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Resumen 

El cacao es considerado un cultivo de gran importancia económica a nivel mundial por el 

volumen de producción que se da cada año. Aun así, se registran variaciones en la 

producción por diferentes factores en donde la afectación por el hongo Moniliophthora 

roreri es el que más predomina, generando pérdidas económicas de hasta un 60% en la 

región Amazónica. Por esta razón, se deben buscar nuevas estrategias innovadoras para el 

control biológico de esta especie fitopatógena. Ensayos de antagonismo y caracterización 

de metabolitos secundarios antifúngicos en diferentes tiempos de incubación de N. 

sphaerica HM-2 fueron realizados. Los resultados preliminares mostraron que N. sphaerica 

HM-2 presenta un efecto antagónico mediado por antibiosis contra 10 cepas de M. roreri 

aisladas de toda la geografía del Ecuador. Además, se determinó que los extractos crudos 

obtenidos a los 20 días exhibieron una mayor inhibición en comparación a los 10 y 30 días, 

confirmando los resultados obtenidos por bioensayos de antagonismo. La alta actividad 

antifúngica de los extractos se atribuye a la presencia de las siguientes biomoléculas: ácido 

fitolacagénico, tilirósido, pogostona, filigenina y, de manera tentativa 4-preniloxiclavatol, 

nigrosporamida A y 3-(3,4-dixidroxifenil-4,6,8trihidroxi)-1H-iscromeno. La capacidad 

antagonista y la identificación de compuestos con propiedades antifúngicas reportados 

previamente en la literatura científica, permiten establecer las bases para proponer a N. 

sphaerica HM-2 como potencial controlador biológico de M. roreri en el cultivo de cacao.  

Palabras Claves: N. sphaerica HM-2, M. roreri, bioproductos, bioprospección, actividad 

antifúngica. 
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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.
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

1.1. ANTECEDENTES 

 

1.1.1.  Theobroma cacao L. 

 

1.1.1.1. Importancia económica del cacao 

 

El cacao es considerado un cultivo de gran importancia económica por el volumen de 

producción que se da cada año a nivel mundial. En el 2013 se produjo un total de 4.3 

millones de toneladas, lo que en ese momento representó ventas en 8400 millones de 

dólares americanos. En ese año, Ecuador aportó con 178 mil toneladas de cacao con un 

valor estimado de 433 millones de dólares  [1]. Más recientemente, en el año 2018, Ecuador 

exportó 315.571 toneladas métricas de cacao, de los cuales, el 6.33% representó a 

productos semi-elaborados como licor, polvo, manteca, torta y nibs generando 47 millones 

de dólares de valor agregado para las comunidades indígenas y pequeños agricultores [2].  

 

1.1.1.2. Factores asociados a la fluctuación en la producción de cacao 

 

A lo largo del tiempo se han registrado fluctuaciones en la producción de cacao (figura 1).  

Los factores asociados a la variación en la producción de cacao incluyen: i) mal manejo de 

las plantaciones, ii) no renovación de las plantaciones (plantaciones envejecidas), iii) 

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

 

Entre dichos factores, las enfermedades de origen microbiano son las que tienen un mayor 

impacto en el cacao, generando pérdidas económicas a nivel mundial hasta de un 30% en 

promedio [4] mientras que en la Amazonía ecuatoriana puede llegar hasta un 60% [5]. Las 

enfermedades que causan más perjuicio económico al agricultor cacaotero son moniliasis, 

escoba de bruja y mazorca negra [4,5]. La aparición de moniliasis y escoba de bruja datan 

de los años 1919 y 1922, respectivamente, las cuales arrasaron con la producción cacaotera 

en Ecuador en el año 1925, provocando, como consecuencia, un fuerte impacto 

socioeconómico y la conocida Revolución Juliana [6].  

 

1.1.2.  Moniliasis y estrategias para su control 

 

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

 

La moniliasis (figura 2) es una enfermedad infecciosa fúngica causada por Moniliopthora 

roreri [7], el cual está dentro de la familia Marasmiaceae [8]. Esta enfermedad fue 

reportada inicialmente en cultivos de cacao en Ecuador y Colombia. Sin embargo, en los 

últimos 15 años, 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 día, los países latinoamericanos en los 

que 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 

químico, control genético y control biológico [10–12]. El control cultural consiste en la 

rotación de cultivos, poda de mantenimiento, remoción de frutos infectados. En lo 

referente al control químico, se han utilizado sustancias protectoras para evitar la infección 

del fitopatógeno 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 producción, éstas siguen presentando mediana o alta susceptibilidad 

a la moniliasis [4].  
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En cuanto al control biológico, este se caracteriza por el uso de microorganismos o sus 

compuestos enzimáticos o metabólicos para controlar a microorganismos fitopatógenos 

[14].  Se han utilizado algunas especies microbianas nativas de Colombia para el control de 

M. roreri, tales como Clonostachys rosea, Clonostachys byssicola, Trichoderma spp. y, 

Bacillus brevis, siendo, las dos últimas especies, las que muestran un mayor antagonismo 

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

 

Los mecanismos de acción por el cual ocurre el efecto antagónico 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 más 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 disminución en su población [17,18]. El micoparasitismo se basa en 

la introducción de las estructuras fúngicas del antagonista en las células del hongo 

hospedador (anastomosis) mediante la secreción de enzimas líticas [17]. La antibiosis se 

enfoca en compuestos de bajo peso molecular con actividad antimicrobiana producidos 

por ciertos microorganismos con efectos inhibitorios hacia la germinación de esporas o 

crecimiento del micelio de otros microorganismos [19]. 

  

En la tabla 1, se muestran las especies de hongos biocontroladores más utilizados, así como 

sus mecanismos de acción para controlar a M. roreri. La reducción de las poblaciones de 

los agentes causales de enfermedades mediante control biológico sugiere que este debe 

ser complementario a otros mecanismos de control para disminuir el impacto de la 

enfermedad. 

 

Tabla 1. Actividad antagónica de diferentes especies fúngicas frente a M. roreri 

Hongo antagonista 

Porcentaje 

de inhibición 

(%) 

Mecanismo de 

acción 
Referencias 

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] 

* Análisis in vitro 

** Análisis en campo 

 

1.1.3. Nigrospora sphaerica y su potencial biotecnológico 

 

Nigrospora sphaerica es un hongo Ascomiceto que tiene una distribución cosmopolita y 

puede ser endófito o saprófito. Esta especie pertenece al género Nigrospora, el cual está 

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 biológicas, tales 

como: i) antibacteriana [26], ii) larvicida [27], iii) anticancerígena [28], iv) antifúngica 

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

 

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

 

Metabolito 

 

Fórmula 

estructural 

Actividad 

biológica 

m/z del 

compuesto 

Referencia 

3β-OH-

dendocarbina A 

 

Anticancerígeno 266.15 [32] 

Dendocarbina-A 

 

Anticancerígeno 251.16 [32,33] 

Danilol 

 

N.D 252.93 [32] 

Isodrimenilol 

 

Anticancerígeno 236.35 [32,33] 

Bisaboiol oxido B 

 

Antiinflamatorio 238.37 [32,34] 

(3R,6E,10S)-2,6,10-

trimetil-3-

hidroxidodeca-

6,11-dieno-2,10-

diol 

 

 

Anticancerígeno  [32,35] 
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Fomalactona 

 

Insecticida 157.08 [36] 

Fomalactona 

 

Insecticida 155.07 [36] 

Acetilfomalactona 

 

Insecticida 197.08 [36] 

Vinblastina 

 

Anticancerígeno 811 [28] 

(+)-(2S,3S,4aS)-

altenueno 

 

Antiviral 292 [31] 

(−)-(2R,3R,4aR)-

altenueno 

 

Antiviral 292 [31] 

(−)-(2S,3S,4aR)-

isoaltenueno 

 

Antiviral 292 [31] 

(+)-(2R,3R,4aS)- 

isoaltenueno 

 

Antiviral 292 [31] 

5′-metoxi-6-metil-

bifenil-3,4,3′-triol 
 

Antioxidante 247.09 [32,37] 
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Alternariol 

 

Antiviral, 

anticancerígena, 

antimicrobiana 

259 [31] 

alternariol -9-metil 

eter 

 

