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RESUMEN

En la presente investigacion se evaluo las actividades antagonistas y micoparasitarias in
vitro, de Trichoderma asperellum encapsulado en particulas biopoliméricas de alginato de sodio
con quitosanos de diferentes pesos moleculares, como una nueva alternativa para el control
biologico del hongo fitopatogeno Moniliophthora roreri que causa la enfermedad Monialisis en
las plantas de cacao en el Ecuador. Se extrajo quitosano de exoesqueleto de camardn de origen
ecuatoriano y se caracterizd mediante viscosimetria capilar para calcular el peso molecular junto
con otros quitosanos comerciales, y mediante espectrometria infrarroja por trasformada de
Fourier, FTIR, para estimar el grado de desacetilacion del quitosano. Se escogieron 3 quitosanos
de pesos moleculares bajo, medio y alto para la encapsulacion a 3 distintas concentraciones y
con 1 x10° conidios/mL de T. asperellum encapsulados en particulas de 30 uL de volumen. Se
comprobd la encapsulacion de quitosano en la particula mediante espectroscopia infrarroja. Se
evalu6 la actividad antagonica de T. asperellum encapsulada en las particulas biopoliméricas
durante 10 dias, mediante la técnica de cultivos duales dando al hongo fitopatogeno M. roreri 13
dias de crecimiento previo al inicio de los cultivos debido a las diferentes tasas de crecimiento de
los hongos. Para la evaluacion de micoparasitismo se dejo crecer a M. roreri por sobretoda la
superficie de la caja Petri y se sembraron las particulas sobre el micelio del hongo. En los
ensayos de antagonismo se encontrdé que para los 3 pesos moleculares de quitosano y a las 3
concentraciones utilizadas, T. asperellum fue capaz de inhibir el crecimiento de M. roreri con
porcentajes de entre 30 a 40%, muy aproximados al porcentaje de inhibicion de crecimiento
PIC% de 38.62% dado por el control de T. asperellum sin encapsular, comprobando asi que la
encapsulacion con quitosano no produce efectos negativos sobre el crecimiento del hongo
antagonista. En los ensayos de micoparasitismo, T. asperellum no crecié en ningtn caso. Por lo

cual, se reporta que T. asperellum mostr6 actividades antagoénicas a través de la particula



biopolimérica para todos los quitosanos de bajo, medio y alto peso molecular a las
concentraciones de 0.10, 0.25, y 0.50% p/v y Gnicamente en los ensayos de cultivos duales
cuando M. roreri no ocupaba toda la superficie de la caja Petri, en comparacién a las
condiciones de micoparasitismo donde no se mostraron actividad alguna. Se realizaron anélisis
Anova y pruebas de post hoc Tukey al 5% para el tiempo de incubacién, concentracion de
quitosano, peso molecular de quitosano, y PIC%. Se encontr6 que solamente el tiempo tiene
significancia estadistica en el crecimiento de T. asperellum, y en cambio, para el crecimiento de
M. roreri tiene significancia estadistica el tiempo, concentracion de quitosano y peso molecular
de quitosano. En conclusion, T. asperellum co-encapsulada con quitosano en la particula
biopolimérica presenta actividades antagdnicas frente a M. roreri con un PIC de alrededor de
40% para la mayoria de ensayos con las diferentes concentraciones y pesos moleculares de
quitosano. El quitosano no inhibi6 el crecimiento de T. asperellum. En cambio, la inhibicion
sobre el fitopatogeno fue comparable con T. asperellum sin encapsular lo cual es una ventaja para
evaluar las aplicaciones de este nuevo control bioldgico en campo en plantaciones de cacao del
Ecuador. Sin embargo, la cepa no presentd actividad micoparasitaria cuando el fitopatdogeno

estaba en desarrollo avanzado en las placas Petri.

Palabras clave: control biologico, cacao, T. asperellum, M. roreri, quitosano, particula,

encapsulacion, antagonismo, micoparasitismo, PIC%.



ABSTRACT

In the present work, the antagonistic and mycoparasitic activities in vitro of Trichoderma
asperellum encapsulated in biopolymeric particles of sodium alginate with chitosans of different
molecular weights were evaluated as a new alternative for the biological control of the
phytopathogenic fungus Moniliophthora roreri responsable for the disease Monialisis in the
cocoa plants in Ecuador. Chitosan was extracted from shrimp exoskeleton of Ecuadorian origin
and characterized by capillary viscosimetry to calculate the average molecular weight together
with other commercial chitosans, and by infrared spectrometry by Fourier transform, FTIR, to
estimate the degree of deacetylation of chitosan. Three chitosans of low, medium and high
molecular weights were chosen for the encapsulation at 3 different concentrations and with 1 *
10® conidios/mL of T. asperellum encapsulated in particles of 30 uL of volume. The
encapsulation of chitosan in the particle was checked by infrared spectroscopy. The antagonistic
activity of T. asperellum encapsulated in the biopolymer particles was evaluated for 10 days by
the technique of dual cultures giving the phytopathogenic fungus M. roreri 13 days of growth
prior to the start of the cultures due to the different growth rates of the fungi. For the evaluation
of mycoparasitism M. roreri was allowed to grow above all the surface of the Petri dish and the
particles were seeded on the mycelium of the fungus. In the antagonism tests it was found that for
the 3 molecular weights of chitosan and the 3 concentrations used, T. asperellum was able to
inhibit the growth of M. roreri with percentages between 30 to 40%, very close to the percentage
of growth inhibition PIC% of 38.62% given by the control of T. asperellum without
encapsulating, thus verifying that the encapsulation with chitosan does not produce negative
effects on the growth of the antagonist fungus. In trials of mycoparasitism, T. asperellum did not
grow in any case. Therefore, it is reported that T. asperellum showed antagonistic activities

through the biopolymeric particle for all the chitosans of low, medium and high molecular weight



at the concentrations of 0.10, 0.25, and 0.50% w/v and only in the tests of dual cultures when
M.roreri did not occupy the entire surface of the Petri dish, compared to mycoparasitism
conditions where no activity was shown. Anova analyzes and Tukey post hoc tests at 5% were
performed for the incubation time, chitosan concentration, molecular weight of chitosan, and
percentage of growth inhibition PIC%. It was found that only time has statistical significance in
the growth of T. asperellum, and instead, for the growth of M. roreri, the time, concentration of
chitosan and molecular weight of chitosan have statistical significance. In conclusion, T.
asperellum co-encapsulated with chitosan in the biopolymeric particle presents antagonistic
activities against M.roreri with a PIC% of around 40% for the majority of assays with the
different concentrations and molecular weights of chitosan. Chitosan did not inhibit the growth of
T. asperellum. On the other hand, the inhibition on the phytopathogen was comparable with T.
asperellum without encapsulation, which is an advantage to evaluate the applications of this new
biological control in cacao crops in Ecuador. However, the strain did not present mycoparasitic

activity when the phytopathogen was in advanced development in the Petri dishes.

Key words: biological control, Cacao, T. asperellum, M. roreri, chitosan, particle,

encapsulation, antagonism, mycoparasitism, PIC%.



10

TABLA DE CONTENIDO

g 00 20) 10 008 (0 ) 15
2 LR 1 03 C07: Y08 (0] R 18
3. OBJETIVOS ...cciiiierinresssssnsssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssassnssassnssnsssssssssssssnssnnssnsenns 20
K0 T 014 ) T 00 J €T 1 L) i 20
3.2.  ODbjetivos ESPECIfiCOS......cummimicrnsesesmsssnssssssssssssssesesesssssmsasassssssssssssssssssssasassssssssssesssssssnsnsasasassssesens 20
4, FUNDAMENTOS TEORICOS........ccousmmummsmssuessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssasssssans 21
4.1. Cacao €N €l ECUAUOT ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasassssssssssssssssssasasasass 21
'] 10 111 E 22
4.2.1. Métodos de Control de Moniliasis en el ECUAOT. ......coenrenneneeneeneeneesseeeneeeseessesssse s 23

4.2.1.1.  Control GENALICO . cumeeueeereeerreeesneesssesesssesessesess

4.2.1.2. Podas Culturales. .....cemeenmeeenmeersmeessneessseeesnnn

4.2.1.3.  Control QUIMICO. ..coereenmreereerseesseseseesseessseessesasens
0 T 0003 o ¢ o 023 10 [0 =4 (oo 25
4.3. MonNiliophthora FOreri s ————————————_——_—————_-—__;_—;_ 25
4.3.1. Caracteristicas MaCrOSCOPICAS. .ouimmmiesmsessssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 25
4.3.2. Caracteristicas MiCTrOSCOPICAS. o erererseerrersessseesseessseesssessessesse st sssssssssssesssssssssssesssessssssseses 26
0 T 1 (o] (10 X6 U] o 27
441, MOTTOIOZIA coorreueeeetectseise ettt bsse s sb bbb s bR bR bt e 28
4.4.2. Caracteristicas MaCrOSCOPICAS .umrmsmimsssssssesssssssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 28
4.4.3. Caracteristicas MiCTOSCOPICAS .. ererermeerserressseessesssseesssessesse st seesssssssssssessss s sssesssesssssssenes 29
4.4.4. Trichoderma como agente de control biolégico (BCA) en la agricultura........ccouceeereennee 30
4.4.5. Mecanismos de accion de Trichoderma spp. frente a fitopatogenos. .......ccceeeereereeerreeneens 32

4.45.1. Antibiosis.......
4.4.5.2. Micoparasitismo

TG TR 00 54} 011 /=) (o) PP 34

4.5. Encapsulacién de microorganismos en biopolimeros.......u s 35
. TN 0 13 1 077 ) o 38
5. METODOLOGIA Y DISENO DE LA EXPERIMENTACION........coommmremssmsmsssssssssssssssssssssssssssss 41
5.1. Disefno EXperimental..... s sssssssasssasssssssss 41
5.2. Lugar de la investigacCiOn ... s 42
5.3. Materiales Y EQUIPOS ....ccuummmsmsmsmsmsmmmsmssssismsmsssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasassssnssss 42
T3S 0 R V4 U b (o OO 42
LIRS 707/ )1 0D (oo 1 42
5.3.3.  EQUIPOS ottt ssesss s st s s s s s s s 42
5.4. Medios de CUltiVO USAAO0S....ccooiiersmsmsmssssmsssmsissssssssssssssssssss s sasssssesssass 43
5.4.1. Medio para Trichoderma ASPErelllum. ... e ssssssssssss s ssseses 43
5.4.2. Medio para MoNiliOPEAOTA FOTE I sssssssssssssssssssssssssssssssssssess 43
5.5. Cultivo de Cepa de Trichoderma asperellum........cmmmmmmm——————— 44
5.6. Cultivo de Cepa de MONIliOPREOTA FOTEF ...uuuvrvssesssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssns 44
5.7. Preparaciony conteo de Solucion de T.asperellium ... 45
5.8. EXtraccion de QUItOSANO .....cccoerrrrerrsmsesmssssessssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssassesssnsss 45
5.8.1. Obtencion y acondicionamiento de exoesqueleto de camaron. ... 45
5.8.2.  DeSMINETaliZACION. ..coieriereereireereetreiseise et ses s s s e s bbb s s 46
5.8.3.  DESPIOLEINIZACION. ...cuueeieretseeeretect ettt s e s es e b s bbb bbb 46
5.8.4. 0Obtencion del QUItOSANO. .....ceceeeeerretretesssesssssse s s s s bsssssess s sass s sssaesssssesss s sessssensas 46

5.8.5. Caracterizacion de quitosano por viscosimetria Capilar......e. 47



11

5.8.6. Caracterizacion de quitoSano POr FTIR.... e ssessessseesseesssssssssesssssssssssseens 48
5.8.7. Comprobacion de encapsulacion de quitosano por espectroscopia infrarroja................ 49
5.9. Elaboracion de particulas biopoliméricas con T.asperellum y quitosano co-
23 1 Loz |0 1 1 T 49
5.10. Evaluacion de la capacidad antagénica de T. asperellum encapsulado..........cocuuseusenes 50
5.11. Evaluacion de micoparasitiSMmO........ccuiirecemsmsesisesesmssssmssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssmsasasassssssess 52
5.12. AnAlisis eStadiStiCOS. ..o —————————— 54
6. RESULTADOS Y DISCUSION .....oovermmrnessssssssssessssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssans 55
6.1. Caracterizacion de quitosano extraido por viscosimetria capilar ..., 55
6.2. Caracterizacion de quitosanos Por FTIR.... s sssssesesesssmsssassssssssesssssssnsssasas 57
6.3. Comprobacion de encapsulacion de quitosano por IR ... 60
6.4. Pruebas de antagonismo por cultivos duales .........cuviinn———. 61
6.4.1. Prueba de antagonismo con quitosano de bajo peso molecular QTL (177.13 kDa)........ 61
6.4.2. Prueba de antagonismo con quitosano de peso molecular medio QTM (381.84 + 11.29
kDa). 51
6.4.3. Prueba de antagonismo con quitosano de peso molecular alto QTH  (812.69 + 7.93
kDa). 54
LSTS TN ' T3 0 = D13 10 ) 1 0L 77
7. CONCLUSIONES....ccciiimiumsmmsmssmssmsssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssnsssssssssssssssssssssssssnssassanss 81
8. RECOMENDACIONES......ciotimimsumsasssmsssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssasssnssnsssssssssssssssssssnssnssnssnssnssnss 82
9. REFERENCIAS. ... iiitiimnmsmssmsssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssasssnssnssasssssssssssssssasssnssassassansnns 83
T10. ANEXOS...coiiiiiiismnmssmssmsnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassnssasssssssssssssasssssassnssasssssssssssssnssasses 101
10.1. Particula biopolimérica con T. asperellum y quitosano encapsulado ..........cccuuserenes 101
10.2. Particulas formadas en solucion de acido acético y cloruro de sodio. .......ccccorurerenees 102
10.3. Quitosanos ULIIZAd0S ... s sssnssnas 103
10.4. Conteo de conidios de T. asperellum en la cAimara de Neaubauer .........cuesmsmnnes 104
10.5. Protocolo de elaboracion de particulas biopolimeéricas .........ccccoermrrnssssssssssesesenens 105
10.6. Graficas de caracterizacion por viscosimetria capilar.........us———n" 106
10.6.1.  QUItOSANO EXITATAO. cerivuceieereerreeeeeet et s et e bbb s s bbb 106
10.6.2. Quitosano de Sigma(Chitosan from Shrimp Shells). ..o 107
10.6.3. Quitosano de Aldrich (Low molecular Weight).......coenenneneenrnseseeceseeseeseesseeeeeseenne 108
10.6.4. Quitosano de China( Color Café). ... ssesssssssesseeens 109
10.6.5. Quitosano de China(Color amarillo). ... sesasesssssees 110
10.7. Micoparastismo con particula de T. asperellum y QTH co-encapsulados..........c..cee.. 111

