.03 mL + 0.062 mL), T13 = Promyl® DB (0.006 mL), T14 = Promyl® DA (0.0075 mL), T15 =Sportak® 

DB (0.015 mL), T16 = Sportak® DA (0.0225 mL), T17 = Headline® DB (0.015 mL), T18 = Headline® DA (0.045 mL), T19 = 
Cercobin® DB (0.008 g), T20 = Cercobin® DA (0.011 g), T21 = NeemAcar® DB + Promyl® DB (0.045 mL + 0.006 mL), T22 
= NeemAcar® DB + Promyl® DA (0.045 mL + 0.0075 mL), T23 = NeemAcar® DB + Sportak® DB (0.045 mL + 0.015 mL), 
T24 = NeemAcar® DA + Cercobin® DB (0.062 mL + 0.008 g), T25 = Regalia Maxx® + Promyl® DA (0.03 mL + 0.0075 mL), 
T26 = Regalia Maxx® + Sportak® DA (0.03 mL + 0.0225 mL), T27 = Regalia Maxx® + Headline® DA (0.03 mL + 0.045 mL), 
T28 = Regalia® + Cercobin® DA (0.03 mL + 0.011 g), T29 = Control (inoculated with Fusarium sp. and non-treated), T30 = 
Absolute control. *DB: low dose, DM: medium dose. DA: high dose. Commercial dose recommended by the manufacturer 
of each product was used.

been reported that Trichoderma spp., combined 
with other chemical fungicides can improve the 
control of Fusarium sp. (Omar et al., 2006). In 
this research, neem (Azadirachta indica) extract 
was highly effective and can be recommended as 
a preventive treatment for this disease. Aqueous 
extracts of neem and willow (Salix babylonica) 
had been used successfully in another integrated 
management program for Fusarium wilt (Hanaa 
et al., 2011). The combination with fungicides 
was equally successful in reducing the disease 
incidence, suggesting that rotation of different 
active ingredients can be proposed to growers to 
manage onion wilt.
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CONCLUSIONS

In conclusion, we verified by morphologi-
cal and molecular identification that Fusarium 
sp. was the causal agent of wilting and root rot 
of onion. This isolate reproduced root infection 
symptoms when inoculated in healthy onion 
plants in the variety “Carta Blanca.” The com-
mercial strains of T. harzianum (PHC T22®), T. 
virens (PHC RootMate®), T. fasciculatum (Fi-
than®), and the Mexican native strains of T. as-
perellum exhibited antagonistic activity on the 
mycelial growth of the pathogen. The botanical 
extract of A. indica + C. zeylanicum had a 100% 
inhibitory effect on the pathogen growth regard-
less of the dose used. The chemical fungicides 
benomyl, procloraz, and pyraclostrobin were 
100% effective in inhibiting the mycelial growth 
of Fusarium sp. The incidence of onion wilt cau-
sed by Fusarium sp. was significantly reduced 
by biological, organic, and chemical products 
applied individually and in combination in green-
house conditions. To conclude, in the conditions 
specified on this research, the results indicates 
that an effective control of the fungus Fusarium 
sp. can be accounted by the biological, botani-
cal and synthetic products assessed in this trial. 
The variety of products used in this research can 
be taken into account for a rotational scheme of 
application at the time of controlling this disease.
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Directrices para autores/as 
La guía para los autores es una normativa que se ajusta periódicamente de acuerdo a los reque-

rimientos de los estándares nacionales e internacionales. Los aspectos no definidos, serán resueltos 
por el Comité editorial de la revista.

Steviana publica investigaciones originales (artículos), revisiones (reviews), notas cortas, libros 
y material suplementario, en español o inglés. Es responsabilidad total de los autores el contenido 
científico, gramatical y ortográfico de un artículo. Para someter sus artículos los autores deberán con-
siderar las pautas mencionadas en “Indicaciones para los autores”. 

Características de cada tipo de publicación 
Un artículo original/inédito, es un tipo de artículo científico que describe de manera completa 

los datos de una investigación y debe contar con las secciones: Título, Resumen, Palabras clave, 
Introducción, Materiales y Métodos, Resultados y Discusión, Conclusiones, Aportes de los In-
vestigadores, Referencias Bibliográficas. Se recomienda que los artículos originales no sobrepasen 
las 30 páginas, en el caso que supere, el autor deberá comunicarse con el editor. 