Antiviral, 

anticancerígena, 

antimicrobiana 

273 [31] 

4-

hidroxialternariol-

9-methyl eter 
 

N.D  [31] 

(+) nigrosporaol 

 

N.D 257.07 [38] 

(-) nigrosporaol N.D 257.07 [38] 

Ácido 

alternarienonico 

 

Fitotóxico 301.06 [38] 

Epoxiexserohilona 

 

N.D 450 [39] 

3-(3,4-

dihidroxifenil)-

4,6,8-trihidroxi-1H-

isochromeno-1- 
 

Antifúngico 465.09 [27] 

Afidicolina 

 

Anticancerígeno, 

antiviral 
338.5 [40–42] 

Nigrosporina A 

 

Antifúngico 185.08 [30] 

Nigrosporina B 

 

Antifúngico 187.09 [30] 
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Nigrosporina C 

 

Antifúngico 187.09 [30] 

Nigrosporina D 

  
Antifúngico 169.08 [30] 

1-(5-

oxotetrahidrofuran-

2-il)ethil 2-

fenilacetato 

 
N.D 249,11 [43] 

3-hidroxibutan-2-il 

2-hidroxi-3-

fenilpropanoato  

N.D 239,12 [43] 

harzialactona A 
 

Anticancerígeno 192,97 [43,44] 

1,4-dioxano-2,5-

diona-3,6-

bis(fenilmetil)-

homopolymer  

N.D  [43] 

Fomalactona [(5R, 

6R)-5 hidroxi-6-[(E)-

prop-1-en-1-il]-5, 6-

dihidroxi-2 h-piran-

2-ona]. 
 

Antibacteriano, 

Antifúngico 
154.06 [29,45] 

5-

pentildihidrofuran-

2(3H)-ona 
 

Antifúngico, 

anticancerígeno e 

inhibidor de la alfa-

glucosidasa 

156,22 [46] 

(Z)-metil-4-

(isobutiriloxi)but-3-

enoato, 
 

Antifúngico, 

anticancerígeno e 

inhibidor de la alfa-

glucosidasa 

186,2 [46] 
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2-Ácido fenilacético 

 

Antifúngico, 

anticancerígeno e 

inhibidor de la alfa-

glucosidasa 

136,15 [46] 

Nigronaptafenil 

 

Antibacteriano, 

anticancerígeno, 

antiinflamatorio e 

inhibidor de la alfa-

glucosidasa 

322 [47] 

Nigrosporamida A 

 

Antifúngico e 

inhibidor de la alfa-

glucosidasa 

272,09 [48] 

4-preniloxiclavatol 

 

Antifúngico 247,13 [48] 

ergosta-6,22-dieno-

3b,5a,8a-triol 

 

N.D 430.66 [27] 

ergosta-7,22-dieno-

3b-ol 

 

Anti-leishmaniasis 398.7 [27] 

ergosta- 

4,6,8(14),22-

tetraeno-3b-ol 
 

Anti-leishmaniasis 394.6 [27] 

ergosta-

4,6,8(14),22-

tetraeno-3ona 
 

Anticancerígeno 392.6 [27] 

ergosta-5(6),7,22-

trieno-3b-ol 

 

Anti-leishmaniasis 396.65 [27] 
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ergosta- 7,9(14),22-

trieno-3b-ol 
 

Anticancerígeno, 

antifúngico 
396.65 [27] 

ergosta-7,22-epi-

dioxi-3b-ol 
 

N.D 428.65 [27] 

4-(hidroximetil)-

3,5- dimetil 

dihidrofuran-2(3H)-

ona  

Anticancerígeno 144.17 [27] 

3-(1-hidroxietil)-4-

methil 

dihidrofuran-2(3H)-

ona  

Anticancerígeno 144.17 [27] 

Uridina 

 

 244.2 [27] 

Adenosina 

 

 267.24 [27] 

3-

bencilhexahidropirr

olo [1,2- 

a]pyrazina-1,4-

diona 
 

Antibacteriano, 

antioxidante 
244.28 [27,49,50] 

3-metilhexahidro 

pyrrolo[1,2-

a]pyrazina-1,4-

diona  

Antioxidante 168.19 [27,50] 

metil 4-

hidroxibenzoato 

 

Antibacteriano 152.15 [27] 

4-(2-hidro-

xyetil)fenol  
N.D 138.16 [27] 
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Ácido esteárico CH3(CH2)16COOH Antiinflamatorio 284.48 [27] 

Ácido oleico 
C8H17CH=CH(CH2)7CO

OH 
Antiinflamatorio 282.47 [27] 

Ácido palmítico CH3(CH2)14COOH N.D 256.43 [27] 

Ácido mirístico CH3(CH2)12COOH N.D 228.37 [27] 

etil 4-etoxi-2-

hidroxi-3,6-

dimetilbenzoato 
 

Antifúngico 239.12 [51] 

 

Wu y colaboradores [30] aislaron una cepa de N. sphaerica HM-2 endófita de Oxya 

chinensis, la cual producía nigrosporinas, metabolitos que tienen actividad antifúngica 

contra fitopatógenos como Fusarium oxysporum, Fusarium graminearum, Colletotrichum 

musae y Penicilium italicum. Las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de 

nigrosporina (+) 1, nigropsorina (-) 1 y nigrosporina 2 van desde los 3.13 hasta 25 µg/mL 

contra todos los patógenos descritos anteriormente. Nigrosporina 3 y nigrosporina (-) 4 

presentan una CMI desde los 3.13 hasta 25 µg/mL contra F. oxysporum, C. musae y P. 

italicum. En cuanto, a nigrosporina (+4) los valores de CMI fueron de 25, 50 y 100 µg/mL 

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

 

Además, este metabolito tenía una mayor actividad inhibitoria que Triademifon (control) a 

la misma concentración [30], un fungicida comercial utilizado en plantaciones de avena, 

cebada, manzano, sandía, pepino trigo, entre otros [52]. Por otro lado, Kim y colaboradores 

extrajeron fomalactona, un metabolito que es capaz de inhibir a hongos fitopatógenos 

como Phytophthora infestans, P. capsici, Magnaporthe grisea, Corticium sasaki, Botrytis 

cinerea, Pseudoperonospora cubensis, Puccinia recondita, y Erysiphe graminis a una 

concentración de 2.5 mg/mL [29].  

 

Recientemente, en la Amazonía ecuatoriana, un grupo de la asignatura de Ecología 

Microbiana (S1-2018) de la carrera de Ingeniería en Ecosistemas de la Universidad Regional 
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Amazónica Ikiam, 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 Micología Aplicada (S1-2019) de la carrera 

de Ingeniería en Biotecnología 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 biotecnológicas, 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 biotecnológicos para mejorar la capacidad de inhibición de N. sphaerica 

HM-2 contra M. roreri 

 

Desde el punto de vista biotecnológico, se pueden implementar diferentes estrategias para 

inducir la biosíntesis de compuestos antifúngicos y mejorar la capacidad antagonista de N. 

sphaerica HM-2 con propósitos de investigación o con fines comerciales y agroproductivos. 

 

Con el propósito de investigación de las rutas biosínteticas per sé, se pueden utilizar 

diferentes estrategias para determinar la funcionalidad de los genes para establecer las 

posibles vías metabólicas asociadas a la síntesis del compuesto bioactivo que presenta 

capacidad inhibitoria contra M. roreri. La interrupción dirigida de genes biosintéticos y/o 

reguladores en N. sphaerica HM-2 mediante técnicas de recombinación homóloga o 

empleando el sistema CRISPR/Cas9, el estudio del efecto de dicha delección sobre su 

capacidad antagonista, y la posterior incorporación de estos genes interrumpidos en la 

cepa hospedadora para restaurar la capacidad de inhibición, pudieran contribuir a 
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determinar la función biológica de genes sobre la síntesis de los compuestos bioactivos 

sujetos a estudio [53]. 