10.8. ANALiSiS ESTAMISTICOS 1uvrrerisssmserssssssersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssassnns 112



12

iNDICE DE TABLAS

Tabla 1: Resumen de los pesos moleculares obtenidos para los quitosanos analizados. 55
Tabla 2: Quitosanos seleccionados para pruebas de antagonismo y micoparasitismo. 56
Tabla 3:Porcentaje de Desacetilacion de los quitosanos evaluados. 59
Tabla 4: Prueba de Antagonismo (cultivos duales con M. roreri) con particula de quitosano QTL (177.13 + 4.75
kDa) 48
Tabla 5: Prueba de Antagonismo (cultivos duales con M. roreri) con particula de quitosano QTM (381.84 +11.29
kDa) 52
Tabla 6: Prueba de Antagonismo (cultivos duales con M. roreri) con particula de quitosano QTH (812.69 *+ 7.93
kDa) 55
Tabla 7: Control de crecimiento radial de M. roreria 302Cen V8. 58
Tabla 8: Control de crecimiento de M. roreri con particulas tinicamente con quitosano encapsulado...................... 59
Tabla 9: Control de crecimiento de M. roreri con quitosano encapsulado. 62
Tabla 10: Control de T. asperellum sin encapsular y T. asperellum encapsulado. 65
Tabla 11: Prueba de micoparasitismo con particula de T. asperellum y QTL co-encapsulados. 78
Tabla 12: Control de T. asperellum sin encapsulary T. asperellum encapsulado en micoparasitismo. ..................... 79
Tabla 13: Peso molecular calculado para el quitosano extraido en el Laboratorio de Quimica de la Universidad
San Francisco de Quito. 106
Tabla 14: Peso molecular calculado para el Quitosano de Sigma (Chitosan from shrimp shellS) ............cuweeee. 107
Tabla 15: Peso molecular calculado para el Quitosano de Aldrich (Low molecular weight). 108
Tabla 16: Peso molecular calculado para el Quitosano de China (Color Café) . 109
Tabla 17: Peso molecular calculado para el Quitosano de China (color amarillo) 110

Tabla 18: Prueba de micoparasitismo con particula de T. asperellum y QTM co-encapsulado. ............ccceseveens 111



13

iNDICE DE FIGURAS

Figura 1: Moniliophthora roreri en medio V8. Laboratorio de Biotecnologia Agricola de la USFQ............couceneee. 26
Figura 2: Hifas de Moniliopthota roreri vistas en el microscopio(40X). Laboratorio de Biotecnologia Agricola de
la USFQ. 26
Figura 3: Trichoderma asperellum en medio PDA tomada en el laboratorio de Biotecnologia Agricola de la USFQ.
29
Figura 4: Hifas de Trichoderma asperellum vista en el microscopio(40X). Laboratorio de Biotechologia Agricola
de la USFQ. 30
Figura 5: Esquema general de encapsulacion de hierro (Fe) y nanomagnetita NMT mediante gelificacion iénica
(Dong-Wan et al, 2015) . 37
Figura 6: Estructura quimica de quitinay quitosano (De Alvarenga, 2011). 39
Figura 7:Ubicacién de las particulas con T. asperellum y quitosano co-encapsulados en forma de rombo sobre M.
roreri para ensayos de micoparasitismo 53
Figura 8: Espectros infrarrojo para QTM, QTH, QTL, QTC. 57
Figura 9: Espectro infrarrojo de QTA Y QUILINGA. ........cerconereesosseseersisssesesseasssssessasssssessssssssssssessssssssssssssessanssssessssssssssssssssssssssnsssssns 58
Figura 10: Espectros infrarrojos de KBr (blanco) y de particulas con quitosano encapsulado al 0.25%. Las flechas
sefialan las bandas de vibracion de aminas primarias correspondientes a la molécula de quitosano. ..., 60
Figura 11: Cinética de crecimiento de T. asperellum encapsulado en particulas con QTL, en prueba de cultivo dual
con M. rorertl 49
Figura 12: Cinética de crecimiento de T. asperellum encapsulado en particulas con QTM, en prueba de cultivo
AUAL CON M. TOTOTL. ovvvoreerererererseersissserssssesssseessasssessssesssessssssasesessssssssssessssssssssssssssssesessssesssaesessssssesss 53
Figura 13: Cinética de crecimiento de T. asperellum encapsulado en particulas con QTH, en prueba de cultivo
dual con M. roreri. 56
Figura 14: Crecimiento de M. roreri bajo el control de particula tinicamente con quitosano encapsulado al 0.25%.
60
Figura 15:Cinética de crecimiento de M. roreri en el control con quitosano al 0.25% 63
Figura 16: Cinética de crecimiento de T. asperellum sin encapsular y T.asperellum encapsulado............cccouwerrene. 66
Figura 17: Comparacion de cinéticas de crecimiento de T. asperellum en pruebas duales con particulas
biopoliméricas con QTL, QTM Y QTH Gl 0.10%.....cucccuumereerursmeeerseossessessssessessissssesssasssssssssssssssessassssessissssssessasnssssssanesssssessessssssesesss 68
Figura 18: Comparacion de cinéticas de crecimiento de T. asperellum en pruebas duales con particulas
biopoliméricas con QTL, QTM Y QTH Al 0.25%.....coueeeorrereommserosssereossserissssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessans 69
Figura 19: Comparacién de cinéticas de crecimiento de T. asperellum en pruebas duales con particulas
biopoliméricas con con QTL, QTM y QTH al 0.50%. 70
Figura 20: PIC% de M. roreri por particulas biopoliméricas de T. asperellum con quitosano encapsulado y
controles en el sexto dia. 75
Figura 21: Viscosidades reducidas en funcién de concentracién de quitosano extraido y ecuaciones lineales
obtenidas. 106
Figura 22: Viscosidades reducidas en funcién de concentracion de quitosano de Sigma(Chitosan from Shrimp
Shells) y ecuaciones lineales obtenidas. 107
Figura 23: Viscosidades reducidas en funcién de concentracion de quitosano de Aldrich (Low molecular Weight)
y ecuaciones lineales obtenidas. 108
Figura 24: Viscosidades reducidas en funcion de concentracién de quitosano de China(Color café) y ecuaciones
lineales obtenidas. 109
Figura 25: Viscosidades reducidas en funcién de concentracioén de quitosano de China (color amarillo) y
ecuaciones lineales obtenidas. 110
Figura 26: ANOVA calculado por SPSS cuando la variable dependiente es el crecimiento de T.asperellum.......... 112
Figura 27: Prueba de Tukey al 5% evaluando la concentracion de quitosano. 112
Figura 28: Prueba de Tukey al 5% evaluando el peso molecular de quitosano. 113
Figura 29: Prueba de Tukey al 5% evaluando el tiempo de incubacion de los cultivos duales. 113
Figura 30: ANOVA calculado por SPSS cuando la variable dependiente es el crecimiento de T.asperellum.......... 114
Figura 31: Prueba de Tukey al 5% evaluando la concentracién de quitosano. 114

Figura 32: Prueba de Tukey al 5% evaluando el peso molecular de quitosano. 115



14

Figura 33: Prueba de Tukey al 5% evaluando el peso molecular de quitosano. 115
Figura 34: Crecimiento de T.asperellum con diferentes concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de
bajo peso molecular . 116
Figura 35: Crecimiento de T.asperellum con diferentes concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de
alto peso molecular. 116
Figura 36: Crecimiento de T.asperellum con diferentes concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de
peso molecular medio. 117
Figura 37: Crecimiento de M.roreri con diferentes concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de peso
molecular bajo. 117
Figura 38: Crecimiento de M.roreri con diferentes concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de peso
molecular medio. 118
Figura 39: Crecimiento de M.roreri con diferentes concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de peso
molecular alto. 118
Figura 40: ANOVA calculado por SPSS para el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial. ... 119

Figura 41:Grdfico de barras de PIC% para los diferentes tratamientos realizados en el antagonismo de M. roreri.
120




15

1. INTRODUCCION

Para quienes estan sumergidos en la industria de plantas y las utilizan sea como materia
prima vegetal para la produccion y distribucion de productos generados a base de ésta 6
solamente en la produccion de plantas con fines alimenticios, el concepto del buen crecimiento
de plantas es de gran importancia para los agricultores, trabajadores agricolas, y en definitiva
para todas los seres vivos que somos consumidores directos de los frutos que provienen de la
tierra.

El crecimiento de plantas depende de factores primordiales como la disponibilidad de
agua, nutrientes del suelo, condiciones de humedad, temperatura e incidencia de energia. Pero
por otra parte, esta el desarrollo ineficiente de las plantas provocado por la infertilidad del suelo,
plagas de insectos, malezas, y agentes fitopatdogenos. Estos ltimos son aquellos organismos que
provocan enfermedades en las plantas, un tipo importante de estos agentes son los hongos.

Los hongos son organismos microscopicos que carecen de clorofila y se reproducen
asexualmente mediante esporas. Alrededor de 100 000 especies de hongos han sido estudiados y
de este nimero 8 000 provocan enfermedades en plantas. Entre los efectos que provocan estan:
la muerte de los tejidos vegetales, atrofia de plantas completas, y crecimiento excesivo de sus
organos (Agrios,1991). En el Ecuador, Pico, Calderon y Fernandez (2012) exponen que las
plantaciones de cacao, uno de los principales rubros de la industria agricola nacional, son
afectadas por problemas fitosanitarios ocasionados por hongos como la Moniliophthora roreri,
Phytophthora sp, y Moniliophthora perniciosa.

La Moniliophthora roreri es el hongo que produce la enfermedad llamada Moniliasis,
pudricioén acuosa o helada en el Ecuador. Esta enfermedad fungica es severa, ya que se conoce

que logra producir pérdidas desde un 25% hasta la pérdida total de la produccion sino se la
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controla (Jaimes & Aranzazu, 2010). El hongo ataca a frutos en cualquier estado de desarrollo y
con mayor incidencia a frutos de corta edad. Los sintomas empiezan con el aparecimiento de
manchas de tono amarillo y pardas. Posteriormente, en condiciones favorables como de
humedad, se observa el crecimiento de micelio en forma de felpa blanca hasta causar la
putrefaccion completa de la mazorca de cacao (Pico, Calderéon & Ferndndez, 2012).

Dentro del Ecuador se maneja varias practicas para prever en mayor medida enfermedades
como esta. Entre dichas practicas estan: la resistencia genética del material de siembra, practicas
culturales (control de malezas, podas de mantenimiento, remocion de frutos enfermos), control
quimico, y control bioldgico con agentes antagonistas (Pico, Calderon & Fernandez, 2012).
Siendo el control quimico con agentes cupricos, el método mas facil y eficiente. Pero por otro
lado, el control bioldgico se ha intensificado en los tltimos afios debido a la importancia que se
ha dado a los efectos negativos de los agroquimicos en el hombre y al medioambiente. El control
bioldgico tiene como objetivo la eliminacion del organismo considerado como nocivo y se basa
en interacciones negativas entre el agente biocontrolador y el patogeno. Trichoderma spp. ha
sido uno de los hongos antagoénicos mas estudiados para el control de enfermedades y para la
produccion de inoculantes (Ferrera & Alarcon, 2007).

A la par de los avances en el desarrollo de controles bioldgicos, polimeros naturales como
el quitosano han sido también estudiados. Este compuesto que es extraido mayormente de
exoesqueletos de crustaceos ha tenido gran impacto debido a sus propiedades bacteriostaticas y
actividades fungiestaticas (Gritshe et al, 2018). Pruebas in vitro de quitosano de bajo peso
molecular presentaron un efecto de inhibicidén en el crecimiento de cepas de hongos como
Candida spp. que produce infecciones en humanos (Albuquenque et al, 2010). El efecto de
quitosano con cepas del género Trichoderma spp. han sido también analizados, Zavala-

Gonzalez et al (2016) encontraron que la cepa T. koningiopsis era capaz de tolerar
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concentraciones altas de quitosano a diferencia de otras como T. harzianum, T. neocrassum. Esto
ha generado el interés de estudiar la relacion de dicho compuesto en conjunto con Trichoderma
spp. como alternativas en el control biologico.

En la actualidad y con guia del Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones
Agropecuarias INIAP, Ginicamente se ha realizado un estudio con dos cepas de Trichoderma spp.
en el Ecuador. Entre los resultados obtenidos, se encontréo que tanto las cepas Trichoderma
koningioposis como Trichoderma stromaticum redujeron la moniliasis de manera similar a
fungicidas probados como la Azoxistrobina y 6xido de cobre (Hidalgo & Suarez, s/f). Es por eso
que, debido a la potencialidad del Trichoderma spp, en el presente trabajo se investiga la accion
antagonica de Trichoderma asperellum como biocontrolador encapsulado en una particula bio-

polimérica frente al hongo fitopatogeno Monilophthora roreri.
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2. JUSTIFICACION

Debido a la creciente demanda de agroproductos causada por la necesidad de incrementar
la produccion de alimentos, el uso de pesticidas se ha intensificado en los ultimos afios. Los
pesticidas son compuestos quimicos usados para controlar, matar, y repeler pestes de insectos,
microbios, malas hierbas, nematodos, y mamiferos en los cultivos. EI uso en grandes
proporciones de este tipo de compuestos comenz6 desde 1940, ya que permitia acabar facilmente
con las pestes, pero ha sido justamente la competencia y la gran demanda de productos
alimenticios que han llevado a provocar el uso desmesurado de pesticidas en plantaciones.
Consecuentemente, han traido efectos negativos para los seres vivos y el ambiente.

La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que alrededor de 200000 muertes al afio
son producidas por envenenamiento por pesticidas (Odukkathil & Vasudevan, 2013). El
envenenamiento es producido durante la manufactura, aplicacion, efecto téxico directo e
indirectamente por residuos en comida y en el medioambiente. En un estudio realizado en el
canton Pedro Moncayo en la provincia de Pichincha, donde laboran alrededor de 600 plantas
floricolas, se encontr6 que en el dia de la madre, época de gran uso de pesticidas en flores, la
exposicion de los nifios a pesticidas cuyas residencias eran cercanas de las floriculturas, causaban
alteraciones a corto plazo en su rendimiento neurocomportamental (Suarez-Lopez et al, 2017).

Debido a este tipo de problemas que acarrea el uso de pesticidas, una alternativa para
controlar la peste Moniliasis provocada por el fitopatdgeno Moniliophthora roreri en las
plantaciones de Cacao de Ecuador y disminuir el uso de pesticidas y sus efectos, es la generacion
de un nuevo mecanismo basado en el control biologico. El presente estudio se basa en este tipo
de control, a través de la formacion de una particula biopolimérica a base del polimero quitosano

que encapsule el hongo Trichoderma asperellum y realizar las respectivas pruebas de
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antagonismo y micoparasitismo con el fitopatdgeno Moniliophthora roreri. La formacion de la
particula biopolimérica se la hace con el objeto de generar proteccion a las células de
Trichoderma asperellum. La particula es formada mediante el método de gelificacion idnica,
formando una matriz. En, este caso, la particula se estructura mediante el entrecruzamiento de
una solucion de alginato de sodio que se expone a una solucidon que contiene el cation divalente
calcio, Ca?*.

