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Resumen

El cacao es considerado un cultivo de gran importancia econdmica a nivel mundial por el
volumen de produccién que se da cada afio. Aun asi, se registran variaciones en la
produccién por diferentes factores en donde la afectacién por el hongo Moniliophthora
roreri es el que mas predomina, generando pérdidas econdmicas de hasta un 60% en la
region Amazénica. Por esta razon, se deben buscar nuevas estrategias innovadoras para el
control biolégico de esta especie fitopatdgena. Ensayos de antagonismo y caracterizaciéon
de metabolitos secundarios antifungicos en diferentes tiempos de incubacién de N.
sphaerica HM-2 fueron realizados. Los resultados preliminares mostraron que N. sphaerica
HM-2 presenta un efecto antagdnico mediado por antibiosis contra 10 cepas de M. roreri
aisladas de toda la geografia del Ecuador. Ademas, se determind que los extractos crudos
obtenidos a los 20 dias exhibieron una mayor inhibicién en comparacién a los 10 y 30 dias,
confirmando los resultados obtenidos por bioensayos de antagonismo. La alta actividad
antifungica de los extractos se atribuye a la presencia de las siguientes biomoléculas: acido
fitolacagénico, tilirésido, pogostona, filigenina y, de manera tentativa 4-preniloxiclavatol,
nigrosporamida A vy 3-(3,4-dixidroxifenil-4,6,8trihidroxi)-1H-iscromeno. La capacidad
antagonista y la identificacion de compuestos con propiedades antifungicas reportados
previamente en la literatura cientifica, permiten establecer las bases para proponer a N.
sphaerica HM-2 como potencial controlador biolégico de M. roreri en el cultivo de cacao.
Palabras Claves: N. sphaerica HM-2, M. roreri, bioproductos, bioprospeccion, actividad

antifungica.



Abstract

Cocoa is considered a crop of great economic importance worldwide due to the volume of
production that occurs each year. However, variations in production are registered due to
different factors, where the affectation by the Moniliophthora roreri fungus is the most
predominant, generating economic losses of up to 60% in the Amazon rainforest. For this
reason, new innovative strategies should be sought as a biological control medium of this
phytopathogenic species. Assays of antagonism and characterization of antifungal
secondary metabolites at different incubation times of N. sphaerica HM-2 were performed.
Preliminary results showed that N. sphaerica HM-2 has an antagonistic effect mediated by
antibiosis against 11 strains of M. roreri isolated from Ecuador's entire geography. Besides,
it was determined that the crude extracts obtained at 20 days exhibited greater inhibition
compared to 10 and 30 days, confirming the results obtained by antagonism bioassays. The
antifungal activity of the extracts is attributed to the presence of the following
biomolecules: phytolaccagenic acid, tiliroside, pogostone, and phylligenin. Also, 4-
prenyloxyclavatol, nigrosporamide A, and 3-(3,4-dihydroxyphenyl)-4,6,8-trihydroxy-1H-
isochromen-1, were tentatively characterized. The high antagonistic capacity and the
identification of compounds with antifungal properties previously reported in the scientific
literature allow establishing the bases to propose N. sphaerica HM-2 as a potential
biological control agent against M. roreri in cocoa cultivation.

Keywords: N. sphaerica HM-2, M. roreri, bioproducts, bioprospecting, antifungal activity.

Xi



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Theobroma cacao L.

1.1.1.1. Importancia econédmica del cacao

El cacao es considerado un cultivo de gran importancia econémica por el volumen de
produccién que se da cada afio a nivel mundial. En el 2013 se produjo un total de 4.3
millones de toneladas, lo que en ese momento representd ventas en 8400 millones de
délares americanos. En ese ano, Ecuador aportd con 178 mil toneladas de cacao con un
valor estimado de 433 millones de ddlares [1]. Mas recientemente, en el afio 2018, Ecuador
exportd 315.571 toneladas métricas de cacao, de los cuales, el 6.33% representd a
productos semi-elaborados como licor, polvo, manteca, torta y nibs generando 47 millones

de ddlares de valor agregado para las comunidades indigenas y pequefios agricultores [2].

1.1.1.2. Factores asociados a la fluctuacion en la produccién de cacao

A lo largo del tiempo se han registrado fluctuaciones en la produccion de cacao (figura 1).
Los factores asociados a la variacion en la produccion de cacao incluyen: i) mal manejo de
las plantaciones, ii) no renovacidén de las plantaciones (plantaciones envejecidas), iii)

deterioro del suelo e iv) incidencias de plagas y enfermedades [3].
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Figura 1. Produccidn de cacao a nivel mundial. Fuente de datos estadisticos: Baratau (2017).

Entre dichos factores, las enfermedades de origen microbiano son las que tienen un mayor
impacto en el cacao, generando pérdidas econdmicas a nivel mundial hasta de un 30% en
promedio [4] mientras que en la Amazonia ecuatoriana puede llegar hasta un 60% [5]. Las
enfermedades que causan mas perjuicio econdmico al agricultor cacaotero son moniliasis,
escoba de bruja y mazorca negra [4,5]. La aparicidon de moniliasis y escoba de bruja datan
de los afos 1919y 1922, respectivamente, las cuales arrasaron con la produccién cacaotera
en Ecuador en el afio 1925, provocando, como consecuencia, un fuerte impacto

socioecondmico y la conocida Revolucidn Juliana [6].

1.1.2. Moniliasis y estrategias para su control

1.1.2.1. Taxonomia del agente causal de la Moniliasis: Moniliopthora roreri

La moniliasis (figura 2) es una enfermedad infecciosa fungica causada por Moniliopthora
roreri [7], el cual estd dentro de la familia Marasmiaceae [8]. Esta enfermedad fue
reportada inicialmente en cultivos de cacao en Ecuador y Colombia. Sin embargo, en los
ultimos 15 afios, M. roreri se ha diseminado hacia otros cultivos de cacao establecidos en

otras regiones, tales como México en América Central, y es probable que en el futuro se
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extienda a otras latitudes del planeta [9]. Hoy en dia, los paises latinoamericanos en los

gue se ven estas afectaciones son 11, incluido Ecuador [7].

Figura 2. Frutos de cacao infectados por M. roreri. Fuente: Fredy Amores

1.1.2.2. Estrategias de control para M. roreri

Las estrategias utilizadas para combatir esta enfermedad en el cacao se basan en el manejo
integrado de plagas y enfermedades (MIP), las cuales incluyen control cultural, control
guimico, control genético y control bioldgico [10-12]. El control cultural consiste en la
rotacion de cultivos, poda de mantenimiento, remocion de frutos infectados. En lo
referente al control quimico, se han utilizado sustancias protectoras para evitar la infeccién
del fitopatégeno y fungicidas sistémicos [4] suplementados con sulfato de cobre para
inhibir el crecimiento de M. roreri presente en los frutos del cacao [10]. Sin embargo, este
segundo método ha sido muy poco efectivo [11] por la resistencia que pueden desarrollar
los microorganismos a este tipo de compuestos [13]. Para el control genético, se han
identificado y seleccionado materiales vegetales que ofrezcan resistencia ante esta
enfermedad. A pesar de que las nuevas variedades de cacao (ICS1, ICS95, ICS39 y TSH565)
reportan una mayor produccion, éstas siguen presentando mediana o alta susceptibilidad

a la moniliasis [4].
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En cuanto al control bioldgico, este se caracteriza por el uso de microorganismos o sus
compuestos enzimaticos o metabdlicos para controlar a microorganismos fitopatégenos
[14]. Se han utilizado algunas especies microbianas nativas de Colombia para el control de
M. roreri, tales como Clonostachys rosea, Clonostachys byssicola, Trichoderma spp. vy,
Bacillus brevis, siendo, las dos ultimas especies, las que muestran un mayor antagonismo

contra M. roreri con inhibiciones in vitro de hasta un 90% [10].

Los mecanismos de accion por el cual ocurre el efecto antagdnico entre microorganismos
pueden ser por competencia de espacios y nutrientes, micoparasitismo y antibiosis [15,16].
La competencia por espacios y nutrientes se caracteriza por el comportamiento disparejo
de dos o mds especies ante el espacio o nutrientes, en donde el requerimiento de estos
factores por parte de uno de los microorganismos, reduce la cantidad disponible para el
otro conllevando a una disminucién en su poblacién [17,18]. El micoparasitismo se basa en
la introduccion de las estructuras fungicas del antagonista en las células del hongo
hospedador (anastomosis) mediante la secrecidon de enzimas liticas [17]. La antibiosis se
enfoca en compuestos de bajo peso molecular con actividad antimicrobiana producidos
por ciertos microorganismos con efectos inhibitorios hacia la germinacién de esporas o

crecimiento del micelio de otros microorganismos [19].

En latabla 1, se muestran las especies de hongos biocontroladores mas utilizados, asi como
sus mecanismos de accidn para controlar a M. roreri. La reduccién de las poblaciones de
los agentes causales de enfermedades mediante control bioldgico sugiere que este debe
ser complementario a otros mecanismos de control para disminuir el impacto de la

enfermedad.

Tabla 1. Actividad antagdnica de diferentes especies fungicas frente a M. roreri

Porcentaje
Mecanismo de
Hongo antagonista de inhibicion Referencias
accion
(%)
Paecylomices sp.* 80.72 Micoparasitismo [20]
Clonostachys sp.* 13 Antibiosis [13]
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Trichoderma sp.** 21 Antibiosis [13]
Trichoderma reesei* 93.5 Micoparasitismo [21]
Trichoderma ghanense* 93.53 Micoparasitismo [21]
Trichoderma spirale* 87.50; 96.4 Micoparasitismo [21,22]
Lasiodiplodia theobromae* 43 Antibiosis [23]
Colletotrichum gloeosporioides* 63 Antibiosis [23]
Xylaria sp.* 18 Antibiosis [23]
Xylaria feejeensis* 8 Antibiosis [23]
Pestalotiopsis microspora* 18 Antibiosis [23]
Phanerochaete chrysosporium* 8 Antibiosis [23]
Trichoderma viridescens* 86 Micoparasitismo [24]
Trichoderma virens* 100 Micoparasitismo [22]
Trichoderma longibrachiatum* 100 Micoparasitismo [22]
Trichoderma harzianum* 100 Micoparasitismo [22]
Trichoderma brevicompactum* 94 Micoparasitismo [22]
Trichoderma koningiopsis* 54 Micoparasitismo [22]
Trichoderma asperellum* 55.5 Antibiosis [22]
Trichoderma koningiopsis* 52.8 Antibiosis [22]
Trichoderma pleuroticola* 46 Antibiosis [22]
Trichoderma harizanum* 41.2 Antibiosis [22]
Trichoderma virens* 37.9 Antibiosis [22]
Trichoderma longibrachiatum* 38.7 Antibiosis [22]
Trichoderma brevicompactum* 31.7 Antibiosis [22]

* Analisis in vitro

** Analisis en campo

1.1.3. Nigrospora sphaerica y su potencial biotecnolégico

Nigrospora sphaerica es un hongo Ascomiceto que tiene una distribucién cosmopolita y
puede ser endofito o sapréfito. Esta especie pertenece al género Nigrospora, el cual esta

dentro de la familia Apiosporaceae [25].
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N. sphaerica HM-2 es considerada como una fuente importante de productos naturales

activos (tabla 2), ya que presentan un rango extendido de actividades bioldgicas, tales

como: i) antibacteriana [26], ii) larvicida [27], iii) anticancerigena [28], iv) antifungica

[29,30], y v) antiviral [31].

Tabla 2. Metabolitos secundarios aislados de N. sphaerica HM-2

Metabolito Férmula Actividad m/z del Referencia
estructural bioldgica compuesto
3B-OH-
Anticancerigeno 266.15 [32]
dendocarbina A
Dendocarbina-A Anticancerigeno 251.16 [32,33]
Danilol N.D 252.93 [32]
HY
Isodrimenilol Anticancerigeno 236.35 [32,33]
Bisaboiol oxido B Antiinflamatorio 238.37 [32,34]
(3R,6E,10S)-2,6,10-
trimetil-3-
hidroxidodeca- Anticancerigeno [32,35]

6,11-dieno-2,10-
diol
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(o] o]
F
Fomalactona Insecticida 157.08 [36]
HO
(o] o]
F
Fomalactona Insecticida 155.07 [36]
P
HO
o]
0.
e
Acetilfomalactona Insecticida 197.08 [36]
P
AcO
Vinblastina Anticancerigeno 811 [28]

[e]

altenueno

(e}
(+)-(25,35,4a5)- O
~ ‘ Antiviral 292 [31]

o
I
(o]

o
(-)-(2R3R4aR)- O b
Antiviral 292 [31]

altenueno

o

o
I
(]

o

isoaltenueno

(o]
(-)-(25,35,42R)- O e
‘ Antiviral 292 [31]

isoaltenueno

(+-(2R3R4aS)- O [ o
o ‘ Antiviral 292 [31]

