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GLOSARIO

Control bioldgico. Proceso natural en el que se controla la poblacion de patdégenos por
medio de enemigos naturales.

Metabolito. Molécula producto de un proceso quimico dentro del metabolismo de un
organismo.

Quitina. Polisacarido muy abundante en la naturaleza, especificamente un
homopolimero lineal que forma parte de las paredes celulares de hongos y artrépodos.

Quitinasa. Enzima hidrolitica que degrada la quitina.

Actividad antagonica. Tipo de interaccion que limita o bloquea la actividad de un
organismo al entrar en contacto con una substancia secretada por otro organismo.

Actividad quitinolitica. Facultad de algunos microorganismos de producir enzimas
quitinoliticas con capacidad de degradar quitina.
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ABREVIATURAS

BCP. Parpura de bromocresol

g. gramo

GC-MS. Cromatografia de Gases acoplada a espectrometria de Masas.
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NAGA. N-acetil-g-D-glucosamina
PDA. Papa dextrosa agar

PDB. Caldo de papa dextrosa.
r.p.m. Revoluciones por minuto
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Resumen

La moniliasis y la escoba de bruja causadas por Moniliophthora roreri y Moniliophthora
perniciosa respectivamente, son enfermedades limitantes en el cultivo de cacao por las
grandes pérdidas econdmicas que producen. Por consiguiente, se estan buscando nuevas
alternativas bioldgicas para controlar estas enfermedades. En este estudio, diez cepas de
Trichoderma, aisladas de la rizosfera de una plantaciéon de cacao han demostrado tener
efecto antagonista sobre los patdgenos antes mencionados en su interaccion en cultivos
duales, obteniendo porcentajes de inhibicion de 89.32% a 96.69% para M.roreri y de
87.50% a 93.53% para M. perniciosa.

Dado que la quitina es uno de los mayores componentes de la pared celular de muchos
hongos, se realiz6 un ensafio para determinar la produccion de enzimas quitinoliticas que
hidrolicen este polisacérido, resultando las cepas de Trichoderma eficientes al utilizar la
quitina coloidal como fuente de carbono, obteniendo concentraciones de N-acetyl-g-D-
glucosamina (NAGA) de entre 51.75 a 266.75 mg/mL, 21.75 a 94.25mg/mL y 24.25 a
71.75mg/mL respectivamente con quitina coloidal comercial, quitina de la pared celular
de M. perniciosa y M. roreri.

Finalmente, se identificaron 17 compuestos con potencial biocontrolador y de interés
bioldgico, por medio de andlisis en cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC-
MS) de extractos en acetato de etilo obtenidos de las diferentes cepas de Trichoderma en
crecimiento individual y de extractos obtenidos a partir de los enfrentamientos con los

dos agentes causales de enfermedades en el cultivo de cacao.

Al evaluar tanto el antagonismo, la produccién de quitinasas y la produccién de
compuestos bioactivos, las diez cepas de Trichoderma utilizadas mostraron una
prometedora actividad biologica que les permitiria ser utilizados como agentes

biocontroladores para M. roreri y M.perniciosa.

Palabras clave: Trichoderma spp., M. roreri, M. perniciosa, antagonismo, quitina, N-

acetil-g-D glucosamina, metabolitos.



Capitulo 1

1.1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

El cacao (Theobroma cacao) originario de Suramérica es un cultivo que ha sido
domesticado y hoy se produce en regiones tropicales de América, Africa, Asia y Oceania
en mas de 50 paises, la mayoria ubicados en el Caribe y Latinoamérica. Es un cultivo
que requiere de condiciones climaticas de temperatura y humedad adecuadas para que se
pueda obtener una mayor produccion y disminuir la proliferacion de plagas y
enfermedades®. Ecuador lidera la produccion y exportacion de cacao fino de aroma con
un 62% del mercado mundial, este producto es altamente apetecido por sus
caracteristicas de sabor Unico, aunque buscando variedades consideradas mas resistentes
al ataque de patogenos se han introducido las variedades nacional y trinitario?.

Las plantaciones de cacao pueden verse gravemente afectadas por plagas fungicas como
Moniliophthora roreri y Moniliophthora perniciosa®, también conocidas como
moniliasis, las cuales atacan a tejidos y frutos y escoba de bruja que ataca el fruto, cojines
florales y los brotes, respectivamente. Para el control de estas enfermedades se utilizan
fungicidas quimicos que con el tiempo producen dafios ambientales 4. Por otro lado, el
control bioldgico y su integracion con métodos tradicionales de control se han convertido
en una alternativa para encontrar mejores estrategias para reducir la incidencia de
enfemedades en plantas. Los agentes de control biologico, especialmente los hongos han
sido los més estudiados y utilizados debido a su amplio espectro de accion con otros
hongos, bacterias, insectos y malezas, asi como por los beneficios que ofrecen al ser
fuentes naturales, tener bajo impacto ambiental, proveer proteccion a los cultivos y por
ser mas especificos que los productos quimicos >®.

En este estudio se investigara la capacidad antagénica de diez cepas de Trichoderma
contra dos patdgenos del cultivo de cacao M. roreriy M. perniciosa por medio de pruebas
in vitro o cultivos duales. Se detectara ademas la actividad quitinolitica de las cepas de
Trichoderma en presencia de las paredes celulares de los hongos patdgenos y se
identificardn por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas los
compuestos biosintetizados con potencial para ser utilizados como antiflngicos.

1.2 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Ecuador es uno de los mayores exportadores de cacao a nivel mundial por tanto, su
cultivo es de gran importancia econdmica, solo en el 2015 se exportaron 260 mil
toneladas métricas, de cacao en grano y sus derivados 2. Las provincias que cuentan con
una mayor superficie cultivada son Manabi, Los Rios y Guayas, también tiene una



participacion Esmeraldas y EI Oro. Ademas, se lo cultiva en menor cantidad en la Sierra
en las provincias de Cotopaxi, Bolivar, Cafiar y se ha incrementado su produccion en la
Amazonia ’.

Ecuador produce cacao desde el afio 1780, destacandose su produccién en la década de
1890 donde se convirtio en el principal exportador de cacao del mundo, afios después en
la decada de 1920 aparecieron las plagas y enfermedades que afectaron gravemente su
produccion, ocasionando pérdidas en un 30% en los cultivos?® y en la economia
ecuatoriana. En la actualidad las plantaciones de cacao contintan siendo afectadas por
enfermedades flngicas siendo las mas peligrosas la moniliasis causada por M. roreri, y
la escoba de bruja por M. perniciosa que pueden llegar a producir una pérdida completa
del cultivo®. Un brote de moniliasis en el segundo semestre del 2015 provocé la
disminucion en un 14% de la produccion, que representaron 20000 toneladas menos en
exportaciones de enero a julio del 2016. Las provincias méas afectadas fueron; Guayas,
Los Rios, El Oro, Manabi y una parte de Santo Domingo de los Tsachilas. (Reyes, 2016).

La agricultura organica y el uso de microorganismos beneficos han ido en ascenso en los
ultimos afos, especialmente los controladores biologicos que se han vuelto
indispensables para el control de diferentes enfermedades provocadas por diversos
patogenos. Asi como el uso de microorganismos que facilitan la disponibilidad de
nutrientes y producen fitohormonas que mejoran la nutricién, el crecimiento y la salud
en general de la planta®®. Tal es el caso de las cepas del genero Trichoderma que han sido
usadas en varios cultivos como biofertilizantes y biocontroladores. A partir de estas cepas
se han desarrollado insumos biologicos comerciales que han sido aplicados en cultivos
de arroz, frutilla, papa, tomate, maiz, para controlar patdgenos como Armillaria spp,
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea y Fusarium moniliforme!®,

En los ultimos afios nuevas estrategias para controlar la infeccion de hongos patégenos a
plantaciones de cacao han sido desarrolladas, una de esas alternativas constituye la
basqueda de microorganismos benéficos que pueden ser usados como potenciales
biocontroladores de enfermedades®. Varias especies del género Trichoderma han sido
ampliamente estudiados por sus diferentes mecanismos de accion*?™® que actdian a través
de la antibiosis, micoparasitismo, produccion de toxinas, produccién de enzimas,
induccion de respuestas de defensa de la plantas y exclusion competitiva®*®,

El micoparasitismo consiste en una compleja interaccion entre el antagonista y el
patdgeno, donde la produccidn de enzimas por parte del antagonista es fundamental para
que se produzca la lisis de la pared celular del patdgeno y la perdida de su contenido
citoplasmatico®. Trichoderma spp., ataca la hifa de su hospedero por enrrollamiento y se
adhiere a €l a través de los carbohidratos de la pared celular, una vez unidos forma
apresorios que van penetrando al hospedero por secresion de enzimas liticas y
peptabioles (trichodermina, atroviridina, alameticina, suzucacilina y trichozianina) con
el fin de extraer nutrientes para su propio crecimiento®t’,



Al estar en contacto con patdgenos Trichoderma spp., tiende a producir quitinasas
(hidrolizan quitina insoluble en sus componentes oligo y monomeérico), glucanasas
(degradan p-glucanos ), proteasas (catalizan la hidrolisis de los enlaces peptidicos del
extremo carboxilo de aminoacidos pequefios e hidrofobicos como alanina y valina), y
lipasas (hidrolizan triglicéridos a monoglicéridos, diglicéridos o gliceroles) para atacar
al patogeno!>18-2L,

Los compuestos antimicrobianos como antibioticos, péptidos no ribosémicos, terpenos
volatiles y no volatiles, pirdgenos, sideréforos, piranos y compuestos derivados de
compuestos indélicos # que secretan Trichoderma spp., han sido ampliamente
estudiados. En la actualidad enzimas como: celulasas, hemicelulasas, proteasas y g-1,3-
glucanasas han sido aisladas y purificadas a partir de diferentes cepas de Trichoderma °
destacandose la producion de quitinasas y glucanasas ya que estos compuestos son
utilizados como uno de los métodos mas exitosos de accion en control biologico, debido
a que suprimen al patégeno por medio de la destruccion de su pared celular %,

Dada la importancia pasada y presente del cultivo de cacao en el Ecuador, se estan
continuamente realizando investigaciones con el fin de encontrar nuevas alternativas para
el control de sus dos patdgenos principales M. roreri y M. perniciosa. Una opcion es usar
cepas locales de Trichoderma spp., debido a que su capacidad de biosintetizar una gran
cantidad de metabolitos secundarios, muchos de los cuales pueden tener algln tipo de
actividad biolégica como antifungico, o pueden ser capaces de producir enzimas
quitinoliticas y usarse como agentes de control biologico.