Una nota breve-corta, es un tipo de artículo que contiene información resultados preliminares de 
un estudio, informes breves de resultados de una investigación original. Este tipo de artículo sigue 
las normas de presentación de un artículo original. La extensión máxima es de 5 páginas.

Un artículo de revisión (review), es un tipo de artículo que recopila o proporciona información 
amplia y relevante de un tema específico, sus perspectivas actuales y futuras. Este tipo de artículo 
seguirá las normas de presentación de un artículo original, sustituyendo sin embargo metodo-
logía, resultados y discusión, por el Desarrollo comentado de la revisión, sin alterar las demás 
partes. La extensión máxima es de 10 páginas.

Un suplemento, contiene información relevante para el avance del conocimiento científico. Se 
publicarán memorias de congresos, jornadas, libros y otros materiales científicos en el área de Recur-
sos Vegetales y afines, como un número suplementario. 

Un artículo de divulgación, es un tipo de artículo que utiliza un lenguaje sencillo para el lector no 
especializado, con un contenido que es producto de proyectos de investigación, orientado a un público 
más general, con la finalidad de comunicar resultados y posibilitando el acceso de todos los miem-
bros de la sociedad al conocimiento científico. Este tipo de artículo debe contar con las siguientes 
secciones: Título, Introducción, Desarrollo, Conclusiones, Referencia bibliográfica. La extensión 
máxima es de 3 páginas.

Los artículos son revisados por pares e incluyen fechas de recepción y aceptación.

Indicaciones para la preparación del artículo
En el caso de artículos sometidos en lengua inglesa, los autores deben asegurarse de que el con-

tenido haya pasado por una revisión lingüística adecuada antes de su envío. Los artículos podrán ser 
rechazados antes de la revisión por pares en el caso que no cumplan con este requisito.
Título principal

Deberá estar escrito en Times New Roman 14, negrita y extensión máxima de 20 palabras. La 
letra inicial en mayúscula, el resto en minúsculas. El nombre de géneros y especies en cursiva, sin 
embargo, las abreviaturas como sp. var., comb., s.l., f., subsp., ex, permanecerán con estilo normal. 
Ejemplo: Stevia, Stevia sp., Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni
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Autores
Los nombres de los autores se escriben con letra Times New Roman, tamaño 10, por debajo del 

título, mencionando apellido(s) e inicial del nombre. Indicar en un siguiente párrafo la filiación sin 
abreviaturas, Ciudad y País. Es obligatorio colocar un superíndice al final de la inicial del nombre 
del autor y al inicio de la filiación. En un siguiente párrafo se menciona el autor por correspondencia 
colocando un apartado denominado E-mail. Ejemplo:

Los datos del autor y coautores deberán cargarse en el OJS siguiendo la guía para someter artículos 
al OJS

Se deberá mencionar el identificador digital del ORCID de al menos el autor principal,para una 
mejor divulgación de su trabajo. 

Se aceptará un solo autor por correspondencia que podrá o no ser el autor principal.

Resumen 
Deberá estar en español en letra Arial 9, con extensión máxima de 250 palabras, con el título 

principal y sin referencias. El resumen deberá incluir información sobre el contenido del artículo 
siguiendo el orden: Introducción, Materiales y Métodos, Resultados, Discusión, Conclusiones; sin 
mencionar estos títulos. 

El mismo contenido del resumen en español deberá ser presentado en inglés y con el nombre de 
Abstract.
Palabras clave

Deberán presentarse en orden alfabético, en minúscula (a menos que sea nombre propio), separa-
das por coma y sin punto final, con un mínimo de tres (3) y un máximo de cinco (5). No deberá incluir 
palabras que formen parte del título. 
Contenido

Todos los textos deberán conservar el siguiente orden: Título, Introducción, Materiales y Métodos, 
Resultados, Discusión, Conclusiones, Agradecimientos (en caso aplicable), Referencias Bibliográ-
ficas. Anexos. Tipo de letra Times New Roman 11, normal, espacio simple. En casos aplicables, el 
resultado y la discusión pueden ir juntos.  