 

Por otra parte, para incrementar el flujo metabólico del compuesto antifúngico en N. 

sphaerica HM-2, como estrategia, se pudiera incrementar el número de copias de genes 

biosintéticos con el reemplazo o no de promotores nativos por promotores constitutivos, 

inducibles o de expresión fuerte (de metabolismo secundario) que permitan incrementar 

los niveles de transcripción de los mismos. Cabe destacar que, debido al uso de marcadores 

de selección y/o de promotores fuertes, generalmente basados en ADN de especies 

foráneas a la cepa hospedadora (N. sphaerica HM-2), con esta estrategia se obtendrán 

organismos genéticamente modificados (OGM) [53]. 

 

Si se requiere obtener organismos editados genómicamente, es decir, o no-OGM, como 

estrategia, se pudieran utilizar herramientas para la edición de genomas basados en 

CRISPR/Cas9 para interrumpir de manera dirigida posibles genes reguladores negativos de 

la ruta la biosintética de interés [54]. Así mismo, se pudiera emplear el novedoso sistema 

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

 

Finalmente, y empleando como estrategia un enfoque más acoplado a la biotecnología 

clásica, se pudieran estudiar diferentes medios de cultivos (medios de fermentación en 

sustrato sólido o líquido), fuentes específicas de carbono, nitrógeno o fósforo, inductores, 

enmiendas o factores abióticos como la temperatura, pH, salinidad, concentración de 

oxígeno o dióxido de carbono, entre otros, que permitan regular y promover el crecimiento 

conjuntamente con la inducción de la biosíntesis de los compuestos antifúngicos en N. 

sphaerica HM-2, con lo cual no se aplicarían herramientas de ingeniería genética. 

 

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

En Ecuador, el 5% de la Población Económicamente 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 económica fundamental, sobre todo para numerosas familias 

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

 

Sin embargo, un 35% de la producción de cacao en Ecuador se ha visto afectada por la 

moniliasis [55], empleándose usualmente el control químico como estrategia para mitigar 

dicha enfermedad. Además de los efectos adversos que generan al ambiente y en la salud 

de los productores por su altos índices de toxicidad y contaminación [56], se conoce que el 

uso indiscriminado de agroquímicos promueven la resistencia de microorganismos 

fitopatógenos a estos compuestos [13].  

 

Por otro lado, se conoce que el uso reiterado de agentes biocontroladores con un 

determinado mecanismo de acción como estrategia de control biológico, 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 daño económico. 

Como solución a dichos problemas, se propone como desafío estudiar y proponer nuevos 

medios de control biológico en el manejo integrado de la moniliasis en el cultivo del cacao. 

En este caso, se planteó estudiar la actividad antifúngica 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 inhibición. 

 

1.3. JUSTIFICACIÓN DE LA INVESTIGACIÓN 

 

Los metabolitos presentes en hongos provenientes de distintos tipos de hábitats presentan 

una variedad de actividades biológicas, incluidas el control de fitopatógenos [57,58]. Varios 

de esos compuestos han sido utilizados en el campo de la biomedicina, la agricultura, la 

tecnología de alimentos, la biorremediación ambiental y el sector industrial representando 

un tema de gran interés tanto en el área científica como comercial [59].  
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La tabla 1 muestra los microorganismos reportados con 100% de inhibición contra M. 

roreri. Sin embargo,  la mayoría son cepas comerciales, generalmente de acceso limitado y 

que no poseen garantía de eficiencia, ya que las mismas han sido aisladas en diferentes 

regiones latitudinales y con características edafoclimáticas muy específicas  [23]. Es por 

ello, que el estudio de las diversas especies de hongos biocontroladores depositados en el 

Banco de Microorganismos de Ikiam constituye un aporte trascendental para contribuir a 

resolver problemas de la región, en este caso, el control de hongos fitopatógenos en el 

cultivo de cacao empleando cepas autóctonas aisladas y caracterizadas en la región. 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 razón, se planteó determinar la actividad antagonista de N. sphaerica   contra M. 

roreri y analizar los posibles metabolitos secundarios asociados a dicha capacidad 

antifúngica. Los conocimientos derivados de la presente investigación permitirán diseñar 

nuevas alternativas biotecnológicas y amigables con el ambiente para el control de la 

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

 

1.4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACIÓN 

 

1.4.1. Objetivo general 

 

Caracterizar metabolitos secundarios con actividad antifúngica en N. sphaerica con 

potencial biotecnológico para el control del hongo fitopatógeno M. roreri. 

 

1.4.2. Objetivos específicos 

 

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 inhibición de los extractos obtenidos de N. 

sphaerica contra M. roreri. 
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CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 

 

2.1. Cepas, crecimiento y mantenimiento  

 

La cepa N. sphaerica (figura 3a) fue aislada por un grupo de estudiantes de la asignatura de 

Ecología Microbiana (S1-2018) 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 Microbiología Aplicada de Ikiam. Posteriormente, estudiantes de la asignatura de 

Micología Aplicada (S1-2019), procedieron a extraer el ADN genómico de N. sphaerica HM-

2 y secuenciar la región ITS para su debida identificación molecular.  

 

Las cepas M. roreri Mr85, Mr50, Mr81, Mr93, Mr86, Mr56, Mr69, Mr47, Mr42, Mr72 y Mr95 

fueron aisladas por investigadores del Centro de Investigaciones Biotecnológicas 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 Inia1 e 

Inia2 (figura 3b), fueron donadas al Banco de Microorganismos de Ikiam por parte de la 

Estación Experimental Central de la Amazonía 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 titulación. 

 

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

roreri Inia1 
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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 ºC y 15 psi en autoclave. Para esto, con 

la ayuda de un bisturí estéril, se procedió a colocar un disco de N. sphaerica HM-2 sobre 

medio de cultivo PDA contenido en placas de Petri y se incubaron a 28ºC por 7 días. El 

mismo procedimiento se realizó 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, 

Inia1 e Inia2. 

 

2.2.2. Diseño experimental 

 

Los 13 tratamientos fueron evaluados de acuerdo al Diseño Completamente al Azar (DCA). 

La unidad experimental se conformó por una caja de Petri que contenía 20 mL de PDA con 

la inoculación de disco(s) de agar con micelio de 0.5 cm2.  

 

2.2.3. Metodología experimental 

 

El ensayo de antagonismo se basó en la metodología 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 contenía medio PDA. En este ensayo se colocó un disco de 

agar con micelio de N. sphaerica HM-2 a un lado de la placa mientras que al otro lado se 

inoculó un disco de agar con micelio de M. roreri (figura 4). Además, 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 inoculación, se incubó por 10 días y se midió 

el crecimiento radial de M. roreri. Cada uno de los tratamientos se realizó por triplicado. La 

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

 

 

Figura  4. Esquema de cómo se realizó la siembra en los tratamientos 

 

2.2.4. Evaluación del porcentaje de inhibición 

Las placas fueron fotografiadas a los 7 días de incubación y estas imágenes fueron 

procesadas empleando el Software ImageJ para determinar el porcentaje de inhibición (%). 

El porcentaje de inhibición de N. sphaerica HM-2 contra M. roreri se calculó mediante la 

siguiente ecuación 1:  

 

                                     % inhibición =
Rc  −  Re

Rc
∗ 100                                                        (1) 

En donde:  

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

Re: Radio de M. roreri crecido en el enfrentamiento 

 

2.2.5. Análisis estadístico  

 

Los datos se procesaron estadísticamente en R y se observó que los datos tenían una 

distribución 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. Además, se realizó análisis de varianza no paramétrico con un 
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nivel de significancia de 0.05 (Kruskal-Wallis). Por último, se realizó 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 fórmulas de los 

estadísticos Shapiro-Wilks, Levene, Kruskal Wallis y Bonferroni se detallan a continuación:  

Test de Shapiro-Wilks:  

𝑊 =  (∑ 𝑎𝑖𝑥(𝑖)
𝑛
𝑖=1 )2

∑ (𝑛
𝑖=1 𝑥𝑖−�̅�)2   

En donde:  

X(i) es el número que ocupa la i-ésima posición en la muestra 

�̅� es la media muestral 

 

Test de Levene:  

𝑊 =  
(𝑁 − 𝑘)
(𝑘 − 1)

∑ 𝑁𝑖(𝑍𝑖 − 𝑍.)𝑘
𝑖−1

∑ ∑ (𝑍𝑖𝑗 − 𝑍𝑖.)
𝑁𝑖
𝑗=1

𝑘
𝑖=1

 