1.3 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antagénica de diez cepas de Trichoderma para inhibir el crecimiento
de los agentes causales de la moniliasis y la escoba de bruja en el cultivo cacao, mediante
pruebas de antagonismo y deteccidn de enzimas quitinoliticas para identificar potenciales
biocontroladores.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos de esta investigacion son:

- Analizar el efecto antagdnico de diez aislados de Trichoderma spp., por medio de la
interaccion en cultivo dual frente a M. roreri y M. perniciosa para identificar las cepas
que inhiban en mayor porcentaje el crecimiento de los hongos patdgenos.

- Determinar cualitativa y cuantitativamente la actividad quitinolitica de diez aislados de
Trichoderma spp., mediante la adicion al medio de cultivo de quitina coloidal derivada
de la pared celular de M. roreri y M. perniciosa para identificar potenciales
biocontroladores.

- Identificar por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
compuestos bioactivos con potencial antifungico sintetizados por diez aislados de
Trichoderma spp., y que puedan ser utilizados para inhibir el crecimiento de M. roreri y
M. perniciosa.



1.5 MARCO TEORICO

En agricultura los dafios producidos por hongos, bacterias e insectos provocan millones
de dolares en pérdidas economicas a nivel mundial ya que reducen las cosechas de los
cultivos 24, El uso indiscriminado de productos quimicos como pesticidas contra plagas
ha propiciado que exista disminucion en la eficacia de estos productos y ademéas una
enorme contaminacion ambiental, esto ha ocasionado que se generen patdgenos
altamente resistentes 227, Como medida alternativa ecoldgica al uso de pesticidas y
tratamientos contra plagas y enfermedades de las plantas, se han desarrollado productos
basados en metabolitos secundarios producidos por especies de bacterias que actGan
como antagonistas frente a estas plagas, que han demostrado ser més eficaces y con
escaso impacto ambiental por ser biodegradables y de baja toxicidad para organismos
que no requieren ser controlados 2620, |a buisqueda de compuestos bioldgicamente
activgs producidos a partir de fuentes naturales ha sido de gran interés en los ultimos
arios 3,

El arbol tropical de cacao (Theobroma cacao L) donde se producen las semillas de
chocolate, es el tercer producto agricola mas importante en los paises tropicales después
del té y del café. Anualmente se producen aproximadamente 3,700,000 toneladas de
cacao lo que representa el 68% de la produccion total proveniente de Africa, el 12%
proviene de Indonesia, el 8% se produce en Latinoamérica y el 10% se produce en paises
tropicales®233,

La produccion de cacao es frecuentemente afectada por problemas fitosanitarios que
producen perdidas en la cosecha de hasta el 100%%. Las plantaciones se ven
principalmente afectadas por enfermedades causadas por hongos fitopatdgenos como la
escoba de bruja causada por M. perniciosa (Crinipellis perniciosa), la moniliasis o
pudricion acuosa producida por M. roreri®* y la pudricion negra, causada por varias
especies de Phytophthora®.

El control biol6gico es una estrategia innovadora, menos costosa, biodegradable y segura
para el ser humano y el medio ambiente que sirve como intervencion contra
enfermedades en cultivos de importancia agricola®2¢, el uso de especies de hongos,
bacterias 0 nematodos como bioplaguicidas o entomopatogenos, si se utilizan de forma
adecuada contribuyen a un manejo sustentable de los cultivos. El control bioldgico en los
ultimos afios ha sido utilizado contra otros hongos, insectos y nematodos causantes de
enfermedades en las plantas. En este sentido, dicho control ha sido considerado una
alternativa méas natural y ambientalmente aceptable contrario a los métodos quimicos
convencionales®’. Es el caso de Trichoderma spp., y Aspergillus spp., que son usados
para controlar por medio de la inhibicion el crecimiento de patogenos®.

En larizdsfera existen hongos del género Trichoderma que son muy comunes en el suelo,
poseen capacidad micoparasitica contra especies fitopatgenas® y nematodos*® que son



de gran importancia econémica por las pérdidas que causan en diferentes cultivares.
Estos hongos se encuentran en gran parte de los suelos agricolas, tienen la caracteristica
de ser saprofiticos y fueron identificados por primera vez en 1794, desde esta fecha se
han identificado 130 especies*.

La morfologia de Trichoderma se describe como colonias algodonosas que se compactan
con el tiempo, de color verde brillante que es producido debido a los conglomerados de
conidios los cuales tienen su forma redonda o elipsoidal que se forma en las puntas de
las hifas, pero pueden también ser de color blanco o amarillo y por lo general pueden
formar anillos concéntricos. Poseen conidiéforos hialinos, ramificados, que en ocasiones
poseen forma piramidal, al igual que fialides que pueden encontrarse solitarias o en
racimos®*,

Fialide
Conidiéforo

Conidios

Figura 1. Estructuras de Trichoderma (400X, tincion de estructuras con azul de
metileno)

El género Trichoderma se reproduce asexualmente por medio de la alteracidn del micelio
y esporas llamadas conidios que se producen por medio de células desnudas®. Estos
hongos toleran un amplio rango de temperaturas que van desde 20 a 41°C y pueden vivir
en suelos con pH &cidos y basicos con rangos de 5.5 a 8.5, dependiendo la especie'? y
con cantidades altas de materia organica, se desarrollan en una gran cantidad de sustratos
como granos de arroz y maiz, residuos agroindustriales, rastrojos de soja y maiz, etc.**
4 estas caracteristicas hacen que este hongo sea comlnmente usado como
biocontrolador*’.

Trichoderma spp., son una de las especies mas estudiadas contra hongos fitopatdégenos
ya que son utilizados como controladores bioldgicos en diversos cultivos*® debido a su
capacidad de competir por nutrientes y por espacio con hongos patdgenos®, tiene ademas



la capacidad de al estar expuesto a inhibidores microbianos (metabolitos y enzimas)
producidos por patdgenos, activa mecanismos de defensa fisioldgicos y bioquimicos de
detoxificacion y para resistir la accion de enzimas secretadas por los patégenos, por lo
que produce resistencia inducida®'°,

Bioplaguicidas producidos a base de Trichoderma spp., han sido desarrollados para
controlar un amplio espectro de fitopatdgenos como Sclerotium spp, Fusarium spp,
Pythium spp. y Rhizoctonia spp., en diferentes cultivos 34’ que generan grandes pérdidas
economicas®!. Esta especie flingica se encuentra principalmente en el suelo junto a restos
organicos y en la rizésfera de plantas vivas donde pueden permanecer por un largo
tiempo en estado de latencia. El control bioldgico del género Trichoderma depende
principalmente de las condiciones del suelo tanto fisicas, quimicas como bioldgicas.

En gran parte de la naturaleza existe mutualismo que es la relacion entre endofitos y
plantas, producto de esta dependencia se producen sustancias bioactivas que permiten
que las plantas tengan un mejor crecimiento, resistencia a patégenos y competitividad en
la naturaleza®>. Aprovechando la capacidad de Trichoderma spp., de producir
metabolitos secundarios y compuestos bioactivos se estadn desarrollando fungicidas
bioldgicos y potenciales antibidticos 2.



Capitulo 2

2. METODOLOGIA

2.1 Efecto antagdnico de Trichoderma spp. frente M. roreri y M. perniciosa
2.1.1 Condiciones de cultivo de Trichoderma spp.

Las 10 cepas de Trichoderma utilizadas en este estudio fueron obtenidas del Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE-ESPOL) estas cepas fueron aisladas
del suelo de una plantacion de cacao ubicada en el canton Naranjal perteneciente a la
provincia del Guayas. Los aislados crecieron en medio PDA durante 7 dias a 28°C.

Las especies de Trichoderma fueron identificadas por el CIBE usando los primers que
amplifican las secuencias ITS1 e ITS2.

Tabla 1. Cepas de Trichoderma.