5’-metoxi-6-metil-
o on Antioxidante 247.09 [32,37]
bifenil-3,4,3'-triol O
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OH o
Antiviral,
o
Alternariol o O w  anticancerigena, 259 [31]
O antimicrobiana
OH
Antiviral,
alternariol -9-metil

o H anticancerigena, 273 [31]

eter
antimicrobiana

o
o
OH
9-methyl eter O
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3-(3,4-
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Afidicolina 338.5 [40-42]
antiviral
Nigrosporina A ccis — Antifungico 185.08 [30]
Nigrosporina B Antifungico 187.09 [30]
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Nigrosporina C Antifungico 187.09 [30]
Nigrosporina D ) // A
Antifungico 169.08 [30]
\, .
1-(5-
oxotetrahidrofuran- \‘/E}
o o N.D 249,11 [43]
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HO,
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5-
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pentildihidrofuran- M 156,22 [46]
© o inhibidor de la alfa-
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(2)-metil-4-
o anticancerigeno e
(isobutiriloxi)but-3- 186,2 [46]

enoato,
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2-Acido fenilacético 136,15 [46]
inhibidor de la alfa-
glucosidasa
Antibacteriano,
o anticancerigeno,
Nigronaptafenil OO O antiinflamatorio e 322 [47]
ooty ° inhibidor de la alfa-
glucosidasa
Ho o =™ Antifingico e
Nigrosporamida A \@ thibidor de la alfa- 272,09 [48]
..‘\\\\\\ N
\ glucosidasa
>:L /
4-preniloxiclavatol o Antifungico 247,13 [48]
OH
ergosta-6,22-dieno-
N.D 430.66 [27]
3b,5a,8a-triol
ergosta-7,22-dieno-
Anti-leishmaniasis 398.7 [27]
3b-ol
ergosta-
4,6,8(14),22- Anti-leishmaniasis 394.6 [27]
tetraeno-3b-ol
ergosta-
4,6,8(14),22- Anticancerigeno 392.6 [27]
tetraeno-3ona
ergosta-5(6),7,22-
Anti-leishmaniasis 396.65 [27]

trieno-3b-ol
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ergosta- 7,9(14),22- Anticancerigeno,
396.65 [27]
trieno-3b-ol antiflingico

ergosta-7,22-epi- N
N.D 428.65 [27]
dioxi-3b-ol >
g ~7

4-(hidroximetil)-

3,5- dimetil
° oH Anticancerigeno 144.17 [27]
dihidrofuran-2(3H)-
ona
3-(1-hidroxietil)-4- oH
methil H
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dihidrofuran-2(3H)- °
ona °©
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[T
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[e]
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o
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o
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Acido estedrico CH3(CH2)16COOH Antiinflamatorio 284.48 [27]
i CgH17CH=CH(CH),CO
Acido oleico Antiinflamatorio 282.47 [27]
OH
Acido palmitico CH3(CH2)14COOH N.D 256.43 [27]
Acido miristico CH3(CH2)12CO0H N.D 228.37 [27]

etil 4-etoxi-2-
hidroxi-3,6-

dimetilbenzoato

OH o]
jiji”\o/m\m‘ungico 239.12 [51]
/\o

Wu vy colaboradores [30] aislaron una cepa de N. sphaerica HM-2 endéfita de Oxya
chinensis, la cual producia nigrosporinas, metabolitos que tienen actividad antifingica
contra fitopatdégenos como Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum, Colletotrichum
musae y Penicilium italicum. Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de
nigrosporina (+) 1, nigropsorina (-) 1 y nigrosporina 2 van desde los 3.13 hasta 25 pg/mL
contra todos los patégenos descritos anteriormente. Nigrosporina 3 y nigrosporina (-) 4
presentan una CMI desde los 3.13 hasta 25 pg/mL contra F. oxysporum, C. musae y P.
italicum. En cuanto, a nigrosporina (+4) los valores de CMI fueron de 25, 50 y 100 pg/mL

contra F. oxysporum, C. musae y F. graminearum, respectivamente.

Ademas, este metabolito tenia una mayor actividad inhibitoria que Triademifon (control) a
la misma concentracidn [30], un fungicida comercial utilizado en plantaciones de avena,
cebada, manzano, sandia, pepino trigo, entre otros [52]. Por otro lado, Kim y colaboradores
extrajeron fomalactona, un metabolito que es capaz de inhibir a hongos fitopatdgenos
como Phytophthora infestans, P. capsici, Magnaporthe grisea, Corticium sasaki, Botrytis
cinerea, Pseudoperonospora cubensis, Puccinia recondita, y Erysiphe graminis a una

concentracién de 2.5 mg/mL [29].

Recientemente, en la Amazonia ecuatoriana, un grupo de la asignatura de Ecologia

Microbiana (S1-2018) de la carrera de Ingenieria en Ecosistemas de la Universidad Regional
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Amazénica lkiam, aislaron dos cepas de hongos de muestras de suelo de un de un humedal
de Mauritia flexuosa ubicado en Misahualli, Parroquia Puerto Misahualli, Provincia de

Napo.

Posteriormente, un grupo de la asignatura de Micologia Aplicada (S1-2019) de la carrera
de Ingenieria en Biotecnologia de la misma Universidad, procedieron a caracterizar e
identificar molecularmente ambas cepas, las cuales correspondieron a Trichotetum roseum
(HM1) y Nigrospora sphaerica (HM-2), respectivamente. Una vez identificadas las cepas
aisladas y conocer sus posibles potencialidades biotecnolégicas, se procedieron a realizar
bioensayos de antagonismo contra diversas especies de hongos biocontroladores
depositados en el Banco de Microorganismos de Ikiam. Los resultados cualitativos (Anexo
1) mostraron que N. sphaerica HM-2 es capaz de inhibir el crecimiento de Trichoderma
harzianum, Lecanicillium lecanii, Beauveria bassiana, Paecilomyces lilacinus y de
Trichoderma viridae, los cuales permitieron hipotetizar sobre el posible efecto antagonista

de N. sphaerica HM-2 contra el agente causal de la moniliasis, el hongo M. roreri.

1.1.1.4. Enfoques biotecnoldégicos para mejorar la capacidad de inhibicidon de N. sphaerica

HM-2 contra M. roreri

Desde el punto de vista biotecnolégico, se pueden implementar diferentes estrategias para
inducir la biosintesis de compuestos antifungicos y mejorar la capacidad antagonista de N.

sphaerica HM-2 con propdsitos de investigacion o con fines comerciales y agroproductivos.

Con el propédsito de investigacién de las rutas biosinteticas per sé, se pueden utilizar
diferentes estrategias para determinar la funcionalidad de los genes para establecer las
posibles vias metabdlicas asociadas a la sintesis del compuesto bioactivo que presenta
capacidad inhibitoria contra M. roreri. La interrupcion dirigida de genes biosintéticos y/o
reguladores en N. sphaerica HM-2 mediante técnicas de recombinacién homdloga o
empleando el sistema CRISPR/Cas9, el estudio del efecto de dicha deleccion sobre su
capacidad antagonista, y la posterior incorporacién de estos genes interrumpidos en la

cepa hospedadora para restaurar la capacidad de inhibicién, pudieran contribuir a
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determinar la funcion bioldgica de genes sobre la sintesis de los compuestos bioactivos

sujetos a estudio [53].

Por otra parte, para incrementar el flujo metabdlico del compuesto antifungico en N.
sphaerica HM-2, como estrategia, se pudiera incrementar el nimero de copias de genes
biosintéticos con el reemplazo o no de promotores nativos por promotores constitutivos,
inducibles o de expresion fuerte (de metabolismo secundario) que permitan incrementar
los niveles de transcripcion de los mismos. Cabe destacar que, debido al uso de marcadores
de seleccidn y/o de promotores fuertes, generalmente basados en ADN de especies
foraneas a la cepa hospedadora (N. sphaerica HM-2), con esta estrategia se obtendran

organismos genéticamente modificados (OGM) [53].

Si se requiere obtener organismos editados gendémicamente, es decir, o no-OGM, como
estrategia, se pudieran utilizar herramientas para la edicién de genomas basados en
CRISPR/Cas9 para interrumpir de manera dirigida posibles genes reguladores negativos de
la ruta la biosintética de interés [54]. Asi mismo, se pudiera emplear el novedoso sistema

dead Cas9 (dCas9) para inhibir la transcripcion de dichos reguladores negativos.

Finalmente, y empleando como estrategia un enfoque mas acoplado a la biotecnologia
clasica, se pudieran estudiar diferentes medios de cultivos (medios de fermentacién en
sustrato sélido o liquido), fuentes especificas de carbono, nitrégeno o fésforo, inductores,
enmiendas o factores abidticos como la temperatura, pH, salinidad, concentraciéon de
oxigeno o diéxido de carbono, entre otros, que permitan regular y promover el crecimiento
conjuntamente con la induccién de la biosintesis de los compuestos antifungicos en N.

sphaerica HM-2, con lo cual no se aplicarian herramientas de ingenieria genética.
1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Ecuador, el 5% de la Poblacién Econdémicamente Activa (PEA) subsiste gracias a las

bondades del cacao, mientras que el 10% de la PEA establecida en zonas rurales, el cacao
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se ha convertido en una pieza econdmica fundamental, sobre todo para numerosas familias

gue viven en las regiones Costa y Oriente [2].

Sin embargo, un 35% de la produccion de cacao en Ecuador se ha visto afectada por la
moniliasis [55], empledndose usualmente el control quimico como estrategia para mitigar
dicha enfermedad. Ademas de los efectos adversos que generan al ambiente y en la salud
de los productores por su altos indices de toxicidad y contaminaciéon [56], se conoce que el
uso indiscriminado de agroquimicos promueven la resistencia de microorganismos

fitopatdgenos a estos compuestos [13].

Por otro lado, se conoce que el uso reiterado de agentes biocontroladores con un
determinado mecanismo de accidn como estrategia de control biolégico, pudiera afectar
en el tiempo su eficacia y, como consecuencia, aumentar el riesgo de desarrollar resistencia
al biocontrolador [19]. Es por esto que, en muchos casos, las estrategias de control basadas
en el manejo integrado de plagas y enfermedades no son eficientes para mitigar esta
enfermedad por debajo al umbral de dafio econédmico.

Como solucién a dichos problemas, se propone como desafio estudiar y proponer nuevos
medios de control biolégico en el manejo integrado de la moniliasis en el cultivo del cacao.
En este caso, se planted estudiar la actividad antiflingica de N. sphaerica HM-2 y su posible
efecto inhibitorio contra M. roreri, ya que no se ha demostrado su potencial antagonista ni
tampoco se han aislado ni caracterizado los posibles metabolitos secundarios bioactivos

asociados a dicha inhibicion.

1.3. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Los metabolitos presentes en hongos provenientes de distintos tipos de habitats presentan
una variedad de actividades bioldgicas, incluidas el control de fitopatdgenos [57,58]. Varios
de esos compuestos han sido utilizados en el campo de la biomedicina, la agricultura, la
tecnologia de alimentos, la biorremediacion ambiental y el sector industrial representando

un tema de gran interés tanto en el drea cientifica como comercial [59].
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La tabla 1 muestra los microorganismos reportados con 100% de inhibicion contra M.
roreri. Sin embargo, la mayoria son cepas comerciales, generalmente de acceso limitado y
gue no poseen garantia de eficiencia, ya que las mismas han sido aisladas en diferentes
regiones latitudinales y con caracteristicas edafoclimaticas muy especificas [23]. Es por
ello, que el estudio de las diversas especies de hongos biocontroladores depositados en el
Banco de Microorganismos de lkiam constituye un aporte trascendental para contribuir a
resolver problemas de la regién, en este caso, el control de hongos fitopatégenos en el
cultivo de cacao empleando cepas autdctonas aisladas y caracterizadas en la region. Todo
ello, considerando que este cultivo es el principal medio de subsistencia para numerosas

familias que viven en zonas rurales las regiones Costa y Oriente.

Por esta razon, se planted determinar la actividad antagonista de N. sphaerica contra M.
roreri y analizar los posibles metabolitos secundarios asociados a dicha capacidad
antifungica. Los conocimientos derivados de la presente investigacion permitiran disefiar
nuevas alternativas biotecnoldgicas y amigables con el ambiente para el control de la

moniliasis en el cultivo del cacao en Ecuador y la regién latinoamericana.

1.4. OBIJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.4.1. Objetivo general

Caracterizar metabolitos secundarios con actividad antifungica en N. sphaerica con

potencial biotecnoldgico para el control del hongo fitopatdégeno M. roreri.

1.4.2. Objetivos especificos

1. Comprobar la actividad antagonista de N. sphaerica contra M. roreri.

2. Aislar y caracterizar de manera tentativa los metabolitos secundarios
producidos por N. sphaerica que inhiben el crecimiento de M. roreri.

3. Determinar el porcentaje de inhibicién de los extractos obtenidos de N.

sphaerica contra M. roreri.
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CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO

2.1. Cepas, crecimiento y mantenimiento

La cepa N. sphaerica (figura 3a) fue aislada por un grupo de estudiantes de la asignatura de
Ecologia Microbiana (51-2018) del suelo de un moretal (Mauritia flexuosa) en la localidad
de Misahualli, Provincia de Napo, y almacenada en el Banco de Microorganismos del Grupo
de Microbiologia Aplicada de lkiam. Posteriormente, estudiantes de la asignatura de
Micologia Aplicada (S1-2019), procedieron a extraer el ADN gendmico de N. sphaerica HM-

2 y secuenciar la regién ITS para su debida identificacién molecular.

Las cepas M. roreri Mr85, Mr50, Mr81, Mr93, Mr86, Mr56, Mr69, Mrd7, Mr42, Mr72 y Mr95
fueron aisladas por investigadores del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del
Ecuador de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (CIBE-ESPOL) y almacenadas en el
Banco de Microorganismos de dicho laboratorio. En cuanto a las cepas M. roreri Inial e
Inia2 (figura 3b), fueron donadas al Banco de Microorganismos de lkiam por parte de la
Estacion Experimental Central de la Amazonia del Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP). En el Anexo 2 y 3, se detalla el lugar de procedencia de las cepas de

M. roreri utilizadas en este trabajo de titulacion.

a)

Figura 3. Placas madre en medio de cultivo Potato Dextrose Agar (PDA) de a) N. sphaerica HM-2 y b) M.

roreri Inial
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Para el crecimiento y mantenimiento del hongo N. sphaerica HM-2, a partir de cultivos
axénicos en placa madre, se elaboraron placas de masa en medio de cultivo Potato
Dextrose Agar (PDA) esterilizadas por 20 min a 121 2Cy 15 psi en autoclave. Para esto, con
la ayuda de un bisturi estéril, se procedié a colocar un disco de N. sphaerica HM-2 sobre
medio de cultivo PDA contenido en placas de Petri y se incubaron a 282C por 7 dias. El

mismo procedimiento se realizé para M. roreri (MR).
2.2. Ensayos de antagonismo de N. sphaerica HM-2 contra M. roreri
2.2.1. Tratamientos

Para evaluar el efecto de antagonismo de N. sphaerica HM-2 se realizaron bioensayos
contra cada una de las 13 cepas de M. roreri estudiadas, las cuales se constituyeron en los
tratamientos: Mr85, Mr50, Mr81, Mr93, Mr86, Mr56, Mr69, Mr47, Mr42, Mr72, Mr95,

Inial e Inia2.
2.2.2. Diseio experimental

Los 13 tratamientos fueron evaluados de acuerdo al Disefio Completamente al Azar (DCA).
La unidad experimental se conformd por una caja de Petri que contenia 20 mL de PDA con

la inoculacion de disco(s) de agar con micelio de 0.5 cm?.
2.2.3. Metodologia experimental

El ensayo de antagonismo se baso en la metodologia de Villavicencio y colaboradores [23]
con algunas modificaciones. Se realizaron cultivos duales de N. sphaerica HM-2-M. roreri
en una misma caja Petri que contenia medio PDA. En este ensayo se colocé un disco de
agar con micelio de N. sphaerica HM-2 a un lado de la placa mientras que al otro lado se
inoculé un disco de agar con micelio de M. roreri (figura 4). Ademas, para contrastar el

efecto antagonista de N. sphaerica HM-2 contra M. roreri, como control se sembraron en
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placas Petri un disco de M. roreri. Posterior a la inoculacién, se incubé por 10 dias y se midié
el crecimiento radial de M. roreri. Cada uno de los tratamientos se realizd por triplicado. La

variable de respuesta fue la longitud del radio del micelio de M. roreri.