Dentro del texto general serán admitidos un título principal y un título secundario, con tipo 
de fuente “normal” y sin punto final. El título principal escrito en mayúsculas y negritas (INTRO-
DUCCIÓN, MATERIALES Y MÉTODOS, RESULTADOS, DISCUSIÓN, CONCLUSIONES, 
AGRADECIMIENTOS, APORTES DE LOS INVESTIGADORES, REFERENCIAS BIBLIO-
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GRÁFICAS), el título secundario en negritas, con la letra inicial en mayúscula, el resto en minúscu-
las. Se permitirá el uso de cursiva, negritas, o el subrayado en palabras que quieran resaltarse dentro 
del artículo, según criterios del autor.

Cuando el caso lo requiera, las abreviaciones deben ser definidas en el texto o leyendas en su 
primera utilización y deben ser usadas exclusivamente desde ese momento.  Para el caso de los nom-
bres científicos deberá escribirse el nombre completo en cursiva seguido de los autores en su primera 
utilización. Ejemplo: Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni
Tratamientos taxonómicos

Para las citas bibliográficas de los taxones y sinonimias se realizará según la base de datos www.
ipni.org, www.tropicos.org

El nombre de géneros y especies en cursiva, sin embargo, las abreviaturas como sp. var., comb., 
s.l., f., subsp., ex, permanecerán con estilo normal. Ejemplo: Stevia, Stevia sp., Stevia rebaudiana 
(Bertoni) Bertoni

Para el caso de descripciones de especímenes, las medidas de largo x ancho se realizará de la si-
guiente manera: 10-15 x 0,7-1 cm o 10-15 x 0,7-1 mm (se debe mantener la unidad en ambas medidas, 
sin punto final). 

Los códigos de los herbarios se utilizan de acuerdo con Index Herbariorum 

Las ilustraciones, gráficos, fotografías y mapas, serán consideradas “Figuras”. Deberán ajustar-
se al tamaño de las columnas de la revista (19,5cm x 6,25cm) o al margen de la página (24cm x 18cm). 
Las mismas deberán formar parte del cuerpo del texto general y también deberán ser enviadas por se-
parado, en formato TIFF o JPG, para su publicación definitiva, con resolución mínima de 300dpi para 
ilustraciones, gráficos y fotografías, y de 600 dpi para mapas. Los mapas deberán presentarse dentro 
de un recuadro, el norte deberá estar orientado en el margen superior y estar de acuerdo estrictamente 
con lo que menciona el texto, se incluirán como mínimo dos marcas de longitud y dos de latitud y la 
escala deberá estar en kilómetros. Deberá remitirse en blanco y negro, pudiendo presentar colores en 
los casos que sean estrictamente necesarios. Todas las figuras deben estar referenciadas en el texto 
del artículo. La leyenda de la figura se escribe con letra Times New Roman, negritas, tamaño 10 por 
debajo y sin punto final. 

Fotografías, gráficos o dibujos no deberán llevar bordes, ni estar señalizadas. Se permitirán en 
las figuras solo las señalizaciones de estructuras y/o detalles, con sus unidades de medida, con letra 
minúscula, en tipo de letra Times New Roman, tamaño 9. 

Las tablas deberán ajustarse al tamaño de las columnas de la revista (19,5cm x 6,25cm) o al mar-
gen de la página (24cm x 18cm). El título debe ir en la parte superior y la leyenda en la parte inferior, 
solo con líneas divisorias horizontales en el encabezado y al final de la tabla. Deberán ser enviadas por 
separado en un archivo Excel en su formato original. La fuente debe ser Times New Roman 10. Serán 
rechazadas las tablas escaneadas o aquellas que no cumplan con estos requisitos.

La leyenda de las tablas serán escritas con letra Times New Roman, negritas, tamaño 10 por 
debajo y sin punto final. 

Las fórmulas y estructuras químicas deberán ser realizadas en el programa ChemDraw, para 
luego importarlas al artículo. Así mismo deberán ser enviadas por separado en formato tiff o jpg.