Aislados | Trichoderma spp.
Cl T. harzianum
C2A T. reesei
C3A Trichoderma sp.
C3B T. spirale
C4A T. harzianum
C4B T. ghanense
C5 T. spirale
C8 T. spirale
C9 T. spirale
C10 T. spirale




C1 (T. harzianum)

C2A (T. reesei)

é (T. spirale)

BT

C8

—

C3A (Ticho S

i

\ Ny
C4B (T. ghanense)
" :... - -A,%L- %

C9 (T. spirale)

| ClO (T. spirale)

Figura 2. Aislados de Trichoderma spp.
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2.1.2 Condiciones de cultivo de las cepas de M. roreri y M. perniciosa.

Las cepas de M. roreri y M. perniciosa estan conservadas a -80°C en el Banco de
Germoplasma del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE). Estas
cepas fueron crecidas en cajas Petri con PDA durante 7 dias a 28°C para ser
posteriormente utilizadas en las pruebas de antagonismo.

Moniliophthora roreri Moniliophthora perniciosa
Figura 3. Aislados de Moniliophthora roreri y Moniliophthora perniciosa
(cajas Petri de 9cm de diametro).

2.1.3 Enfrentamiento de Trichoderma spp., vs. M. roreri y Trichoderma spp., vs.
M. perniciosa.

La evaluacion de la capacidad antagénica de Trichoderma spp., se realiz6 por medio de
cultivos duales en cajas Petri de 9 cm de didmetro. Discos de 5 mm de didametro con
micelio de M. roreri y de M. perniciosa fueron colocados en un extremo a 1.5 cm del
borde de las cajas Petri con PDA. Las cepas patdgenas crecieron por 7 dias, transcurrido
este tiempo, discos de 5mm de diametro de las cepas de Trichoderma con micelio de 4
dias de crecimiento fueron colocados en el extremo opuesto de la caja Petri de modo que
los enfrentamientos se mantengan 6 cm equidistantes. Se realizaron cinco repeticiones
para cada enfrentamiento y los testigos fueron siembras de los patdgenos en el centro de
cajas Petri. Las cajas fueron incubadas a 28°C por 5 dias. Se registro el crecimiento lineal
de las dos colonias enfrentadas dos veces al dia, hasta que uno de los dos hongos
completara la caja >,

Se determind el porcentaje de inhibicion del patdgeno en base al crecimiento radial del
micelio de los controles del patdgeno con respecto a los enfrentamientos entre
Trichoderma spp., y los patdgenos, usando la siguiente formula

ATP = 100 * [RPC — (RFP — RIP)/RCP]
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Donde:

RPC (radio control) = radio de crecimiento del micelio del patégeno control al dia final.
RFP (radio del patdégeno en cultivo dual) = radio de crecimiento del micelio del patégeno
en presencia del antagonista al dia final.

RIP (radio de la ventaja del patdgeno) = radio de crecimiento del micelio del patdgeno
al dia que inicio el enfrentamiento, atn sin el antagonista (cultivo del séptimo dia).

Los datos se analizaron mediante la prueba de rangos maltiples de Tukey.

Figura 4. Cultivo dual in vitro de las cepas de Trichoderma spp., vs. M. roreriy M.
perniciosa.

2.2 Actividad quitinolitica de los aislados de Trichoderma spp.
2.2.1 Medio basal indicador de la actividad quitinolitica.

Se preparé medio basal con los siguientes reactivos 0.3 g de MgS04.7H;0, 3.0 g de
(NH4)2S04, 2.0 g de KH2PO4, 1.0 g de &cido citrino monohidratado, 15 g de agar, 200
uL de Tween-20, 4.5 g de quitina coloidal y 0.15 g de bromocresol parpura; el pH fue
ajustado a 4.7 antes de ser esterilizado, a 121°C por 15 min. El medio fue vertido en cajas
Petri y en el centro se sembraron discos de Trichoderma spp. Las cajas se incubaron a
28°C durante 3 dias hasta observar la formacion de una zona coloreada®.

Figura 5. Cambio de color esperado en las cepas de Trichoderma con actividad
quitinolitica.
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2.2.2 Preparacion de las paredes celulares de M. roreri y M. perniciosa como
fuente de carbono.

Se inocularon por separado discos de 5 mm de diametro de M. roreri y M. perniciosa en
100 mL de medio PDB en matraces de 250 mL y se mantuvo en agitacion a 120 rpm
durante 20 dias a 28°C, el micelio se recolectd por filtrado en papel Whatman N°1,
usando un embudo Buchner y una bomba de vacio, se lavo con agua destilada y se triturd
utilizando nitrégeno liquido, el micelio se seco en estufa a 40°C por 24 horas?.

2.2.3 Preparacion de la quitina coloidal.

Cinco gramos de quitina comercial fueron hidrolizados con 60 mL de HCI concentrado
mediante agitacion constante empleando un agitador magnético a 4°C de temperatura
durante toda la noche. Al dia siguiente la mezcla se neutraliz6 con etanol al 95% (—20°C)
y se mantuvo en agitacion rapida por 5 minutos, la suspension de quitina fue centrifugada
a 3000 rpm durante 20 min a 4 °C. El pellet de quitina coloidal fue lavado con agua
destilada estéril y se volvid a centrifugar a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C. El lavado
del pellet se realizd hasta que el olor a alcohol desaparecié. La quitina coloidal fue
almacenada a 4 °C hasta su uso®®’.

La quitina coloidal a partir de M. roreri y M. perniciosa fue preparada siguiendo la misma
metodologia que la quitina comercial, en la cual se reemplaz6 el producto comercial por
25¢ de las paredes celulares de cada patdgeno.

2.3.4 Deteccion de la actividad quitinolitica total por espectrometria.

Se utiliz6 la quitina coloidal obtenida de las paredes celulares de M. roreri y M.
perniciosa como fuente de carbono e inductor de la actividad quitinolitica de las diez
cepas de Trichoderma. Discos de 3 mm de didmetro con micelio de Trichoderma spp.,
de 4 dias de crecimiento fueron inoculados en 50mL de medio basal similar al de la
prueba indicadora, pero en este medio no se adiciond el colorante bromocresol purpura
ni el agar. La quitina coloidal que se utilizé fue la obtenida de la quitina comercial y la
obtenida de la pared celular de M. roreri y de M. perniciosa, todas adicionadas por
separado en distintos frascos Erlenmeyer de 250 mL. Las muestras, se incubaron a 28°C
durante 5 dias a 200 rpm de agitacion. Transcurrido el tiempo de incubacion, se filtro por
papel filtro de 0.22 um y se almacenaron a -20°C hasta su posterior uso.

Para medir la actividad quitinolitica total, se preparé una reaccién con 1 mL del
sobrenadante del medio de cultivo filtrado, 0,3 mL del tampdn de acetato sodico 1 M
(tampdn SA) de pH 4.6, adicionalmente se agreg6 0,2 mL de quitina coloidal y se incubd
a 40°C durante 20 horas. Luego se procedi¢ a centrifugar a 13.000 rpm durante 5 min a
6°C. Una vez concluida la centrifugacion, se mezcld una alicuota de 0,75 mL del
sobrenadante, 0,25 mL de una solucidon al 1% de &cido dinitrosalicilico en NaOH 0,7 M
y 0,1 mL de NaOH 10 M en tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, los cuales se calentaron
a 100°C durante 5 min en bafio maria. La absorbancia de la reaccion se midi6 a Ass>
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después de enfriar las muestras a temperatura ambiente®®, Se utiliz6 como estandar una
curva de calibracion con N-acetil-s-D-glucosamina (NAGA) para determinar la
concentracion del sacarido reductor. La actividad quitinolitica se estimo en téerminos de
la concentracion (mg/mL) de NAGA liberada®.

2.3 ldentificacion por medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas de compuestos bioactivos con potencial antifangico.
2.3.1 Extraccion de los metabolitos de Trichoderma spp.

Las cepas de Trichoderma crecieron por 7 dias en medio PDA a 28°C, los patégenos M.
roreri y M. perniciosa crecieron durante 15 dias en medio PDA a 28°C, ademas se usaron
los cultivos de los antagonistas contra los patdgenos que estuvieron en enfrentamiento
durante siete dias (las que se usaron en el ensayo de antagonismo). Luego se corto el agar
con el micelio de los hongos en pedazos pequefios y se coloco en frascos Erlenmeyer de
250 mL, a los que se les afiadié 30 mL de acetato de etilo, se cubrié y agitd a 120 rpm
por 48 horas®*®

Los extractos se concentraron hasta 2 mL utilizando un rotavaporador (Heidolph,
Laborota 4001) y se filtraron a través de filtros desechables de 0.22 um, estos fueron
luego utilizados para el analisis en cromatografia de gases/masas.

Figura 6. Extractos de Trichoderma spp. solubilizados en acetato de etilo.

2.3.2 Analisis de los metabolitos por cromatografia de gases/masas.

La separacion de compuestos volatiles se realizd por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas tomando como referencia el método de: ®1, se uso el equipo
Agilent Technologies 7890A cromatdgrafo de gases con 5975C espectrometro de masas
con detector de triple eje, con una columna no polar DB-5MS, 30 m x 0.25 mL x 0.25
pum, el flujo de helio fue de 1.2mL/min, la temperatura inicial del horno fue de 70°C por
2 min, luego a 5°C/min hasta 285°C, con una retencion de 5 min; la temperatura del
inyector se mantuvo a 260°C (splitless) y la temperatura del detector fue de 230°C.