En donde: 

W es el resultado de la prueba 

k es el número de diferentes grupos a los que pertenecen a los grupos muestreados 

N es el número total de casos en todos los grupos 

𝑍𝑖𝑗 valor de la media para el i-ésima posición en el grupo 

 

Prueba de Kruskall- Wallis: 

𝐾 = (𝑁 − 1)
∑ 𝑛𝑖(�̅�𝑖. − �̅�)𝑔

𝑖=1
2

∑ ∑ (𝑟𝑖𝑗 −  �̅�)2𝑛𝑖
𝑗=1

𝑔
𝑖=1

 

En donde: 

𝑛𝑖 es el número de observaciones en el grupo i 

𝑟𝑖𝑗 es el rango de la observación j en el grupo i  

N es el número total de observaciones entre todos los grupos  

 

�̅�𝑖. =  
∑ 𝑟𝑖𝑗

𝑛𝑖
𝑗=1

𝑛𝑖
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�̅� =  𝑁+1
2

 es el promedio de 𝑟𝑖𝑗 

 

Test de Bonferroni: 

𝛼′ =  
𝛼

𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑔𝑟𝑢𝑝𝑜𝑠
 

En donde:  

𝛼 = nivel de significancia 

 

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

secundarios  

 

Para la producción de metabolitos secundarios se utilizó la metodología de Wu y 

colaboradores [30] con algunas modificaciones. Esporas frescas de N. sphaerica HM-2 se 

inocularon en fundas que contenían medio Czapek modificado cuya composición se detalla 

en la Tabla 3.  

 

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

Reactivo Cantidad [g] 

Arroz 160 

Fosfato disódico 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 añadieron 55 ml de la solución Czapek sin la fuente de carbono ni agar. Se agitó 

vigorosamente para obtener una mezcla homogénea y se procedió a esterilizarlas en el 

autoclave (BIOBASETM). Posteriormente, se colocaron 4 discos de agar con micelio de 0,5 

cm2 N. sphaerica HM-2 en cada funda. Por último, las fundas se incubaron por 10, 20 y 30 

días. 
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2.4. Extracción de metabolitos secundarios a partir de extractos crudos de N. sphaerica 

HM-2  

 

Para la extracción de metabolitos secundarios de N. sphaerica HM-2 se utilizó la 

metodología de Wu y colaboradores [30] con algunas modificaciones. Una vez transcurrido 

el tiempo de incubación, el medio que contiene el arroz fermentado y el micelio se extrajo 

con etanol al 96 % en una proporción 1:1 durante dos días. Este proceso se repitió tres 

veces. Posteriormente, se decantó con gasas y se filtró con papel filtro y algodón. Por 

último, para concentrar los extractos, se evaporó el disolvente a 35ºC y a una presión 

reducida de 90 mm Hg.  

 

2.5. Preparación de los extractos 

 

Los extractos crudos secos de cada tiempo de incubación fueron diluidos en 1.5 mL de 

dimetil sulfóxido (DMSO) hasta lograr una concentración de 1200, 133.33, 13.33, 3.33 

mg/mL. De esta manera, se obtuvieron 12 extractos los cuales serán descritos a 

continuación en la tabla 4.  

 

Tabla 4. Codificación de los extractos evaluados 

Código Tiempo de 

incubación 

Concentración (mg/mL) 

10días_1800mg 

Extracto 

10 días 

1200 

10días_200mg 133.33 

10días_20mg 13.33 

10días_5mg 3.33 

20días_1800mg 

Extracto 

20días 

1200 

20días_200mg 133.33 

20días_20mg 13.33 

20días_5mg 3.33 

30días_1800mg 
Extracto 

30días 

1200 

30días_200mg 133.33 

30días_20mg 13.33 
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30días_5mg 3.33 

 

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

 

2.6.1. Tratamientos 

 

El presente ensayo se llevó a cabo con el análisis de 12 tratamientos. Cada tratamiento 

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

 

2.6.2. Diseño experimental 

 

Se realizó un diseño completamente al azar (DCA). La unidad experimental se conformó 

por una caja de Petri que contenía 20 mL de medio de cultivo PDA suplementado con el 

extracto crudo a analizar con la inoculación de un disco de agar con micelio crecido de 0.5 

cm2. Por motivos de la pandemia COVID-19 y consecuente emergencia sanitaria, no se pudo 

realizar el diseño experimental con la cepa Mr95, la cual resultó ser la más susceptible ante 

N. sphaerica HM-2. Esto, debido a que dicho microorganismo es propiedad del CIBE-ESPOL 

y las Universidades públicas del Ecuador se encontraban cerradas al acceso público. Por lo 

tanto, se decidió continuar con el desarrollo de la presente investigación con la cepa INIA1 

cedida por la Estación Experimental Central de la Amazonía del Instituto Nacional de 

Investigaciones Agropecuarias (INIAP). 

 

2.6.3. Metodología experimental 

 

Para la evaluación del porcentaje de inhibición. Una vez esterilizado en autoclave el medio 

PDA, el medio de cultivo fue suplementado con los 12 diferentes extractos preparados en 

una proporción de 99 mL de PDA y 1 mL de extracto. Además, se añadió el tratamiento 

control de solvente que consistió en agregar 1 mL de DMSO en lugar del extracto y un 

control negativo en el que no se agregó ni solvente ni extracto.  Posteriormente, se mezcló 

vigorosamente y se vertió 20 mL en cada caja Petri. Después, se colocó un disco de agar 

(0,5 cm2) con micelio de M. roreri en el centro de la caja y se incubó a 28 ºC por 7 días. 
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Finalmente, se realizaron cinco réplicas por cada tratamiento para M. roreri. La variable de 

respuesta evaluada fue la medición del crecimiento del área micelial de M. roreri.  

 

2.6.4. Evaluación del porcentaje de inhibición  

 

A los 7 días, se realizó mediciones del área micelial de M. roreri mediante fotografías 

empleando el Software ImageJ.  El porcentaje de inhibición se determinó mediante la 

ecuación 2.  

     % 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 =
𝐴𝑐  −  𝐴𝑚𝑒

𝐴𝑐
∗ 100                                                (2) 

 

En Donde:  

Ac: Crecimiento del área micelial de M. roreri en medio PDA 

Ame: Crecimiento del área micelial de M. roreri en medio PDA suplementado con extracto 

 

2.6.5. Análisis estadístico 

 

Los datos se procesaron estadísticamente 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 realizó un 

análisis 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 fitoquímico de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2 

 

El tamizaje fitoquímico (Anexo 5) de los extractos crudos obtenidos se realizó mediante la 

metodología propuesta por Shivaputrappa  [60] para la presencia de alcaloides y glucósidos 

mientras que para fenoles, flavonoides, triterpenoides, esteroides, saponinas y taninos se 

realizó 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 agregó 5 mL de agua destilada y 

posteriormente 2 mL de ácido clorhídrico hasta acidificar el medio. Luego, a esta solución 

se le agregó 1 mL del reactivo de Dragendorff. La formación de un precipitado rojo 

anaranjado indica la presencia de alcaloides.  

 

Test de flavonoides y compuestos fenólicos: 

 

A 5 mg de cada extracto disuelto en 2 mL de agua, se le agregó 3 gotas de FeCl3 al 4 % (p/v). 

Si la disolución desarrolla una coloración negro-azulada indica la presencia de fenoles y si 

desarrolla una coloración verde indica la presencia de flavonoides.  

 

Test de flavonoides: 

 

A 5 mg de cada extracto disuelto en2 mL de agua, se le agregó 3 gotas de NaOH al 2 % (p/v). 

Si la disolución desarrolla una coloración amarilla intensa que desaparece al añadir HCl 

diluido, revela la presencia de flavonoides. 

 

Test de terpenoides: 

 

A 2 mg de cada extracto crudo disuelto en CHCl3, se le adicionó 3 gotas de ácido sulfúrico 

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

 

Test de taninos: 

 

A 2 mL de extracto se le agregó 4 gotas de FeCl3 al 4% (p/v). Un color verde indicará la 

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

 

 

 

Test de glucósidos: 
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A 2 mg de extracto disuelto en 5 mg de DMSO, se le agregó 4 gotas de FeCl3 al 4% (p/v) y se 

homogenizó. Posteriormente, se le añadió ácido sulfúrico concentrado y formará dos 

capas. Si en la capa de abajo presenta un color rojizo y en la capa superior verde azulado 

indica la presencia de glucósidos. 