Este método que forma geles altamente ordenados fue ya observado en 1955 por Thiele y
Andersen (1955) y hasta el afio 2013 alrededor de 2500 articulos fueron publicados con temas
relacionados a la encapsulacion. En consecuencia, una gran cantidad de estudios posteriores
comprobarian que estas matrices que pueden encapsular agentes microbioldgicos, permiten la
proteccion del agente de factores de estrés bidticos y abidticos (luz UV, contaminacion,
temperatura, estrés mecanico, antagonistas del suelo) logrando una extension de la vida de las
células y la prolongacion de la actividad metabodlica (Vemmer & Patel, 2013).

Por otro lado, el quitosano, que también estard encapsulado en la particula, es un polimero
natural proveniente de la desacetilacion de quitina encontrada en exoesqueletos de crustaceos y
es reconocido por su potencial antibacterial (Al-Najada & Gherbawy, 2015). La importancia de
su vinculacion junto a Trichoderma spp., es debido a que las enzimas expulsadas por el hongo
como las quitinasas en procesos como micoparasitismo, son activadas en presencia de quitina y
derivados como el quitosano (Lopez-Mondéjar et al, 2012). Por lo cual, las particulas
biopoliméricas pueden ser una nueva alternativa eficiente para probar el control bioldgico de la

Moniliasis en la plantas de cacao en el Ecuador.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Analizar los efectos antagoénicos y micoparasitarios del control biologico de particulas
biopolimericas de Trichoderma asperellum con quitosanos de diferente pesos moleculares frente

al fitopatogeno Moniliophthora roreri.
3.2. Objetivos Especificos

1. Extraer quitosano de exoesqueleto de camardn.

2. Caracterizar el quitosano extraido y otros quitosanos comerciales mediante
viscosimetria capilar para determinar el peso molecular.

3. Elaborar particulas biopoliméricas de alginato de sodio que encapsulen
Trichoderma asperellum y quitosano.

4. Realizar las pruebas de antagonismo y micoparasitismo de las particulas
biopolimericas con diferentes concentraciones de quitosano , y con 3 diferentes
quitosanos de peso molecular alto, medio, y bajo.

5. Analizar los resultados estadisticamente y determinar las condiciones apropiadas
para el antagonismo y micoparasitismo de Trichoderma asperellum encapsulado

en las particulas biopolimericas con quitosano.
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4. FUNDAMENTOS TEORICOS

4.1. Cacao en el Ecuador

Cacao es una planta perteneciente al género Theobroma de la familia Esterculiaceas, y es
uno de los cultivos mas importantes en la industria mundial, ya que provee productos como el
chocolate y la cocoa (Erukainure et al, 2010). Theobroma cacao es una planta de las selvas
tropicales de Sudamérica y América Central. Expertos botanicos sostienen que el cacao habria
nacido hace 3000 o 4000 afos en la Amazonia y el Orinoco. De ahi, la planta migré hacia
Yucatan donde comenzarian las primeras plantaciones. Luego, poco tiempo después de la
colonizacién espanola los granos serian llevados hacia el continente Europeo (Cevallos, 2005).

A partir de la segunda mitad del siglo XVI el negocio del cacao en el Ecuador comienza a
crecer. Es en 1880 que las haciendas cacaoteras obtiene un rapido desarrollo en las zonas de los
Rios, el Oro, y el Guayas. De hecho, para el afio de 1904 la costa ecuatoriana vendria a ocupar el
puesto de mayor productora y exportadora de cacao a nivel mundial.

Sin embargo, para 1916 las condiciones del cacao habian cambiado. El precio del quintal
en sucres disminuy6 y durante la primera Guerra Mundial las exportaciones de cacao a nivel
nacional bajaron rotundamente. Y para los afios 1916 las plantaciones fueron afectadas por
enfermedades como la Moniliasis y Escoba de Bruja, las cuales, debido a las condiciones
economicas deficientes no pudieron controlarse (Cevallos, 2005).

En afios posteriores, el Ecuador tendria inicamente el 2% de las exportaciones mundiales y
no es hasta el afio 1960 con las reformas agrarias que nuevamente las plantaciones retomarian
una recuperacion. En la actualidad, para el afio 2017 el Ecuador ha logrado exportar alrededor de

250 mil toneladas métricas de cacao con un record de 260 mil en el 2015 (Anecacao, 2017).
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4.2. Moniliasis

La Moniliasis es una de las enfermedades mas destructivas del cacao presente en 11 paises
latinonamericanos (Philips-Mora, 2006). En Pert, la enfermedad ataca a frutos en cualquier etapa
de desarrollo causando pérdidas entre 16 al 80%. En Colombia, esta enfermedad fingica es el
limitante de las producciones logrando, donde tienen pérdidas hasta del 70 % (Fedecacao, 2004).

La primera deteccion del hongo fitopatogeno Moniliophthora roreri causante de la
enfermedad fue en Quevedo, Provincia de Los Rios, Ecuador (FHIA,2003; Najar & Thomas,
2001). Aunque Philips-Mora et al (2006), mencionan que su primera deteccion fue en Colombia.
Esta enfermedad es también conocida como pudricion acuosa, helada, mancha ceniza o
enfermedad de Quevedo. La enfermedad se desarrolla a una altitud entre 0 y 1520 m.s.n.m, con
mayor incidencia en épocas de precipitacion fluvial y a un rango de temperatura de 18 a 28°C
(Phillips, 2006; IICA, 2006). La contaminacion por el patdogeno se da por el esparcimiento de los
conidios a través del viento y del agua de lluvia, a cortas distancias entre plantaciones
(Alburquerque et al, 2005). La mayor cantidad de esporas del hongo se encuentran a 1 metro de
altura en las plantas de cacao (Melendez, 1993).

Los sintomas de la enfermedad son internos y externos en las mazorcas de cualquier edad.
Los sintomas externos se evidencian mediante una necrosis, deformacién y pudricion de las
mazorcas, lo que causa la muerte del fruto, haciéndolo de color café oscuro, hasta formar un
recubrimiento de esporas de color crema (Johnson et al, 2008). Los sintomas internos son mas
dafiinos, los tejidos centrales, pulpa, semillas y a veces la cascara conforman una sola masa que
son rodeados con una sustancia acuosa debido a la descomposicion (IICA,2006). En frutos de dos
meses de edad, la infeccion crea protuberancias en la superficie del fruto, ésta se descolora y va
tornandose color café, luego aparece la felpa blanca o micelio hasta que en el séptimo dia nacen

las esporas de color crema y el fruto esta totalmente muerto (FHIA, 2003).
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4.2.1. Métodos de Control de Moniliasis en el Ecuador.

En el Ecuador, el control de la Moniliasis se da mediante, un conjunto de métodos que

conforman el manejo integrado de las enfermedades del cacao.

42.1.1. Control Genético .

Con el avance de estudios biologicos se ha logrado entender la resistencia genética a través
de métodos moleculares. Se ha identificado que el cacao es una especie que tiene 10 pares de
cromosomas (Montoya, 2010), donde 28 798 genes codifican proteinas, el 82% de estos genes
estan anclados en los diez cromosomas del cacao, haciendo posible el estudio de procesos
evolutivos.

Gracias a la identificacion gendmica se ha motivado la busqueda y produccion de clones
con resistencia y tolerancia genética a la enfermedad. En la Amazonia del Ecuador se recomienda
la utilizacién de clones tipo Nacional Fino de Aroma: EET-95, EET-103, Y EET-576 (Pico et al,

2012).

4.2.1.2. Podas Culturales.

En este tipo de control se evita la entrada del fitopatdgeno mediante practicas como
aplicacion de abonos, construccion de canales de drenaje y podas fitosanitarias.
La aplicacion de abono es una actividad que responde al hecho de que en la zona centro de

la Amazonia Ecuatoriana los suelos disponibles para plantaciones de cacao presentan deficiencias
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en nutrientes y pH acidos. El desbalance nutricional y pH menores a 5.5 hacen a las plantas mas
susceptibles a la enfermedad. Se debe controlar el aplicacion de nutrientes como N, P, K, Ca,
Mg, S, Zn, Cu, Fe, Mn, B.

Los canales de drenaje se realizan debido a las altas precipitaciones (3000-3500 mm/afio)
que se dan en la Amazonia. Sin la evacuacion del agua se asfixian las plantas, evitando el buen
funcionamiento fisioldgico de la misma.

Finalmente, las podas de ramas muertas y mal ubicadas se realizan 3 a 4 veces al afio en
época de menor intensidad de lluvias. Y mds importantes atin, la poda de ramas y frutos enfermos
cada dos meses. Los frutos con sintomas son removidos semanalmente y puestos en la calle en
zonas de incidencia de luz solar con el objetivo de evitar el esparcimiento de esporas (Pico et al,

2012).

4.2.1.3. Control Quimico.

Como su nombre lo indica, el control quimico hace uso de compuestos quimicos como
fungicidas a base de cobre. Dependiendo de la zona agroecologica, este control se incia cuando
las mazorcas de cacao tienen 4 a 5 centimetros de largo. Las dosis de fungicidas pueden ser de 1
a 2.5 kg/ha cuando son sélidos en forma de polvo o 250 cc/ha cuando se utiliza soluciones. El

intervalo de aplicacion es cada 22 dias hasta completar 5 aplicaciones (Pico et al, 2012).
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4.2.1.4. Control Bioldgico.

El control biologico es un método de control de plagas y microorganismos utilizando
organismos vivos. En Ecuador, el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP),
ha trabajado con hongos antagdonicos del genero Trichoderma spp. Solis y Suarez-Capello (2010)
encontraron que las cepas T. koningiopsis y T. stromaticum redujeron la moniliasis de forma

similar que fungicidas como Azoxystrobina (Pico et al, 2012).

4.3. Moniliophthora roreri

Moniliophthora roreri fue descrita por primera vez por Ciferri y Parodi (1933) de mazorcas
de cacao muertas en el Ecuador. Es el hongo causante de la enfermedad moniliasis que afecta a
las plantaciones de cacao en Ecuador y en paises vecinos del continente Sur Americano. Este

hongo pertenece al género himenomiceto Crinipellis (Basidiomiceto) (Evans et al, 2003).

4.3.1. Caracteristicas Macroscopicas.

El micelio alcanza un espesor de 2 a 3 milimetros. El hongo crece muy lentamente en agar,
colonias de 8 a 15 milimetros se forman después de 2 semanas. En medio V8 la tasa de
crecimiento es de 1.3 a 6.2 milimetros por dia y la esporulacién comienza desde los 5 hasta los
13.8 dias . El micelio es lanudo en forma de felpa, de color rosado al principio, y finalmente se

torna de color café madera o de tono arcilloso (Evans, 1978).
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Figura 1: Moniliophthora roreri en medio V8. Laboratorio de Biotecnologia
Agricola de la USFQ.

4.3.2. Caracteristicas Microscépicas.

Las hifas son de paredes delgadas e irregulares con espesor de 1.5 a 5 picometros de ancho.
Las hifas estan formados por conididéforos ramificados, y de conidios facilmente separables de

color amarilo palido y de color marron en masa(Evans,1978).

Figura 2: Hifas de Moniliopthota roreri vistas en el microscopio(40X). Laboratorio de
Biotecnologia Agricola de la USFQ.
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4.4. Trichoderma

El género Trichoderma es un grupo de hongos de tipo ascomiceto de esporulacion verde
que puede ser encontrado en un gran rango de zonas climdticas a un gran intervalo de
temperaturas en todo el mundo. Debido a su répido crecimiento se lo encuentra sobre materia
vegetal muerta y principalmente en la rizosfera de las plantas (Hui, 2013).

La capacidad de habitar diferentes ecosistemas se da gracias a una alta tasa reproductiva,
diversidad metabdlica, y a la competitividad que presentan las diferentes cepas en la naturaleza
frente a otros microorganismos (Cardoso-Lopez et al, 2012). Es capaz de desarrollarse en
temperaturas desde los 7.7°C hasta los 42°C anaerobiamente (Muifioz, 2012), aunque la
temperatura ideal de crecimiento es entre 25 a 30 °C (Ruano et al, 2003).

Entre la gran variedad de nichos donde se puede hallar Trichoderma spp., los mas
importantes han sido los suelos de tipo agricola debido a la presencia de hongos de la tierra como
su presa y a la cantidad de nutrientes provenientes de las raices de plantas (Druzhinina et al,
2011). También se ha encontrado su presencia en zonas acuaticas donde se ha reportado que se
asocian a esponjas marinas como las Agelas dispar (Neumann et al, 2007), pero es en su mayoria
en nichos agricolas donde se han identificado molecularmente alrededor de 200 especies de
Trichoderma spp. (Atanasova et al, 2013), y la importancia de identificarlas se ha dado por el
impacto positivo que han conllevado sobre dichos suelos.

La presencia de estos hongos sobre habitats de agricultura han permitido usarlos como
agentes de biocontrol para prevenir enfermedades en plantas cultivadas, pues mejoran el
crecimiento de estas, inducen resistencia a enfermedades y ademas permiten la degradacion de

pesticidas (Harman, 2006). Por lo cual, gran parte de la investigacion y descubrimientos llevados
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a cabo a partir de los afnos 70 del siglo pasado hasta la actualidad, se han enfocado en estudiar a

Trichoderma para producir fertilizantes y biofungicidas (Vinale et al, 2008) .

4.4.1. Morfologia

El término Trichoderma fue por primera vez usado en 1794 ( Persoon, 1974) y luego en
1865 por Tulasne y Tulasne (1865) quienes lo vincularon al género Hypocrea. Pues se
reconocié que el género Trichoderma era el estado sexual anamorfico de los hongos de tipo
Hypocrea. Sin embargo, las especies que se asociaban a Hypocrea/Trichoderma no se distiguian
morfoldgicamente de manera facil para ese entonces, y fue hasta 1969, donde se desarrollé un
método de identificacion efectivo (Rifai, 1969) y, a partir de alli, varias especies han sido
identificadas. Actualmente las cepas de Trichoderma se identifican mediante el codigo de barras
de oligonucléotidos TrichOKEY o una herrramienta similar llamada TrichoBLAST ( Druzhinina
et al, 2005) que se encuentran accesibles en el internet. Mediante estas herramientas la distincion

morfoldgica y taxondmica se ha hecho mucho més simple.

4.4.2. Caracteristicas Macroscopicas

Trichoderma spp. es cultivado en agar de papa (PDA) en platos Petri. El crecimiento rapido
de colonias comienza con un coloracién casi transparente a una temperatura de incubacion de
entre 20-30 °C. A partir del quinto dia se presenta la formaciéon de una red de felpa blanca
conocida como micelio, que es capaz de poblar toda la superficie del agar. Una vez que la red de

micelio se hace presente, la exposicion a la luz hace que las colonias cambien de coloracion
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desde un tono amarillo-verdoso hasta un tono completamente verde oscuro como se observa en

la Figura 3.

Figura 3: Trichoderma asperellum en medio PDA tomada en el laboratorio de Biotecnologia
Agricola de la USFQ.

4.4.3. Caracteristicas Microscopicas

Las células de Trichoderma estan formadas por 3 estructuras: conididforos, fidlides, y
conidios. En la mayoria de especies los conididéforos presentan la forma de ramificaciones en
intervalos regulares formando piramides. Las fidlides son ramificaciones mas pequefias que
estan infladas en la base y sostienen en sus terminales a los conidios cuya forma es elipsoidal.
Los conidios unicelulares miden de entre 2-5 um y tienen coloraciones verdes (Kubicek &

Harman, 2002).
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Figura 4: Hifas de Trichoderma asperellum vista en el microscopio(40X). Laboratorio de
Biotecnologia Agricola de la USFQ.