Los graficos de las estructuras quimicas de los metabolitos se realizaron utilizando el
programa ChemDraw Professional 17.0

14



Capitulo 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto antagonico de diferentes aislados de Trichoderma spp. frente M. roreri y
M. perniciosa.

El efecto antagdnico de Trichoderma spp., en cultivo dual contra M. roreri y M.
perniciosa mostré la capacidad de las cepas de Trichoderma spp., para reducir el
crecimiento de los patgenos y también para crecer sobre ellos, a pesar de que los
patdgenos contaron con una ventaja de crecimiento previa a la confrontacion de 7 dias
(Figura 4).

La prueba de rangos maltiples Tukey=0.05 muestra que en general todas las cepas de
Trichoderma tuvieron una buena capacidad de inhibicion contra M. roreri y no hay
diferencia significativa entre ellas. Las cepas C8 (T. spirale) con 96.69%, C1 (T.
harzianum) con 95,87%, C3B (T. spirale) con 94.68% y C4B (T. ghanense) con 95.43%
fueron las que tuvieron un mayor porcentaje de inhibicion, la cepa con menor porcentaje
de inhibicion fue C3A (Trichoderma sp.) con 89.32% (Figura 7).

A partir del segundo dia del enfrentamiento se dio el contacto entre el antagonista y el
patdgeno, por lo que se detuvo el crecimiento de M. roreri, a partir de este momento las
diferentes cepas de Trichoderma colonizaron las cajas Petri, el patdgeno contd con una
ventaja de siete dias debido a su lento crecimiento, el que también ha sido reportado por
Villamil et al®?,

Los porcentajes de inhibicion reportados por Magdama®® fueron del 89,57% al 100%
similares a los obtenidos en el presente estudio; sin embargo, Mejia y Alvarado® obtuvo
valores mas bajos de antagonismo de 46,77% a 40,13% esto se puede deber a que durante
el célculo de antagonismo no se tomo en cuenta el valor de crecimiento del patégeno
durante su tiempo de ventaja.
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Enfrentamiento Trichoderma spp. vs M. roreri
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Figura 7. Histograma del porcentaje de inhibicion de Trichoderma spp. contra M. roreri.
Porcentaje calculado en base al crecimiento radial de micelio de los controles del
patdgeno con respecto a los enfrentamientos entre Trichoderma y M. roreri. Letras
diferentes indican medias estadisticamente diferentes (P<0.05) segun prueba de Tukey.

La actividad antagonica de las 10 cepas de Trichoderma contra M. perniciosa al
momento de realizar la prueba de rangos multiples de Tukey=0.05, mostr6 que existen
diferencias significativas entre los enfrentamientos, agrupandose en tres categorias
estadisticamente distintas. La mayor capacidad de inhibicion en los enfrentamientos fue
de las cepas C2A (T. reesei) con 93,5% y C4B (T. ghanense) con 93,53% Y las que menor
porcentaje tuvieron son C3A (Trichoderma sp.) con 87,56% y C3B (T. spirale) con
87,50% mientras que entre las otras cepas [C1 (T. harzianum), C5 (T. spirale), C4A (T.
harzianum), C10 (T. spirale), C9 (T. spirale) y C8 (T. spirale)] los porcentajes de
inhibicion fueron muy cercanos entre 91 y 88%. El tiempo de contacto en el
enfrentamiento se dio al tercer dia por lo que las cepas de Trichoderma se desarrollaron
a una velocidad mayor comparada con M. perniciosa que tuvo un crecimiento muy
limitado (Figura 8).

Los valores més altos obtenidos por Garcia et al®® de potencial antagénico de

Trichoderma spp., contra M. perniciosa fueron de 95,53% y 93,50% observandose
resultados similares a las cepas utilizadas en este ensayo.

16



Enfrentamiento Trichoderma spp. vs M. perniciosa
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Figura 8. Histograma del porcentaje de inhibicion de Trichoderma spp. contra M.
perniciosa. Porcentaje calculado en base al crecimiento radial de micelio de los controles
del patdgeno con respecto a los enfrentamientos entre Trichoderma spp. y M. perniciosa.
Letras diferentes indican medias estadisticamente diferentes (P<0.05) segln prueba de
Tukey.

El antagonismo de Trichoderma spp. contra un gran nimero de hongos patégenos ya se
ha estudiado. Por ejemplo Qualhato et al* observaron la interaccion de cuatro especies
de Trichoderma contra tres patdgenos: Fusarium solani, Rhizoctonia solani y Sclerotinia
sclerotiorum. Las cepas mas efectivas como antagonistas fueron Trichoderma harzianum
y Trichoderma asperellum, mientras que Reyes et al® obtuvieron como resultado en su
ensayo de antibiosis de Trichoderma spp., sobre M. roreri los valores méas altos de
porcentaje de inhibicion de las cepas T. asperellum, T. koningiopsis, T. pleuroticola, T.
virens y T. harzianum. Al comparar con los resultados obtenidos en este estudio las cepas
con mejor potencial de antagonismo para M. roreri fueron T. spirale y T. harzianum y
para M. perniciosa fueron T. reesei y T. ghanense.

En un estudio de antagonismo realizado por Villamil et al®? utilizando hongos y bacterias
aisladas de la rizosfera de cacao se encontro siete microorganismos con la capacidad de
restringir el crecimiento de M. roreri, siendo los més efectivos dos hongos del género
Trichoderma que limitaron su crecimiento y esporulacion, coincidiendo con los
resultados en este estudio donde las cepas utilizadas tuvieron altos valores de inhibicion
de crecimiento de M. roreri y M. perniciosa.
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M. roreri vs C8 (T.
spirale)

M. roreri vs C1 (T.
harzianum)

M. roreri vs C9 (T.
spirale)

M. perniciosa vs C8 (T.
spirale)
Figura 9: Enfrentamiento de las cepas de Trichoderma contra los patdgenos M. roreri
y M. perniciosa. Trichoderma spp., se encuentra ubicado al lado izquierdo, mientras
que los patégenos al lado derecho de la caja Petri.

M. perniciosa vs C2A (T.
reesei)

M. perniciosa vs C4B (T.
ghanense)

3.2 Actividad quitinolitica de los aislados de Trichoderma spp., contra M. roreri y
M. perniciosa.

La quitina es un polimero formado por unidades de (5-(1-4)-N-acetil-D-glucosamina, es
lineal por sus enlaces s-(1,4) glucosidicos unidos por dos puentes de hidrogeno entre los
monosacaridos que la conforman®’. La quitina esta presente en la pared celular de la
mayoria de los hongos patdgenos y Trichoderma spp., por su actividad micoparasitica
enrolla al patégeno y libera enzimas hidroliticas que rompen los enlaces p-(1,4) de la
quitina que conforma la pared celular de los patogenos liberando su contenido
citoplasmatico?’.

La deteccion de la actividad quitinolitica de las cepas de Trichoderma en medio solido
se realiz6 en medio suplementado con quitina coloidal obtenida de tres fuentes: una
comercial, de la pared celular de M. roreri, y de la pared celular de M. perniciosa,
también se adicioné purpura de bromocresol que permite el cambio de color del medio
al ser positiva la produccién de quitinasas. Esta es una prueba semicuantitativa que
permite una seleccion rapida de las cepas con actividad quitinolitica positiva, exhibe
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sensibilidad media ya que sus resultados pueden variar por el tiempo de incubacion, el
tamafio del inoculo y por el tamafio de las particulas de la quitina coloidal.

Las cepas de Trichoderma con actividad quitinolitica utilizan la quitina coloidal como
fuente de carbono y la descomponen en N-acetil glucosamina lo que provoca un aumento
en el pH del medio que induce el cambio del parpura bromocresol de color amarillo a
purpura (pH 4,7)en la zona alrededor del crecimiento de Trichoderma spp®. Este cambio
de coloracion se observo con las cepas inoculadas en el medio basal de deteccion de
quitinasas con las 3 distintas fuentes de carbono que se usaron en este estudio (Tabla 2 y
Figura 10). Las 10 cepas dieron positivo utilizando quitina coloidal de la pared celular
de M. roreri y la pared celular de M. perniciosa, aunque las cepas C5 (T. spirale), C9 (T.
spirale) y C10 (T. spirale) dieron negativo con la quitina coloidal comercial.

Tabla 2. Actividad quitinolitica cualitativa en medio solido de Trichoderma spp., con
diferentes fuentes de quitina coloidal.