Enfrentamiento Control

Figura 4. Esquema de cdmo se realizd la siembra en los tratamientos

2.2.4. Evaluacion del porcentaje de inhibicion

Las placas fueron fotografiadas a los 7 dias de incubacién y estas imagenes fueron
procesadas empleando el Software Imagel para determinar el porcentaje de inhibicion (%).
El porcentaje de inhibicion de N. sphaerica HM-2 contra M. roreri se calculé mediante la

siguiente ecuacion 1:

oo Re—R
% inhibicion = —R " 100 (D)

En donde:
Rc: Radio de M. roreri crecido solo en la placa

Re: Radio de M. roreri crecido en el enfrentamiento
2.2.5. Analisis estadistico

Los datos se procesaron estadisticamente en R y se observd que los datos tenian una
distribucién no normal. La normalidad de los datos y la homogeneidad de la varianza se
comprobaron mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene con un nivel de significancia
de 0.05, respectivamente. Ademas, se realizd analisis de varianza no paramétrico con un
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nivel de significancia de 0.05 (Kruskal-Wallis). Por ultimo, se realizé el test de Bonferroni
con un nivel de significancia de 0.05. El script para realizar las pruebas de Shapiro-Wilks,
Levene, Kruskal Wallis y Bonferroni se presentan en el Anexo 4. Las formulas de los
estadisticos Shapiro-Wilks, Levene, Kruskal Wallis y Bonferroni se detallan a continuacién:
Test de Shapiro-Wilks:

Qe aix)?

Z?zl(xi_f)z

w

En donde:
X()es el niUmero que ocupa la i-ésima posicién en la muestra

X es la media muestral

Test de Levene:

_ W=k TEINEZ-2Z)
C k-1 P Z?I:il(zij -Z)

En donde:

W es el resultado de la prueba

k es el nimero de diferentes grupos a los que pertenecen a los grupos muestreados
N es el nimero total de casos en todos los grupos

Z;j valor de la media para el i-ésima posicion en el grupo

Prueba de Kruskall- Wallis:

_ 2

K = (N 1 Z?=1 ni(ri. - T')

—( - ) g Zni (T'" _ T_)Z
i=14&j=1\"1

En donde:
n; es el nimero de observaciones en el grupo i
r;; es el rango de la observacion j en el grupo i

N es el nimero total de observaciones entre todos los grupos
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N+1

= —es el promedio de 7;;

Test de Bonferroni:

[04

a'= —
namero de grupos

En donde:

a = nivel de significancia

2.3. Crecimiento de biomasa de N. sphaerica HM-2 para la extraccion de metabolitos

secundarios

Para la produccion de metabolitos secundarios se utilizd la metodologia de Wu y
colaboradores [30] con algunas modificaciones. Esporas frescas de N. sphaerica HM-2 se

inocularon en fundas que contenian medio Czapek modificado cuya composicién se detalla

en la Tabla 3.

Tabla 3. Composicién de medio Czapek con arroz como fuente de carbono

Reactivo Cantidad [g]
Arroz 160
Fosfato disddico 0,24
Sulfato de magnesio 0,12
Nitrato de sodio 0,48
Cloruro de potasio 0,12
Sulfato ferroso 0,0024
Agua 55 mL

Para ello, se colocaron 160 g de arroz marca “Buscaditos” en cada funda. Posteriormente,
se afiadieron 55 ml de la solucién Czapek sin la fuente de carbono ni agar. Se agito
vigorosamente para obtener una mezcla homogénea y se procedid a esterilizarlas en el
autoclave (BIOBASE™). Posteriormente, se colocaron 4 discos de agar con micelio de 0,5
cm? N. sphaerica HM-2 en cada funda. Por ultimo, las fundas se incubaron por 10, 20 y 30
dias.
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2.4. Extraccidon de metabolitos secundarios a partir de extractos crudos de N. sphaerica

HM-2

Para la extraccion de metabolitos secundarios de N. sphaerica HM-2 se utilizd la
metodologia de Wu y colaboradores [30] con algunas modificaciones. Una vez transcurrido
el tiempo de incubacidn, el medio que contiene el arroz fermentado y el micelio se extrajo
con etanol al 96 % en una proporcién 1:1 durante dos dias. Este proceso se repitid tres
veces. Posteriormente, se decantd con gasas y se filtré con papel filtro y algoddén. Por
ultimo, para concentrar los extractos, se evapord el disolvente a 352C y a una presidn

reducida de 90 mm Hg.
2.5. Preparacion de los extractos

Los extractos crudos secos de cada tiempo de incubacién fueron diluidos en 1.5 mL de
dimetil sulféxido (DMSO) hasta lograr una concentraciéon de 1200, 133.33, 13.33, 3.33
mg/mL. De esta manera, se obtuvieron 12 extractos los cuales seran descritos a

continuacion en la tabla 4.

Tabla 4. Codificacidn de los extractos evaluados

Cédigo Tiempo de Concentracién (mg/mL)
incubacion
10dias_1800mg 1200
10dias_200mg Extracto 133.33
10dias_20mg 10 dias 13.33
10dias_5mg 3.33
20dias_1800mg 1200
20dias_200mg Extracto 133.33
20dias_20mg 20dias 13.33
20dias_5mg 3.33
30dias_1800mg 1200
Extracto
30dias_200mg 133.33
30dias
30dias_20mg 13.33
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30dias_5mg 3.33

2.6. Evaluacion de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2 contra M. roreri

2.6.1. Tratamientos

El presente ensayo se llevd a cabo con el analisis de 12 tratamientos. Cada tratamiento

consistid en cada extracto obtenido de N. sphaerica HM-2 contra la cepa M. roreri INIA1.

2.6.2. Diseiio experimental

Se realizé un disefio completamente al azar (DCA). La unidad experimental se conforméd
por una caja de Petri que contenia 20 mL de medio de cultivo PDA suplementado con el
extracto crudo a analizar con la inoculacidn de un disco de agar con micelio crecido de 0.5
cm?. Por motivos de la pandemia COVID-19 y consecuente emergencia sanitaria, no se pudo
realizar el disefio experimental con la cepa Mr95, la cual resulto ser la mas susceptible ante
N. sphaerica HM-2. Esto, debido a que dicho microorganismo es propiedad del CIBE-ESPOL
y las Universidades publicas del Ecuador se encontraban cerradas al acceso publico. Por lo
tanto, se decidié continuar con el desarrollo de la presente investigacidn con la cepa INIA1
cedida por la Estacidn Experimental Central de la Amazonia del Instituto Nacional de

Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

2.6.3. Metodologia experimental

Para la evaluacion del porcentaje de inhibicidon. Una vez esterilizado en autoclave el medio
PDA, el medio de cultivo fue suplementado con los 12 diferentes extractos preparados en
una proporcion de 99 mL de PDA y 1 mL de extracto. Ademas, se afiadié el tratamiento
control de solvente que consistid en agregar 1 mL de DMSO en lugar del extracto y un
control negativo en el que no se agregod ni solvente ni extracto. Posteriormente, se mezcld
vigorosamente y se vertié 20 mL en cada caja Petri. Después, se colocd un disco de agar

(0,5 cm?) con micelio de M. roreri en el centro de la caja y se incubd a 28 2C por 7 dias.
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Finalmente, se realizaron cinco réplicas por cada tratamiento para M. roreri. La variable de

respuesta evaluada fue la medicién del crecimiento del area micelial de M. roreri.
2.6.4. Evaluacion del porcentaje de inhibicion

A los 7 dias, se realizé mediciones del area micelial de M. roreri mediante fotografias
empleando el Software Imagel). El porcentaje de inhibicién se determind mediante la

ecuacion 2.

A, — A
% inhibicién = % * 100 (2)

En Donde:
A¢: Crecimiento del area micelial de M. roreri en medio PDA

Ame: Crecimiento del drea micelial de M. roreri en medio PDA suplementado con extracto
2.6.5. Analisis estadistico

Los datos se procesaron estadisticamente en R. La normalidad de los datos y la
homogeneidad de la varianza se comprobaron mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y
Levene con un nivel de significancia de 0.05, respectivamente. Finalmente, se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) no paramétrico con un nivel de significancia de 0.05 (Kruskal-
Wallis). El script para realizar las pruebas de Shapiro-Wilks, Levene, Kruskal Wallis se

presentan en el Anexo 4.

2.7. Tamizaje fitoquimico de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2

El tamizaje fitoquimico (Anexo 5) de los extractos crudos obtenidos se realizd6 mediante la
metodologia propuesta por Shivaputrappa [60] para la presencia de alcaloides y glucésidos
mientras que para fenoles, flavonoides, triterpenoides, esteroides, saponinas y taninos se

realizé mediante el procedimiento de Harborne [61].

Test de alcaloides:
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A 2 mg del extracto crudo de N. sphaerica HM-2, se le agregd 5 mL de agua destilada y
posteriormente 2 mL de acido clorhidrico hasta acidificar el medio. Luego, a esta solucidn
se le agregd 1 mL del reactivo de Dragendorff. La formacion de un precipitado rojo

anaranjado indica la presencia de alcaloides.

Test de flavonoides y compuestos fendlicos:

A 5 mg de cada extracto disuelto en 2 mL de agua, se le agrego 3 gotas de FeCls al 4 % (p/v).
Si la disolucidn desarrolla una coloracion negro-azulada indica la presencia de fenoles y si

desarrolla una coloracién verde indica la presencia de flavonoides.

Test de flavonoides:

A 5 mg de cada extracto disuelto en2 mL de agua, se le agregd 3 gotas de NaOH al 2 % (p/v).
Si la disolucion desarrolla una coloraciéon amarilla intensa que desaparece al afiadir HCI

diluido, revela la presencia de flavonoides.

Test de terpenoides:

A 2 mg de cada extracto crudo disuelto en CHCl3, se le adiciond 3 gotas de 4cido sulfurico

concentrado. La formacién de un anillo rojo en la interfase muestra terpenoides.

Test de taninos:

A 2 mL de extracto se le agregd 4 gotas de FeCls al 4% (p/v). Un color verde indicara la

presencia de galotaninos mientras que un color café indica la presencia de pseudotaninos.

Test de glucdsidos:
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A 2 mg de extracto disuelto en 5 mg de DMSO, se le agregd 4 gotas de FeClzal 4% (p/v)y se
homogenizd. Posteriormente, se le anadid acido sulfdrico concentrado y formara dos
capas. Si en la capa de abajo presenta un color rojizo y en la capa superior verde azulado

indica la presencia de glucdsidos.
2.8. Purificacidn de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2

La purificacién de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2 se la realizé mediante la
metodologia de Mensor y colaboradores con algunas modificaciones [62]. Los extractos
fueron disueltos en 50 mL de agua y particionados sucesivamente con los siguientes
solventes: n-hexano y acetato de etilo con 3 pociones de 50 mL cada uno. Cada una de
estas particiones se evaporaron a presion reducida de 100 mm Hg y a 35 eC. El diagrama

de flujo en el que se muestra cdmo se obtuvo cada extracto se presenta en el Anexo 6.
2.9. Cromatografia de capa fina

Los extractos crudos fueron resuspendidos en etanol 96% y se los analizé mediante
Cromatografia de capa fina (CCF) usando como solventes hexano y acetato de etilo en las
siguientes proporciones 3:1; 1:1; 1:3; y 85:15. Ademas, los reveladores utilizados fueron
Luz UV =254 nm; Luz UV= 365 nm y sulfato cérico al 20%. Posteriormente, se fotografiaron
las placas y fueron procesadas mediante el programa Imagel para determinar el factor de

retencion (Rf). El factor de retencién se calculé mediante la siguiente ecuacion:

__ Distancia que recorre el analito desde la linra base

Rf = (3)

Distancia de la linea del solvente

2.10. Caracterizacion de metabolitos secundarios de N. sphaerica HM-2 con propiedad

antifingica contra M. roreri

La caracterizacién de metabolitos secundarios se realizé a los extractos particionados a una

concentraciéon de 1 mg/mL mediante UHPLC-MS-QTOF. Las muestras fueron inyectadas en
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una columna ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 um 2.1 x 100 mm a una temperatura de 40 2C con
un volumen de inyeccién de 10 microlitros. La fase mévil se conformd de un sistema binario
compuesto por A: 99.99 % de agua MilliQ /0.01 % de acido formico (Grado HPLC) y B: 99.99
% acetonitrilo (Grado HPLC) / 0.01 acido férmico (Grado HPLC). Se bombearon a una
velocidad de 0,4 mL/min con un gradiente lineal comenzando con 95 % de A durante 13

minutos, seguido de 0 % A durante 1 miny por ultimo 4 minutos en las condiciones iniciales.

Las corridas en el espectrémetro de masas se realizaron con una fuente de ionizacién por
electrospray en un rango de masa de m/z 50-1600 Da en el modo positivo con una tensién
capilar de 0,8 kV, caudal de gas de cono de 50 L/h, caudal de gas de desolvatacion de 1200
L/h, temperatura de la fuente de 150 °C, temperatura de desolvatacion de 550 C con cono
de muestreo y compensacion de la fuente a los 40 y 80, respectivamente. Los experimentos
de MS / MS se llevaron a cabo en conjunto con la colisién de rampa energia (CE): CE baja
de 6 eV y CE alta de 30 a 80 eV. Los datos obtenidos (Anexos 7 - 11) fueron analizados con

la biblioteca del equipo.