Las ecuaciones matemáticas, las ecuaciones y las expresiones matemáticas deberán ser incluidas 
en el texto principal del artículo. Las ecuaciones que son citadas en el texto se identifican con números 
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Molaridad (M) Grados Celcius (ºC) Pascal (Pa)
Newton (N) Hertz (Hz) Joule (J)
Kilocalorías (kcal) Watt (W) Volt (V)
Candela (cd) Amperios (A) Ohm (Ω)

Gramos (g) Kilómetros (km) Hectárea (Ha)
Kilogramos (kg) Metros (m) Centímetros cúbicos (cm3)
Miligramos (mg) Centímetros (cm) Milímetros cúbicos (mm3)
Microgramos (μg) Milímetros (mm) Micrómetros cúbicos (μm3)
Litros (L) Micrómetros (μm) Decímetros cúbicos (dm3)
Mililitros (mL) Metros cuadrados (m2) Hora (h)
Microlitros (μL) Centímetros cuadrados (cm2) Minutos (min)
Decilitros (dL) Milímetros cuadrados (mm2) Segundos (s)
Moles (mol) Micrómetros cuadrados (μm2) Día (d)
Luxes (lx) Normalidad (N) Grados Fahrenheit (ºF)
Lumen (lm) Molalidad (m) Kelvin (K)
Osmol (Osm) Toneladas (t, T o Tn) Atmosfera (atm)

entre paréntesis, tales como (1) y son citadas en el artículo como “ecuación (1)”. 
Si el artículo está en formato .docx y contiene ecuaciones, las mismas deben ser editables. 
Los valores numéricos deberán llevar “comas” y no puntos en los artículos en español. Serán 

estrictamente empleadas las unidades de medidas del sistema internacional, enmarcadas de acuerdo a 
lo recomendado en la siguiente tabla.

Nomenclatura y abreviaciones químicas y biológicas 
Las estructuras moleculares son identificadas por números arábigos en negrita, que les son asigna-

dos en orden de presentación en el texto. Una vez identificadas en el texto principal o en una figura, los 
compuestos deben ser llamados por su nombre, por una abreviación definida o por el número arábigo 
en negrita (mientras el compuesto sea nombrado consistentemente de una de estas tres formas). Siem-
pre que sea posible, los autores deben referirse a los compuestos químicos y las biomoléculas usando 
la nomenclatura sistemática, preferentemente utilizando IUPAC. 
Material de referencia

La mención del material de estudio en el caso de especies vegetales, depositadas en herbarios 
reconocidos, se realizará en el siguiente orden: País, Departamento, Localidad, Coordenadas geográ-
ficas, Fecha de colecta, colector - número, Sigla del herbario en el cual está depositado.

Se recomienda el uso unificado en todo el documento de una sola unidad de medida, sin punto 
final. Para las unidades combinadas que implican relaciones, se recomienda el uso exponencial y no 
el uso de las barras (/). Ej: kcal.mol-1, km.h-1, m.s-1

Todas las figuras, tablas y ecuaciones deberán estar enumeradas en orden secuencial dentro del 
artículo.
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Agradecimientos
Deberán escribirse en un apartado antes de las Referencias bibliográficas.

Aportes de los autores 
Los autores deberán declarar sus contribuciones en el artículo y si existe o no conflicto de intereses.

Citas bibliográficas
 »Para citaciones intratextuales: 

•   Un solo autor: Apellido del primer autor y año de publicación. Ejemplo: Vera, 2021
•    Dos autores: Apellido de los dos autores y año de publicación. Ejemplo: Acosta y Domín-

guez, 2020
• Tres o más autores: Apellido del primer autor, seguido de et al., y año de publicación. Ejem-

plo: Benítez et al., 2019

Para las citas intratextuales se mantendrá el uso de “y”, sin importar el idioma del material con-
sultado.

 »Para citaciones directas, el año de publicación estará dentro de un paréntesis. Ejemplo: Se-
gún Pereira (2020), con más de un autor separados por punto y coma. Ejemplo: Según Pereira 
(2020); Ramos (2021). Para citaciones indirectas: (Pereira, 2020), con más de un autor: Pereira 
et.al., 2020; Ramos, 2021.