. Quitina Quitina derivada Quitina derivada
Aislados . . .
comercial de M. roreri de M. perniciosa
Control negativo negativo negativo
M. roreri negativo negativo negativo
M. perniciosa | negativo negativo negativo
Cl positivo positivo positivo
C2A positivo positivo positivo
C3A positivo positivo positivo
C3B positivo positivo positivo
C4A positivo positivo positivo
C4B positivo positivo positivo
C5 negativo positivo positivo
C8 positivo positivo positivo
C9 negativo positivo positivo
C10 negativo positivo positivo

Los resultados obtenidos de la actividad quitinolitica por medio basal y por
espectrofotometria no necesariamente deben tener concordancia como se observo con las
cepas C5, C9 y C10 que en el primer ensayo con purpura de bromocresol y con quitina
coloidal comercial como fuente de carbono resultaron con actividad negativa (Tabla 2)
y al medir la produccion de NAGA por espectrofotometria la concentracion fue media
para C9 59,25 mg/mL (T. spirale), y alta para C5 191,75 mg/mL (T. spirale) y C10 109,25
mg/mL (T. spirale) (Tabla 3), esto se puede deber a los diferentes medios donde crecieron
las cepas, los tipos de incubacidn, los tiempos de incubacién, y la pureza dado que la
quitina coloidal obtenida de las paredes celulares de los patdégenos podria haber
contenido también otros restos celulares y se dificultd la disponibilidad de la quitina
coloidal como fuente de carbono. Resultados similares fueron obtenidos por Agrawal y
Kotasthane®®.
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C1 (T. harzianum) C4B (T. ghanense) C2A (T. reesei)

Figura 10. Actividad quitinolitica de cepas de Trichoderma observada a los tres dias de

ser inoculadas en medio de deteccién solido suplementado con quitina coloidal y
purpura de bromocresol.

La actividad quitinolitica total de las 10 cepas de Trichoderma fue medida por la
liberacion de azucares reductores de la quitina coloidal. Se prepard una curva estandar
con N-acetil g-D-glucosamina (NAGA), midiendo esta azUcar reductora al liberarse de la
quitina coloidal derivada de las paredes celulares de M. roreri y M. perniciosa. en
presencia de enzimas quitinoliticas, estas se expresan en mg/mL de NAGA liberada. Esta
actividad se clasifico segiin Agrawal y Kotasthane®® en baja de 30 a 60 mg/mL, en media
de 61 a 80mg/mL y alta de 81 mg/mL en adelante.

Los resultados de la actividad quitinolitica derivada de las 3 diferentes fuentes de quitina
coloidal (Figura 11), muestran mayor concentracion de NAGA liberada con la quitina
coloidal comercial, seis fueron las cepas que tuvieron concentraciones altas C4A (T.
harzianum) 81.75 mg/mL C3B (T. spirale) 89.25mg/mL, C1 (T. harzianum)
96.75mg/mL, C2A (T. reesei) 101.75 mg/mL, C5 (T. spirale) 116.75 mg/mL y C8 (T.
spirale) 266.75 mg/mL. Con la quitina coloidal derivada de M. perniciosa solo la cepa
C1(T. harzianum) 94.25mg/mL tuvo una actividad alta y la C2A (T. reesei) 61.75mg/mL
una actividad media. Por otra parte, la quitina coloidal derivada de M. roreri estimulo
una actividad media en las cepas C4B (T. ghanense) y C4A (T. harzianum).

En general la quitina coloidal comercial fue capaz de inducir la mayor actividad

quitinolitica y produccion de NAGA en un mayor nimero de cepas de Trichoderma,
seguido por M. perniciosa y luego por M. roreri. El hecho que Trichoderm spp., haya
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producido quitinasas en presencia de la pared celular de los patdgenos puede indicar que
esta fuente de carbono actda como inductor en la sintesis de estas enzimas. En el trabajo
realizado por Mallikharjuna et al?® se expuso que la produccion de quitinasas también
esta influenciada por el pH del medio, la temperatura de incubacion, la fuente de carbono
y la fuente de nitr6geno, con las condiciones adecuadas se incrementa significativamente
su produccién.

El ensayo realizado por Agrawal y Kotasthane®® reporté mayor actividad quitinolitica de
las cepas de Trichoderma al utilizar quitina coloidal comercial obteniendo
concentraciones de N-acetil-4-D-glucosamina (NAGA) entre 37.67 a 327.67mg/mL, y
con quitina coloidal de Rhizoctonia solani se obtuvo concentraciones de 37.67 a
174.33mg/mL. Resultados similares a los obtenidos en la presente investigacion, la
mayor concentracion de NAGA se obtuvo con la quitina coloidal comercial entre 51.75
a 266.75 mg/mL, mientras que las cepas de Trichoderma mostraron una menor
preferencia para la quitina coloidal derivada de M. perniciosa que fue entre 21.75 a 94.25
mg/mL y de M. roreri entre 24.25 a 71.75mg/mL.

Usando una fuente diferente de quitina coloidal a la pared celular de hongos patdgenos,
se obtuvieron valores de NAGA muchos mas bajos, como se report6 en la investigacion
realizada por Pandey et al®® donde se us6 quitina coloidal derivada de conchas marinas
como fuente de carbono para siete aislados de Trichoderma spp., cuyos valores fueron
de entre 6.2 a 3.9 mg/mL de NAGA para la quitina coloidal comercial y de 4.8 a 1.8
mg/mL de NAGA para la actividad inducida por la quitina obtenida de las conchas
marinas. Al comparar estos resultados con los que se obtuvieron en la presente
investigacion, los diez aislados de Trichoderma spp., fueron mas eficientes para utilizar
la quitina coloidal como fuentes de carbono tanto para la quitina coloidal comercial como
para la obtenida de las paredes celulares de M. roreri y M. perniciosa, también su
actividad quitinolitica fue mayor (Tablas 3, 4 y 5).

Tabla 3. Actividad quitinolitica total de Trichoderma spp., (mg/mL de NAGA) con
quitina coloidal comercial como fuente de carbono, medida por espectrofotometria.

Quitina comercial

Actividad baja

C10 51,75 mg/mL

C4B 54,25 mg/mL

Actividad media

C9 64,25 mg/mL

C3A 74,25 mg/mL
Actividad alta

C4A 81,75 mg/mL

C3B 89,25 mg/mL

C1 96,75 mg/mL
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C2A 101,75 mg/mL
C5 116,75 mg/mL
C8 266,75 mg/mL

Tabla 4. Actividad quitinolitica total de Trichoderma spp., (mg/mL de NAGA) con
quitina coloidal de M. perniciosa como fuente de carbono, medida por
espectrofotometria.

Quitina derivada
de M. perniciosa
Actividad baja
C8 21,75 mg/mL
C3A 26,75 mg/mL
C3B 31,75 mg/mL
C4A 34,25 mg/mL
C10 46,75 mg/mL
C5 49,25 mg/mL
C9 54,25 mg/mL
C4B 56,75 mg/mL
Actividad media
C2A | 61,75 mg/mL
Actividad alta
C1 | 94,25 mg/mL

Tabla 5. Actividad quitinolitica total de Trichoderma spp., (mg/mL de NAGA) con
quitina coloidal de M. roreri como fuente de carbono, medida por espectrofotometria.

Quitina derivada
de M. roreri
Actividad baja

C3A 24,25 mg/mL
C8 24,25 mg/mL
C10 24,25 mg/mL
C2A 29,25 mg/mL
C9 34,25 mg/mL
C1l 39,25 mg/mL
C3B 39,25 mg/mL
C5 54,25 mg/mL

Actividad media
C4B 66,75 mg/mL
C4A 71,75 mg/mL
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Figura 11. Actividad quitinolitica de las cepas de Trichoderma (mg/mL de NAGA)
inoculadas en medio liquido suplementado con quitina coloidal obtenida de la pared
celular de M. roreri, de M. perniciosa y de quitina coloidal comercial.
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3.3 Deteccidn de los compuestos volatiles con potencial antifungico o con otro tipo
de actividad bioldgica producidos por las cepas de Trichoderma.

Los extractos de Trichoderma spp., fueron analizados en cromatografia de
gases/espectrometria de masas (GC-MS), usando una columna no polar y como solvente
acetato de etilo. La identificacion de los compuestos se baso en el area del pico que es
proporcional a la cantidad del compuesto. Se seleccionaron Unicamente la formula
quimica y el peso molecular de aquellas moléculas que exhibian una calidad superior al
90% (Anexos: Tablas 6y 7).

Los cromatogramas obtenidos dieron un promedio de 38 compuestos en cada uno de los
extractos analizados, sin embargo, para posteriores analisis se seleccionaron solamente
las moléculas con mayor importancia bioldégica y que pueden servir como
biocontroladores contra los patdégenos de cacao estudiados. En contraste un estudio
llevado a cabo por Siddiquee et al®! usando cromatografia de gases/espectrometria de
masas con diferentes columnas capilares (no polar, de polaridad media y alta) y diferentes
solventes (acetato de etilo, n-hexano, n-butanol y metanol), reportaron mas de 278
compuestos volatiles extraidos a parir de Trichoderma harzianum mientras que en la
presente investigacion se usé una columna no polar y como solvente acetato de etilo.

Trichoderma spp., y su mecanismo de accion denominado antibiosis, consiste en la
biosintesis de una gran variedad de compuestos con propiedades antifungicas o
antimicrobianas que imposibilitan el desarrollo de otros microorganismos!2. Los
compuestos que producen Trichoderma spp., reducen el crecimiento micelial, inhabilitan
la germinacion de conidios y el desarrollo de tubos germinativos de diversos hongos,
también provocan vacuolizacion, granulacion, coagulacion, desintegracion y lisis de las
células de bacterias y hongos %70, Compuestos con actividad antifingica como: dibutyl
phthalate; ergosterol; hexadecanoic acid, methyl ester; 9-Octadecenoic acid (Z); methyl
ester y eicosane, phenylethyl alcohol; o-selinene; phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl);
bis(2-ethylhexyl) phthalate; acorenone; heneicosane; 1-Nonadecene y diisooctyl
phthalate fueron encontrados al analizar los extractos de acetato de etilo de las diez cepas
de Trichoderma.