 

2.8. Purificación de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2 

 

La purificación de los extractos obtenidos de N. sphaerica HM-2 se la realizó mediante la 

metodología 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 presión reducida de 100 mm Hg y a 35 ºC. El diagrama 

de flujo en el que se muestra cómo se obtuvo cada extracto se presenta en el Anexo 6. 

 

2.9. Cromatografía de capa fina  

 

Los extractos crudos fueron resuspendidos en etanol 96% y se los analizó mediante 

Cromatografía 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. Además, 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 ImageJ para determinar el factor de 

retención (Rf). El factor de retención se calculó mediante la siguiente ecuación:  

 

                             𝑅𝑓 = 𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑞𝑢𝑒 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒 𝑒𝑙 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜 𝑑𝑒𝑠𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑙í𝑛𝑟𝑎 𝑏𝑎𝑠𝑒
𝐷𝑖𝑠𝑡𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑙í𝑛𝑒𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒

                                (3)    

 

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

antifúngica contra M. roreri 

 

La caracterización de metabolitos secundarios se realizó a los extractos particionados a una 

concentración 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 ºC con 

un volumen de inyección de 10 microlitros. La fase móvil se conformó de un sistema binario 

compuesto por A: 99.99 % de agua MilliQ /0.01 % de ácido fórmico (Grado HPLC) y B: 99.99 

% acetonitrilo (Grado HPLC) / 0.01 ácido fórmico (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 min y por último 4 minutos en las condiciones iniciales.  

 

Las corridas en el espectrómetro de masas se realizaron con una fuente de ionización por 

electrospray en un rango de masa de m/z 50-1600 Da en el modo positivo con una tensión 

capilar de 0,8 kV, caudal de gas de cono de 50 L/h, caudal de gas de desolvatación de 1200 

L/h, temperatura de la fuente de 150 ◦C, temperatura de desolvatación de 550 ◦C con cono 

de muestreo y compensación de la fuente a los 40 y 80, respectivamente. Los experimentos 

de MS / MS se llevaron a cabo en conjunto con la colisión de rampa energía (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.  

 

CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS 

 

3.1. Ensayos de antagonismo 

 

El test de Levene con un nivel de significancia de 0.05 determinó que el valor “F” fue de 

0.9515 y el valor de Pr(>F) 0.5151.  El test de Shapiro Wilks con un nivel de significancia 

estableció 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 determinó que el valor de chi-cuadrado fue de 

29.391 y el p-value fue de 0.003446. De igual manera, el test de Bonferroni con un nivel de 

significancia de 0.05 permitió correlacionar entre qué tratamientos hay diferencias 

significativas (figura 5).  

 

Se determinó la inhibición de 13 cepas de M. roreri cuando estas crecían en cultivo dual 

con N. sphaerica HM-2 en comparación a cuando crecían en cultivo axénico (control). 

Además, en los cultivos axénicos, se apreció un crecimiento radial de M. roreri mientras 
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que cuando las cepas fitopatógenas se enfrentaron a N. sphaerica HM-2 no presentaron 

esta característica (figura 6). En la figura 6 solo se presenta los tratamientos Mr50, Mr56, 

Mr93, Mr85, Mr69, Mr72 debido a problemas técnicos presentados de la cámara 

fotográfica del CIBE-ESPOL.  

 

 

Figura  5. Resultados estadísticos 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. 

 

 

Tratamientos 
Cultivo axénico  

(Control) 

Cultivo dual  

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

 

En la tabla 5 se presentan los valores ponderados de la actividad antagónica de N. sphaerica 

HM-2 contra M. roreri a los 7 días de crecimiento, los cuales exhibieron desde 0 % hasta 

61,9 % de inhibición. 

 

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

Hongo antagonista Cepa fitopatógena M. roreri Porcentaje de 

inhibición 

N. sphaerica 

HM-2 

Mr81 0.00 

Mr42 0.00 

Mr69 0.00 

Mr50 2.72 ± 1.81 

Mr72 2.75 ± 0.9 
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Mr85 7.91 ± 3.05 

Mr86 8.66 ± 1.04 

Mr56 9.25 ± 0.25 

Mr47 11.68 ± 4.49 

Mr93 17.26 ± 0.97 

Inia2 18.09 ± 2.45 

Inia1 20.58 ± 1.14 

Mr95 61.9 ± 1.34 

 

3.2. Tamizaje fitoquímico y análisis en cromatografía en capa fina 

La separación de compuestos realizados en placas de gel de sílice mostró diferencias con 

los distintos reveladores.  
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Figura  7. Separación de compuestos por Cromatografía 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 días 

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 nm y 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. Además, se 

identificó una buena separación de los diferentes compuestos de los extractos cuando se 

utilizó como fase móvil hexano: acetato de etilo a una proporción de 3:1 (figura 7).  

 

En la tabla 6 se presenta los valores de factor de retención (Rf) de los compuestos 

separados con distintas fases móviles en los extractos de 10, 20 y 30 días usando diferentes 

reveladores.  

 

Tabla 6. Cálculo del valor de factor de retención (Rf) en las placas con distintas fases móviles y reveladores 

 

 

 

 
Reveladores 

Extractos Fase móvil 
UV = 254 nm 

(Rf) 

UV = 365 nm 

(Rf) 

Sulfato 

cérico al 20% 

(Rf) 

10 días Hexano: Acetato 

de etilo 

1:3 

- - 0.91; 0.78; 0.18 

20 días 0.94 0.10 0.91; 0.18 

30 días 0.94 - 0.91; 0.18 

10 días Hexano: Acetato 

de etilo 

1:1 

1.0 0.90 
0.94; 0.74; 0.53; 

0.28 

20 días 1.0 0.90; 0.10 0.94; 0.53; 0.28 

30 días 1.0 0.90 0.94; 0.53; 0.28 

10 días 

Hexano: Acetato 

de etilo 

3:1 

0.62 0.35 0.70; 0.39; 0.26 

20 días 0.62; 0.53 

0.75; 0,65; 0.45; 

0.55; 0.35; 0.25; 

0.12 

0.70; 0.39; 

30 días 0.62 0.35; 0.12 0.70; 0.39 

10 días Hexano: Acetato 

de etilo 

85:15 

0,69; 0.62; 0.40 0.13 0.87; 0.48; 0.10 

20 días 0.69; 0.40 0.35; 0.13 0.87; 0.48; 0.10 

30 días 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 días en Rf de 1.0; 0.62; 

0.4 y 0.2 de acuerdo a la disminución en la concentración 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 días se evidencia 

una mancha celeste a un Rf= 0.35 y Rf= 0.13 en las fases móviles 3:1 y 85:15 

respectivamente que no se encuentra en los 10 días (subrayado naranja, figura 7b). El 

extracto de 10 días, en la fase móvil 3:1 se observa una mancha de color morado a un Rf = 

0.35, el cual en la fase móvil 85:15 aparece a un Rf= 0.13 (subrayado gris, figura 7b).    

En la revelación con sulfato cérico se evidencia una mancha gris a los 10 días en las 

diferentes fases móviles (subrayado amarillo, figura 7c) mientras que a los 20 y 30 días no 

se observa. Otro compuesto a un Rf diferente a los 20 y 30 días se evidencia en las placas 

(subrayado verde, figura 7c). Además, en este revelador se notó manchas en los 10,20 y 30 

días a un Rf de 0.28 (subrayado negro, figura 6c); y con Rf= 0.59 (subrayado rosa, figura 7c) 

que no corresponden al mismo compuesto. En cuanto al análisis fitoquímico realizado para 

los extractos 10, 20 y 30 días mostró la presencia de alcaloides, terpenos y taninos (tabla 

7). 

 

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

sido incubado. 