Referencias bibliográficas: 
 »Serán considerados para revisión solo aquellos artículos que cumplan estrictamente las norma-
tivas vigentes referentes a las citas dentro del contenido y la coincidencia con lo mencionado en 
referencias bibliográficas. 
 »Las referencias se realizarán siguiendo las normas APA última edición https://normas-apa.org/
wp-content/uploads/Guia-Normas-APA-7ma-edicion.pdf
 »Se incluirán las citas intratextuales mencionadas en el artículo, en orden alfabético, utilizando 
sangría francesa.
 »Tanto autores como título del material consultado se escribirán en estilo de fuente normal, la 
letra inicial en mayúsculas, el resto en minúsculas.
 »Cuando se presenten varias citaciones de un mismo autor, se deberá mencionar siguiendo un 
orden cronológico (publicación más antigua a la más actual). 
 »Cuando un mismo autor presente publicaciones siendo él, el único autor y publicaciones con 
otros autores; se deberá escribir la referencia bibliográfica correspondiente al único autor, segui-
do de las referencias bibliográficas con coautores.
 »El uso de “&” queda destinado solo para este apartado y si el material consultado se encuentra 
en inglés, si el material consultado se encuentra en español se mantendrá el uso de “y”. 

Indicaciones para el envío del artículo
Antes de someter su artículo, el autor debe asegurarse de contar con:
Carta compromiso

El autor principal debe proveer una carta de compromiso siguiendo la plantilla de la revista Ste-
viana, adjuntando los documentos respaldatorios.

La carta compromiso muestra el común acuerdo de todos los autores implicados en el artículo 
sometido a revisión y posterior publicación, sirviendo así de documento oficial por parte de la revista 
Steviana.
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Es obligación del autor de correspondencia, la comunicación constante con los demás autores y 
coautores del artículo sometido a revisión, desde el momento del envío, las correcciones realizadas 
por los revisores, la versión final, hasta la prueba de página para la publicación final.
Envío de figuras y tablas por separado

Las figuras y tablas, deberán ser enviadas por separado en los formatos indicados anteriormente, 
al mismo tiempo que somete el artículo o una vez que el artículo sea aceptado. No serán aceptados 
como oficiales los presentes en el documento Word. Es total responsabilidad del autor cumplir con 
los formatos requeridos por la revista, desde el momento que se somete a revisión el artículo
Sugerencia de revisores

Al momento de someter el artículo, los autores pueden sugerir el nombre de al menos 4 potenciales 
revisores (2 nacionales y 2 internacionales); estas sugerencias suelen ser de ayuda, aunque no siem-
pre son seguidas. Así mismo, también pueden indicar por nombre y apellido, un número limitado de 
científicos que no deben revisar el artículo.

Lista de comprobación para la preparación de envíos: 
 »El envío no ha sido publicado previamente ni se ha sometido a consideración por ninguna otra 
revista (o se ha proporcionado una explicación al respecto en los Comentarios al editor/a).
 »El archivo de envío está en formato OpenOffice, Microsoft Word, RTF.
 »Siempre que sea posible, se proporcionan direcciones URL para las referencias.
 »El texto sigue el formato y las indicaciones mencionadas en el contenido de la guía para autores.
 »Todas las figuras y tablas se encuentran colocadas en los lugares del texto apropiados.
 »El texto reúne las condiciones estilísticas y bibliográficas incluidas en las directrices para auto-
res.
 »Carta compromiso que acompaña al artículo sometido y las declaraciones (si aplica).

Proceso editorial
El proceso editorial consta de cuatro pasos:

1. Recepción del artículo
El artículo debe ser enviado por el sistema en línea de la revista, en formato Word, el cual será re-

cepcionado por el Comité editorial, quienes realizarán una revisión inicial. En“comentarios al editor”:
• El autor puede sugerir 2 nombres de potenciales evaluadores nacionales y 2 internacionales; 

estas sugerencias serán de ayuda, aunque no necesariamente seguidas. 
• El autor debe enviar el título abreviado (Título corto) para el encabezado de las páginas de 

su artículo.
En este primer paso, se debe adjuntar por separado la carta compromiso, la cual debe contar con la 

información de contacto del autor corresponsal y la firma de conformidad de todos los autores. En la 
misma debe explicar brevemente los fundamentos por los cuales el trabajo es considerado como apro-
piado para Steviana y manifestar la completa responsabilidad de los autores en cuanto a su contenido, 
exonerando de toda responsabilidad a la Revista.

La carta compromiso común acuerdo de todos los autores implicados en el artículo sometido a 
revisión, sirviendo así de documento oficial para de l a revista Steviana. Es obligación del autor de 
correspondencia, la comunicación constante con los demás autores del artículo sometido a revisión, 
desde el momento del envío, las correcciones realizadas por los revisores, la versión final, hasta la 
prueba de página para la publicación final.