4.4.4. Trichoderma como agente de control biolégico (BCA) en la agricultura.

En el control bioldgico se usa uno o mas organismos vivos para controlar la poblacion de
pestes o enfermedades en los cultivos. Varios estudios de organismos antagonistas se han
realizado contra fitopatdgenos de plantas, el 90% de estos han sido llevados a cabo con diferentes
cepas del género Trichoderma spp.

La habilidad de las diferentes cepas de Trichoderma spp. para atacar al fitopatdgeno se
basa en una secuencia y cooperacion de mecanismos de crecimiento quimiotropico en el
ecosistema y del contacto directo con el hongo fitopatégeno.

Por un lado, la gran capacidad de adaptacion y colonizacion de los diferentes tipos de
nichos ecologicos les permiten interactuar con los organismos a su alrededor. Asi se sabe que
cepas selectas de Trichoderma son capaces de promover el crecimiento de las plantas al aumentar

la superficie de la raiz haciendo que esta tenga mayor adquisicion de nutrientes (Harman et al,

2004).
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Por otro lado, estan los mecanismos a los cuales acuden al enfrentarse contra un
fitopatogeno. Estos mecanismos son micoparasitismo, antibiosis, competicion, produccion de
enzimas liticas y produccion de metabolitos secundarios (Vinale et al, 2007) . Todos estos
mecanismos hacen que la actividad de Trichoderma como agente de control biologico 6 BCA(sus
siglas) sea una mezcla compleja y dependa de las condiciones fisico-quimicas del ambiente
donde se encuentren.

Entre otras caracteristicas que hacen a Trichoderma spp. un gran BCA frente a otros
hongos del suelo, es la resistencia contra componentes toxicos secretados por microflora de
suelo, plantas, funcigicidas, herbicidas y antibidticos (Benitez et al, 2004). La resistencia se da
gracias a la expresion de transportadores ABC o cassets de uniéon de ATP cuya accion es la de
reducir la acumulacién de componentes toxicos en su pared celular (Harman et al, 2004).

Entre los actores de control biologico (BCAs) dentro de este género estan T. virens, T.
viride, y sobresaliendo de todos ellos T. harzianum (Benitez et al, 2004). Alrededor de quince
cepas de Trichoderma spp. fueron aisladas en diferentes regiones del Ecuador (Guayas,
Pichincha, Riobamba, Santo Domingo) y fueron identificadas como T. harzianun, T. asperellum,
T. virens, y T. reesei. Varias de estas cepas presentaron buenas actividades antagonicas contra
hongos fitopatogenos como Fusarium oxysporum f sp., Mycosphaerella fijensis que produce la la
Sigatoka Negra del banano, Moniliophthora Roreri que provoca la Moniliasis del cacao, y
Moniliophthora perniciosa que causa la enfermedad escoba de bruja de igual forma en siembras
de cacao (Galarza et al, 2015).

Cuatro aislados de T. asperellum (PR10, PR11,PR12, PR659-7) presentaron porcentajes de
inhibicion de entre 70-80% en pruebas de antagonismo y micoparasitismo contra del hongo
Phytophthora megakarya. P. megakarya es un hongo que produce la enfermedad conocida como

black pod que ataca fuertemente a las plantaciones de cacao en Camerun. Se encontr6 a la vez
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que las cepas mejoraron el crecimiento de la planta al inducir la acumulaciéon de compuestos
fendlicos y ciertos aminoacidos que la planta de cacao necesita en sus mecanismos de defensa
(Nguemezi et al, 2017).

En Queensland (Australia), T. harzianum y T. virens presentaron también actividades
antagonistas en contra de Mycosphaerella musicola, Cordana musae, y Deigtoniella torulosa,
enfermedades que afectan a las hojas de las plantas de banano (Samuelian, 2016). También en
Kerman (Iran), 20 aislatos de T. harzianum obtenidos de la rizosfera de arboles sanos de pistacho
mostraron indices de inhibicion del micelio del hongo Verticilium dahliae, el cual produce
Verticillium, una de las enfermedades mas devastadoras en la huertas de pistachos alrededor del

mundo (Fotoohiyan et al, 2017).

4.4.5. Mecanismos de accion de Trichoderma spp. frente a fitopatogenos.

4.45.1. Antibiosis.

La antibiosis es aquel mecanismo basado en la produccién de metabolitos de bajo peso
molecular de tipo antibidticos secretados por microorganismos que reducen el crecimiento y las
actividades metabolicas del otro microganismo. Al darse la antibiosis, los patdgenos atacados por
los metabolitos presentan inhibicion de esporulacion, reduccion del crecimiento del micelio, y
retardo en la germinacion de esporas (Ellis et al, 1999).

El experimento clasico para analizar el mecanismo de la antibiosis consta en medir sobre la
placa de agar el porcentaje de inhibicion en base al crecimiento radial del micelio del hongo de

control bioldgico sobre el fitopatdégeno (Ferrera & Alarcon, 2007).
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Las especies de Trichoderma son capaces de producir compuestos volatiles y no volatiles
que inhiben el crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno. Dennis y Webster (1971b)
identificaron que varios aislados de Trichoderma producen componentes con olor a coco. Dicha
substancia causa la inhibicion de crecimiento de hongos como Rhizoctonia solani en periédos tan
cortos como de un dia. El compuesto fue identificado como 6-n-pentyl- 2H-pyran-2-one (Merlier
et al, 1984; Claydon et al 1987; Ghisalberti et al , 1990).

Claydon et al. (1987) examinaron dos cepas de T. harzianum las cuales presentaban el
aroma a coco del compuesto mencionado y se lo caracteriz6 como un buen compuesto
antifungico. En estudios contempordneos a los que habian encontrado Claydon et al., otras cepas
de T. harzianum presentaban la formacion de compuestos péptidos hidrofobicos. Estos
compuestos son antifngicos y estan formados por mezclas de 9 y 7 compuestos acidos (Merlier
et al, 1984; Bodo et al, 1985; El Hajji et al, 1987).

Antibidticos producidos por T. koningii fueron identificados como trichoviridinas,
isonitrinas y compuestos con isocianuros (Tamura et al, 1975). Las trichoviridinas se activan en
presencia de bacterias como Escherichia Coli (Yamano et al, 1970). El compuesto 6-pentenil-a —
pirona excretado por T. viride presenta propiedades inhibidoras contra el hongo Phytophtora

cinamomi (Claydon et al, 1987) .

4.45.2. Micoparasitismo.

Se define al parasitismo como la asociacion entre grupos de organismos heterotroficos que
involucra una relacion nutricional donde se favorece el organismo parésito (Barnet,1964). Las
interaccion hongo antagonico y hongo fitopatdgeno es denominada micoparasitismo para

diferenciar del parasitismo con bacterias.
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El componente mas importante dentro del micoparasitismo es la produccion de enzimas,
pues son estas las que producen debilitamiento de las paredes celulares de los fitopatogenos
actuando sinérgicamente (Weller & Thomashow, 1993a).

Trichoderma tiene la capacidad de percibir al hongo fitopatogeno y dirigir su crecimiento
para atacarlo. Este comportamiento es el inicio del micoparasitismo. No existe evidencia sobre el
origen molecular de las sefiales que permiten a Trichoderma dar inicio a este mecanismo, pero se
tiene la hipdtesis que enzimas hidroliticas mandan moléculas de regreso hacia Trichoderma para
comenzar el ataque(Gupta et al, 2014).

Cambios morfologicos ocurren en las hifas de Trichoderma al formar estructuras
penetrantes y que permiten la produccion de enzimas hidroliticas capaces de degradar paredes
celulares (Herrera & Chet, 2003). Las enzimas hidroliticas mas importantes en la degradacion
son: quitinasas, glucanasas, N-aacetilglucosaminidasas, y proteasas.

Cepas de T. asperellum mostraron la actividad de f — 1,3 — glucanasa en la reduccion de
la densidad de apotecia para el control de S.sclerotiorum bajo condiciones de campo (Geraldine
et al, 2013). De forma parecida, cepas de T.Asperellum TC74 y Th1l mostraron la actividad de
enzimas endoquitinasas, N-acetilglucosaminidasa, y f — 1,3 — glucanasa en el parasitismo
contra Phymatotrichopsis omnivora el hongo que afecta a cultivos de algodon, mani, manzanas,y

duraznos (Guigén-Lopez et al, 2015).

4.45.3. Competencia.

La competencia por nutrientes, espacio, y lugar de infeccion es un mecanismo importante
en el control biologico. Pero es la similitud de habitos alimentarios tanto del hongo antagonista
como del hongo fitopatdogeno que constituye la base de la competencia (Alexandrova et al, 2003;

Ellis et al, 1999; Hwang & Benson, 2001; Marx, 1972; Nelson, 1990; Parke et al, 1991; Shankar
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et al, 1994; Sneh, 1998: Suslow & Schrtoh, 1982; Thomashow & Weller, 1996; Van Loon & Van
Loon et al, 1998; Zak, 1964). Sustratos solubles de carbono, nitrégeno, hierro son algunos de los
componentes mas importantes para dicha competencia (Handelsmann & Stabb, 1996; Kilian et
al, 2000; Nelson, 1990, Parke et al, 1991; Sneh, 1998; Suslow & Scrotch, 1982; Van Loon & Van
Loon et al, 1998). Si estos componentes estan presentes en la rizosfera, el hongo antagonista es
capaz de competir por dichos nutrientes y evitar la germinacion del fitopatogeno.

El hierro generalmente se encuentra insoluble en el suelo, pero bacterias y hongos tienen
sistemas especiales para aprovechar dicho metal. Trichoderma spp. ha sido capaz de competir por
hierro al suprimir a Fusarum spp. Se ha hipotizado que competicion por Fe es un factor crucial
en el control bioldgico de T.asperellum contra Fusarium (Segarra et al, 2010).

Por otro lado, el pH de suelo es un factor fundamental en el desarrollo de comunidades
microbioldgicas en el suelo y por ende en el aprovechamiento de nutrientes. Se ha visto que a pH
7 y mas basicos, T. virens presenta una disminucion en el control de hongos como Sclerotia

(Gupta et al, 2014).

4,5. Encapsulacion de microorganismos en biopolimeros

Debido a los crecientes estudios y desarrollos de agentes para control bioldgico,
formulaciones con diferentes compuestos para su aplicacion se han ido desarrollando. La
encapsulacion es uno de los métodos mas aplicados en el manejo de microorganismos y ha
existido desde la década de 1950 (Green, 1950).

La encapsulacion tiene el principal objetivo de crear una matriz que proteja al agente de
control bioldgico contra estrés bidticos y abidticos como contaminacion, temperatura,

antagonistas del suelo, radiacion UV, y sequia. Lo que hace que se extienda la vida del
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organismo y ademas que su actividad metabdlica sea mayor. Ademas, dependiendo del material
del cual est4 hecho la matriz de encapsulacion las células de los organismos pueden ser liberadas
lentamente a medida que el material se degrada (Vemmer & Patel, 2013).

Los materiales adecuados para encapsular son polimeros biodegradables. Alguno de los
polimeros naturales mas usados son agar, alginatos, gomas, almidon, celulosa, pectina,
carragenina, y quitosano (Wandrey et al, 2010).

Solo algunos métodos de encapsulacion son apropiados para el manejo de células vivas de
microorganismos, los cuales aplicados para agentes de control bioldgico. La mayoria de métodos
de encapsulacion para los BCAs involucran la gelificacion idnica utilizando alginatos (Connick,
1988).

La gelificacion ionica se da cuando una cantidad de solucidon de alginato de sodio,
pectinato de sodio o gomas que contienen agentes vivos de control biologico se deja caer sobre
una solucién de entrecruzamiento que contiene cationes divalentes como por ejemplo Ca?* . La
forma mas comun del biopolimero una vez formado es en forma de esfera y se les denomina
perlas, particulas o beads, su término en inglés. La solidificacion de la particula de alginato se da
en cuestion de milisegundos cuando en la superficie de la particula los cationes reaccionan con
las cadenas del biopolimero formando una estructura tridimensional rigida (Vemmer & Patel,

2013).
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Figura 5: Esquema general de encapsulacion de hierro (Fe) y nanomagnetita NMT mediante
gelificacion ionica (Dong-Wan et al, 2015) .

Asi, Trichoderma spp. fue encapsulado mediante este método con diferentes polimeros en
una solucidn de alginato al 2% (p/v). La viabilidad de los conodios del hongo a temperatura de
28 °C se mantuvieron por 14 meses (Locatelli et al, 2017).

Bacillus thuringiensis var. Israelensis, un biocida utilizado en el control de pestes de
mosquitos, fue encapsulado también en alginato de sodio. Se encontré que la viabilidad de la
matriz con el compuesto larvicida es de hasta 10 afnos (Prabakaran & Hoti, 2008).

Esporas de Trichoderma harzianum y Glomus spp. fueron inmovilizadas en perlas de
alginato de sodio, mediante condiciones in vitro se evalu6 el crecimiento del hongo fuera de la
matriz. El hongo fue capaz de crecer a partir de la particula. Hifas del hongo fueron ya
observadas en el dia tres (De Jaeger et al, 2011).

Aunque la gelacion con alginato es el mejor método de encapsulacion de BCAs, otros
métodos como: particulas huecas (hollow beads), coacervacion compleja, gelificacion termal,
recubrimiento capa por capa, secado por pulverizacion, son utilizados en la encapsulacion de
células vivas y antibidticos en la industria farmacéutica, biomedicina, y con avances hacia la

aplicacion biotecnologica (Vemmer & Patel, 2013).
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4.6. Quitosano

La quitina es uno de los polisacaridos mas abundantes en la naturaleza y es usado
principalmente en la obtencion de quitosano a través del proceso de desacetilacion. Cada afio
alrededor de 100 billones de toneladas de quitina son producidos en la naturaleza por crustaceos,
moluscos, hongos e insectos. Y se encuentra como el mayor compuesto del exoesqueleto de
animales marinos invertebrados (Azuma et al, 2015; Khan et al, 2007).

La quitina estd formada por unidades de N — acetilglucosamina que forman cadenas de
gran peso molecular, y se caracteriza por tener propiedades antibacteriales, antifiingicas, de
biodegradabilidad, y por ser biocompatible. Sin embargo, tiene una limitada solubilidad lo cual la
hace menos util y cede toda la atencidn al quitosano (Sayari et al, 2016).

Quitosano puede ser obtenido a partir de la quitina por via enzimdatica o via quimica. El
proceso quimico conocido como desacetilacion, es el mas facil debido a su bajo costo y a su
facilidad para su reproducciéon en masa (Younes & Rinaudo, 2015).