Diecisiete compuestos con potencial antifingico o con otro tipo de actividad biolégica y
de interes biologico fueron identificados al comparar los metabolitos obtenidos en la
presente investigacién con metabolitos bioactivos obtenidos de otros microorganismos
en investigaciones anteriores. (Anexos: Figuras 12 a 17). Por ejemplo. Los compuestos
dibutyl phthalate; hexadecanoic acid, methyl ester; y 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl
ester; fueron encontrados en extractos metanolicos de Aspergillus flavipes durante el
ensayo realizado por Verma et al’ para encontrar metabolitos bioactivos que sean
efectivos en el control de Sclerotinia sclerotiorum. La mayoria de estos compuestos con
actividad bioldgica han sido identificados y reportados en especies de Trichoderma
como: Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum, Trichoderma polysporum,
Trichoderma pseudokoningii y Trichoderma sporulosum y en otros hongos como:
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Aspergillus flavipes, Penicillium roqueforti y en la bacteria perteneciente al orden
Actinomycetales Streptomices cacaoi (Anexos: Tablas 8 a 23).

No solo en las cepas de Trichoderma y en los enfrentamientos se observaron compuestos
bioactivos, también los patdgenos M. rorei y M. perniciosa produjeron eicosane, bis(2-
ethylhexyl) phthalate, ergosterol, dibutyl phthalate, phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)
y heneicosane, los cuales son conocidos por exhibir propiedades antimicrobianas, que
seguramente utilizan como mecanismo de defensa contra otros microorganismos.

Los metabolitos 9-octadecenoic acid (Z)-, methyl ester, valencene y hexadecanoic acid,
methyl ester fueron Unicamente detectados en los extractos obtenidos en los
enfrentamientos de Trichoderma spp., con los patégenos. Mientras que dibutyl
phthalate, lanosterol y phenylethyl alcohol fueron sintetizados solo cuando las cepas
de Trichoderma crecen individualmente (Anexos: Tabla 8, 10 y 12). El n-hexadecanoic
acid fue el compuesto presente en la mayoria de extractos tanto en crecimiento
individual como en los enfrentamientos (Anexos: Tabla 18), seguido por el eicosane
(Anexos: Tabla 16), y phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) (Anexos: Tabla 17). Los
compuestos que solo aparecieron en una cepa de Trichoderma o solo en los
enfrentamientos fueron: lanosterol en C3A (Trichoderma sp.) (Anexos: Tabla 10),
phenylethyl alcohol en C2A (T. reesei) (Anexos: Tabla 12), a-selinene en M. perniciosa
vs C2A (T. reesei) (Anexos: Tabla 15), acorenone C2A (T. reesei) (Anexos: Tabla 20)
y diisooctyl phthalate en M. roreri vs C9 (T. spirale) (Anexos: Tabla 23).

Se debe resaltar que los compuestos observados en los crecimientos individuales de
Trichoderma spp., no necesariamente fueron observados en los extractos obtenidos de
Trichoderma spp., en enfrentamiento con los patégenos M. roreri y M. perniciosa,
debido a que la produccién de metabolitos depende de varios elementos, uno de ellos
puede ser los dias de incubacidn de los hongos antes de extraer sus compuestos en este
caso fue de siete dias para los crecimientos individuales y en los enfrentamientos fue
de catorce dias (siete de la ventaja de los patdgenos y siete en enfrentamiento con las
cepas de Trichoderma), y también de las condiciones del medio en que se cultivan los
microorganismos. Aln se conoce poco sobre los factores que determinan la produccion
de metabolitos individuales’.

El efecto sinérgico de la produccion de metabolitos con la produccion de enzimas de
Trichoderma spp. hace mas exitosa su capacidad antagonica y de biocontrolador de
varios patdgenos de plantas’. Durante este estudio también se observo la produccion de
metabolitos (extractos obtenidos en acetato de etilo) con actividad antimicrobiana por
parte de los patdgenos M. rorei y M. perniciosa pero la produccion de quitinasas (medido
en la prueba de actividad quitinolitica detectada en medio basal indicador) fue negativa,
por lo que Trichoderma spp. igual presentd ventaja en el control de su crecimiento.
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Conclusiones

Las diez cepas de Trichoderma mostraron efecto antagénico contra M. roreri y entre ellas
las que se destacaron por inhibir en un mayor porcentaje el crecimiento del hongo fueron:
C8 (T. spirale), C1 (T. harzianum), C3B (T. spirale) y C4B (T. ghanense). Para M.
perniciosa se observé que las cepas son C2A (T. reesei) y C4A (T. harzianum) fueron
las que mostraron mayor efectividad.

Los resultados de este estudio muestran que de los diez aislados de Trichoderma, seis
tienen actividad quitinolitica alta en medio suplementado con quitina coloidal comercial,
estas cepas fueron: C4A (T. harzianum) 81.75 mg/mL C3B (T. spirale) 89.25mg/mL, C1
(T. harzianum) 96.75mg/mL, C2A (T. reesei) 101.75 mg/mL, C5 (T. spirale) 116.75
mg/mL y C8 (T. spirale) 266.75 mg/mL. Las cepas C4B (T. ghanense) y C4A (T.
harzianum) exhiben actividad quitinolitica media con la quitina coloidal de M. roreri.
Por otro lado, las cepas C1 (T. harzianum) y C2A (T. reesei) tuvieron actividad alta y
media respectivamente con la quitina coloidal de M. perniciosa. La quitina coloidal
obtenida a partir de las paredes celulares de los patdgenos del cultivo de cacao actuaron
como inductores para la produccion de quitinasas por consiguiente, los aislados de
Trichoderma tienen potencial para ser utilizados como biocontroladores.

Se identificaron 17 compuestos con potencial antimicrobiano y de interés bioldgico en
las diez cepas de Trichoderma. La capacidad de producir compuestos fue detectada en
todos los aislados mientras crecian individualmente y cuando se encontraban en
enfrentamiento con los patégenos de cacao M. roreri y M. perniciosa, confirmando que
el efecto antagonico de Trichoderma spp. pudo deberse principalmente a su habilidad
para producir compuestos que inhiben o detienen el crecimiento de otros hongos.
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Recomendaciones

Evaluar la actividad antagonica de Trichoderma spp., para contrarrestar los efectos
perjudiciales provocados por M. roreri y M. perniciosa. en plantulas de cacao cultivadas
en condiciones de invernadero.

Para llevar a cabo el ensayo de la actividad quitinolitica, se deberian utilizar distintas
fuentes de carbono-nitrgeno, y cultivar los hongos en diferentes rangos de pH y
temperaturas de incubacion para estimular la biosintesis de enzimas quitinoliticas y de
metabolitos con propiedades antimicrobianas.

Para la extraccion de un mayor rango de metabolitos con potencial antimicrobiano se
podrian utilizar solventes como n-hexano para remover acidos grasos y componentes no
polares, y n-butanol para separar compuestos polares.

Para determinar si todas las cepas de Trichoderma biosintetizan compuestos con
propiedades antifingicas, se deberian realizar ensayos microbiologicos, utilizando
diferentes concentraciones de los extractos organicos contra diferentes patégenos que
afecten otros cultivos de interés econdmico

Fraccionar los extractos obtenidos de las cepas de Trichoderma para que sean analizados
y purificados, utilizando otros métodos como cromatografia liquida de alta resolucion y
cromatografia en columna.

Para confirmar la identidad de los compuestos se deberian usar estandares analiticos.
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ANEXOS

Tabla 6. Compuestos antimicrobianos y de interés bioldgico identificados en

Trichoderma spp., en extractos de acetato de etilo por GC/MS.

Cepa R. time Compuesto Area %
35.417 Eicosane 0.74
27.431 n-Hexadecanoic acid 0.23
M. roreri 37.928 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 0.97
39.049 Ergosterol 3.07
27.966 Dibutyl phthalate 0.40
18.316 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) 0.44
28.285 n-Hexadecanoic acid 18.41
M. perniciosa 34.718 H;neicosane 1.93
37.920 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 1.21
41.137 Eicosane 1.83
27.958 Dibutyl phthalate 0.62
26.577 1-Nonadecene 0.26
C1 (T. harzianum) 28.523 Hexadecanoic acid 0.55
31.071 Eicosane 0.13
8.154 Phenylethyl Alcohol 0.23
18.346 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl) 0.09
. 37.972 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 0.24
C2A (T. reesei) 22.498 | Acorenone 0.26
40.520 Eicosane 0.20
41.107 1-Nonadecene 0.03
18.339 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.24
27.966 Dibutyl phthalate 0.24
28.479 Hexadecanoic acid 14.62
. 37.943 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 0.65
C3A (Trichoderma sp.) 27.431 Hexadecanoic acid, methyl ester 0.33
27.966 Dibutyl phthalate 0.24
38.790 Ergosterol 0.40
43.752 Lanosterol 0.10
. 28.523 Hexadecanoic acid 26.65
C3B (T. spirale) 37.035 | Bis(2-ethylhexyl) phthalate 0.47
28.241 Hexadecanoic acid 2.22
. 37.051 Phenol, 2,4-bis(1-phenylethyl)- 0.61
C4A (. harzianum) 40.520 Eicosane 0.82
38.834 Ergosterol 0.13
28.308 Hexadecanoic acid 11.02
C4B (T. ghanense) 30.492 1-Nonadecene 0.37
30.759 Heneicosane 0.11
18.339 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.12
C5 (T. spirale) 28.501 Hexadecanoic acid 9.98
37.958 Bis(2-ethylhexyl) phthalate 0.37
28.412 Hexadecanoic acid 7.17
C8 (T. spirale) 40.513 Eicosane 0.46
38.752 Ergosterol 0.47
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Continuacién Tabla 6

28.419 Hexadecanoic acid 6.81

. 30.506 1-Nonadecene 0.30

C9 (T. spirale) 37.512 Eicosane 0.16
39.042 Ergosterol 1.07

C10 (T. spirale) 18.338 Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.06

Tabla 7. Compuestos antimicrobianos y de interés bioldgico identificados en los
enfrentamientos de Trichoderma spp., contra M. roreri y M. perniciosa en extracto de
acetato de etilo por GC/MS.