En el caso que hubiere conflictos de intereses, los autores deben adjuntar a su carta compromiso, 
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una declaración sobre los mismos. Para el caso de colectas, los autores deberán declarar en su carta 
compromiso, que han cumplido con las exigencias ambientales o de salud para la realización de la 
investigación.

En la revisión inicial, el Comité Editorial podrá realizar sugerencias que crea convenientes sobre 
el artículo, para mejorar su presentación y garantizar la publicación, antes del envío a los evaluadores 
para su revisión. De igual manera, la revista Steviana se reserva el derecho de aceptar o rechazar los 
artículos sometidos para su publicación.

2. Evaluación del artículo
La Revista Steviana utiliza el sistema de evaluación por pares, empleando el sistema doble ciego, 

donde la identidad de los evaluadores no es revelada a los autores y viceversa. 

El evaluador podrá realizar las sugerencias o correcciones directamente sobre el artículo sometido 
utilizando el control de cambios de word. El documento contará con una hoja de evaluación proveído 
por el comité editorial para las anotaciones que crea conveniente.

El periodo de evaluación tendrá un plazo de aproximadamente un mes, dependiendo de la comple-
jidad del artículo. El autor será notificado del estado de su artículo. Luego de la evaluación, el comité 
editorial podrá tomar la decisión de aceptación (con o sin modificaciones) o rechazo del artículo. 

3. Devolución del artículo a los autores
El artículo devuelto a los autores puede presentar observaciones o correcciones. El mismo va 

acompañado de una hoja de evaluación con los criterios tenidos en cuenta por la revista, una columna 
con observaciones de los evaluadores y una columna libre donde los autores deberán especificar si 
el ajuste fue o no realizado, especificando con “realizado” en el caso que se haya procedido al ajuste 
o escribiendo una justificación corta y concisa en el caso que el mismo no haya sido realizado. El 
documento también cuenta con comentarios finales de “Aceptado”, “Aceptado con modificaciones”, 
“Rechazado”.

Posibles resultados:
• Rechazado: el artículo es devuelto al autor.
• Aceptado: el artículo es aceptado sin modificaciones y pasa a edición.
• Aceptado con modificaciones: el autor deberá aceptar o rechazar las correcciones o suge-

rencias realizadas al artículo, explicando al final, en la misma hoja de evaluación las suge-
rencias no aceptadas y enviando la nueva versión del artículo con los cambios realizados 
con color resaltado en el texto.

Una vez que el autor haya recibido la evaluación, debe responder a cada uno de los ítems e in-
corporar las modificaciones en el artículo, en un plazo no mayor a dos semanas, de lo contrario su 
artículo será retirado del número a ser publicado.

4. Aceptación, prueba de página y publicación
Una vez aceptado el artículo para su publicación, no se aceptarán modificaciones sobre el mismo 

y se solicitará enviar a la revista, las fotografías y tablas en los formatos según se menciona en la guía 
para autores para la diagramación y edición.
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El autor por correspondencia recibirá una prueba de página en PDF, que deberá ser revisada en 
conjunto con los demás autores y devueltas al editor en un plazo no superior a 7 días. Deberán indicar 
directamente en el documento las correcciones o en un documento Word, en este caso indicando la 
página y párrafo en donde deberá realizarse la corrección.

Con la finalidad de la difusión del artículo definitivo en las redes sociales de la revista (Facebook, 
Instagram, Twitter), el autor por correspondencia deberá facilitar una breve descripción del mismo en 
lenguaje sencillo de no más de 280 caracteres, acompañado de una imagen que deberá ser seleccio-
nada de entre las que acompañan al artículo sometido. La información podrá ser enviada al correo: 
steviana@facen.una.py

Derecho de autor y política de privacidad

A partir del año 2021, el contenido de esta revista se encuentra bajo una Licencia Creative Com-
mons Atribución 4.0 Internacional (CC BY 4.0), que permite compartir y adaptar  la obra en tanto se 
sigan los términos de la licencia.

Los nombres y las direcciones de correo electrónico introducidos en esta revista se usarán exclu-
sivamente para los fines establecidos en ella y no se proporcionarán a terceros o para su uso con otros 
fines.
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