Para obtener quitosano primeramente se debe extraer la quitina. A nivel industrial la quitina
es extraida mediante dos pasos principales: a) la desproteinizacion de la materia prima mediante
una solucion alcalina y b) una desmineralizaciéon con soluciéon acida. Una vez obtenida la
quitina, el paso final es la desacetilizacion (Philibert et al, 2017). Para la desacetilizacion, se trata
a la quitina con una solucion de hidréxido de sodio concentrada (50-60% p/v) a temperaturas de
entre 80 a 100 °C . El tiempo de reaccion es sumamente rapido de aproximadamente 2 horas.

Tras la desacetilacion, el quitosano formado resulta ser un copolimero constituido por
unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosaminas unidos por enlaces f§ — 1,4 glucosidicos.
El cociente entre dichas unidades se conoce como grado de desacetilacion. Cuando el grado de

desacetilacion es mayor a 50%, el quitosano entonces se hace soluble debido a que los grupos
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aminos presentes (con pKa de 6 .2 a 7) son completamente protonados en medios acidos. Asi,
quitosano es insoluble en agua, solventes organicos, y soluciones basicas. Y es soluble luego de

agitarse en soluciones de acidos como nitrico, acético, clorhidrico, perclorico y fosférico (De

Alvarenga, 2011).

CHy
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Figura 6: Estructura quimica de quitinay quitosano (De Alvarenga, 2011).

La solubilidad del quitosano ha hecho posible su presencia en varias aplicaciones. Ha sido
utilizado en la produccion de films, hidrogeles, y nanofibras en biomedicina. Estructuras
soportes, andamios, con concentraciones de células mesenquimales (MSC) y quitosano han sido
estudiados in vitro en animales, como método para posteriores aplicaciones en el tratamiento de
lesiones de la placa de crecimiento para evitar deformaciones en el desarrollo de extremidades en
nifios (Azarpira, 2015).

Los films de nanocompuestos con quitosano y arcilla han sido probados como soportes de
enzimas proteoliticas para evitar el oscurecimiento por proteinas en la produccion de vinos
(Benucci et al, 2018).

Hidrogel en forma de particulas de alginato y quitosano fueron usados para encapsular

proteina BSA o alimina sérica bovina para mejorar la nutricion de peces en el area de la
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acuicultura. El quitosano de bajo peso molecular fue usado y se encontr6 que daba buena
proteccion contra las condiciones acidas del estomago de los peces (Séez, 2015).

Otra aplicacion del biopolimero es en el area de la biotecnologia, la capacidad
antimicrobiana y antifingica que tiene el quitosano es dada por la carga catiénica que obtiene los
grupos amino de la cadena del polimero. Esta gran carga positiva es capaz de unirse a las cargas
anidnicas de las paredes celulares de bacterias, lo que forma una especie de barrera evitando el
paso de nutrientes. Se ha reportado que el quitosano inhibe el crecimiento de bacterias como
Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Lactobacillus fructivorans
(Papineau et al, 1991).

La capacidad antifingica también ha sido de interés en el desarrollo de biocontroles.
Estudios han demostrado que el quitosano posee dicha actividad antifiingica contra hongos, y que
depende basicamente del peso molecular, por las cadenas de sus unidades y por ende de su grado
de desacetilacion (Hirano & Nagao, 1989). En la actividad antifingica, un mecanismo similar al
de la bacteria ha sido propuesto, donde el quitosano se une a las paredes celulares de los hongo y
causa fuga de material intracelular (El Ghaouth et al, 1991).

El quitosano de bajo peso molecular fue probado en contra el crecimiento de
Leptographium procerum y Sphaeropsis sapinea y se encontrd que tiene un efecto fungiestatico.
En cambio, quitosano frente a una cepa de Trichoderma harzianum no provocéd cambios en el
crecimiento (Chittenden & Singh, 2009). Por lo cual, la tolerancia de Trichoderma frente a
quitosano es interesante de notar y estudiar.

Se ha encontrado que enfermedades causadas por el hongo Fusarium oxysporum spp. en
plantas de tomates fueron reducidas mediante aplicacion en aerosol foliar del Trichoderma
harzianum con quitosano. Las concentraciones de quitosano con mejores resultados en la

severidad de la enfermedad fueron de 0.5 y 1 [g/L] (EI-Mohamedy & Abdel- Kareem, 2014).
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5. METODOLOGIA Y DISENO DE LA
EXPERIMENTACION

5.1. Disefio Experimental

Se realizaron 51 ensayos de pruebas de antagonismo y 51 ensayos de micoparasitismo de

Moniliophthora roreri

con Trichoderma asperellum co-encapsulada con quitosano en

formulaciones de particulas de alginato, y diferentes controles que se especifican a continuacion.

Ensayos Antagonismo

Ensayos Micoparasitismo

Ensayos de cultivo dual con particulas
con T. asperellum co-encapsulado con
quitosano de bajo peso molecular al 0.10, 0.25,
y 0.50% p/v.

Ensayos de micoparasitismo con
particulas con T. asperellum co-encapsulado
con quitosano de bajo peso molecular al 0.10,
0.25,y 0.50% p/v.

Ensayos de cultivo dual con particulas
con T. asperellum co-encapsulado con
quitosano de peso molecular medio al 0.10,
0.25,y 0.50% p/v.

Ensayos de micoparasitismo con
particulas con T. asperellum co-encapsulado
con quitosano de peso molecular medio al
0.10, 0.25,y 0.50% p/v.

Ensayos de cultivo dual con particulas
con T. asperellum co-encapsulado con
quitosano de alto peso molecular al 0.10, 0.25,

Ensayos de micoparasitismo con
particulas con T. asperellum co-encapsulado
con quitosano de alto peso molecular al 0.10,

y 0.50% p/v. 0.25,y 0.50% p/v.

Particulas de control solamente con Particulas de control solamente con
quitosano encapsulado para cada peso | quitosano encapsulado para cada peso
molecular al 0.25% p/v. molecular al 0.25% p/v.

Particulas de control solamente con T.
asperellum encapsulado.

Particulas de control solamente con T.
asperellum encapsulado.

Control de quitosano al 0.25% p/v para
cada quitosano.

Control de quitosano al 0.25% p/v para
cada quitosano.

Control de T. asperellum.

Control de T. asperellum.
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5.2. Lugar de la investigacionn

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Quimica y en los laboratorios de

Biotecnologia Agricola y Alimentos de la Universidad San Francisco de Quito.

5.3. Materiales y Equipos

5.3.1. Vidrio.

Botellas de reactivo de borosilicato fueron utilizados durante toda la investigacion. Las
botellas y tapas fueron lavadas rigurosamente con detergente liquido. Se enjuagaron con agua

destilada y se esterilizaron las soluciones en autoclave.

5.3.2. Quimicos

Se utiliz6 acido acético al 99% y acido clorhidrico al 37% v/v. El pH de las soluciones se

ajusto a 5.0 utilizando NaOH 1M.

5.3.3. Equipos

Condensador de vidrio, botella de reactivo de 1000 mL y mangueras de pléstico fueron
utilizados para el ensamblaje del sistema de reflujo en la extraccion de quitosano. Se utilizé efi
viscosimetro de Ostwald para la caracterizacion de quitosano. La camara de siembra de
Trichoderma spp. fue empleada en el repicado de la cepa para la esporulacion del hongo en
placas Petri. Las camaras de flujo laminar clase II fueron utilizadas para la dispension de medio
PDA, medio V8, repicado y siembra del fitopatdgeno Moniliophthora roreri, y pruebas de

antagonismo y micoparasitismo. Microscopio ( aumento 40X) fue utilizado para observar las
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hifas de los hongos y conteo de conidios de Trichoderma asperellum. Una incubadora fue
utilizada para incubar las placas Petri con los ensayos de antagonismo y micoparasitismo. Las
mediciones de peso de reactivos fueron hechas en una balanza analitica. El equipo IR fue usado
para la caracterizacion de particulas biopoliméricas. La camara de Neubauer fue utilizada para el

conteo de conidios de T. asperellum.

5.4. Medios de cultivo usados

5.4.1. Medio para Trichoderma asperellum.

El agar de papa dextrosa 6 PDA. fue usado para el crecimiento del hongo.

5.4.2. Medio para Moniliopthora roreri.

El medio V8 fue usado para el crecimiento del hongo y para las pruebas de antagonismo y

micoparasitismo.
Componentes | Cantidad [g/L]
Jugo V8 200 mL
Maltosa 20
Asparagina 1
Extracto de Malta 10
CaCO0, 3
Agar-Agar 15
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5.5. Cultivo de Cepa de Trichoderma asperellum

La cepa de Trichoderma utilizada fue Trichoderma asperellum (T-011) del stock de la
Universidad San Francisco de Quito. Esta cepa fue aislada en Puembo (Pichincha) en una finca
de 40 anos de agricutura organica en cultivos de brocoli.

Para realizar el cultivo de Trichoderma asperellum se tomo una alicuota de 30 uL y en una
camara de siembra, se sembrd la cepa en una caja Petri en agar PDA. La caja se llevo a
incubacion por un periodo de 7 dias a 30 °C y luego se dejo dar la reaccion fotosintética de
esporulacion por 3 dias a temperatura ambiente y fuera de la camara.

El material fungico esporulado de T. asperellum de la primera caja fue repicado en otra
caja con PDA bajo las mismas condiciones de incubacion. El repicado se realizd semanalmente

por un periodo de 2 meses.

5.6. Cultivo de Cepa de Moniliophtora roreri

Se utilizo la cepa M.roreri del stock del laboratorio de Biotecnologia Agricola de la
Universidad San Francisco de Quito. Esta cepa fue aislada en Quevedo (Provincia de los Rios,
Ecuador.

Para el aislamiento de Moniliophthora roreri, de una caja previamente esporulada, se llevo
a cabo el repicado en la cdmara de flujo laminar. El repicado se realizdé en un medio V8. Se
realizaron tres repicados cada 3 semanas, tiempo en el cual el hongo fitopatégeno colonizaba la

caja.
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5.7. Preparacion y conteo de Solucion de T.asperellum

Las esporas crecidas en placas Petri de T. asperellum fueron cosechadas con medio PDB en
la camara de siembra de Trichoderma spp. La solucion acuosa con la biomasa fue transferida del
plato a un tubo falcon de 25 mL.

Se aplico la técnica de diluciones seriadas para diluir la solucion de T. asperellum hasta un
maximo de 1072 mL. Con un aumento de 40X en el microscopio, se realizé el conteo de conidios
en la camara de Neubauer utilizando los parametros de Neubauer Chamber Cell Counting de

Celoromics. Ver anexo 10.8.

5.8. Extraccion de Quitosano

5.8.1. Obtencidn y acondicionamiento de exoesqueleto de camaron.

Se obtuvo exoesqueleto de camardn fresco de origen ecuatoriano. Se limpiaron los
exoesqueletos de cualquier presencia de materia organica (extremidades de camaron, heces, y
demas partes procedentes del crustaceo). Se lavd 3 veces las cdscaras con abundante agua y se
dejo reposar por 12 horas en soluciéon de hipoclorito de sodio al 0.5%. Se enguajé los
exoesqueletos hasta eliminar el exceso de cloro y se secaron en un horno de conveccion a una
temperatura de 50 °C por 24 horas.

Una vez seco, se molio los exoesqueletos hasta obtener harina con un tamano de particula

mayor o igual a 2 um.
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5.8.2. Desmineralizacion.

Con la harina de exoesqueleto de camardn seca, se pesd 50 g y se colocod en 2 litros de
acido clorhidrico 2N en un vaso de precipitacion de 4000 mL. La adicion del material seco se la
hizo lentamente para evitar efervescencia y sobre una plancha de agitacion.

Se agito por 24 horas a temperatura ambiente y luego se decanto6 la harina desmineralizada
y se la lavo con agua destilada utilizando un cernidor de malla fina, hasta que el agua de enguaje

lleg6 a pH neutro.

5.8.3. Desproteinizacion.

Se mezcld la harina neutralizada con 500 mL de NaOH 2N en un frasco Bodeco de
borosilicato 3.3 de 1000 mL. Se agitd6 en una plancha de calentamiento por 4 horas a una
temperatura de 80°C y con un sistema de reflujo para evitar la vaporizacion del solvente.
Seguidamente, se decant6 la harina desproteinizada y se lavo con agua destilada con un cernidor
de malla fina, hasta alcanzar pH neutro.

Finalmente, la harina himeda se dispuso en una bandeja de aluminio y se sec6 en el horno
de conveccion a 50 °C por 24 horas. En este punto, el compuesto obtenido del exoesqueleto se

denomina quitina.

5.8.4. Obtencién del Quitosano.

Se pesd quitina y se mezclé con NaOH al 60% en una relacion 1:10 sélido-liquido a
100°C con agitacion constante por 6 horas sometido a reflujo. Seguidamente, se decanto la

mezcla y se lavé con abundante agua destilada hasta llegar a pH neutro.
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Finalmente, la harina himeda se dispuso en una bandeja de aluminio y se sec6 en el horno
a 50 °C por 24 horas. El compuesto obtenido de la desacetilacion de la quitina es el quitosano. Se

hicieron pruebas de disolucion del compuesto obtenido en una solucion de acido acético 0.1 M.

5.8.5. Caracterizacion de quitosano por viscosimetria capilar.

El peso molecular (MW) es un parametro fundamental en la caracterizacién de polimeros.
El MW del quitosano puede ser determinado por técnicas como cromatografia de permeacion con
gel (GPC), dispersion de luz estatica (SLS), y el mas sencillo mediante medida de la viscosidad
intrinseca (Norzita et al, 2013).

El peso molecular del quitosano se determind utilizando un viscosimetro capilar de
Ostwald y se determiné la viscosidad intrinsica y peso molecular mediante las ecuacién de
Mark-Houwink-Sakurada (Mohammad, 2007).

Se caracterizaron 5 tipos de quitosanos, el quitosano extraido en el Laboratorio de Quimica
de la USFQ y 4 quitosanos comerciales.

Para solubilizar los diferentes quitosanos se prepard una solucién de acido acético,
CH;CO0H,0.2 M y Cloruro de Sodio 0.1 M al 50 % v/v como solvente. El viscosimetro de
Ostwald se mantuvo en condiciones de operacion de equilibrio a temperatura de 25 °C durante
toda la experimentacion mediante un bafo termoestatico.

Se tomaron los tiempos de caida del quitosano diluido en el solvente con un crondémetro y

por triplicado. A partir de ellos, se calculd la viscosidad reducida mediante la siguiente ecuacion:

t—to

Nreducida = tO % C
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Donde,

t, tiempo de caida de la solucion con quitosano diluido en el viscosimetro.

to, tiempo de caida del disolvente puro en el viscosimetro.

C, concentracion de quitosano diluido en el disolvente.

Se realizaron las graficas de concentracion de quitosano en funciéon de las viscosidades
reducidas obtenidas. Debido a que la toma de tiempos de caida se realizo por triplicado, se
obtuvieron 3 ecuaciones aplicando una linea de tendencia.

A partir de dichas ecuaciones, se encontré la viscosidad intrinseca cuando t=0. Finalmente,
mediante la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada se despejé el peso molecular con unidades en
Daltons.

n =kx(M,)*

Donde,
K =0.00181, constante del disolvente a 25 °C.
M,,, peso molecular del quitosano en Dalton [Da].

a = 0.93, constante del disolvente a 25 °C (Arevalo,2016).