 Extractos crudos de N. sphaerica HM-2 

Prueba 10 días 20 días 30 días 

Alcaloides + + + 

Flavonoides – Fenoles - - - 

Flavonoides - - - 

Terpenoides + + + 

Taninos + + + 

Glucósidos - - - 
+ Presencia de compuestos 
. Ausencia de compuestos 

 

3.3. Actividad antifúngica 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 Inia1 a los 7 de incubación. El porcentaje de inhibición de los extractos 

10días_1800mg, 20días_1800mg y 30días_1800mg resultó en 100 % a los 7 días. En cuanto 
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a 10días_200mg, 20días_200mg, 30días_200mg van desde 18 hasta 43% de inhibición a los 

7 días. Con respecto a 10días_20mg, 20días_20mg, 30días_20mg, la inhibición varió desde 

los 8 hasta 23% en el día 7. Por último, los intervalos por parte de los extractos con menor 

concentración 10días_5mg, 20días_5mg, 30días_5mg a los 7 días se situaron en 5 hasta 

10% de inhibición.  

 

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

de inhibición a los 7 días de incubación. 

 

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

Concentración del extracto Porcentaje de inhibición (%) 

10días_1800mg 100 

20días_1800mg 100 

30días_1800mg 100 

10días_200mg 22.55 ± 1.41 

20días_200mg 41.42 ± 1.75 

30días_200mg 15.35 ± 1.83 

10días_20mg 14.97 ± 1.66 

20días_20mg 18.20 ± 2.24 

30días_20mg 6.83 ± 1.87 

10días_5mg 6.68 ± 1.22 

20días_5mg 11,54 ± 2.22 

30días_5mg 4.82 ± 0.54 

 

El test de Levene determinó que el valor “F” fue de 1.2603 y el valor de Pr(>F) 0.2759.  El 

test de Shapiro Wilks determinó que el valor de W fue de 0.84168 y el p-value de 6.879e-

05. El test de Kruskal – Wallis determinó 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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Figura  8. Resultados estadísticos de las pruebas de Levene, Shapiro-Wilks y Kruskal-Wallis para la actividad 

antifúngica de los extractos crudos 

 

3.4. Caracterización de metabolitos secundarios 

 

La identificación de los compuestos presentes en las particiones de hexano y acetato de 

etilo se lo realizó mediante el análisis 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 días particionado con hexano. Visualización de un cromatograma a 

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

 

Los resultados de moléculas detectadas arrojaron más de 100 moléculas por lo que se filtró 

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

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

de etilo, respectivamente (tablas 9 y 10). Además, se estableció de manera tentativa la 

presencia de 3 moléculas antifúngicas en la partición de hexano a los 10 y 30 días (Anexos 

17-19). En cuanto, a la partición de Hexano_20días no se pudo analizar por problemas con 

la información generada. 

 

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

    Presencia en los extractos 

Metabolito  
Actividad 

Biológica 

m/z 

observada 
Aductos Hexano_10d Hexano_20d Hexano_30d 

Ciclo(Leu-Ile) N.D 227.1752 [M+H] Identificado S.A Identificado 

Sorbitol 
Diurético 

[63] 
205.0686 [M + Na] Identificado S.A Identificado 

Ácido 

metilester 
N.D 335.2926 [M + Na] Identificado S.A - 
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Nonadecain

oico 

Tenacigenin

a B 

Anticancer

ígeno [64] 
383.2432 [M+H] Identificado S.A - 

Meldenina N.D 455.2785 [M+H] Identificado S.A - 

Ácido 

ganodérico 

H 

Anticancer

ígeno [63] 
573.3067 [M+H] Identificado S.A Identificado 

Procyanidina 

A2 

Antibacteri

al, antiviral 

y 

antioxidan

te [63] 

577.1331 
[M+H], [M 

+ Na] 
Identificado S.A Identificado 

Zeaxantina 
Antioxidan

te [63] 
591.4167 [M + Na] Identificado S.A Identificado 

Sericosido 
Antibacteri

al [65] 
667.4052 [M+H] Identificado S.A - 

Cimisida C N.D 843.4749 
[M+H], [M 

+ Na] 
Identificado S.A - 

Vinaginseno

sida R1 
N.D 865.4907 [M + Na] Identificado S.A Identificado 

Kaikasapomi

na III 
N.D 927.5324 [M+H] Identificado S.A Identificado 

Octahidrocu

rcumina 

Anticancer

ígeno [66] 
399.1771 [M + Na] - S.A Identificado 

4-

preniloxiclav

atol 

Antifúngic

o [48] 
247.1688 - Tentativo S.A Tentativo 

nigrosporam

ida A 

Antifúngic

o [48] 
272.1435 - - S.A Tentativo 

3-(3,4-

dixidroxifenil

-

4,6,8trihidro

xi-1H-

iscromeno 

Antifúngic

o [27] 
465.2892 - Tentativo S.A Tentativo 

N.D: No descrito 
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S.A: Sin analizar 

 

 

Tabla 10. Metabolitos aislados de N. sphaerica HM-2 en las particiones de Acetato de etilo 

    Presencia en los extractos 

Metabolito  Actividad 

Biológica 

m/z 

observada 

Aductos Acetato de 

etilo 10dias 

Acetato de 

etilo 20dias 

Acetato de 

etilo 30dias 

Ciclo(Leu-Ile) N.D 227.1750 [M+H] Identificado Identificado Identificado 

Tenacinegina B 
Anticanceríge

no [64] 
383.2432 [M+H] Identificado - - 

Cuasina Larvicida [67] 388.1893 
[M + 

Na] 
Identificado - - 

Ácido 

fitolacagénico 

Antifúngico 

[68] 
517.3515 [M+H] Identificado Identificado Identificado 

Evomonosido 

Anticanceríge

no [69], 

antiviral [70] 

521.3104 [M+H] Identificado - - 

Procyanidina A2 

Antibacterial, 

antiviral y 

antioxidante 

[63] 

577.1331 

[M+H], 

[M + 

Na] 

Identificado - Identificado 

Tilirosido 
Antifúngico 

[71] 
617.1258 

[M + 

Na] 
Identificado Identificado Identificado 

Shengmanol-3-

O-α—L-

arabinopyranosi

do 

Anticanceríge

no [72] 
621.3987 [M+H] Identificado Identificado Identificado 

Ginsenosido Rh4 
Anticanceríge

no [73] 
643.4179 

[M + 

Na] 
Identificado Identificado - 

Sericosido 
Antibacterial 

[65] 
667.4052 [M+H] Identificado Identificado - 

Vinangisenosido 

R1 
N.D 865.4907 

[M + 

Na] 
Identificado - - 

Kaikasapomina 

III 
N.D 927.5324 [M+H] Identificado - Identificado 



 

40 

 

Sorbitol Diurético [63] 205.0686 
[M + 

Na] 
- Identificado - 

Ácido metilester 

Nonadecainoico 
N.D 335.2918 

[M + 

Na] 
- Identificado Identificado 

d-Lirioferina N.D 342.1693 [M+H] - Identificado Identificado 

Meldenina N.D 477.2612 
[M + 

Na] 
- Identificado Identificado 

11-Deoxi-23-

acetato alisol b 
N.D 499.3774 [M+H] - Identificado - 

Metil glicirretato 

Anti-

inflamatorio 

[63] 

507.3438 
[M + 

Na] 
- Identificado - 

B-Stigmasterol-

3-O-glucosido 

Analgésico 

[74] 
575.4307 [M+H] - Identificado - 

Pogostona 

Antifúngico y 

antibacterial 

[75] 

225.1121 [M+H] - Identificado Identificado 

Ácido hexacosil 

ester-ferúlico 

Antioxidante 

[76] 
581.4535 

[M + 

Na] 
- - Identificado 

Ácido 

ganodérico H 

Anticanceríge

no [63] 
573.3067 [M+H] - - Identificado 

Cimisida C N.D 843.4749 

[M+H], 

[M + 

Na] 

- - Identificado 

Filigenina 
Antifúngico 

[63] 
373.1832 [M+H] - Identificado - 

 

CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN Y DISCUSIÓN 

 

4.1. Ensayos de antagonismo 

 

Los valores obtenidos en el test de Levene (Figura 5) determinaron que sí 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 estadísticamente 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 concluyó 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, dónde 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 último, el test de Bonferroni permitió visualizar diferencias significativas con un nivel 

de significancia de 0.05 al tratamiento Mr95 con respecto a los demás tratamientos. Esto 

significa que existe una mayor actividad antagónica de N. sphaerica HM-2 contra la cepa 

de El Oro M. roreri Mr95 mostrando una inhibición del 61,9% (tabla 5). Con respecto a las 

otras cepas como Mr93, Inia1 e Inia2, los porcentajes de inhibición 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 investigación. En consecuencia, se sugiere realizar más 

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

 

Los porcentajes de inhibición 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 titulación, Villavicencio y 

colaboradores aislaron hongos endófitos de hojas sanas de cacao con la finalidad de 

emplearlos como controladores biológicos de enfermedades fúngicas de cultivos agrícolas. 