CAPITULO IIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Ensayos de antagonismo

El test de Levene con un nivel de significancia de 0.05 determind que el valor “F” fue de
0.9515 vy el valor de Pr(>F) 0.5151. El test de Shapiro Wilks con un nivel de significancia
establecio que el valor de W fue de 0.84168 y el p-value de 6.879e-05. El test de Kruskal —
Wallis con un nivel de significancia 0.05 determind que el valor de chi-cuadrado fue de
29.391y el p-value fue de 0.003446. De igual manera, el test de Bonferroni con un nivel de
significancia de 0.05 permitid correlacionar entre qué tratamientos hay diferencias

significativas (figura 5).

Se determind la inhibicién de 13 cepas de M. roreri cuando estas crecian en cultivo dual
con N. sphaerica HM-2 en comparacion a cuando crecian en cultivo axénico (control).

Ademas, en los cultivos axénicos, se aprecié un crecimiento radial de M. roreri mientras
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que cuando las cepas fitopatdgenas se enfrentaron a N. sphaerica HM-2 no presentaron
esta caracteristica (figura 6). En la figura 6 solo se presenta los tratamientos Mr50, Mr56,
Mr93, Mr85, Mr69, Mr72 debido a problemas técnicos presentados de la cdmara
fotografica del CIBE-ESPOL.

> shapiro.test(my_data$value)
Shapiro-wilk normality test

data: my_data$value
W = 0.70077, p-value = 1.302e-07

> TeveneTest(value ~ treatment, data = my_data)

Levene's Test for Homogeneity of variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 12 0.9515 0.5151
26

> #Test Kruskal-wallis no parametrico
> kruskal.test(value ~ treatment, data = my_data)

Kruskal-wallis rank sum test

data: value by treatment
Kruskal-wallis chi-squared = 35.952, df = 12, p-value = 0.0003299

>

Pairwise comparisons using t tests with pooled SD
data: my_dataSvalue and my_dataStreatment

Inial Inia2 Mr42 Mr47 Mrso Mr56 Mré9 Mr72 Mr8l Mr8s Mr86 Mro3

Inia2 0.41291 - - - - - - - - - - -
Mr42 2.2e-07 1.7e-06 - = = = - - - - = =
Mr47 0.00518 0.03593 0.00048 - - = = = - = - -
Mr50 2.0e-06 1.7e-05 0.37084 0.00516 - - - - - - - -
Mr56 0.00065 0.00532 0.00406 0.41841 0.03408 - = 2 = = = 2
Mré9 2.2e-07 1.7e-06 1.00000 0.00048 0.37084 0.00406 - - - - - -
Mr72 2.0e-06 1.7e-05 0.37084 0.00518 1.00000 0.03437 0.37084 - = - - =
Mr81 2.2e-07 1.7e-06 1.00000 0.00048 0.37084 0.00406 1.00000 0.37084 - = - -
Mr85 0.00021 0.00190 0.01059 0.22622 0.08758 0.68559 0.01059 0.08826 0.01059 - - -
Mr86é 0.00041 0.00376 0.00596 0.34306 0.05200 0.87319 0.00596 0.05244 0.00596 0.83761 - =
Mr93 0.29397 0.82392 3.0e-06 0.06598 3.5e-05 0.01017 3.0e-06 3.5e-05 3.0e-06 0.00396 0.00607 -
Mr95 1.0e-13 2.8e-14 < 2e-16 1.3e-15 < 2e-16 4.5e-16 < 2e-16 < 2e-16 < 2e-16 3.2e-16 3.9e-16 1.9e-14

P value adjustment method: BH
>

Figura 5. Resultados estadisticos de las pruebas de Levene, Shapiro-Wilks, Kruskal-Wallis y Bonferroni para
el ensayo de antagonismo de N. sphaerica HM-2 contra trece cepas de M. roreri de distintas localidades de

Ecuador.

Cultivo axénico Cultivo dual
Tratamientos
(Control) (Enfrentamiento)
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Mr69

Mr72

Figura 6. Ensayo de antagonismo de N. sphaerica HM-2 contra diferentes cepas de M. roreri.

En latabla 5 se presentan los valores ponderados de la actividad antagdnica de N. sphaerica
HM-2 contra M. roreri a los 7 dias de crecimiento, los cuales exhibieron desde 0 % hasta

61,9 % de inhibicidn.

Tabla 5. Porcentajes de inhibicidn de N. sphaerica HM-2 contra cepas de M. roreri.

Hongo antagonista Cepa fitopatégena M. roreri Porcentaje de

inhibicion

Mr81 0.00

Mr42 0.00

N. sphaerica
Mr69 0.00
HM-2
Mr50 2.72+1.381
Mr72 2.7510.9
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Mr85 7.91+3.05
Mr86 8.66 +1.04
Mr56 9.25+0.25
Mra7 11.68 £ 4.49
Mr93 17.26 £ 0.97
Inia2 18.09 £ 2.45
Inial 20.58+1.14
Mr95 61.9+1.34

3.2. Tamizaje fitoquimico y andlisis en cromatografia en capa fina
La separacion de compuestos realizados en placas de gel de silice mostré diferencias con

los distintos reveladores.
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H:A H:A H:A

Figura 7. Separacion de compuestos por Cromatografia en Capa Fina (CCF) de los extractos obtenidos de N.
sphaerica HM-2 utilizando como solventes hexano (H) y acetato de etilo (A). Los extractos 10, 20 y 30 dias
sembrados en ese orden de izquierda a derecha en cada placa. Las placas fueron reveladas: a) Bajo luz UV de
254 nm; b) Bajo luz UV de 365 nmy c) Con sulfato cérico al 20%.
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Se puede observar una mayor presencia de compuestos en las placas cuando estas fueron
reveladas en sulfato cérico al 20% seguido de luz UV de 365 nm y de 254 nm. Ademas, se
identificd una buena separacion de los diferentes compuestos de los extractos cuando se

utilizé como fase movil hexano: acetato de etilo a una proporcion de 3:1 (figura 7).
En la tabla 6 se presenta los valores de factor de retencion (Rf) de los compuestos
separados con distintas fases méviles en los extractos de 10, 20 y 30 dias usando diferentes

reveladores.

Tabla 6. Calculo del valor de factor de retencién (Rf) en las placas con distintas fases moviles y reveladores

Reveladores

Sulfato
UV =254 nm UV =365 nm
Extractos Fase movil cérico al 20%
(Rf) (Rf)
(Rf)
10 dias Hexano: Acetato - - 0.91;0.78; 0.18
20 dias de etilo 0.94 0.10 0.91;0.18
30 dias 1:3 0.94 - 0.91;0.18
0.94; 0.74; 0.53;
10 dias Hexano: Acetato 1.0 0.90
0.28
de etilo
20 dias 1.0 0.90; 0.10 0.94; 0.53; 0.28
1:1
30 dias 1.0 0.90 0.94; 0.53; 0.28
10 dias 0.62 0.35 0.70; 0.39; 0.26
Hexano: Acetato 0.75; 0,65; 0.45;
20 dias de etilo 0.62; 0.53 0.55; 0.35; 0.25; 0.70; 0.39;
3:1 0.12
30 dias 0.62 0.35;0.12 0.70; 0.39
10 dias Hexano: Acetato 0,69; 0.62; 0.40 0.13 0.87;0.48;0.10
20 dias de etilo 0.69; 0.40 0.35;0.13 0.87;0.48; 0.10
30 dias 85:15 0.69; 0.40 0.13 0.87; 0.48;0.10

Bajo la luz UV=254 nm se observa el mismo compuesto para los tres dias en Rf de 1.0; 0.62;
0.4 y 0.2 de acuerdo a la disminucién en la concentracién de acetato de etilo. Este

compuesto se identifica bajo la luz UV de 365 nm, pero no bajo el sulfato cérico (subrayado
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rojo, figura 7a y 7b). Por otra parte, bajo la luz UV=365 nm, a los 20 y 30 dias se evidencia
una mancha celeste a un Rf= 0.35 y Rf= 0.13 en las fases moviles 3:1 y 85:15
respectivamente que no se encuentra en los 10 dias (subrayado naranja, figura 7b). El
extracto de 10 dias, en la fase movil 3:1 se observa una mancha de color morado a un Rf =
0.35, el cual en la fase moévil 85:15 aparece a un Rf= 0.13 (subrayado gris, figura 7b).

En la revelacién con sulfato cérico se evidencia una mancha gris a los 10 dias en las
diferentes fases méviles (subrayado amarillo, figura 7c) mientras que a los 20 y 30 dias no
se observa. Otro compuesto a un Rf diferente a los 20 y 30 dias se evidencia en las placas
(subrayado verde, figura 7c). Ademas, en este revelador se noté manchas en los 10,20y 30
dias a un Rf de 0.28 (subrayado negro, figura 6c); y con Rf=0.59 (subrayado rosa, figura 7c)
gue no corresponden al mismo compuesto. En cuanto al andlisis fitoquimico realizado para
los extractos 10, 20 y 30 dias mostré la presencia de alcaloides, terpenos y taninos (tabla

7).

Tabla 7. Tamizaje fitoquimico de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2 a los 10, 20 y 30 dias de haber

sido incubado.

Extractos crudos de N. sphaerica HM-2

Prueba 10 dias 20 dias 30 dias

Alcaloides + + +

Flavonoides — Fenoles - - -

Flavonoides - - -
Terpenoides + + +

Taninos + + +
Glucésidos - - -

* Presencia de compuestos

*Ausencia de compuestos

3.3. Actividad antifungica de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2

Los extractos crudos en sus diferentes concentraciones fueron capaces de inhibir a la cepa
M. roreri Inial a los 7 de incubacién. El porcentaje de inhibicion de los extractos

10dias_1800mg, 20dias_1800mg y 30dias_1800mg resultd en 100 % a los 7 dias. En cuanto
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a 10dias_200mg, 20dias_200mg, 30dias_200mg van desde 18 hasta 43% de inhibicién a los
7 dias. Con respecto a 10dias_20mg, 20dias_20mg, 30dias_20mg, la inhibicién varié desde
los 8 hasta 23% en el dia 7. Por ultimo, los intervalos por parte de los extractos con menor
concentracion 10dias_5mg, 20dias_5mg, 30dias_5mg a los 7 dias se situaron en 5 hasta

10% de inhibicion.

En la tabla 8 se presenta las diferentes concentraciones de extractos con los porcentajes

de inhibicidn a los 7 dias de incubacion.

Tabla 8. Porcentajes de inhibicidn a las diferentes concentraciones de extracto

Concentracién del extracto Porcentaje de inhibicion (%)
10dias_1800mg 100
20dias_1800mg 100
30dias_1800mg 100

10dias_200mg 22.55+1.41
20dias_200mg 41.42 +1.75
30dias_200mg 15.35+1.83
10dias_20mg 14.97 £ 1.66
20dias_20mg 18.20+2.24
30dias_20mg 6.83 +1.87
10dias_5mg 6.68 £1.22
20dias_5mg 11,54 £2.22
30dias_5mg 4.82 +0.54

El test de Levene determiné que el valor “F” fue de 1.2603 y el valor de Pr(>F) 0.2759. El
test de Shapiro Wilks determiné que el valor de W fue de 0.84168 y el p-value de 6.879e-
05. El test de Kruskal — Wallis determiné que el valor de chi-cuadrado fue de 52.869 y el p-
value fue de 1.896e-07 (figura 8).
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Levene's Test for Homogeneity of variance (center = median)
pf F value Pr(>F)

group 11 1.2603 0.2759
48

Shapiro-wilk normality test

data: aov_residuals
W = 0.84168, p-value = 6.879e-05

Kruskal-wallis rank sum test
data: value by treatment

Kruskal-wallis chi-squared = 52.869, df = 11, p-value = 1.896e-07

Figura 8. Resultados estadisticos de las pruebas de Levene, Shapiro-Wilks y Kruskal-Wallis para la actividad

antifungica de los extractos crudos

3.4. Caracterizacion de metabolitos secundarios

La identificacion de los compuestos presentes en las particiones de hexano y acetato de
etilo se lo realizé6 mediante el analisis de los cromatogramas de cada extracto (figura 9 y
Anexos 7-11) y la biblioteca de medicina tradicional presente en el equipo UHPLC-MS-QTOF
(Anexos 12-16).
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Figura 9. Cromatograma del extracto 20 dias particionado con hexano. Visualizacién de un cromatograma a

partir de la inyeccidn de un extracto obtenido en el LC-MS

Los resultados de moléculas detectadas arrojaron mas de 100 moléculas por lo que se filtrd

y se selecciond moléculas con ppm < 3 y factor de respuesta > 5000. De esta manera, se

permitié identificar en promedio 13 y 25 moléculas en las particiones de hexano y acetato

de etilo, respectivamente (tablas 9 y 10). Ademas, se establecié de manera tentativa la

presencia de 3 moléculas antifungicas en la particion de hexano a los 10 y 30 dias (Anexos

17-19). En cuanto, a la particién de Hexano_20dias no se pudo analizar por problemas con

la informacién generada.

Tabla 9. Metabolitos aislados de N. sphaerica HM-2 en las particiones de hexano.