5.8.6. Caracterizacion de quitosano por FTIR

Se caracterizaron quitosanos mediante espectroscopia infrarroja por transfromada de
Fourier. A partir de la correlacion de bandas de vibracion de los espectros de FTIR descritas por
Escobar et al. (2013), se calcul6d el porcentaje de desacetilacion del quitosano utilizando la

siguiente correlacion,
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A
DA% = 100 — [31.92( 1318) —12.20]
1380

Donde A, es la absorbancia.

Se tom6 como banda de referencia, la banda a 1380 , e grupos metilos, y la banda a 1318

correspondiente a las aminas III, la cual disminuye cuando se desacetila la quitina.

5.8.7. Comprobacién de encapsulacion de quitosano por espectroscopia infrarroja.

Se utilizé el espectrofotometro IR modelo 500 de BUCK SCIENTIFIC INC., para
comprobar la encapsulacion de quitosano en las particulas biopoliméricas. Se fabricod particulas
biopoliméricas con quitosano de peso molecular medio (381.84 kDa) al 0.25%. Las particulas
fueron leofilizadas por 24 horas para obtener particulas secas. Se utilizo KBr como blanco en el
espectrofotometro y para la fabricacion de las pastillas de particulas, se realizé 5 corridas del IR,

y los espectros resultantes fueron promediados.

5.9. Elaboracion de particulas biopoliméricas con T.asperellum y quitosano co-
encapsulados.

Las particulas biopoliméricas fueron elaboradas mediante el método de gelificacion idnica.
Se prepard una solucion de 4cido acético 0.1 M donde se diluyd quitosano a concentraciones de
0.1, 0.25%, y 0.50% p/v. Se utilizdé quitosano de bajo peso molecular (Aldrich), quitosano de
peso molecular medio (extraido en el Laboratorio de Quimica General de la USFQ), y quitosano

de bajo peso molecular (Sigma). Una vez diluido el quitosano, se adicion6 cloruro de calcio a la
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solucion para obtener una concentracion de 0.2 M. Se prepard una solucion de alginato de sodio
al 2% p/v. Todas las soluciones fueron esterilizadas en el autoclave por 20 minutos a 121 °C.

De una solucion de T. asperellum, se realizd el conteo de conidios en la camara de
Neubauer. Se preparé 1 mL de una solucion de T. asperellum y alginato de sodio en tubos falcon
de 1.5 mL. Se afor6 la alicuota adecuada de T. asperellum al alginato para obtener una
concentracion de 1 * 10° conidios . La solucién en los tubos de falcon se homogenizaron bien
con un vortex.

En la camara de flujo laminar clase II, sé coloco la solucion de quitosano y CaCl, sobre
una plancha con agitacion leve. Con la micropipeta se tomd una alicuota de 30 uL de la solucion
T. asperellum-Alginato y cuidadosamente se dejo gotear en el interior de la solucion de
quitosano. Las particulas formadas de inmediatamente se sacaron con una espatula pequefia y se
lavaron en agua destilada previamente esterilizada. Finalmente las particulas fueron usadas en

ensayos de cultivos. Ver anexo 10.5 para mejor apreciacion de la elaboracion de la particula.

5.10. Evaluacion de la capacidad antagonica de T. asperellum encapsulado

Se evaluo el potencial antagonico de T. asperellum frente a una cepa de M. roreri a través
de tres variables: ubicacion en la escala de Bell et al.(1982), crecimiento radial del antagonista
durante el tiempo de contacto, y el porcentaje de inhibicidn radial a través del método de cultivo
dual en medio V8. Debido a que el antagonista y fitopatégeno tienen diferentes tasas de
crecimiento, se ubicaron discos de 5 mm de micelio de M. roreri a 1 cm del margen de la placa
Petri y se dejaron incubar por 14 dias a 30 °C antes de los cultivos duales.

Particulas biopoliméricas de 30 uL. encapsulando T. asperellum con una concentracion de

1 % 10° conidios/mL y concentraciones de quitosano de bajo, medio, y alto peso molecular al
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0.1, 0.25, y 0.50 % p/v fueron elaboradas el dia del inicio del cultivo dual en el décimo tercer dia
del crecimiento de los discos de M. roreri. La particula se ubico al extremo opuesto del disco de
M .roreri a la misma distancia de 1 cm del margen de la caja. Luego del sembrado de la particula,
las placas fueron incubadas a 30 °C por un periodo de 10 dias. Los ensayos se realizaron por
triplicado para los tres tipos de quitosano de diferente peso molecular a las 3 diferentes
concentraciones dando un total de 27 ensayos.

Para la evaluacion del efecto antibidtico de T. asperellum, se calculd el porcentaje de
inhibiciéon de crecimiento radial (PIC) a través de la ecuacion utilizada por Skidmore y
Dickinson (1976):

Ri— R,

PIC = * 100

1

donde R; es el radio del fitopatégeno en V8 sin antagonista, y R, es el radio del

fitopatdgeno en los ensayos de cultivo dual.

La escala de Bell et al. (1976) permitio evaluar a T. asperellum basada en la habilidad de

suprimir el crecimiento de M. roreri. Las categorias de la escala son:

I: El antagonista crece completamente por encima del fitopatdgeno por sobretoda la
superficie del cultivo en la caja Petri.

II: El antagonista ocupa al menos 2/3 de toda la superficie del cultivo en la caja petri.

III: El antagonista coloniza la mitad del cultivo en la caja Petri.

IV: El fitopatdgeno y antagonista detienen su crecimiento en el punto de contacto.
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V: El fitopatogeno crece sonnre el micelio del antagonista.

En este ensayo se realizaron 4 controles: en el primer control, se incub6 particulas
biopoliméricas encapsulando tUnicamente T. asperellum (3 ensayos). El segundo control, se
encapsuld en la particula Gnicamente los tres tipos de quitosano con concentracion media al
0.25% (9 ensayos). El tercer control, se colocaron alicuotas de los tres tipos de quitosano al
0.25% con el mismo volumen de la particula de 30 uL a la misma distancia del borde de la caja
(3 ensayos). En el ultimo control, se colocd alicuotas de T. asperellum de 30 uL con la

concentraciéon de 1 = 10° conidios/mL a la misma distancia del borde de la caja (3 ensayos).

5.11. Evaluacién de micoparasitismo

Micoparasitismo de T. asperellum fue evaluado mediante la escala segun Royse y Ries
(1978), analizando la colonizaciéon del antagonista sobre el micelio de M. roreri que crecid
completamente sobre toda la caja Petri en medio V8. Discos de 5 mm de micelio de M. roreri
fueron ubicados en la mitad de la caja y se incubaron por 20 dias a 30°C antes de los cultivos
duales.

Particulas biopoliméricas de 30 uL. encapsulando T. asperellum con una concentracion de
1% 10° conidios/mL y diferentes concentraciones de quitosano de bajo, medio, y alto peso
molecular fueron elaboradas el dia del inicio del cultivo dual en el veinteavo dia del crecimiento
de M. roreri. Se ubicaron 4 particulas sobre el micelio del fitopatdogeno formando un rombo

alrededor del disco, cada una a una distancia de 1 cm del margen de la caja.
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Figura 7:Ubicacion de las particulas con T. asperellum y quitosano co-encapsulados en forma de
rombo sobre M. roreri para ensayos de micoparasitismo.

Luego del sembrado de las particulas, las placas fueron incubadas a 30 °C por un periodo
de 10 dias. Los ensayos se realizaron por triplicado para los tres tipos de quitosano de diferente

peso molecular a las 3 diferentes concentraciones mencionadas dando un total de 27 ensayos.

La escala segun Royse y Ries (1978) se divide en grados:

1: El antagonista cubre un 100% el micelio del fitopatdgeno.
2: El antagonista cubre un 75% el micelio del fitopatogeno.
3: El antagonista cubre un 50% el micelio del fitopatogeno.

4: El antagonista cubre un 25% el micelio del fitopatogeno.

Se realizaron 4 controles: en el primer control, se incub6 particulas biopoliméricas

encapsulando tnicamente T .asperellum, en cada plato se coloco las 4 particulas formando el
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rombo (3 ensayos). El segundo control, se encapsuld en la particula inicamente los tres tipos de
quitosano con concentracion media al 0.25%, en cada plato se coloco las 4 particulas formando el
rombo (9 ensayos). El tercer control, se colocaron alicuotas de los tres tipos de quitosano al
0.25% con el mismo volumen de la particula de 30 uL a la misma distancia del borde de la caja,
en cada plato se colocé las 4 alicuotas formando el rombo (3 ensayos). En el Gltimo control, se
colocé alicuotas de T. asperellum de 30 uL con la concentracion de 1 * 10° conidios/mL a la
misma distancia del borde de la caja,en cada plato se colocé las 4 alicuotas formando el rombo (3

€nsayos).

5.12. Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se hicieron en el programa estadistico informatico SPSS. Se
realizo analisis ANOVA con los pardmetros de peso molecular de quitosano, concentracion de
quitosano y dias de incubacion como influyentes en el crecimiento radial de T. asperellum y M.

roreri. Se realizaron las correspondientes pruebas de Tukey para todos los casos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1.Caracterizacion de quitosano extraido por viscosimetria capilar

Cinco diferentes quitosanos fueron caracterizados mediante viscosimetria capilar para
determinar el peso molecular de cada uno. Dentro de los 5 quitosanos evaluados se encuentra el
quitosano extraido en el Laboratorio de Quimica General de la USFQ (quitosano no comercial), y
los 4 quitosanos comerciales.

En el anexo 10.9 se presentan las graficas de las viscosidades reducidas en funcion de la
concentracion de quitosano diluido en CH3;COOH y NaCl. Las viscosidades reducidas fueron
calculadas a partir de los tiempos de caida de las diferentes concentraciones de quitosano diluidas
en la solucion solvente para cada uno de los quitosanos usados, utilizando la ecuacion de Mark-
Houwink-Sakurada (Mohammad, 2007).

A continuacion se muestra una tabla de resumen de los quitosanos analizados con su

correspondiente peso molecular obtenido.

Tabla 1: Resumen de los pesos moleculares obtenidos para los quitosanos analizados.

N° Quitosano Peso Molecular [kDa]
1 Quitosano de Sigma (QTH) 812.69 +£7.93

2 Quitosano Extraido en el Laboratorio (QTM) 381.84 £11.29

3 Quitosano de Aldrich (QTM) 177.13 £4.75

4 Quitosano de China (QTA) 54.05+7.16

5 Quitosano de China (QTC) 2.63 +0.49

De la Tabla 1, los pesos moleculares de los cinco quitosanos analizados estuvieron
variadamente distribuidos en un rango de 0 a 1000 kDa. Los quitosanos de China (color café-
color amarillo) y quitosano de Aldrich son quitosanos de bajo peso molecular. El quitosano que

se extrajo en el laboratorio de Quimica de la USFQ se lo es caracterizd como quitosano de peso
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molecular medio, y finalmente el quitosano proveniente de exoesqueleto de camaron de Sigma es
de alto peso molecular. Esto seglin la escala descrita por Shuai et al (2013), donde quitosano de

bajo peso molecular va desde 50-190 kDa, medio desde 190-310 kDa, y alto 310-350 kDa.

Los quitosanos escogidos se muestran a continuacion.

Tabla 2: Quitosanos seleccionados para pruebas de antagonismo y micoparasitismo.

N° Quitosano Peso Molecular [kDa]
1 QTH 812.69 + 7.93
2 QTM 381.84 £11.29
3 QTL 177.13 £4.75

La razon por la cual se escogi6 los 3 quitosanos inscritos en la Tabla 2, es debido a que la
actividad antimicrobial es directamente dependiente del peso molecular del polimero (Pavinatto
et al, 2013). A pesar de que se ha estudiado el mecanismo del efecto antiflingico de quitosano de
bajo peso molecular frente a células de hongos (Park et al, 2008), poca literatura esta disponible
sobre los efectos del peso molecular del quitosano sobre Trichoderma spp. Recientemente Zavala
et al (2016) reportaron los efectos de quitosano sobre 4 cepas de Trichoderma, donde tnicamente
T. koningiopsis se mostro tolerante frente a concentraciones de quitosano mayores a 2000 ug/mL.
Y solamente en el 2012, Lopez et al. reportaron que residuos de quitina, incluido quitosano,
inducian la expresion de genes que codifican enzimas quitinasas, importantes en los efectos
antagonistas de T. harzianum como agente de control bioldgico. Por lo cual, elegir los 3
quitosanos de diferente peso molecular fue una variable decisiva para el estudio del efecto del

peso molecular sobre actividades fingicas del nuevo control bioldgico.
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6.2. Caracterizacion de quitosanos por FTIR

Se presenta a continuacion los espectros infrarrojo para QTL, QTM, QTH, QTA, QTC y se

incluye el espectro de la quitina obtenida antes de desacetilar QTM.
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Figura 8: Espectros infrarrojo para QTM, QTH, QTL, QTC.

Se observa en la figura 8 los espectros infrarrojo para 4 quitosanos analizados. En circulos
rojos se ha sefialado las banda de vibracion correspondiente a la amina primaria que caracteriza y
verifica la presencia del compuesto quitosano. Para QTL el pico se da a una longitud de onda de
1646 cm™ y a un porcentaje de transmitancia de 35.05%, en QTH el pico se da a una longitud de

onda de 1658 cm™ y a un porcentaje de transmitancia de 23.93%, en QTM el pico se da a una
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longitud de onda de 1658 cm™ y a un porcentaje de transmitancia de 22.58%, y en QTC el pico

se da a una longitud de onda de 1624 cm™ y a un porcentaje de transmitancia de 23.62%.
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Figura 9: Espectro infrarrojo de QTA y quitina.

Se observa en la figura 9 el espectro infrarrojo para el Gltimo quitosano QTA. En el circulo
azul se ha sefialado la banda de vibracidon correspondiente a la amina primaria que verifica la
presencia del compuesto quitosano a una longitud de onda de de 1608 cm™ y a un porcentaje de
transmitancia de 61.89%. Ademads se muestra el espectro de la quitina que se obtuvo antes de la

desacetilacion de QTM. Se observa que en el rango de longitud de onda entre 1700 a 1600 cm’!

Transmitancia [%)]
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también existe la presencia de picos, por la vibracion de la banda de la amina II en la estructura

molecular de la quitina, antes de dar paso a la formacion de la amina I en el quitosano.

Se muestran los porcentajes de desacetilacion calculados para cada quitosano.

Tabla 3:Porcentaje de Desacetilacion de los quitosanos evaluados.

Quitosano Porcentaje de
Desacetilacion

QTL 80.14%

QT™M 80.27%

QTH 79.86%

QTA 80.34%

QTC 79.39%

Los porcentajes para los 5 quitosanos son bastante cercanos, eso corrobora la ubicacion tan
cercana de los picos en la figura 8. El porcentaje de desacetilacion es una muestra del
debilatamiento de las bandas de la amina primaria, razéon por la cual el pico de quitina en ese
rango estd mas abajo que los demas quitosanos. Debido a que todos los quitosanos tienen grados
de desacetilacion parecidos se descarta que este parametro produzca cierto tipo de variacion en el

estudio.