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 

Amazonía ecuatoriana [23]. De esta manera, el trabajo de Villavicencio y colaboradores 

junto con el presente trabajo de titulación, representan la primera evidencia de las 

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

 

Así mismo, Villavicencio y colaboradores analizaron la capacidad antagonista de otras 

especies de hongos endófitos diferentes a N. sphaerica, obteniendo un rango de inhibición 

de la cepa M. roreri CIBE-A12.1 entre un 8% y 63%. La cepa que mostró la mayor actividad 
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de inhibición fue Colletotrichum gloeosporioides [23]. Esta especie se ha reportado 

previamente como agente causal de la antracnosis en diferentes cultivos de importancia 

económica como mango [77], papaya [78], guanábana [79], cacao [80], aguacate [81], entre 

otros.  

 

En otro estudio [22] se reportó la capacidad de inhibición por antibiosis de distintas 

especies de Trichoderma ante M. roreri, las cuales presentaron un rango de inhibición de 

una cepa M. roreri aislada de Tabasco (México) entre 6.8% y 55.5%, en donde la más 

promisoria fue T. asperellum [22].  

 

Los resultados obtenidos de esta investigación 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 explicó en el apartado de Antecedentes, los 

mecanismos de acción por el cual ocurre el efecto antagónico 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). Además, 

el no contacto entre ambos micelios evidencia la no interacción de hifas entre estos dos 

microorganismos por lo que excluye el micoparasitismo (figura 5). Por otro lado, las zonas 

de inhibición 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 reveló que el mecanismo de acción de N. sphaerica es la 

antibiosis [23]. 

 

4.2. Tamizaje fitoquímico y análisis en cromatografía en capa fina 

 

La forma, el tamaño, 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 

características químicas [82]. Las manchas presentes en las placas permiten identificar 
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que hay más compuestos en el extracto del día 20 en comparación a los extractos de 10 

y 30 días.  

 

Bajo la luz UV = 254 nm se evidencian manchas con Rf similar en los 3 extractos por lo 

que se trataría del mismo compuesto presente en los tres intervalos de tiempo. 

Además, se puede observar que el mismo es un compuesto apolar debido a que 

mientras se aumenta la proporción de hexano en la fase móvil, este interactúa más con 

dicha fase. Bajo la luz UV= 365 nm en la fase móvil hexano: acetato de etilo 1:3, a los 

20 días se examina una mancha azul con un Rf = 0.10 con características polares. En 

cuanto a los 10 días en la fase móvil 3:1 y 85:15 se detecta una mancha violeta a un Rf 

de 0.35 y 0., respectivamente, lo cual indica que es apolar (subrayado gris). Además, los 

Rf del extracto  a los 20 días (figura 10a) revelados con luz UV = 365 nm tienen similitud 

con los Rf (figura 10b) obtenidos en las Cromatografías en capa fina realizadas por Wu 

y colaboradores [30], por lo que podría coincidir con las moléculas antifúngicas 

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 cromatográficos, ya que el 

procesamiento de estos datos requiere tiempos prolongados y el uso de un software 

que demanda equipos informáticos de alta capacidad de procesamiento. Con respecto 

a los experimentos de CCF mediante revelado con sulfato cérico, la mancha gris 

presente en los 10 días es un compuesto diferente a los que se detectan en las regiones 

de 20 y 30 días, sin embargo, no pudo ser identificado. Además, se evidencia un 

compuesto polar en los 3 extractos (subrayado rojo) y un compuesto apolar en los 20 y 

30 días (subrayado verde). 
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Figura  10. Comparación de Rf en placas reveladas en UV de los extractos a) 20 días 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 fenólicos, como parte 

estructural de los metabolitos antifúngicos reportados por N. sphaerica HM-2, se 

encuentran 4-metil hidroxibenzoato, etil-4-etoxi-2hidroxi-3,6-dimetilbenzoato, 

nigrosporamida A. Cabe mencionar que éste último metabolito fue identificado 

tentativamente en la partición de hexano correspondiente al extracto de 30 días.  

 

Con respecto a compuestos terpenoides se han aislado dendocarbinas de N. sphaerica 

HM-2 [32] y en este estudio las moléculas con esta naturaleza química que se 

determinaron fueron meldenina, zeaxantina, cuasina y Shengmanol-3-O-α—L-

arabinopyranosida. De hecho, el análisis fitoquímico reveló 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].   

 

 
 

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

b) Nigrosporina B y c) Nigrosporina C. 

 

4.3. Actividad antifúngica 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 fitopatógena de interés. Los valores obtenidos del test de 

Levene determinan que sí hay homogeneidad de varianzas mientras que el test de 

Shapiro-Wilks concluyó que no hay normalidad en los datos. Por lo tanto, se procedió a 

realizar un test no paramétrico Kruskal-Wallis, dónde los valores de chi-cuadrado 

fueron de 52.869 y el p-value fue de 1.896e-07. De esta manera, se observó que el valor 

de p (p-value) es menor que el valor de chi-cuadrado por lo que se concluyó que hay 

diferencias significativas en al menos uno de los tratamientos. De manera cualitativa, 

se evidenció que hay una tendencia sobre los porcentajes de inhibición en las diferentes 

concentraciones y días, en donde el extracto de los 20 días presenta una mejor 

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

 

Probablemente, este extracto presente una mayor cantidad o concentración de 

moléculas antifúngicas en comparación a los extractos de 10 y 30 días.  

 

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

inhibición del 100% en los tres diferentes tiempos de incubación mientras que los 
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extractos a menores concentraciones evaluadas fueron disminuyendo el porcentaje de 

inhibición. Esto se debe a que los extractos con 1333.33 mg/mL tienen una mayor 

concentración de compuestos antifúngicos en comparación a los extractos 133.33, 

13.33, 3.33 mg/mL. Por lo tanto, se sugiere determinar la concentración de las moléculas 

antifúngicas presentes en cada extracto y la concentración óptima del extracto de N. 

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

 

Los reportes de aislamiento de moléculas antifúngicas a partir de N. sphaerica HM-2 

determinaron que fue en un rango de incubación de 30 hasta 40 días  [27,30,48]. Con 

las metodologías empleadas en el presente estudio y con la cepa de N. sphaerica HM-2 

amazónica ensayada, se estableció que, de acuerdo a los porcentajes de inhibición de 

los extractos, el mejor tiempo de incubación para la producción de moléculas 

antifúngicas es a los 20 días. 

 

4.4. Análisis de metabolitos secundarios 

 

El análisis de los cromatogramas y su respectiva comparación con la biblioteca del 

UHPLC-MS-QTOF permitió identificar las siguientes moléculas antifúngicas como ácido 

fitolacagénico, tilirósido, pogostona y filigenina, las cuales estas cuatro se encuentran en 

el extracto de 20 días. Por otro lado, el análisis de las estructuras, masas y sustituyentes 

permite caracterizar de manera tentativa las moléculas presentes en los extractos [83]. Es 

así como se caracterizó tentativamente la presencia de las siguientes moléculas 

antifúngicas en la partición de hexano 10 4-preniloxiclavatol y 3-(3,4-dixidroxifenil-

4,6,8trihidroxi)-1H-iscromeno mientras que en la partición hexano 30 días se detectó las 

dos moléculas mencionadas anteriormente y nigrosporamida A. 