Presencia en los extractos

Actividad m/z
Metabolito Aductos Hexano_10d Hexano_20d Hexano_30d
Bioldgica observada
Ciclo(Leu-lle) N.D 227.1752 [M+H] Identificado S.A Identificado
Diurético
Sorbitol 205.0686 [M + Na] Identificado S.A Identificado
[63]
Acido
N.D 335.2926 [M + Na] Identificado S.A -
metilester

37



IKiam«e

Universidad Publica

Nonadecain

oico

Tenacigenin  Anticancer

383.2432 [M+H] Identificado S.A -
aB igeno [64]
Meldenina N.D 455.2785 [M+H] Identificado S.A -
Acido
Anticancer
ganodérico 573.3067 [M+H] Identificado S.A Identificado
igeno [63]
H
Antibacteri
al, antiviral
Procyanidina [M+H], [M
% 577.1331 Identificado S.A Identificado
A2 + Na]
antioxidan
te [63]
Antioxidan
Zeaxantina 591.4167 [M + Na] Identificado S.A Identificado
te [63]
Antibacteri
Sericosido 667.4052 [M+H] Identificado S.A -
al [65]
[M+H], [M
Cimisida C N.D 843.4749 Identificado S.A -
+ Na]
Vinaginseno
N.D 865.4907 [M + Na] Identificado S.A Identificado
sida R1
Kaikasapomi
N.D 927.5324 [M+H] Identificado S.A Identificado
na lll
Octahidrocu  Anticancer
399.1771 [M + Na] - S.A Identificado
rcumina igeno [66]
4-
Antifungic
preniloxiclav 247.1688 - Tentativo S.A Tentativo
o [48]
atol
nigrosporam  Antiflngic
272.1435 - - S.A Tentativo
ida A o [48]
3-(3,4-
dixidroxifenil
- Antifungic
465.2892 - Tentativo S.A Tentativo
4,6,8trihidro o [27]
Xi-1H-
iscromeno

N.D: No descrito
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Presencia en los extractos

Metabolito Actividad m/z Aductos  Acetatode  Acetatode  Acetato de
Bioldgica observada etilo 10dias  etilo 20dias etilo 30dias
Ciclo(Leu-lle) N.D 227.1750 [M+H] Identificado Identificado Identificado
Anticancerige
Tenacinegina B 383.2432 [M+H] Identificado - -
no [64]
M+
Cuasina Larvicida [67] 388.1893 Identificado - -
Na]
Acido Antiflingico
517.3515 [M+H] Identificado Identificado Identificado
fitolacagénico [68]
Anticancerige
Evomonosido no [69], 521.3104 [M+H] Identificado - -
antiviral [70]
Antibacterial,
[M+H],
antiviral y
Procyanidina A2 577.1331 M+ Identificado - Identificado
antioxidante
Na]
(63]
Antifungico M+
Tilirosido 617.1258 Identificado Identificado Identificado
[71] Na]
Shengmanol-3-
0O-a—L- Anticancerige
621.3987 [M+H] Identificado Identificado Identificado
arabinopyranosi no [72]
do
Anticancerige M+
Ginsenosido Rh4 643.4179 Identificado Identificado -
no [73] Na]
Antibacterial
Sericosido 667.4052 [M+H] Identificado Identificado -
[65]
Vinangisenosido M+
N.D 865.4907 Identificado - -
R1 Na]
Kaikasapomina
N.D 927.5324 [M+H] Identificado - Identificado
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M+
Sorbitol Diurético [63] 205.0686 | - Identificado -
Na
Acido metilester M +
N.D 335.2918 - Identificado Identificado
Nonadecainoico Na]
d-Lirioferina N.D 342.1693 [M+H] - Identificado Identificado
M+
Meldenina N.D 477.2612 - Identificado Identificado
Na]
11-Deoxi-23-
N.D 499.3774 [M+H] - Identificado -
acetato alisol b
Anti-
M+
Metil glicirretato  inflamatorio 507.3438 - Identificado -
Na]
[63]
B-Stigmasterol- Analgésico
575.4307 [M+H] - Identificado -
3-0-glucosido [74]
Antifungicoy
Pogostona antibacterial 225.1121 [M+H] - Identificado Identificado
[75]
Acido hexacosil Antioxidante M+
581.4535 - - Identificado
ester-ferulico [76] Na]
Acido Anticancerige
573.3067 [M+H] - - Identificado
ganodérico H no [63]
[M+H],
Cimisida C N.D 843.4749 M+ - - Identificado
Na]
Antifungico
Filigenina 373.1832 [M+H] - Identificado -
(63]

CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1. Ensayos de antagonismo

Los valores obtenidos en el test de Levene (Figura 5) determinaron que si cumple con el
supuesto de homogeneidad de varianzas debido a que el valor de probabilidad (p-value)
no es menor que el nivel de significancia de 0.05. Esto significa que no hay evidencia que

sugiera que la varianza entre grupos sea estadisticamente significativa por lo tanto hay
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homogeneidad en los datos. En cuanto, a los valores presentes en el test de Shapiro-Wilks,
se concluyd que no se cumple con el supuesto de normalidad en los datos. Por lo tanto, fue
necesario utilizar el test no paramétrico Kruskal-Wallis, el cual permite conocer diferencias
significativas entre los tratamientos, dénde los valores de chi-cuadrado fue de 35.592 y el
p-value fue de 0.0003299 (P<0.05). Esto indica que existe diferencia significativa en al
menos en un tratamiento ya que el valor de probabilidad (p-value) es menor que el valor

de chi-cuadrado (P<0.05).

Por ultimo, el test de Bonferroni permitid visualizar diferencias significativas con un nivel
de significancia de 0.05 al tratamiento Mr95 con respecto a los demads tratamientos. Esto
significa que existe una mayor actividad antagénica de N. sphaerica HM-2 contra la cepa
de El Oro M. roreri Mr95 mostrando una inhibicidn del 61,9% (tabla 5). Con respecto a las
otras cepas como Mr93, Inial e Inia2, los porcentajes de inhibicidn se aproximan a un 20%,
mientras, que las cepas Mr81, Mr69 y Mr42 no son inhibidas por N. sphaerica HM-2 en las
condiciones empleadas en esta investigacion. En consecuencia, se sugiere realizar mas

estudios enfocados en la Provincia de El Oro con la cepa de N. sphaerica HM-2 en cuestion.

Los porcentajes de inhibiciéon exhibidos por N. sphaerica HM-2 en este ensayo fueron
similares a los obtenidos en otros trabajos reportados en la literatura muy recientemente.
Por ejemplo, durante el desarrollo del presente trabajo de titulacién, Villavicencio y
colaboradores aislaron hongos enddfitos de hojas sanas de cacao con la finalidad de
emplearlos como controladores biolégicos de enfermedades fungicas de cultivos agricolas.
En este estudio, los autores reportaron una cepa de N. sphaerica que es capaz de producir
metabolitos que inhiben un 25% del crecimiento de una cepa de M. roreri aislada de la
Amazonia ecuatoriana [23]. De esta manera, el trabajo de Villavicencio y colaboradores
junto con el presente trabajo de titulacién, representan la primera evidencia de las

propiedades antagénicas de N. sphaerica frente a M. roreri.

Asi mismo, Villavicencio y colaboradores analizaron la capacidad antagonista de otras
especies de hongos endofitos diferentes a N. sphaerica, obteniendo un rango de inhibicion

de la cepa M. roreri CIBE-A12.1 entre un 8% y 63%. La cepa que mostré la mayor actividad
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de inhibiciéon fue Colletotrichum gloeosporioides [23]. Esta especie se ha reportado
previamente como agente causal de la antracnosis en diferentes cultivos de importancia
econdmica como mango [77], papaya [78], guandbana [79], cacao [80], aguacate [81], entre

otros.

En otro estudio [22] se reportdé la capacidad de inhibicidn por antibiosis de distintas
especies de Trichoderma ante M. roreri, las cuales presentaron un rango de inhibicion de
una cepa M. roreri aislada de Tabasco (México) entre 6.8% y 55.5%, en donde la mas

promisoria fue T. asperellum [22].

Los resultados obtenidos de esta investigacidn generados a partir de las 13 cepas de M.
roreri provenientes de diversas regiones del Ecuador revela un claro efecto antagonista de
la cepa N. sphaerica HM-2. Tal como se explicd en el apartado de Antecedentes, los
mecanismos de accidn por el cual ocurre el efecto antagénico entre microorganismos
pueden ser por competencia de espacios y nutrientes, micoparasitismo y antibiosis [15,16].
En este caso, se puede observar un crecimiento lento de N. sphaerica HM-2 en las cajas
Petri por lo que se descarta la competencia por espacio y/o nutrientes (figura 5). Ademas,
el no contacto entre ambos micelios evidencia la no interaccion de hifas entre estos dos
microorganismos por lo que excluye el micoparasitismo (figura 5). Por otro lado, las zonas
de inhibicidon resultantes en los cultivos duales (bioensayos de antagonismo) que se
observan en la figura 5, sugieren que el mecanismo por el cual el hongo antagonista haya
permitido reducir el crecimiento de M. roreri es la antibiosis. De hecho, el reporte descrito
por Villavicencio y colaboradores reveld que el mecanismo de accidn de N. sphaerica es la

antibiosis [23].
4.2. Tamizaje fitoquimico y analisis en cromatografia en capa fina
La forma, el tamafo, la intensidad y el Rf de las manchas presentes en las placas son un

indicativo de la presencia de compuestos en los extractos y permiten analizar sus

caracteristicas quimicas [82]. Las manchas presentes en las placas permiten identificar
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gue hay mas compuestos en el extracto del dia 20 en comparacion a los extractos de 10

y 30 dias.

Bajo la luz UV = 254 nm se evidencian manchas con Rf similar en los 3 extractos por lo
gue se trataria del mismo compuesto presente en los tres intervalos de tiempo.
Ademas, se puede observar que el mismo es un compuesto apolar debido a que
mientras se aumenta la proporcién de hexano en la fase mdvil, este interactia mas con
dicha fase. Bajo la luz UV= 365 nm en la fase mévil hexano: acetato de etilo 1:3, a los
20 dias se examina una mancha azul con un Rf = 0.10 con caracteristicas polares. En
cuanto a los 10 dias en la fase mévil 3:1 y 85:15 se detecta una mancha violeta a un Rf
de 0.35y 0., respectivamente, lo cual indica que es apolar (subrayado gris). Ademas, los
Rf del extracto alos 20 dias (figura 10a) revelados con luz UV = 365 nm tienen similitud
con los Rf (figura 10b) obtenidos en las Cromatografias en capa fina realizadas por Wu
y colaboradores [30], por lo que podria coincidir con las moléculas antifingicas
reportadas por ellos. A un valor de Rf igual a 0.36, 0.51 y 0.65 se reportaron los
metabolitos Nigrosporina A (figura 11a), Nigrosporina C (figura 11c) y Nigrosporina B

(figura 11b), respectivamente.

Si bien estas moléculas no se identificaron por LC-ESI en este estudio, pudieran estar
presentes. No obstante, por motivos de emergencia sanitaria por Pandemia COVID-19,
no se pudieron analizar la totalidad de los picos cromatograficos, ya que el
procesamiento de estos datos requiere tiempos prolongados y el uso de un software
gue demanda equipos informaticos de alta capacidad de procesamiento. Con respecto
a los experimentos de CCF mediante revelado con sulfato cérico, la mancha gris
presente en los 10 dias es un compuesto diferente a los que se detectan en las regiones
de 20 y 30 dias, sin embargo, no pudo ser identificado. Ademads, se evidencia un
compuesto polar en los 3 extractos (subrayado rojo) y un compuesto apolar en los 20y

30 dias (subrayado verde).
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Fase movil: 3:1 Hexano: Acetato de etilo
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Figura 10. Comparacion de Rf en placas reveladas en UV de los extractos a) 20 dias y b) obtenidos por Wu y

colaboradores [30]

Los reveladores también permiten asignarle una familia de compuestos a las manchas
presentes en los extractos. Por ejemplo, las cetonas conjugadas, terpenoides y fenoles
brillan en luz UV= 365 nm, en donde estos residuos estructurales se encuentran en
compuestos como (-) nigrosporaol. En cuanto a compuestos fendlicos, como parte
estructural de los metabolitos antiflingicos reportados por N. sphaerica HM-2, se
encuentran 4-metil hidroxibenzoato, etil-4-etoxi-2hidroxi-3,6-dimetilbenzoato,
nigrosporamida A. Cabe mencionar que éste ultimo metabolito fue identificado

tentativamente en la particiéon de hexano correspondiente al extracto de 30 dias.

Con respecto a compuestos terpenoides se han aislado dendocarbinas de N. sphaerica
HM-2 [32] y en este estudio las moléculas con esta naturaleza quimica que se
determinaron fueron meldenina, zeaxantina, cuasina y Shengmanol-3-O-a—L-

arabinopyranosida. De hecho, el andlisis fitoquimico revelé la presencia de terpenoides,
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alcaloides y taninos. Anteriormente se han reportado alcaloides en N. sphaerica HM-2

como la vinblastina [28].

a) b) c)

OCHj

Figura 11. Estructuras de las moléculas antifungicas reportadas por Wu y colaboradores: a) Nigrosporina A,

b) Nigrosporina By c) Nigrosporina C.

4.3. Actividad antifungica de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2

Los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2 en sus diferentes concentraciones fueron
capaces de inhibir a la cepa fitopatdgena de interés. Los valores obtenidos del test de
Levene determinan que si hay homogeneidad de varianzas mientras que el test de
Shapiro-Wilks concluyé que no hay normalidad en los datos. Por lo tanto, se procedié a
realizar un test no paramétrico Kruskal-Wallis, dénde los valores de chi-cuadrado
fueron de 52.869 y el p-value fue de 1.896e-07. De esta manera, se observo que el valor
de p (p-value) es menor que el valor de chi-cuadrado por lo que se concluyd que hay
diferencias significativas en al menos uno de los tratamientos. De manera cualitativa,
se evidencié que hay una tendencia sobre los porcentajes de inhibicion en las diferentes
concentraciones y dias, en donde el extracto de los 20 dias presenta una mejor

inhibicidn en las concentraciones de 133.33, 13.33, 3.33 mg/mL (anexo 21).

Probablemente, este extracto presente una mayor cantidad o concentracién de

moléculas antifingicas en comparacién a los extractos de 10 y 30 dias.

Los extractos a concentraciones evaluadas de 1333.33 mg/mL presentaron una

inhibicion del 100% en los tres diferentes tiempos de incubacion mientras que los
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extractos a menores concentraciones evaluadas fueron disminuyendo el porcentaje de
inhibicidon. Esto se debe a que los extractos con 1333.33 mg/mL tienen una mayor
concentracion de compuestos antifingicos en comparacién a los extractos 133.33,
13.33, 3.33 mg/mL. Por lo tanto, se sugiere determinar la concentracion de las moléculas
antifungicas presentes en cada extracto y la concentracidn dptima del extracto de N.

sphaerica HM-2 para el control de M. roreri.