60

6.3. Comprobacion de encapsulacion de quitosano por IR

Para comprobar que el quitosano lograba encapsularse en las particulas biopoliméricas se
elabord particulas con quitosano extraido al 0.25%. Las particulas fueron analizadas por IR. Se
muestra a continuacion el espectro infrarrojo correspondiente a la pastilla de particula-KBr . Se
senalan las bandas de vibracion correspondientes a la flexion del enlace N-H en aminas

primarias, en la longitud de onda aproximadamente de 1660 cm! y 1550 cm’. (Dimzon &

Knepper, 2015).
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Figura 10: Espectros infrarrojos de KBr (blanco) y de particulas con quitosano encapsulado al
0.25%. Las flechas sefialan las bandas de vibracién de aminas primarias correspondientes a la
molécula de quitosano.
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6.4. Pruebas de antagonismo por cultivos duales
Los cultivos duales de antagonismo de T. asperellum contra M. roreri fueron analizados
por un periddo de 10 dias. Los registros del crecimiento radial de ambos hongos fueron tomados

diariamente. A continuacion se muestra los ensayos con cada quitosano.

6.4.1. Prueba de antagonismo con quitosano de bajo peso molecular QTL (177.13
kDa).

La particula encapsulada con T. asperellum y quitosano fue ubicada en el extremo del disco

de M. roreri a la misma distancia del extremo opuesto de la caja.



48

Tabla 4: Prueba de Antagonismo (cultivos duales con M. roreri) con particula de quitosano QTL (177.13 + 4.75 kDa).

Concentracion Dias de Cultivo
de QTL(%p/v)

0.10%

0.25%

0.50%

—

Disco de M. roreri . ; ) . N , ) .
Particula de alginato de sodio Micelio T. asperellum Micelio T. asperellum  Particula de alginato de sodio

Micelio M. roreri con QTL y T. asperellum co- esporulado desde la colonizando el micelio  con QTL y T. asperellum co-
encapsulados. particula a los 3 dias. de M. roreri. encapsulados.
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Se presenta la cinética de crecimiento de T. asperellum a través de la particula con quitosano de bajo peso molecular correspondiente a

la tabla 4.

&
wn
=}

4.00 3 —F—F 10.10%
~ I e S B 0.25%

w

u

o
1

w
(=]
o

I
,

\

™
hY

—

N

n

o
1

g

(=]

(=]
L

=

n

]
1

=

=]

o
I

Crecimiento Radial de Trichoderma asperellum [cm]
i
o

g
=]
S

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dia de Incubacion
—010% e 0.25% --—0.50%

Figura 11: Cinética de crecimiento de T. asperellum encapsulado en particulas con QTL, en prueba de cultivo dual con M. roreri.
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En la tabla 4 se observa que para ¢l tercer dia de la siembra, el micelio T. asperellum entra
ya en contacto con el micelio de M. roreri. De la figura 11, los valores de los radio del
antagonista van desde 1.82 cm cuando QTL estd encapsulado al 0.50% p/v hasta 2.12 cm cuando
esta al 0.10% p/v. A partir del contacto, el micelio de M. roreri deja de crecer y para el sexto dia
se observa que T .asperellum coloniza toda la superficie de la caja Petri que no fue ocupada por
el fitopatégeno. Se observa entonces la capacidad de la cepa para competir por el espacio y
nutrientes. Pues se sabe muy bien que Trichoderma spp. aprovecha su rapida tasa de crecimiento
para competir por espacio y nutrientes (Simon & Sivasithaparam, 1988).

Del sexto dia hacia el décimo dia de incubacidon, se observd el mecanismo de
micoparasitismo de la cepa. El micelio de T. asperellum comenz6 a colonizar y esporular sobre el
micelio estatico de M. roreri. A pesar de que no se realizd una microscopia electronica de las
hifas de T. asperellum sobre el micelio de M. roreri ni tampoco se analizd los metabolitos
producidos por el antagonista, el micoparasitismo de la cepa se hace evidente debido al
crecimiento de la biomasa del antagonista sobre el patégeno, ya que una de las evidencias de
micoparasitismo es el enrollamiento de las hifas de Trichoderma spp. sobre las hifas y el
consumo del hongo fitopatdgeno por parte del antagonista (Gupta et al, 2014).

Finalmente, se observa de la figura 10 que el mayor crecimiento de T. asperellum se da
cuando QTL es encapsulado con una concentracion al 0.10 % p/v donde el radio del antagonista
fue de 3.99 £0.10 cm en el décimo dia. Y el crecimiento radial mas bajo fue cuando la particula

encapsul6é QTL al 0.50% p/v donde el radio fue de 3.28+0.83 cm.
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6.4.2. Prueba de antagonismo con quitosano de peso molecular medio QTM
(381.84 + 11.29 kDa).

La particula encapsulada con T. asperellum y quitosano fue ubicada en el extremo del disco

de M. roreri a la misma distancia del extremo opuesto de la caja.
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Tabla 5: Prueba de Antagonismo (cultivos duales con M. roreri) con particula de quitosano QTM (381.84 +£11.29 kDa).

Concentracion Dias de Cultivo
de

QTM(%plv)

0.10%

0.25%

0.50%

Disco de M. rorefi Particula de alginato de sodio con Micelio de T. asperellum Micelio de T. asperellum
Micelio de M. roreri QTM y T. asperellum co- esporulado desde la particulaa esporulado sobre el
encapsulados. los 3 dias. micelio de M. roreri.

Particula de alginato de sodio con
QTM y T. asperellum co-
encapsulados.
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Se presenta la cinética de crecimiento de T. asperellum a través de la particula con quitosano de peso molecular medio correspondiente a la

tabla 5.
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Figura 12: Cinética de crecimiento de T. asperellum encapsulado en particulas con QTM, en prueba de cultivo dual con M. roreri.
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En la tabla 5 se observa que para el tercer dia de la siembra, el micelio T. asperellum de
igual forma que en el ensayo con QTL, entra ya en contacto con el micelio de M. roreri. En la
figura 12 se puede ver que los valores de los radios del antagonista van desde 2.05 cm cuando
QTM esta encapsulado al 0.25% p/v hasta 2.32 cm cuando estd al 0.50% p/v. A partir del
contacto, el micelio de M. roreri deja de crecer y para el sexto dia se observa que T. asperellum
coloniza toda la superficie de la caja Petri que no fue ocupada por el fitopatogeno.

Del sexto dia hacia el décimo dia de incubacion, T. asperellum comenzd a sobrecrecer
sobre el micelio estatico de M. roreri. Pero a diferencia del ensayo con QTL, se observa en la
figura 12 que el mayor crecimiento de T. asperellum se da cuando QTM es encapsulado con una
concentracion al 0.50 % p/v donde el radio del antagonista fue de 4.08 +£0.43 cm en el décimo
dia. Y el crecimiento radial mas bajo fue cuando la particula encapsuld6 QTM al 0.25% p/v donde

el radio fue de 3.25 +0.35 cm.

6.4.3. Prueba de antagonismo con quitosano de peso molecular alto QTH
(812.69 + 7.93 kDa).

La particula encapsulada con T. asperellum y quitosano fue ubicada en el extremo del disco

de M. roreri a la misma distancia del extremo opuesto de la caja.



Tabla 6: Prueba de Antagonismo (cultivos duales con M. roreri) con particula de quitosano QTH (812.69 + 7.93 kDa).

Concentracién
de QTH(%p/v)

Dias de Cultivo

0.10%

0.25%

0.50%

Disco de M.
roreri

Micelio de M.

roreri

K

Particula con QTH y 7. asperellun

N Micelio de 7. asperellum

T. asperellum esporulado sobre M. 1

55
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Se presenta la cinética de crecimiento de T. asperellum a través de la particula con quitosano de alto peso molecular correspondiente a la tabla
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Figura 13: Cinética de crecimiento de T. asperellum encapsulado en particulas con QTH, en prueba de cultivo dual con M. roreri.
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En la tabla 6 se observa que para el tercer dia de la siembra, el micelio T. asperellum ,de
igual forma que los ensayos con QTL y QTM, entra ya en contacto con el micelio de M. roreri.
De la figura 13, los valores de los radio del antagonista van desde 1.82 cm cuando QTH esta
encapsulado al 0.10% p/v hasta 2.11 cm cuando esta al 0.50% p/v. A partir del contacto, el
micelio de M. roreri deja de crecer y para el sexto dia se observa que T. asperellum coloniza toda
la superficie de la caja Petri que no fue ocupada por el fitopatdégeno.

Del sexto dia hacia el décimo dia de incubacion, T. asperellum comenzé a esporular sobre
el micelio estatico de M. roreri. Sin embargo, para el décimo dia de incubacion no se observa
divergencia de crecimiento de los radios del antagonista para niguna de las 3 concentraciones de
QTH. Cuando QTH esta encapsulado en la particula al 0.10% p/v permite a T. asperellum
alcanzar un radio de 3.46+0.15 cm, al 0.25% p/v se alcanz6 un radio de 3.28 + 0.83cm, y al

0.50% p/v de 3.39+0.17 cm.
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A continuacion se presentan los correspondientes controles a las pruebas de antagonismo.

En primer lugar se muestra el control del crecimiento del fitopatogeno M. roreri .

Tabla 7: Control de crecimiento radial de M. roreri a 302C en V8 .

Control Crecimiento radial de M. roreri

Dia de Siembra

Dia 3

En el control de crecimiento de M. roreri, se dejo esporular al fitopatogeno hasta el décimo

tercer dia antes del registro de datos. Se observo que para el dia 7 el hongo logré ocupar % de

toda la caja Petri y coloniz la superficie completa de V8 para el décimo dia de cultivo. A pesar

de la lenta tasa de crecimiento del fitopatogeno, se ve que en los 10 dias de observacion, el hongo

bajo cero condiciones de antagonismo crece en gran proporcion.

A continuacion se muestra el control de quitosano encapsulado en la particula de alginato

de sodio sin T. asperellum. Se encapsuldo QTL, QTM y QTH al 0.25% p/v. El crecimiento de M.

roreri se registro durante 10 dias.



Tabla 8: Control de crecimiento de M. roreri con particulas Gnicamente con quitosano encapsulado.

Concentracion Dias de Cultivo

de QT (%p/v)

QTL al 0.25%

QTM al 0.25%

QTH al 0.25%

Disco de M.
roreri

Particula
solo con
quitosan

59
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Se presenta la cinética de crecimiento de M. roreri bajo el control de quitosano encapsulado de acuerdo con la Tabla 8. Se incluye los datos

de crecimiento de M. roreri correspondiente a la Tabla 7.

8.00

7.00

f Control de M.roreri
+ QTH
QT™M
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5.00

4.00

3.00
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1.00

Crecimiento Radial de Moniliophthora roreri [cm]

0.00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Dia de Incubacion

—Qamm - QTH ——-QTL Control de M.roreri

Figura 14: Crecimiento de M. roreri bajo el control de particula inicamente con quitosano encapsulado al 0.25%.
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De la figura 14, se observa que las particulas con QTL, QTM, y QTH no producen
alteraciones en el crecimiento micelial de M. roreri. El radio micelial del fitopatégeno en el
décimo dia es de 6.29+0.42 cm cuando la particula tiene QTH. Lo cual es comparable con el
radio micelial del control de la Tabla 7 con un radio de 6.34+0.26 cm. Y de igual forma los
valores de los radios con el control de QTL (5.76+£0.84) y QTM(6.13+0.11) no divergen en
mayor proporcion si se observa en la figura anterior.

Se presenta también el control con alicuotas de quitosanos al 0.25%. La alicuota de
quitosano se disolvid sobre el V8 en la misma posicion que la particula en las pruebas de cultivo

dual.
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Tabla 9: Control de crecimiento de M. roreri con quitosano encapsulado.

Concentra
cién de
QT (%plv)

Dias de Cultivo

QTL al
0.25%

QTM al
0.25%

QTH al
0.25%

Alicuota de 30 uL de
quitosano.



Se presenta la cinética de crecimiento de M. roreri bajo el control de quitosano correspondiente a la tabla 9.
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Figura 15:Cinética de crecimiento de M. roreri en el control con quitosano al 0.25%
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De la figura 15, se observa que las alicuotas con QTL, QTM, y QTH no producen tampoco
alteraciones en el crecimiento micelial de M. roreri. El radio micelial del fitopatégeno en el
décimo dia es de 5.76+0.15 cm cuando la particula tiene QTH. Valor que no diverge demasiado
con el radio micelial del control de la Tabla 7 con un radio de 6.34+0.26 cm. Y de igual forma los
valores de los radios con el control de QTL (5.15+0.25 cm) y QTM(5.694+0.20cm) no divergen en

mayor proporcion si se observa en la figura anterior.

En la Tabla 10 se presenta el control de T. asperellum sin encapsular y T. asperellum
encapsulado en particulas de alginato de sodio. Para el control de T. asperellum sin encapsular,
se puso la alicuota de 30 uL en el lado opuesto al disco de M. roreri a 1 cm del borde la caja

Petri.



Tabla 10: Control de T. asperellum sin encapsular y T. asperellum encapsulado.

Ensayo T. asperellum sin encapsular Trichoderma encapsulado

Diade O
siembra

Dia 3 de
incubacion

Dia 6 de
incubacion

Dia 10 de
incubacion

Particula de alginato de sodio que

Lugar donde se sembr¢ la alicuota encapsula solo T. asperellum

de 30 uL de T. asperellum



Se presenta la cinética de T. asperellum correspondientes a los controles de la tabla 10.
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Figura 16: Cinética de crecimiento de T. asperellum sin encapsular y T.asperellum encapsulado.
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En la figura 16, se observa radios miceliales de T. asperellum comparables a los resultados
de ensayos antagonistas con las particulas biopolimericas de las tablas 4,5, y 6. En ambos casos
para el tercer dia, se vuelve a visualizar el contacto entre micelios y para el décimo dia se
visualiza el micoparasitismo de T. asperellum sobre M. roreri. Cuantitativamente, el radio de T.
asperellum para el décimo dia en el control de Trichoderma sin encapsular es de 3.28+ 0.83 cm,
y el radio obtenido para el control de T. asperellum encapsulado es de 3.79+0.14 cm. Estos dos

valores se comparan con lo discutido para los ensayos de cutlyivo dual con QTL,QTM, y QTH.

Pero para comparar de mejor forma ambos controles con los resultados obtenidos en las
tablas 4, 5, y 6. Se realizo graficas comparativas de la cinética de T. asperellum en funcion de la

concentracion encapsulada en la particula a continuacion.
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Figura 17: Comparacion de cinéticas de crecimiento de T. asperellum en pruebas duales con particulas biopoliméricas con QTL, QTMy QTH al
0.10%.
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Figura 18: Comparacion de cinéticas de crecimiento de T. asperellum en pruebas duales con particulas biopoliméricas con QTL, QTMy QTH al
0.25%.
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Figura 19: Comparacion de cinéticas de crecimiento de T. asperellum en pruebas duales con particulas biopoliméricas con con QTL, QTMYy

QTH al 0.50%.
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En las figuras 17, 18 y 19 el resultado mas destacable de mencionar es la curva del control
de T. asperellum sin encapsular. Esta curva cinética cae por debajo de todos los ensayos de
antagonismo que se realizd. A pesar que no se distancia mucho de los valores de radio de T.
asperellum de los demas ensayos con las particulas con los quitosanos encapsulados, éste
resultado evidencia cierta induccion de crecimiento del hongo antagonista al ser encapsulado. A
este punto segun la escala de Bell, los ensayos antagonistas de las tablas 4, 5, 6 y 10 se
caracterizan como categoria II donde el hongo antagonista cubre 2/3 de la caja Petri.