Enfrentamiento R. time Compuesto Area %
18.339 | Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.48
i 28.597 | n-Hexadecanoic acid 10.67
c1“(”+.rﬁ£f§!§rfum) 37.958_| Bis(2-ethylhexyl) phthalate 0.19
27.461 | Hexadecanoic acid, methyl ester 1.05
25.782 | Valencene 0.28
28.634 | n-Hexadecanoic acid 8.23
M. perniciosa vs. 36.004 | Eicosane 0.54
C1 (T. harzianum) 39.584 | Heneicosane 0.41
27.446 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.47
18.338 | Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.38
M. roreri vs 28.568 | n-Hexadecanoic acid 8.42
C2A (T. reesei) 42.229 | Eicosane - 0.13
27.453 | Hexadecanoic acid, methyl ester 1.15
30.774 | 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 2.04
44.859 | Eicosane 0.02
M. perniciosa vs. 30.752 | 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 0.49
C2A (T. reesei) 38.581 | Valencene 0.88
42.110 |a-selinene 0.47
M. perniciosa vs. 18.353 | Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.06
C3A (Trichoderma sp.) 28.545 | n-Hexadecanoic acid 2.39
27.951 | Octadecane 1.03
28.538 | n-Hexadecanoic acid 6.30
. 35.439 | Eicosane 0.70
CQAB E?.resgi;/asie) 35.996 Hgneicosane 0.48
37.950 | Bis(2-ethylhexyl) phthalate 0.31
27.446 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.65
25.774 | Valencene 0.29
18.339 | Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.79
M. perniciosa vs 28.479 | n-Hexadecanoic acid 8.73
ng (T. spirale) 35.424 Elcos_ane 0.74
42.066 | Heneicosane 0.70
27.439 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.34
M. roreri vs. C4A (T. harzianum) 28.694 | n-Hexadecanoic acid 2.55
M. perniciosa vs. 18.353 | Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.23
C4A (T. harzianum) 28.389 | n-Hexadecanoic acid 2.90
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18.309 | Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl- 0.62

M. oreri vs 30.506 | 1-Nonadecene 0.52

C4B (T. ghanense) 35.543 Elcosgne 0.44

35.944 | Heneicosane 0.21

27.431 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.55

28.456 | n-Hexadecanoic acid 5.07

M. Derniciosa vs 31.858 | Heneicosane 0.69

C 4Bp(T_ ghanense) 34.221 | 1-Nonadecene 0.43

39.569 | Eicosane 0.48

27.438 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.38

28.508 | n-Hexadecanoic acid 6.75

M. roreri vs. 28.917 |Eicosane 0.79

C5 (T. spirale) 39.057 | Heneicosane 0.33

27.446 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.72

28.523 | n-Hexadecanoic acid 3.06

M. perniciosa vs. 35.439 | Eicosane 0.65

C5 (T. spirale) 27.454 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.55

30.759 | 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 0.92

27.959 | Heneicosane 0.56

M. roreri vs 28.494 | n-Hexadecanoic acid 8.27

C8 (T. spirale) 39.050 | Eicosane _ . 0.56

27.446 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.64

25.767 | Valencene 0.17

M. Derniciosa vs 28.456 | n-Hexadecanoic acid 8.14

Cg(T. spirale) 39.057 Elcos_ane 0.67

39.577 | Heneicosane 0.67

18.316 | Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.10

M. roreri vs. 28.411 | n-Hexadecanoic acid 11.19

C9 (T. spirale) 37.928 | Diisooctyl phthalate 0.50

39.057 Eicosane 0.25

18.301 |Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)- 0.12

M o 28.441 | n-Hexadecanoic acid 11.37
. perniciosa vs. :

c gp {0 spirale) 35.930 | Eicosane 0.44

38.790 | Ergosterol 0.46

30.737 | 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester 0.85

28.568 | n-Hexadecanoic acid 10.65

) 28.902 | Eicosane 0.66

C% (?.rigir\{aslle) 42.073 | Heneicosane 0.49

27.438 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.43

25.760 | Valencene 0.30

27.268 | Octadecane 0.03

M. perniciosa vs. 28.634 | n-Hexadecanoic acid 5.30

C10 (T. spirale) 42.400 |Eicosane 0.17

27.446 | Hexadecanoic acid, methyl ester 0.22
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Tabla 8. Especies donde se ha detectado Dibutyl phthalate

Compuesto Catfzgqua Microorganismos Referencia A(.:t“{'d.ad
guimica Bioldgica
Trichoderma atroviride &
Aspergillus flavipes s
. Trichoderma harzianum o
Dibutyl - - = o
Ester Streptomices cacaoi Antifungica
phthalate — - -
Moniliophthora roreri Presente estudio
Moniliophthora perniciosa | Presente estudio
C3A (Trichoderma spp.) Presente estudio
0.0
0 ~ N
/\/\O
Figura 12. Estructura de Dibutyl phthalate.
Tabla 9. Especies donde se ha detectado Ergosterol.
Compuesto Cat?gqua Microorganismos Referencia A(.:t'\{'d.ad
guimica Biol6gica
Trichoderma harzianum &
Trichoderma hamantum 213
Trichoderma polysporum &
Trichoderma pseudokoningii 213 o
Trichoderma sporulosum 213 Antifdngica,
Ergosterol Esterol Antitumoral

Moniliophthora roreri

Presente estudio

C3A (Trichoderma spp.)

Presente estudio

CA4A (Trichoderma harzianum)

Presente estudio

C8 (Trichoderma spirale)

Presente estudio

C9 (Trichoderma spirale)

Presente estudio

76

Figura 13. Estructura Ergosterol
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Tabla 10. Especies donde se ha detectado Lanosterol

Compuesto Catgggna Microorganismos Referencia Actividad
guimica
Trichoderma pseudokoningii | 7 .
- = Tratamiento de
Lanosterol Esterol | Trichoderma hamantum catarata en 10s oios 7
C3A (Trichoderma spp.) Presente estudio )

Figura 14. Estructura Lanosterol

Tabla 11. Especies donde se ha detectado Hexadecanoic acid, methyl ester.

Compuesto Cat?gqua Microorganismos Referencia A?“Y'd.ad
quimica Bioldgica
Aspergillus flavipes n

C3A (Trichoderma spp.) Presente estudio

. roreri vs. C1 (T. harzianum) Presente estudio

. perniciosa vs. C1 (T. harzianum) | Presente estudio

Hexad . Ester . roreri vs. C2A (T. reesei) Presente estudio

exadecanolc | - o etilico . roreri vs. C3B (T. spirale) Presente estudio .

acid, methyl L — : - Antiflngica

ester de acido . perniciosa vs. C3B (T. spirale) Presente estudio

graso . roreri vs. C4B (T. ghanense) Presente estudio

. perniciosa vs. C5 (T. spirale)

Presente estudio

. roreri vs. C8 (T. spirale)

Presente estudio

. roreri vs. C10 (T. spirale)

Presente estudio

IZZIZ5 I IS IR

. perniciosa vs. C10 (T. spirale)

Presente estudio

/OWW

0]

Figura 15. Estructura de Hexadecanoic acid, methyl ester
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Tabla 12. Especies donde se ha detectado Phenylethyl Alcohol.

Compuesto Catggc_ma Microorganismos Referencia A?“Y'qad
guimica Bioldgica
Alcohol Trichoderma harzianum | & Antimicrobiano,
Phenylethyl rimario Trichoderma atroviride | ™ aromatizante de
Alcohol a?omético CoA (T . p te estudi alimentos y
(T. reesei) resente estudio conservante 78

OH

Figura 16. Estructura de Phenylethyl Alcohol.