Los reportes de aislamiento de moléculas antifungicas a partir de N. sphaerica HM-2
determinaron que fue en un rango de incubacién de 30 hasta 40 dias [27,30,48]. Con
las metodologias empleadas en el presente estudio y con la cepa de N. sphaerica HM-2
amazodnica ensayada, se establecié que, de acuerdo a los porcentajes de inhibicion de
los extractos, el mejor tiempo de incubacién para la produccién de moléculas

antifungicas es a los 20 dias.
4.4, Analisis de metabolitos secundarios

El andlisis de los cromatogramas y su respectiva comparacion con la biblioteca del
UHPLC-MS-QTOF permitid identificar las siguientes moléculas antifungicas como acido
fitolacagénico, tilirdsido, pogostona y filigenina, las cuales estas cuatro se encuentran en
el extracto de 20 dias. Por otro lado, el analisis de las estructuras, masas y sustituyentes
permite caracterizar de manera tentativa las moléculas presentes en los extractos [83]. Es
asi como se caracterizd tentativamente la presencia de las siguientes moléculas
antifungicas en la particion de hexano 10 4-preniloxiclavatol y 3-(3,4-dixidroxifenil-
4,6,8trihidroxi)-1H-iscromeno mientras que en la particién hexano 30 dias se detecto las

dos moléculas mencionadas anteriormente y nigrosporamida A.

Acido fitolacagénico (figura 12a) es una sapogenina aislada de la planta Chenopodium
quinoa Willd., la cual tiene actividad antifungica con un MIC> 100 ug/mL [68]. Tilirésido
(figura 12b), una molécula aislada de Picea neoveitchii presenta una actividad antifingica
moderada contra Pyricularia grisea, Sclerotium rocfsii y Alternaria mali [71]. Pogostona

(figura 12c), un metabolito secundario de la planta Pogostemon cablin Benth demostré una
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fuerte actividad antifingica contra Candida albicans. Por ultimo, filigenina (figura 12d)
presenta actividad antifungica contra el hongo Cladosporium cucumerinun a una

concentracién de 20 ug/mL [63].

En cuanto a las moléculas parcialmente determinadas (tentativas), 4-preniloxiclavatol,
nigrosporamida A son moléculas derivadas de acetofenona y pirrolidinona,
respectivamente, las cuales fueron aisladas de N. sphaerica HM-2. Estos compuestos
mostraron actividad antifingica contra microorganismos como F. oxysporium, C. musae y
C. gloeosporioides, hongos patdgenos asociados a plantas de importancia econdmica [48].
Ademas, 3-(3,4-dixidroxifenil-4,6,8trihidroxi)-1H-iscromeno, un compuesto isocromeno
aislado de N. sphaerica HM-2 presentd actividad antifungica contra Cryptococcus

neoformans con un valor de ICspde 14.8 ug/mL [27].

a)

q

Figura 12. Estructuras de las moléculas antifungicas encontradas de los extractos obtenidos
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

La moniliasis en cultivos de cacao causa cuantiosas pérdidas econdmicas por lo que es
mandatorio la realizacidn de investigaciones que aporten posibles soluciones para el
control de esta enfermedad. Entre las trece cepas de M. roreri provenientes de diferentes
localidades de Ecuador sujetas a estudio, N. sphaerica HM-2 fue capaz de inhibir el
crecimiento de diez. Las mas susceptibles de este grupo, se encuentran Mr47 y Mr93 de la
region Costa y las cepas amazdnicas de M. roreri Inial y M. roreri Inia2 en un rango entre
11.68 y 21% a los 7 dias en cultivo in vitro. Asi mismo, la cepa Mr95 presentd una
susceptibilidad de 61%, por lo que N. sphaerica HM-2 podria ser considerado como un
hongo candidato en el disefo de estrategias de control bioldgico de M. roreri en la Provincia

de El Oro.

Se planteé que el mecanismo de accién de N. sphaerica HM-2 es por antibiosis lo que
establecio las bases para proponer la identificacion de los metabolitos secundarios que
mayoritariamente aportan al efecto inhibitorio. En este sentido, los resultados revelaron
gue los extractos crudos obtenidos de N. sphaerica presentaron un rango de inhibicién
entre 5% y 100% contra M. roreri, en donde se determiné que el extracto obtenido a los 20
dias de incubacién en SFES mostré los mejores porcentajes de inhibicidn en comparacion a
los extractos cosechados a los 10 y 30 dias. Asi mimo, el andlisis por UHPLC-MS-QTOF de
los extractos obtenidos permitié la identificacidn de 4 moléculas antifliingicas sintetizadas
por N. sphaerica HM-2: acido fitolacagénico, tilirésido, pogostona vy filigenina. Ademas, se
identificaron tentativamente 3 moléculas antifungicas identificadas como 4-

preniloxiclavatol, nigrosporamida A y 3-(3,4-dixidroxifenil-4,6,8trihidroxi)-1H-iscromeno.
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5.2. Recomendaciones

Se ha descrito que los compuestos Nigrosporamida A y 4-preniloxiclavatol son moléculas
gue presentan actividad antifingica contra microorganismos patégenos de plantas de
importancia econémica. Por esta razén, se recomienda determinar si estas moléculas estan
presentes en el extracto crudo de la cepa amazdnica N. sphaerica HM-2 y si son los que le
confieren la actividad antifungica contra las cepas del hongo fitopatédgeno M. roreri. Para
ello, se sugiere producir biomasa de N. sphaerica HM-2 en SFES a los 20 dias de incubacién
en las condiciones de crecimiento descritas en la presente investigacion y la purificacion
bioguiada de los extractos obtenidos. Asi mismo, purificar las muestras e inyectarlas en el
equipo de HPLC-MS del Laboratorio de Productos Naturales de Ikiam y comprobar de esta
manera la presencia de los metabolitos mencionados anteriormente, usando parametros
estandarizados. Por otra parte, se recomienda realizar un andlisis mds exhaustivo de los
cromatogramas usando una computadora de mayor capacidad de procesamiento para
determinar otras moléculas antifingicas que no hayan podido ser identificadas en los

extractos purificados.
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Anexo 1. Ensayos de antagonismo de N. sphaerica HM-2 contra diferentes especies biocontroladoras: a)

Trichoderma harzianum, b) Trichoderma viridae, c) Beauveria bassiana, d) Paecilomyces lilacinus y e)

Lecanicillium lecanii

59



IKiamee

Universidad Publica

Anexo 2. Localizacién del aislamiento de las cepas de M. roreri utilizadas en el trabajo de titulacion. En esta

investigacion se us6 13 cepas de M. roreri para los ensayos de antagonismo mientras que para la actividad

antiflngica se utilizé Inial.

Cepa Especie Localidad-Provincia de
aislamiento
Mr95 Moniliophthora roreri Arenillas, El Oro
Mr85 Moniliophthora roreri Pastaza, Pastaza
Mr50 Moniliophthora roreri Lago Agrio, Sucumbios
Mr81 Moniliophthora roreri Tiwintza, Morona Santiago
Mr93 Moniliophthora roreri Santa Rosa, El Oro
Mr86 Moniliophthora roreri Milagro, Guayas
Mr56 Moniliophthora roreri Lago Agrio, Sucumbios
Mr69 Moniliophthora roreri Loreto, Orellana
Mr47 Moniliophthora roreri Vinces, Los Rios
Mrd2 Moniliophthora roreri Nangaritza, Zamora Chinchipe
Mr72 Moniliophthora roreri Archidona, Napo
Inial Moniliophthora roreri Joya de los Sachas, Orellana
Inia2 Moniliophthora roreri Joya de los Sachas, Orellana
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Anexo 3. Localizacion espacial del aislamiento de las cepas de M. roreri utilizadas en el trabajo de titulacion.

En esta investigacion se uso 13 cepas de M. roreri para los ensayos de antagonismo mientras que para la

actividad antifingica se utilizé Inial.

Anexo 4. Script para el andlisis estadistico de las pruebas Shapiro-Wilks, Levene, Kruskal Wallis. Los ensayos

descritos anteriormente fueron realizados en R y a continuacion se visualiza el script.

Tibrary(readr)
1ibrary(car)
#Database

3
4
5
6 db <- read_csv2("c:\\users\\stalin\\Downloads\\InhibicionNigrosextractos.csv")
7
8

#Convierto la variable treatment en factor
9 dbStreatment <- factor(dbStreatment, levels = levels(factor(dbStreatment)))

11 #comprobacion de supuestos:
12 #1- Homogeneity of variances

13 plot(res.aov, 1) #0bservacién 22, 25 y 2 pueden considerarse como datos atipicos
14 #Estas obs pueden afectar 1a hom y norm de varianzas.

16 TleveneTest(value, group = treatment, data = db) #Pr>0.05; por tanto, hay hom de varianzas

19 #2-Normality of variances

20 plot(res.aov, 2)#0bservacion 22, 25 y 2 pueden considerarse como datos atipicos
21 #Estas obs pueden afectar 1a hom y norm de varianzas.

23 # Extract the residuals
24 aov_residuals <- residuals(object = res.aov )

26 # Run Shapiro-wilk test

27 shapiro.test(x = aov_residuals) #No existe normalidad en los datos
28

30 kruskal.test(value ~ treatment, data = db)
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Anexo 5. Tamizaje fitoquimico para la deteccidn de compuestos a) glucésidos, b) terpenoides, c) taninos, d)

flavonoides, e) alcaloides y f) fenoles y flavonoides

A= la & § b) M T

'\ o

=

Anexo 6. Diagrama de flujo de los extractos obtenidos. Se fermenté a N. sphaerica HM-2 en diferentes
tiempos de incubacidn y posteriormente se realizaron las extracciones y particiones para futuros andlisis

como actividad bioldgica o actividad antifungica.

N. Sphaericaincubandose en 160 g de N. Sphaericaincubandose en 160 g de N. Sphaericaincubandose en 160 g de
arroz por 10 dias arroz por 20 dias arroz por 30 dias
Maceracion con etanol 96% en Maceracién con etanol 96% en Maceracién con etanol 96% en
proporcién 1:1 por 2 dias. Proceso proporcién 1:1 por 2 dias. Proceso proporcién 1:1 por 2 dias. Proceso
repetido por 3 veces repetido por 3 veces repetido por 3 veces
+  Concentracion a +  Concentracién a «  Concentracién a
sequedad con sequedad con sequedad con
rotaevaporador rotaevaporador rotaevaporador
3.6 g de Extracto 10 dias | | 5.4g de Extracto 20 dias | | 7.2 g de Extracto 30 dias

‘ Extracto 30 dias-hexano ‘

!

‘ Extracto 10 dias-hexano | <—| Particién con hexano }—» | Extracto 20 dias-hexano ‘

‘ Extracto 10 dias-acetatoetilo | «—{ Particion con acetato de etilo }—o | Extracto 20 dias-acetatoetilo ‘

l

‘ Extracto 30 dias-acetatoetilo ‘
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Anexo 7. Cromatograma del extracto 10 dias particionado con hexano. Visualizaciéon de un cromatograma a

partir de la inyeccidn de un extracto obtenido en el LC-MS.
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Anexo 8. Cromatograma del extracto 20 dias particionado con hexano. Visualizacidn de un cromatograma a

partir de la inyeccidn de un extracto obtenido en el LC-MS.
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Anexo 9. Cromatograma del extracto 30 dias particionado con hexano. Visualizacidn de un cromatograma a

partir de la inyeccidn de un extracto obtenido en el LC-MS.
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Anexo 10. Cromatograma del extracto 20 dias particionado con acetato de etilo. Visualizacion de un
cromatograma a partir de la inyeccién de un extracto obtenido en el LC-MS.
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Anexo 11. Cromatograma del extracto 30 dias particionado con acetato de etilo. Visualizacién de un

cromatograma a partir de la inyeccidn de un extracto obtenido en el LC-MS.
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Anexo 12. Moléculas identificadas en el extracto particionado hexano 10 dias. Identificacion de moléculas
mediante biblioteca del equipo LC-MS utilizando como parametros aquellas moléculas que tengan ppm <3y

factor de respuesta > 5000

ﬂ Extract Hong HEX 30...  « @ Cyclo-(Leu-Tle) » 7 Fiters ~
—_— «

 Comporet T

A Componentname  lcertification status | Neutrsl mass (Ds)  Observed newtral mass (Os)  Obsevedm/z 3+ Massemor(mOs) Massemor (pm)  Bxpected RT (min)  Observed RT (min)  Detectorcounts  Response  Adducts

1 Identifed 18207904 1820793 2050685 02 12 058 209934 25 N

2 toerttes 18207904 1820793 2080686 03 18 068 s1849 sed 1

3 Ioentifed 2636813 26368 24753 o 03 495 16097 264

4 Gcoflele)  ldentifed 2616813 261682 204788 o1 04 33 2010 260 oM

S Cycodlew Ioenttes 22636813 263634 214756 02 10 082 160781 et

6 Gcoflele)  ldentfed 261683 263684 27 02 1 483 18826 et oM

7 Geodlewle)  lcentifec 2636833 263684 214757 03 1 294 7808 Bed 5
Goofese)  Icentifed 2636813 2263685 2274738 04 18 8 57251 68 oM

9 Guofesle)  ldentfed 2616813 26367 2401563 Qs 18 1059 50533 Sed <N H

10 Gyoofesie)  identfes 22636813 2262677 243565 04 18 1045 54296 et +Na

1 Qoofesde)  lentfes 2616313 261679 2483571 23 10 82 si28 ed N

12 Cyco-Rev-te) Icentifed 22636813 2262679 2493571 22 05 1235 2738 Sed +Na

13 Cyodievde) Icentifes 22616813 2261681 2401573 o4 02 1538 133415 165 <Na

14 Guofesie)  ldentfes 22626813 261681 2493574 00 00 23 148339 15 -Na &

15 Cyco-fLeu-2 ertified 2626813 2263683 02 o7 108 134647 165 +Na oM

16 Codlesde)  Identified 2616813 261683 2491576 02 09 160 ™ B8 N

17 Cofele)  identified 2616813 2263685 2083877 04 % 2% 851108 o5 Ny oM !

18 Octamydrocurcumin Icentified 37618859 3761879 3994771 7 a7 677 5915 e Ny |

19 GuodercacaM  icentifed 7225883 §722597 733068 1 3¢ 787 e oM !

20 PocenenA  eifed 57612678 576 5774330 940 s se3 oH

21 ProcunignA2  ldentified 7612678 761287 §7743%0 a1 18 49 15088 e oM Na .

2 ProcandnA2  loentifed 57612678 5761258 74331 10 a7 310 18 63 -H

B ProgendnA?  lcentifes $7612678 576129 s3% 08 18 549 20808 led M oNs

24 Procpngn A lcentfed 57612678 5761262 5774335 06 -0 1045 @70 16 oH

25 ProcandnA2  ldentifed 7612678 5761264 T3 04 o1 1061 10738 %63 <M N

% ProgendnA?  ldentfed 57612678 5761265 §771338 03 04 775 7886 63 oM (m

27 Zewarsnin loertfes 56842803 5684278 5914170 02 04 B2 2260 63 Ny _

2 Sergmanol.3.0. lcentfed €2035203 6203627 6204000 o3 0s 122 305267 26t oM &

29 Vinsginsenosice Rl icentifed 84250277 8425082 8435114 14 1% 1087 7482397 3

30 Kaspomin B lcentfed 926523% 9265238 7531 T o1 1336 2 3
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Anexo 13. Moléculas identificadas en el extracto particionado hexano 30 dias. Identificacién de moléculas

mediante biblioteca del equipo LC-MS utilizando como parametros aquellas moléculas que tengan ppm <3y

factor de respuesta > 5000.