 

Ácido fitolacagénico (figura 12a) es una sapogenina aislada de la planta Chenopodium 

quinoa Willd., la cual tiene actividad antifúngica con un MIC> 100 ug/mL [68]. Tilirósido 

(figura 12b), una molécula aislada de Picea neoveitchii presenta una actividad antifúngica 

moderada contra Pyricularia grisea, Sclerotium rocfsii y Alternaria mali [71]. Pogostona 

(figura 12c), un metabolito secundario de la planta Pogostemon cablin Benth demostró una 
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fuerte actividad antifúngica contra Candida albicans. Por último, filigenina (figura 12d) 

presenta actividad antifúngica contra el hongo Cladosporium cucumerinun a una 

concentración 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 antifúngica contra microorganismos como F. oxysporium, C. musae y 

C. gloeosporioides, hongos patógenos asociados a plantas de importancia económica [48]. 

Además, 3-(3,4-dixidroxifenil-4,6,8trihidroxi)-1H-iscromeno, un compuesto isocromeno 

aislado de N. sphaerica HM-2 presentó actividad antifúngica contra Cryptococcus 

neoformans con un valor de IC50 de 14.8 ug/mL [27]. 

 

 
 

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

 

5.1. Conclusiones 

 

La moniliasis en cultivos de cacao causa cuantiosas pérdidas económicas por lo que es 

mandatorio la realización 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 más susceptibles de este grupo, se encuentran Mr47 y Mr93 de la 

región Costa y las cepas amazónicas de M. roreri Inia1 y M. roreri Inia2 en un rango entre 

11.68 y 21% a los 7 días en cultivo in vitro. Así mismo, la cepa Mr95 presentó una 

susceptibilidad de 61%, por lo que N. sphaerica HM-2 podría ser considerado como un 

hongo candidato en el diseño de estrategias de control biológico de M. roreri en la Provincia 

de El Oro.  

 

Se planteó que el mecanismo de acción de N. sphaerica HM-2 es por antibiosis lo que 

estableció las bases para proponer la identificación de los metabolitos secundarios que 

mayoritariamente aportan al efecto inhibitorio. En este sentido, los resultados revelaron 

que los extractos crudos obtenidos de N. sphaerica presentaron un rango de inhibición 

entre 5% y 100% contra M. roreri, en donde se determinó que el extracto obtenido a los 20 

días de incubación en SFES mostró los mejores porcentajes de inhibición en comparación a 

los extractos cosechados a los 10 y 30 días. Así mimo, el análisis por UHPLC-MS-QTOF de 

los extractos obtenidos permitió la identificación de 4 moléculas antifúngicas sintetizadas 

por N. sphaerica HM-2: ácido fitolacagénico, tilirósido, pogostona y filigenina. Además, se 

identificaron tentativamente 3 moléculas antifúngicas 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 

que presentan actividad antifúngica contra microorganismos patógenos de plantas de 

importancia económica. Por esta razón, se recomienda determinar si estas moléculas están 

presentes en el extracto crudo de la cepa amazónica N. sphaerica HM-2 y si son los que le 

confieren la actividad antifúngica contra las cepas del hongo fitopatógeno M. roreri. Para 

ello, se sugiere producir biomasa de N. sphaerica HM-2 en SFES a los 20 días de incubación 

en las condiciones de crecimiento descritas en la presente investigación y la purificación 

bioguiada de los extractos obtenidos. Así 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 parámetros 

estandarizados. Por otra parte, se recomienda realizar un análisis más exhaustivo de los 

cromatogramas usando una computadora de mayor capacidad de procesamiento para 

determinar otras moléculas antifúngicas 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 

 

 

 

a) b) 

c) d) 

e) 
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Anexo 2. Localización del aislamiento de las cepas de M. roreri utilizadas en el trabajo de titulación. En esta 

investigación se usó 13 cepas de M. roreri para los ensayos de antagonismo mientras que para la actividad 

antifúngica se utilizó Inia1. 

Cepa Especie Localidad-Provincia de 

aislamiento 

Mr95 Moniliophthora roreri Arenillas, El Oro 

Mr85 Moniliophthora roreri Pastaza, Pastaza 

Mr50 Moniliophthora roreri Lago Agrio, Sucumbíos 

Mr81 Moniliophthora roreri Tiwintza, Morona Santiago 

Mr93 Moniliophthora roreri Santa Rosa, El Oro 

Mr86 Moniliophthora roreri Milagro, Guayas 

Mr56 Moniliophthora roreri Lago Agrio, Sucumbíos 

Mr69 Moniliophthora roreri Loreto, Orellana 

Mr47 Moniliophthora roreri Vinces, Los Ríos 

Mr42 Moniliophthora roreri Nangaritza, Zamora Chinchipe 

Mr72 Moniliophthora roreri Archidona, Napo 

Inia1 Moniliophthora roreri Joya de los Sachas, Orellana 

Inia2 Moniliophthora roreri Joya de los Sachas, Orellana 
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Anexo 3. Localización espacial del aislamiento de las cepas de M. roreri utilizadas en el trabajo de titulación. 

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

actividad antifúngica se utilizó Inia1. 

 

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

descritos anteriormente fueron realizados en R y a continuación se visualiza el script.  
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Anexo 5.  Tamizaje fitoquímico para la detección de compuestos a) glucósidos, b) terpenoides, c) taninos, d) 

flavonoides, e) alcaloides y f) fenoles y flavonoides

  

Anexo 6. Diagrama de flujo de los extractos obtenidos. Se fermentó a N. sphaerica HM-2 en diferentes 

tiempos de incubación y posteriormente se realizaron las extracciones y particiones para futuros análisis 

como actividad biológica o actividad antifúngica. 
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Anexo 7. Cromatograma del extracto 10 días particionado con hexano. Visualización de un cromatograma a 

partir de la inyección de un extracto obtenido en el LC-MS. 

 

Anexo 8. Cromatograma del extracto 20 días particionado con hexano. Visualización de un cromatograma a 

partir de la inyección de un extracto obtenido en el LC-MS. 
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Anexo 9. Cromatograma del extracto 30 días particionado con hexano. Visualización de un cromatograma a 

partir de la inyección de un extracto obtenido en el LC-MS. 

 

Anexo 10. Cromatograma del extracto 20 días particionado con acetato de etilo. Visualización de un 

cromatograma a partir de la inyección de un extracto obtenido en el LC-MS. 
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Anexo 11. Cromatograma del extracto 30 días particionado con acetato de etilo. Visualización de un 

cromatograma a partir de la inyección de un extracto obtenido en el LC-MS. 

 

Anexo 12. Moléculas identificadas en el extracto particionado hexano 10 días. Identificación de moléculas 

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

factor de respuesta > 5000  
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Anexo 13. Moléculas identificadas en el extracto particionado hexano 30 días. Identificación de moléculas 

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

factor de respuesta > 5000. 
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Anexo 14. Moléculas identificadas en el extracto particionado Acetato de etilo 10 días. Identificación de 

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

ppm < 3 y factor de respuesta > 5000. 

 

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

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

ppm < 3 y factor de respuesta > 5000. 
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Anexo 16. Moléculas identificadas en el extracto particionado Acetato de etilo 30 días. Identificación de 

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

ppm < 3 y factor de respuesta > 5000 
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Anexo 17. Molécula identificada tentativamente en el extracto particionado: a) hexano 10 días b) hexano 30 

días.  

 

 

 

a) 

b) 
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Anexo 18. Molécula identificada tentativamente en el extracto particionado: a) hexano 10 días b) hexano 

30 días.  

 

 

 

 

a) 

b) 
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Anexo 19. Molécula identificada tentativamente en el extracto particionado hexano 30 días.  

 

 

Anexo 20. Reporte fotográfico de la actividad antifúngica a los 7 días de incubación de M. roreri Diferentes 

tasas de inhibición se presentaron cuando se suplementó con las distintas concentraciones de extractos y se 

observa que no hay variación entre el control negativo y solvente a los 7 días. 

Extracto Placa 

10días_1800mg 

 

a) 
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20días_1800mg 

 
30días_1800mg 

 
10días_200mg 

 
20días_200mg 
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30días_200mg 

 
10días_20mg 

 
20días_20mg 

 
30días_20mg 
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10días_5mg 

 
20días_5mg 

 
30días_5mg 

 
Control negativo 
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Anexo 21. Gráfica de porcentajes de inhibición con respecto a las diferentes concentraciones de los 

extractos obtenidos a los 10, 20 y 30 días 

 

Tiemp
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