Tabla 13. Especies donde se ha detectado 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester

Compuesto %Ett?r%?cr;a Microorganismos Referencia 'gf;'l\é;dlg:
Aspergillus flavipes n
9-Octadecenoic M. perniciosa vs. C9 (T. spirale) Presente estudio e
acid (2)-, I\/:;:S?/I M. perniciosa vs. C5 (T. spirale) Presente estudio Antifingica
methyl ester M. roreri vs. C2A (T. reesei) Presente estudio
M. perniciosavs. C2A (T. reesei) | Presente estudio
_0O =
0

Figura 17. Estructura de 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester.
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Tabla 14. Especies donde se ha detectado Valencene

Compuesto Catgggna Microorganismos Referencia A(.:t“{'d.ad
quimica Biol6gica
Penicillium roqueforti & o
M. roreri vs. C8 (T. spirale) Presente estudio | Antimicrobiano
. M. roreri vs. C10 (T. spirale) Presente estudio Efepto . .
Valencene | Sesquiterpene M Vs, CL (T harzi P 6 estudi antiproliferativo
. rorer-l ys. (T. ar2|anum)' resente estu !o en varios tipos de
M. perniciosavs. C2A (T. reesei) | Presente estudio | c4ncer 8
M. roreri vs. C3B (T. spirale) Presente estudio
Figura 18. Estructura de Valencene
Tabla 15. Especies donde se ha detectado a-selinene
Compuesto Catfeggna Microorganismos Referencia A(.:t'\f'd.ad
quimica Biol6gica
. Selineno Penicillium roqueforti & L
a-selinene . — - - Antimicrobiano
(sesquiterpeno) | M. perniciosa vs.C2A (T. reesei) |Presente estudio

Figura 19. Estructura de a-selinene
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Tabla 16. Especies donde se ha detectado Eicosane.

. perniciosa vs. C4B (T. ghanense)

Presente estudio

. roreri vs. C8 (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C8 (T. spirale)

Presente estudio

. roreri vs. C5 (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C5 (T. spirale)

Presente estudio

. roreri vs. C10 (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C10 (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C1 (T. harzianum)

Presente estudio

. roreri vs. C2A (T. reesei)

Presente estudio

. perniciosavs. C2A (T. reesei)

Presente estudio

. roreri vs. C3B (T. spirale)

Presente estudio

SIS IS IS IS IZIZIZSIZIZSIZIZIRIL

. perniciosa vs. C3B (T. spirale)

Presente estudio

Compuesto %’Ztﬁ?]?;a Microorganismos Referencia ABT;%;?:
Streptomices cacaoi »
Trichoderma harzianum 61
M. roreri Presente estudio
M. perniciosa Presente estudio
C1 (T. harzianum) Presente estudio
C2A (T. reesei) Presente estudio
C4A (T. harzianum) Presente estudio
C8 (T. spirale) Presente estudio
C9 (T. spirale) Presente estudio
. perniciosa vs. C9 (T. spirale) Presente estudio
. rorerivs. C9 (T. spirale) Presente estudio
Eicosane Alcano . roreri vs. C4B (T. ghanense) Presente estudio Antibacteriano,
aciclico antiflngico

|\/\/\/\/\/\/\/\/\/\|

Figura 20. Estructura de Eicosane

Tabla 17. Especies donde se ha detectado Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl).

Compuesto Ca’gegc_ma Microorganismos Referencia A(.:t'\f'qad
guimica Bioldgica
Streptomices cacaoi &
Trichoderma harzianum 61
Moniliophthora perniciosa Presente estudio
C2A (T. reesei) Presente estudio
Phenol, 2,4- Compuesto | C3A (Trichoderma spp.) Presente estudio S
bis(1,1- alquilfendlico | C4A (T. harzianum) Presente estudio Antimicrobiana

dimethylethyl)

C5 (T. spirale)

Presente estudio

C10 (T. spirale)

Presente estudio

M. perniciosa vs. C9 (T. spirale)

Presente estudio

M. rorerivs. C9 (T. spirale)

Presente estudio

M. roreri vs. C4B (T. ghanense)

Presente estudio
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Continuacién Tabla 17

M. roreri vs. C1 (T. harzianum)

Presente estudio

M. roreri vs. C2A (T. reesei)

Presente estudio

M. perniciosa vs. C3B (T. spirale)

Presente estudio

M. perniciosa vs. C3A

Presente estudio

(Trichoderma spp.)

M. perniciosa vs. C4A (T.
harzianum)

Presente estudio

Figura 21. Estructura de Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl)

Tabla 18. Especies donde se ha detectado n-Hexadecanoic acid.

?
|

. roreri vs. C8 (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C8 (T. spirale)

Presente estudio

. roreri vs. C5 (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C5 (T. spirale)

Presente estudio

. roreri vs. C10 (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C10 (T. spirale)

Presente estudio

. roreri vs. C1 (T. harzianum)

Presente estudio

. perniciosa vs. C1 (T. harzianum)

Presente estudio

. roreri vs. C2A (T. reesei)

Presente estudio

. roreri vs. C3B (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C3B (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C3A (Trichoderma

)

S ZIZIZIZ I IE IS IEEIEIE

Presente estudio

Compuesto Catfagqua Microorganismos Referencia A(.:t'\f'd.ad
guimica Bioldgica
Streptomices cacaoi &
Trichoderma harzianum 6l
Moniliophthora roreri Presente estudio
Moniliophthora perniciosa Presente estudio
C1 (T. harzianum) Presente estudio
C3A (Trichoderma sp.) Presente estudio
C3B (T. spirale) Presente estudio
C4A (T. harzianum) Presente estudio
C4B (T. ghanense) Presente estudio
C5 (T. spirale) Presente estudio
C8 (T. spirale) Presente estudio
C9 (T. spirale) Presente estudio
. perniciosa vs. C9 (T. spirale) Presente estudio
n-Hexadecanoic | &cido graso | M. rorerivs. C9 (T. spirale) Presente estudio Cosmético,
acid saturado . perniciosa vs. C4B (T. ghanense) | Presente estudio antioxidante
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Continuacién Tabla 18

M. roreri vs. C4A (T. harzianum)

Presente estudio

M. perniciosa vs. C4A (T.
harzianum)

Presente estudio

HO\[(\/\/\/\/\/\/\/

)

Figura 22. Estructura de n-Hexadecanoic acid.

Tabla 19. Especies donde se ha detectado Bis(2-ethylhexyl) phthalate.

Compuesto Catfagc_)na Microorganismos Referencia A(.:t'\f'd.ad
quimica Bioldgica
Streptomices cacaoi ®
Moniliophthora roreri Presente estudio
Moniliophthora perniciosa Presente estudio
. C2A (T. reesei) Presente estudio
Bis(2-ethylhexyl) Phthalate | C3A (Trichoderma sp.) Presente estudio Antimicrobiano

phthalate

C3B (T. spirale)

Presente estudio

C5 (T. spirale)

Presente estudio

M. roreri vs. C1 (T. harzianum)

Presente estudio

M. roreri vs. C3B (T. spirale)

Presente estudio

Figura 23. Estructura de Bis(2-ethylhexyl) phthalate.
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Tabla 20. Especies donde se ha detectado Acorenone.

Compuesto Catggc_ma Microorganismos Referencia A(.:t“{'d.ad
guimica Biol6gica
Acoranes | Trichoderma harzianum | 73 Antibacterial, actividad
Acorenone spiro- . . citotoxica, actividad
sesquiterpe C2A (T. reesei) Presente estudio antimalarial &
7\
0 N
Figura 24. Estructura de Acorenone.
Tabla 21. Especies donde se ha detectado Heneicosane.
Compuesto Cat?gqua Microorganismos Referencia A(.:t“f'd.ad
guimica Bioldgica
Streptomices cacaoi »
Moniliophthora perniciosa Presente estudio
C4B (T. ghanense) Presente estudio
. perniciosa vs. C4B (T. ghanense) | Presente estudio
. roreri vs. C4B (T. ghanense) Presente estudio
. . roreri vs. C8 (T. spirale Presente estudio . .
Heneicosane Alcano (T. sp ) Antibacterial

. perniciosa vs. C8 (T. spirale)

Presente estudio

. roreri vs. C5 (T. spirale)

Presente estudio

. roreri vs. C10 (T. spirale)

Presente estudio

. perniciosa vs. C1 (T. harzianum)

Presente estudio

. roreri vs. C3B (T. spirale)

Presente estudio

NE4E4ENEA EAE4ED

. perniciosa vs. C3B (T. spirale)

Presente estudio

A A A AN

Figura 25. Estructura de Heneicosane.
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Tabla 22. Especies donde se ha detectado 1-Nonadecene.

Compuesto Catggc_ma Microorganismos Referencia A(.:t“{'d.ad
guimica Biol6gica
Streptomices cacaoi s
C1 (T. harzianum) Presente estudio
C2A (T. reesei) Presente estudio Antioxidant
1-Nonadecene | Alcano | C4B (T. ghanense) Presente estudio ntioxigante,
: - antimicrobiano
C9 (T. spirale) Presente estudio
M. perniciosa vs. C4B (T. ghanense) | Presente estudio
M. roreri vs. C4B (T. ghanense) Presente estudio
Figura 26. Estructura de 1-Nonadecene.
Tabla 23. Especies donde se ha detectado Diisooctyl phthalate.
Compuesto Cat?gc_Jrla Microorganismos Referencia A?“Y'd.ad
guimica Biologica
Diisooctyl Phthalate Streptomices cacaoi I8 Anticancerigeno,
phthalate M. rorerivs. C9 (T. spirale) | Presente estudio antibacterial
0.0
O
\(\/\/\O

Figura 27. Estructura de Diisooctyl phthalate
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