& 1 Extract Hong HEX 10... < » 7] fyd@(hu»lh) (H D 7
R ——
4 Ientifcation status ¢ Newtral mass (Do) | Observed reutral mass (Da) | Observed m/z 3~ Mass eor (mDa)  Mass eor (opm)  Expected RT (min)  Observed RT (mir)  Detector counts | Response | Adducts
1 dentifed 18207904 1820794 205.0686 a3 b g8 45515 Sed +Na

2 Identifed 18207904 1820794 205.0686 04 19 os7 2299 Sed +Na

3 identified 22616813 2261678 2271781 03 14 &0 1487 et

4 entified 22616813 2261679 2271751 03 12 088 17675 20 oH

5 identified 22616813 2261683 227175 02 LY as1 208335 Bed o Ny
6 identifed 22616813 2261685 2271758 04 % 337 22340 E

7 Identified 2261683 2261685 271758 04 ] 453 207 168 o

8 Coo-lecle)  Wentifed 2261683 2261678 2493570 03 42 658 5105 Set +Na
9 Cyco-levde  ldentified 2616813 2261681 2401573 00 02 i) 84818 Bed <Ny
10 Cycio-(lew- identified 22636803 2261681 2491573 o 01 234 84818 Bt +Na
11 Cyco-lLesde) identified 2616813 2261681 2491573 00 a1 1233 59924 Sed +Na
12 Cyco-levde)  identified 261683 2261683 249576 02 2] 1359 51326 208 Ny
13 Cycolecle)  ldentifed 2616813 2261685 2601577 04 1% 220 205917 45 oNa <M
14 Ccio-levde)  Identified 261683 2261685 249578 04 17 254 503355 5 N
O T — 22616813 261686 2401578 05 19 108 141839 15 oNaoH
16 Nomacecanoicacl. identified 31230283 312304 3382926 06 bt 1156 3854 3 +Ns
17 195.Gucont-14-.  Kentified 33219876 3321984 3551877 a3 09 992 1082 33 <N
18 TescoennC  ldentifed 38223554 3822358 383242 04 1 1148 soss1 33 o

19 s5o-Desmetnyino.. identified 38811582 388154 3893227 Q4 BEY 748 9357 23 <H

20 Medenin Ioentifie asa2m92 asam2 ass2ms a7 16 1166 4165 3 -H

21 Meenin dentified 45a2m92 452722 a6 03 s 1509 934733 23 =N
2 GenodericaccM  Mdentified 57229883 722988 $73.3067 09 4 937 2888 23 oM

23 proqunonA2  identifed 57612678 5761258 sT7.33 10 47 941 35153 264 +H, N
24 ProgungnA2  identifed 7612678 $761262 M 28 BTy 851 26556 14 oM oNa
25 ProgusonA2  identifed 57612678 5761263 5774335 25 09 1020 23130 18 -H N
26 ProgundnA2  identifed 7612678 761263 sTa3% 28 08 ak8 36436 264 M Ns
27 ProguncnA2  identifed 57612678 5761264 5774337 04 06 954 2445 76 H

2 ProgunignA2  identifed 57612678 761272 sTa%e 04 o7 1074 10964 €3 M Ns
‘29 Ajugasterone -2 Icentified 56037130 5603706 5833558 o7 12 1236 220849 563 +Na
‘30 Zewartnin loerteo 56842803 684275 5914167 06 08 1058 267 168 <N
|3t progengnaz  lcenttes 7612678 761267 531159 01 02 1088 362 43 oNa
[32 sresgmanoiz0. tcenttes €2039243 6203913 6213985 12 19 130 519 368 oH
|33 sercosce Identifes ceerssy ceersrs a2 00 00 1168 485883 se3 oM
|38 cemscec Icertfes 84246639 8424654 8434727 -0 12 1087 7132541 403 o4
|35 cmiscec toerttes 24246633 8424676 834749 12 4 1224 76668 264 M oNs
36 ViagnsercsideRl Identfed 84250277 8235015 8654507 43 45 951 4528426 56 N

37 akmapomin®  lcentfes 9265239 265262 s278324 13 14 1278 337089 3 oH
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Anexo 14. Moléculas identificadas en el extracto particionado Acetato de etilo 10 dias. Identificacion de
moléculas mediante biblioteca del equipo LC-MS utilizando como pardametros aquellas moléculas que tengan

ppm < 3y factor de respuesta > 5000.

8  Cyco-{Leu Identified 22616813 2261682 2491574 01 03 1533 120806 165 +Na D
9 Cyclo-(Leu-Tie) Identified 22616813 2261682 249.1575 01 05 037 46504 de4 +Na

10 cydo-{Leute) Identified 22616813 2261683 2481575 02 08 107 178665 25 +Na

11 cyco-{teu Identified 22616813 2261684 2491576 02 10 316 106159 165 +Na

12 cydo-{Leu-le) Identified 22616813 2261686 2491578 05 19 279 300744 265 +Na, +H

13 Cydo-{Leute) Identified 22616813 2261686 2491578 05 19 208 228640 s N 5
1B Cyco-(Leule) Identified 22616813 2261686 2491578 05 19 204 229640 25 +Na, +H

14 (10695125135) Trhydrowy-10-octadece..  Identified 34425627 3442560 367.2453 02 07 746 5469 53 +Na

15 (10E95125135)-Trihydroxy-10-octadece... Identified 34425627 3442562 3672454 01 02 733 9813 83 +Na

16 Tenacigenin C Identified 38223554 3822351 4052244 04 10 660 136178 563 Na D
17 Quassin Identified 38318859 3881693 4111785 07 16 657 8438 R

18  Phytolaccagenic acid Identified 51634509 5163442 517.3515 03 -7 1256 312693 Ted <H

19 Evomonoside Identified 52030362 5203032 5213104 05 08 688 21365 Se3 -H =
19 Evomonoside Identified 52030362 5203032 5213104 05 09 688 21365 563 <H

20 Procyanidin A2 Identified 57612678 5761258 577.0331 08 16 1042 14905 a4 <H

21 Procyanidin A2 Identified 57612678 576,261 577.1334 07 12 954 23580 264 <H

22 procyanidin A2 Identified 57612678 576.1263 577.133 05 08 940 70041 e +H,+Na

23 Procyanidin A2 Identified 57612678 576.1264 5771337 04 06 955 107142 6ed <H, +Na

24 Procyanidin A2 Identified 57612678 576,261 5921153 07 12 9269 10038 763 Na

25 Tiiroside Identified 59413734 5941366 617.1258 08 12 774 12298 6e3 Nz

24 Procyanidin A2 Identified 57612678 S76.1261 5921153 07 12 269 10038 7 +Na

25 Tilroside Identified 59413734 5941366 617.1258 08 12 74 12298 €e3 +Na

26 Shengmanol.3-O-a-L-arzbinopyrancside  Identified 62039243 6203914 6213987 10 16 17 114359 E

27 Ginsenosice Rnd Identified 62042882 6204287 6234179 01 02 1.0 792619 B +Na

28 sericoside Identified 66639791 666.3967 689.3859 12 17 1053 31719 6e3 +Na

29 Vinaginsenoside R1 Identified 84250277 8425035 8435107 07 08 1045 616897 6e3 +H

30 Keikasapomin I Identified 92652390 9265254 9275327 15 16 1305 638759 25 -

Anexo 15. Moléculas identificadas en el extracto particionado Acetato de etilo 20 dias.

Identificacion de

moléculas mediante biblioteca del equipo LC-MS utilizando como pardmetros aquellas moléculas que tengan

ppm < 3y factor de respuesta > 5000.

hexa... ,

? Extract Hong ACET...  « | » @ (B)-Ferulic acid S
it
Component name Ioentification status ¢ Neutral mass (Da)  Observed neutral mass (Da) | Observed m/z * - Mass error (mDa) | Mass emor (ppm)  Expected RT (min)  Observed RT (min)  Detector counts  Response | Adducts
1 pogostone Identified 22410486 2281048 2251121 01 -03 391 8092 363 -H
2 cydo-Leu-te) Identified 22616813 2261678 274751 04 s as6 14350 pregp
3 Cydodleule) Identified 22616813 2263681 2271758 00 01 338 17576 204
4 cyco-Levte) Icentified 22616813 253682 2274755 01 03 614 11089 1e4 -H
5 Cyclo-(Leu-le) Identified 22616813 2261686 2271758 05 20 381 68058 ged <
6 Cyco-leule) Identified 22616813 2261679 2291571 03 10 787 48403 24 oNa
7 Cydo-Leu-Tie) Identified 22616813 226681 2691573 00 -02 1588 45060 et +Na =
8 Cyco-Leule) Igentified 22616813 2261681 208157 00 01 205 s1445 de4 Na+H
9 Cyco-(Levle) Identified 22616813 261682 2001575 01 03 330 35748 3es +Na D
10 Cyclo-(Leu-lie) Igentifies 22616813 226683 2431575 02 o7 254 222328 165 N +H
11 Cyclo-Lev-lie) Icentifies 22616813 2261683 2481575 02 07 138 39550 24 +Na
12 cyclo-fLeu-t Icentifies 22616813 2261683 2491576 02 08 278 301871 165 Na +H
13 Cyclo-Lev-ll) Ioentified 22616813 2261684 2491576 02 08 108 82999 get +Na
14 Cyco-leu-lie) Identified 22616813 2261684 2491576 02 09 062 132564 s NasH )
15 Cyco-fLeu-li) Identified 22616813 2261684 2481576 03 11 316 65719 6et ~Na
16 17-Dinycrowy-4-methoxy-1-(2-0x0propy... Identified 3120977 3121002 3350895 05 14 308 7819 53 +Na
17 Nonadecanoic acid metnylester Identified 31230283 3123034 3352026 05 16 1155 5110 se3 Na
18 g-Lirioferine (Lrioferine) Ieentified 3a.16271 3411623 3421685 -04 13 351 114188 T4 <, +Na D
19 Medenin Ieentified 5427192 4582713 455.2786 08 14 861 5592 263 <H
20 Medenin Ieentified 5427192 asaz7z1 455.2800 08 18 164 97788 563 -
21 4"-Hydroxyimperatorin-4°.0.5-D-glucop... Identified 44813695 2281371 4710263 01 02 287 5155 23 N2 =
22 Phytolaccagenic acid Icentified 51634509 5163443 5173515 08 16 1255 42833 3e4
23 Procyanidin A2 Identified 57612678 5761257 577.1330 11 18 1017 22479 led +H, +Na
24 procyanidin A2 Identified 57612678 5761259 577.332 08 15 592 26726 led +H, +Ne
25 Procyanidin A2 Identified 57612678 5761259 s77.332 08 15 1140 6052 e
26 Procyanidin A2 Identified 57612678 5761262 577.334 06 11 872 7515 se3 D
27 procyanidin A2 Identified 57612678 5761264 s577.337 03 06 55 74381 6ed
28 procyanidin A2 Identified 57612678 5761265 577.338 03 05 238 sas62 e ne )
29 | (B-Ferulic acid hexacosyl ester Identified 55846481 5584642 5814535 08 10 1473 6164 463 +Na
30 Ganogericacid H Icentified 57229853 5722092 5952885 o7 12 511 97377 73 +Ne
31 Tivoside Ioentified 59413734 5941363 6171256 10 16 774 10844 66 +Na,+H
32 shengmanol-3-0-a-L-arabinopyranoside  Identified 62039243 6203912 6213985 12 20 1501 17789 le +H
33 Cimiside C Identified 84246639 8424650 8434723 -14 16 1199 405228 3e3 +H
34 Kaikasapomin I Identified 92652350 9265248 9275321 09 10 153 213763 23 o
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Anexo 16. Moléculas identificadas en el extracto particionado Acetato de etilo 30 dias. Identificacién de
moléculas mediante biblioteca del equipo LC-MS utilizando como pardametros aquellas moléculas que tengan
ppm < 3y factor de respuesta > 5000

§7 Extract Hong ACET.. ydroxy-4-met... , T Fiters ~
——

AR NGNS
Component name Identification status ¢ Neutral mass (Dz)  Observed neutral mass (Da)  Observedmjz + - Mass error (mDa)  Mass error (ppm)  Expected RT (min)  Observed RT (min)  Detector counts  Response mauﬁ
1 sorbitol Identified 18207904 1820787 205.0679 03 16 059 5526 6e3 +Na
2 Cydo-fLeule) Identified 22616813 2261677 227750 04 19 086 11056 164 -H
3 Cyclo-{Levle) Identified 2616813 261677 274750 04 17 655 13339 a4 -H
4 Cydo-flevte) Identified 2616813 2261678 271750 04 16 337 1133 led <H
5 Cyco-{Leule) Identified 22616813 2261678 274751 03 14 566 7373 24 +H
6 Cyclo-{Leu-le) Identified 22616813 2261680 2271753 01 05 494 12662 led +H —
8 Cyclo-{Leu-ll) Identified 22616813 261684 274757 03 14 3% 63289 6ed +H
9 Cydo-feute) Icentiied 2616813 261681 2231573 01 02 107 36746 3e4 Nz
10 Cyco-{Leu-lie) Identified 22616813 226681 2231573 00 01 155 43159 484 +Na
11 Cyco-(Lev-lie) Identified 2616813 261681 291574 00 00 1538 110150 165 -Ne
12 cydo-fteuie) Identifies 2616813 261681 291572 00 01 1617 48420 Se4 +Na
13 Cyclo-(Leu-lie) Identified 22616813 2261681 2491574 00 01 315 61770 Ge4 +Na
1 . .
| |
15 Cyco-(Lev-lie) Identified 2616813 2261683 21575 02 07 12 66584 Te4 <Na
16 Cyco-(Leu-lie) Identified 22616813 26168 2491576 02 10 062 220511 Set +Na,
17 Cyco-{Lev-lie) Identified 2616813 2261685 291577 03 14 293 315946 265 -Na
18 Cyco-(Leulie) Identifies 2616813 2261685 291578 04 16 279 352321 265 +Na,-
19 gthylinoleate Identified 30827153 308271 3092784 05 15 1046 2247 264 -H
20 19B-Glucosyl-14-deoxy-11,12-didehydroand.ogra..  Identified 33219876 3321088 3332061 o1 03 12 4097 4 -
21 1,7-Dihydroxy-4-methoxy-1-(2-oxopropyi)-1H-phe... Identified 31209977 3120893 335.0885 05 15 242 7363 7e3 +Ne
22 Nonadecanoic acid methylester Identified 31230283 3123026 3352918 02 07 1155 3880 4e3 +Na
23 giroferine (Liioferine) Identified 34116271 3811621 3421693 06 18 312 25390 363 <H
24 Meldenin Identified 45427192 4580117 4552790 02 05 861 62090 3 H D
25 4"-Hydrowyimperatorin4"-O-B-D-glucopyranoside  Identified 44813695 4481364 47111256 08 12 487 8159 265 -Na,
26 Meldenin Identified 45421192 4542720 4712612 o1 01 708 30603 45 +Na
a7 - -
[E0l [
27 13.Decxy-23-etate dis0l B 4983702 934 08 15 1168
28 Metryi gycymhetate 5073438 a7 a3 236
2 erptouccagent xid 5393337 06 - 1237
30 p-Stgmastero-3-O-gluccsice 744234 104234 §754307 o1 02 351
31 proandin A2 57612678 5761265 5774338 03 25 938 |
32 procpenidin A2 §7612678 §76.1267 771340 a1 42 1089
B £aca3cam £acanca sx3aaa aa. aa PEoS
34 Procyanidin A2 Identified 57612678 5761269 577.1342 01 02 954 23531 2e4 +H
35 Shengmanol-3-0-a-L-arabinopyranosice Identified 62030243 6203914 6213987 10 16 1080 4173810 ted -H
36 Shengmanol-3-O-a-L-arabinopyranosice Identified 62030243 6203917 6213920 07 12 125 1005341 25 -4
37 Shengmanol.3-0-a-L-arabinopyranoside Identified 62035243 6203019 6213082 05 08 1238 59182 6e3 <H
38 Ginsenoside Rn4 Identified 62042882 6204288 £434180 00 00 1108 245831 463 +Na
39 sericosice Identified 66630791 6663977 6823869 02 04 286 312656 7 N2 H
‘ ‘AD Cynanoside Q1 Identified 92046678 9404673 9634565 05 05 748 5854957 363 -Ne [:
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Anexo 17. Molécula identificada tentativamente en el extracto particionado: a) hexano 10 dias b) hexano 30

dias.

i? Extract Hong HEX 10... «
—

Candidate Mass 247....  «  » 7 Filters
—

a)

I
4 Component name Ioentificaton status ~* Neutral mass (D3)  Observed neutral mass (Da) | Observed m/z - Mass ermor (mDa)  Mass eror (ppm)  Expected RT (min)  Observed RT (min)  Detector counts | Response | Adducts 2]
498 Candidate Mass 2462424 None 2462424 616 12476 led =
499 Candidate Mass 2466238 None 2466238 997 6329 6e3
500  Candidate Mass 2466438 None 2466498 1600 6109 €e3
501 Cangicate Mass 2466500  None 2466500 1560 5469 se3
502 Candicete Mass 2466504 None 266504 381 23201 264
503 Candidate Mass 2466508 None 2466508 3% 20534 264
504 Candidate Mass 2471689 None. 2471689 928 41633 et =
Ttem name: Extract Hong HEX 10 03052021 Ttem name: Extract Hong HEX 10 03052021 Channel name: Low energy : Time 8.2764 +/- 0.0375 minutes ©
Channel name: 1: +247.1689 (45.5 PPM) : TOF MS (50-1600) 6eV ESl : Integrated : Smoothed ltem descripti LO/MS
) 24716888 2385
266 ~249.15706
H 7
§| 80000 € 26012998
g
2
s 15
£ 25862333
60000 i
18410962 20450672 21309935 23014329 | ;5063499“ 267.23120
z A T | Endiricn 11N Loy |
3 190 200 210 220 230 20 250 260
z Ttem name: Extract Hong HEX 10 03052021 Channel name: High energy : Time 9.2764 +/- 00375 minutes *
§ 40000 Item description: Metanol LC/
£ 349¢5
om0 19295631
{ 3] |
T 184,106
£
3 209.16409
200001 S 257 18z08978 N
2 21014752
g 21106057 2807964
£ 100000 1 7
£ 20609953 21808932 24915519
19897278 | ‘ 23886459 | 25687462
of L | I .
8 825 85 875 9 925 95 975 10 1025 105 1075 190 200 210 220 20 20 250 260
Retention time [min] Observed mass [m/z]
B EED | Candidate Mass 247.... |« » Y Fier
— —

4 Component name Identification status  : Neutral mass (Da)  Observed neutral mass (Da)  Observed m/z *+ Masseror (mDa)  Mass error (ppm)  Expected RT(min)  Observed RT(min)  Detector counts  Response  Adducts E
=)
461 Candidate Mass 2466230  None 2466230 995 7526 73
462 Candidate Mass 2466435 None 2466435 1602 10585 led
463 Candidate Mass 2466502 None 2466502 395 20651 2e4
464 Candidate Mass 2466502  None 2466502 381 22562 264
465 Candidate Mass 247.1¢ None 247.1688 921 25105 264
466  Candidate Mass 2475965  None 247.5%65 831 29524 3e4
467 Candidate Mass 247.5%65  None 247.5965 8.05 7847 8e3 E
Item name: Extract Hong HEX 30 03052021 Item name: Extract Hong HEX 30 03052021 Channel name: Low energy : Time 8.2679 +/- 0.0371 minutes
Channel name: 1: +247.1688 (45.5 PPM) : TOF MS* (50-1600) 6V ESl+ : Itegrated : Smoothed I ipti LoMs
928 17¢6
260.12964
1567 2476878
’
40000 3 16 25862325
&
g
£ sesq
23310890 27515356
3000 R 0 241.1|0294 | [ WIS 9810670
) .‘ . T - i 1 Ll TR
é 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
z Item name: Extract Hong HEX 30 03052021 Channel name: High energy : Time 9.2679 /- 00371 minutes
H Item description: Metanol LO/MS
£ 20000 195
29003761
939
N 7 22003513 22808204
g 269.11874  276.06124
10000- £ 100000 /
2" 20609674 23211556 246.08458 29407210
G 7 ’ ~249.15715 277.08956
g 2807735 24201496 ! 297.88565
= R ‘ 28798531 7
. o A 7 |‘|‘||,
8 825 85 875 9 925 95 975 10 1025 105 1075 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Retention time [min] Observed mass [m/z]
[ | ®Q
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Anexo 18. Molécula identificada tentativamente en el extracto particionado: a) hexano 10 dias b) hexano

30 dias.

Candidate Mass 46!

7 Filters ¥
—

§7 ExtractHong HEX10.. < |+
—

Compon|
4 Component name Identification status Neutral mass (Da) | Observed neutral mass (Da) | Observed m/z -~ Mass error (mDa)  Mass error (ppm) | Expected R (min) | Observed RT (min)  Detector counts | Response  Adducts [2]
4023 Candidate Mass 465.2902  None 4652902 952 18051 83
4024 Candidate Mass 4652931 None 4652931 171 17220 204
4025  Candidate Mass 465.2932  None 4652932 1020 31262 led =
4026 Candidate Mass 4652939 None 4652933 1055 19504 2e4
4027 Candidate Mass 4652957  None 465.2957 1224 81800 5ed.
4028 Candidate Mass 4652971 None 4652971 1296 36864 3ed
4029 Candidate Mass 465.2992  None 4652992 1109 22180 2e4

Item name: Extract Hong HEX 10 03052021 Item name: HEX 10 03052021 ‘Channel name: Low energy : Time 11.7055 +/- 0.0375 minutes =
Channel name: 1: +465.2931 (45.5 PPM) : TOF MS* (50-1600) 6eV ESl- : Integrated : Smoothed Item description: Metanol LC/MS
1158 31e6
3¢5 49735673
467.19293
1 3¢5 7
3 251 42324550 43923408
< 487.22005
g 43718124
2565 5 1e6] \ 465.29311
£
£ 39128471 48136388
40830143 H023 gs315750 | |
B 397.22741 “ | H447-27MO' ‘46@,19611 | J
T o2 | N 11 NN i NSO PP v R ORI
2 380 39 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500
z Item name: Extract Hong HEX 10 03052021 Channel name: High energy : Time 11.7055 +/- 0.0375 minutes
§ 15e5q Item description: Metanol LC/MS
E 6435
39320902
100000 g 5 48722869
z
S
z
50000 7 255
g
£
= zo422791 42324779 43118393 43518200 47524492 49325643
| 40522359 \ | 13930230 ||-as7,1a116 |
1 I | I | 11 |
0 T T T T T T T T T T T T
1025 105 1075 11 1125 115 1175 12 1225 125 1275 13 380 39 400 410 420 430 440 450 460 470 480  4%0 500
Retention time [min] Observed mass [m/z]
§7 EectHong HEX 30 Candidate Mass 465.... < | » e
— —

Compd

Igentification status

< Neutral mass (Da) | Observed neutral mass (Da) | Observedm/z -+ Mass emor (mDa) | Mass error (opm) | Expected RT (min)  Observed RT (min) | Detector counts  Response  Adducts 2]

3787 52892 None 2652892 un 13793 e
3788 Candidate Mass 465.2893  None 465.2893 1049 30317 2e4
3789 Candidate Mass 4652914  None 4652914 950 17057 7e3 =
3790  Candidate Mass 465.2924  None 465.2924 1109 18336 2e4
3791  Candidate Mass 4652931  None 465.2931 1020 16981 6e3
3792 Candidate Mass 465.2937  None 465.2937 844 14019 led
3793 Candidate Mass 465.2938  None 465.2938 1222 36433 3e4 =
Item name: Extract Hong HEX 30 03052021 Item name: Extract Hong HEX 30 03052021 Channel name: Low energy : Time 11.7088 +/- 0.0371 minutes
Channel name: 1; +465.2892 (45.5 PPM) : TOF MS® (S0-1600) 6eV ESl+ : Integrated : Smoothed Item description: Metanol LC/MS
1158 15266
58 15¢6- 46719278
1e5 2 1
e 43718032
‘;’ ~430.30034 46528920
H . 46819550
£ 5e5 46240618
8es-| z JBE 4531563 L 0e 46835637
42526573 ‘ | 44226021 Voo _| J (7127013
£ sz | s ||| TR T8 I
3 ges 420 425 430 435 440 A5 450 455 460 465 470
z Item name: Extract Hong HEX 30 03052021 Channel name: High energy : Time 11.7088 +/- 0.0371 minutes
g Item description: Metanol LC/MS
£ 176e5
45518324
4e5-1
) 43118101 45718990
H v
S 100000-]
265 2 42324302 465.
H 143126084 44025542 ea23202
Z 43930060 46639840
\ )
o1 T T T T T r T Tt T 7 T
1025 105 1075 11 1125 115 1175 12 1225 125 1275 13 40 425 430 435 440 445 450 455 460 465 470
Retention time [min] Observed mass [m/z]
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Anexo 19. Molécula identificada tentativamente en el extracto particionado hexano 30 dias.

7 Extract Hong HEX 30..
——

i~y Candidate Mass 272....

Item name: Extract Hong HEX 30 03052021

Item name: Extract Hong HEX 30 03052021

7 Fitters ~
AR ACRSE
Component name Ioentification status Neutral mass (Da) | Observed neutral mass (Da) | Observedm/z -~ Mass eror (mDa)  Mass error (opm)  Expected RT (min) | Observed RT (min)  Detector counts  Response | Adducts 2]
691 Condidate Mass 2721427 None 221427 461 1728 963 =
692 Candidate Mass 2721427 None 2721427 530 11035 %3
693 Candidate Mass 2721428 None 2721428 446 6997 7e3
694  Candidate Mass 2721435 None 2435 541 107002 et
695  Candidate Mass 2721593 Nore 2721583 935 10800 te
69  Candidate Mass 2722584 None 2122584 756 39206 3e
697  Candidate Mass 2726661 None 2726661 1036 2810 264 &

Channel name: Low energy : Time 54719 +/- 0,0371 minutes.

Channel name: 1: +272.1435 (45.5 PPM) : TOF MS¥ (50-1600) 6eV ESI+ : Integrated : Smoothed | Item description: Metanol LC/MS
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Anexo 20. Reporte fotogréfico de la actividad antifungica a los 7 dias de incubacidn de M. roreri Diferentes

tasas de inhibicidn se presentaron cuando se suplementd con las distintas concentraciones de extractos y se

observa que no hay variacién entre el control negativo y solvente a los 7 dias.
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Anexo 21. Grafica de porcentajes de inhibicidn con respecto a las diferentes concentraciones de los

extractos obtenidos a los 10, 20 y 30 dias

Tiemp  —* 10Dias -+ 20Dias - 30Dias
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Porcentaje de inhibicion (%)

3.33 13.33 133.33

Concentracion (mg/mL)
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