Poca es la literatura de la encapsulacion de Trichoderma spp. y quitosano co-encapsulados
e incluso del efecto del peso molecular sobre el género Trichoderma, pero si se ha reportado la
combinacion de ambos. T. harzianum y quitosano con concentracion (0.5 o 1 g/L) fueron
testeados en una solucion foliar contra Fusarium y el resultado de la combinacion fue en la
induccion de enzimas quitinasas que inhibieron mayormente Fusarium (EI-Mohamedy & Farid,
2014). A pesar que no se evaluaron el tipo de enzimas producidas por T. asperellum durante los
ensayos, el crecimiento de la cepa sobre el fitopatdgeno también corrobora la relacion positiva
con quitosano a bajas concentraciones. De los resultados mostrados anteriormente, se reporta en
general que quitosano no inhibe la esporulacion de T. asperellum, e incluso a una concentracion
de 0.50% p/v de quitosano de peso molecular medio el crecimiento de Trichoderma es mejor, y
estudios con un rango mdas de amplio de concentraciones debe ser testeado en la combinacion
microrganismo-biopolimero.

En cuanto al material de encapsulacion, se observa cualitativamente de las tablas 4, 5y 6
que el aspecto verdoso alrededor del area de sembrado de la particula es mds abundate en
comparacion con los controles de la tabla 10. Lo cual evidencia que la matriz esférica promueve
viabilidad a las células de T. asperellum. Pues Adzmi et al.(2012) demostraron que T. harzianum

microencapsulado en alginato era capaz, incluso, de mantener la viabilidad de las células del
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microorganismo hasta temperaturas de 5-2 °C. Lo que hace que, a partir del presente estudio
también se pueda considerar la efectividad del recubrimiento de alginato de sodio bajo
condiciones de campo.

Uno de los estudios mas significantes y relacionados con el presente estudio fue el
realizado por Maldonado (2016) donde evaluo el crecimiento de T. harzianum y T. asperellum
encapsulados en particulas de alginato con quitosano co-encapsulado, a concentraciones de 0.25,
0.50, 0.75% y 1% contra M. perniciosa y M. roreri . En ensayos de antagonismo encontr6 un
PIC de 50% contra M. perniciosa. Este resultado es bastante cercano a la media de PIC%
obtenidos para los ensayos en el presente estudio como se mencion6 de 30-40%. Sin embargo,
Maldonado (2016), report6d también que T. harzianum fue un mejor biocontrol que T. asperellum
frente a M. roreri. Por lo cual, los presentes resultados encaminan a mejorar y seguir
estableciendo pruebas de antagonismo con Trichoderma encapsulada en la particula de alginato
de sodio con otras cepas.

Por lo que en general, se ha comprobado que la matriz de encapsulacion, la particula,
promueve el crecimiento del microorganismo antagonista en igual magnitud que la cepa sin
encapsular. Por lo cual ya se tiene una biopolimero funcional que puede ser ya probado en campo
para ver su actividad en las plantaciones de cacao en el Ecuador, como una alternativa a
reemplazar el uso excesivo de fungicidas y controlar la moniliasis naturalmente.

En cuanto a la estadistica, de la figura 26 en las seccion de anexos, correspondiente al
Anova donde la variable dependiente es el crecimiento de T. asperellum en los ensayos de
cultivos dual, se encontrdé que hay una significancia estadistica del crecimiento del antagonista
unicamente por del tiempo. Lo cual es razonable pues a mayor tiempo de incubacion el hongo
crece mas. Por otro lado, se ve que el crecimiento del hongo antagonista no se debe ni al tipo de

quitosano usado por el peso molecular ni tampoco a las concentraciones usadas donde la
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significancia de estas es mayor a 0.05. Pero si existe significancia estadistica entre la correlacion
del grupo de peso y concentraciones (p = 0.001). Es decir, en cierto grado el crecimiento del
antagonista si se ve afectado unica y especialmente cuando se da una relacion del peso molecular
de los quitosanos y concentraciones.

En cuanto a las pruebas post Hoc de Tukey, figuras 27, 28, y 29, las medias de los
subconjuntos de peso molecular y concentraciones son todos iguales. Pero las medias del
subconjunto del tiempo si son diferentes excepto para los dias 9 y 10 de incubacion.

En el Anova de la figura 30 donde la variable dependiente es el crecimiento de M. roreri,
tuvo significancia estadistica el tiempo, el peso molecular del quitosano, y la concentracion de
quitosano usada. Es decir, cada uno de estos factores separados si afectan al crecimiento del
hongo fitopatogeno. Pero, al contrario de lo que se vio en el Anova de T. asperellum, al
relacionar concentraciones, pesos moleculares y tiempo estos no tienen significancia.

En cuanto a las pruebas post Hoc de Tukey, en la figura 31, para el subconjunto de
concentraciones, las medias cuando el quitosano esta al 0.50% son diferentes de las de 0.10% y
0.25% debido a los resultados que se obtuvieron en la tabla 10 cuando el quitosano de peso
molecular medio hizo que T. asperellum crezca mas haciendo que M. roreri detenga su
crecimiento mas rapido. Lo mismo ocurre en la figura 32 donde las medias del subconjunto del
peso molecular es diferente en el quitosano de alto peso molecular. Finalmente, en cuanto a las a
las pruebas posy Hoc de Tukey del tiempo del crecimiento de M. roreri, inicamente en el dia 0
de siembra son diferentes debido a que fue el inicio de los cultivos y los radios de M. roreri

variaban en milimetros.
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A continuacion, se presenta los porcentajes de inhibicion de crecimiento (PIC) obtenidos

para las diferentes particulas biopoliméricas con los diferentes quitosanos en el sexto dia.
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Figura 20: PIC% de M. roreri por particulas biopoliméricas de T. asperellum con quitosano encapsulado y controles en el sexto dia.
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Si se observa en la figura 20, los porcentajes de PIC% de los 9 ensayos de cultivos dual,
entre 30-40%, se comparan al control de T. asperellum sin encapsular (PIC = 38.62 + 1.13 %).
Todo esto implica que la particula como nuevo biocontrol es capaz de permitir el crecimiento de
T. asperellum en caracteristicas similares al control de T. asperellum frente a M. roreri sin
encapsular, ver Tabla 10. Pues en general, el nuevo biocontrol esta encaminado a no producir
efectos de inhibicion en T. asperellum por la presencia de quitosano y a la vez reproducir en igual
o mayor magnitud el crecimiento del mismo, pues se espera que la matriz de alginato de sodio de
mayor actividad de antagonismo cuando se pruebe sus efectos en campo. Se espera también que
la particula prolonge el crecimiento de Trichoderma spp. sobre los suelos de cultivos de cacao en
el Ecuador, de modo que M. roreri no tenga la posibilidad de colonizar las plantas y evitar la
putrefaccion de las mazorcas.

Referente a la parte estadistica, para el post hoc del PIC% (figura 41) es notorio
mencionar que la inhibicion més baja de la particula con quitosano de alto peso molecular al
0.25% posee media iguales al control de T. asperellum sin encapsular, lo que significa que posee
una inhibicidn igual corroborando lo que se analiz6 en la discusion del antagonismo donde se
expresd que la particula como nuevo control bioldgico si es capaz de producir efectos iguales a

la Trichoderma sin encapsular.



6.5.Micoparasitismo

A continuacién se presentan dos resultados cualitativos y representativos de las pruebas de
micoparasitismo de T. asperellum frente M. roreri. Esto debido a que bajo ninguna de las
condiciones experimentales incluyendo los controles se observo crecimiento de T. asperellum
desde la particula biopolimérica. A pesar de que, se realizo los mismos ensayos y controles que
en las pruebas de antagonismo en ninguno de ellos se obtuvieron resultados positivos. Las
particulas biopoliméricas se ubicaron alrededor del disco de M. roreri a 1 cm de los bordes de las

cajas.



Particulas de
alginato de
sodio con QTL
y T. asperellum
co-

encapsulados.

Disco de M.
roreri
sembrado.

Micelio de M.
roreri
esporulado por
sobretoda la
caja Petri.

Perforaciones
realizadas con
sacabocados
para permitir el
contacto de la
particula con el
medio V8.

Tabla 11: Prueba de micoparasitismo con particula de T. asperellum y QTL co-encapsulados.

Concentracién

Dia de Cultivo

de QTL(%p/V)

0.10%

0.25%

\

0.50%
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Tabla 12: Control de T. asperellum sin encapsular y T. asperellum encapsulado en

micoparasitismo.

Ensayo

Dia de
siembra

Dia 3 de
incubacion

Dia 6 de
incubacion

Dia 10 de
incubacion

Trichoderma sin encapsular

Trichoderma encapsulado

Alicuota de
30ulL de T.
asperellum

Particula de
alginato de
sodio que
encapsula
solamente T.
asperellum
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Como se observa en la tabla 11 y 12 no se evidencia crecimiento micelial de T. asperellum.

Para los primeros ensayos con particulas con QTL al 0.10% p/v se decidi6é ubicar las
particula encima del micelio de M. roreri. Al no observar esporulacion en el décimo dia de
incubacion, se opto por realizar huecos con sacabocados de 1 mm sobre M. roreri con el objetivo
de ubicar la particula en el interior de este y lograr el contacto con el medio V8. Sin embargo,
los resultados fueron los mismos y el hongo antagonista no esporul6 desde la particula.

Tanto los ensayos con los 3 quitosanos de diferente peso molecular y controles no
produjeron cambio alguno sobre el micelio desarrollado del fitopatogeno. Si bien en condiciones
de micoparasitismo el control bioldgico no resultd eficiente, es necesario reportar entonces que
una vez crecido el fitopatogeno, la cepa de T. asperellum no es capaz de atacar a M. roreri. Se

buscaria entonces probar el ensayo de micoparasitismo con un tipo de cepa mds agresiva.

Los resultados obenidos para los ensayos con particula con QTH se muestran en el anexo

10.10.
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7. CONCLUSIONES

Se elabor6 un control bioldgico contra Moniliophthora roreri, formando una particula
biopolimérica de alginato de sodio que encapsula T. asperellum y quitosano. De las pruebas de
cultivo dual realizadas con el objetivo de evaluar las actividades antagonicas de T. asperellum
frente a M. roreri, se encontrd que utilizando 3 quitosanos de diferente peso molecular y a 3
diferentes concentraciones:

e Segun la escala de Bell el antagonismo es de clase II en todos los casos.

e El porcentaje de inhibicion de crecimiento radial PIC, contra M. roreri en todos los
ensayos fue comparable con el control de T. asperellum sin encapsular, alcanzando
porcentajes de 30 a 40%, con lo que se reporta que el encapsulamiento es capaz de
permitir el crecimiento del hongo antagonista normalmente e inhibir en igual
magnitud al M. roreri.

e Se encontrd que la particula con quitosano de peso molecular medio al 0.50% p/v
promovio el mayor crecimiento de T. asperellum, cuyo radio micelial esporulado
sobre el micelio de M. Roreri al décimo dia de incubacion fue de 4.08 +0.43 cm.
Las particulas con quitosano de bajo peso molecular al 0.10% p/v también
permitieron obtener un radio micelial comparable de T. asperellum de 3.99 +0.10
cm. Sin embargo, la particula con quitosano de alto peso molecular no presento
diferencias grandes del valor del rado micelial para ninguna de las tres
concentraciones, donde el radio mayor fue 3.46+0.15 cm al 0.10% p/v y el menor
fue de de 3.28 + 0.83 cm al 0.50% p/v en el décimo dia de incubacion.

e En pruebas de micoparasitismo, la particula no fue capaz de promover el
crecimiento de T. asperellum para ningino de los 3 pesos moleculares de
quitosanos usados, concluyendo que la cepa co-encapsulada no presenta actividad
micoparasitaria una vez que el hongo fitopatdégeno ocupa toda la placa Petri.

e Los analisis estadisiticos mostraron que el crecimiento de T. asperellum se ve
afectado tinicamente por el tiempo de incubacion. En cambio, el crecimiento de M.
roreri es afectado por el peso molecular del quitosano, la concentracion usada y el

tiempo de incubacion.
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8. RECOMENDACIONES

Debido a que T. asperellum no es capaz de esporular desde la particula en
condiciones de micoparatismo, se recomienda encapsular en la particula otro tipo de
cepa mas agresiva como T. harzianum.

Analizar el efecto de concentraciones de quitosano por sobre el 0.50% p/v y por
debajo de 0.10% con el quitosano de peso molecular medio.

Evaluar la funcionalidad de la particula en invernadero, y posteriormente, en el caso
de observar efectos significativos, llevar a cabo estudios en campo, en parcelas
experimentales. Para esto, sin embargo, serd importante desarrollar un sistema de
produccion en masa del producto encapsulado, a través de la produccionde
particulas que puedan ser facilmente aplicables.

Considerar la coencapsulacion del Trichoderma y el quitosano con otras moléculas
bioactivas que tengan un rol importante en el sistema de defensa de la planta de

cacao, tal es el caso de los polifenoles.
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10. ANEXOS

10.1. Particula biopolimérica con T. asperellum y quitosano encapsulado
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10.2. Particulas formadas en solucion de acido acético y cloruro de sodio.




10.3. Quitosanos utilizados

g SiGMA

Chilgsan

Quitosano de Aldrich(Low Quitosano de Sigma(From
Molecular Weight) Shrimp Shells)
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Quitina Extraida

. Extraid Quitosano de China (Caféy
Quitosano Extraido Amarillo).
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10.4. Conteo de conidios de T. asperellum en la camara de Neaubauer
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10.5. Protocolo de elaboracion de particulas biopolimeéricas

PASO 2: PASO 3:
PASO 4:
PASO 1: Se prepara 1 Se prepara una
mL de una solucién de acido Con una micropipeta
Se prepara una solucion de acético 0.1 M donde se toma una alicutoa
solucion de alginat0 s alginato con T. s se diluye cloruro de de 30 uL de la
de sodio al 2% asperellum con calcio CaCl: hasta s==sejp solucidn alginato-T.
y una solucién de T. 1*10n6 alcanzar una asperellum y se deja
asperellum conidios en un concentracion de 0.2 gotear sobre la
tubo My se diluye ala soluicén de
Eppendorf vez la quitosanoy quitosano-CaCl.-acido
se llevaa pH 5 con acético
NaOH )
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10.6. Graficas de caracterizacion por viscosimetria capilar

10.6.1. Quitosano extraido.

Se grafico las viscosidades reducidas en funcion de las concentraciones de quitosano
extraido disueltas. Se aplico una regresion lineal dando las respectivas ecuaciones para cada

muestra.

—Muestra 1 =Muestra 2 =Muestra 3
—Lineal (Muestra 1) —Lineal (Muestra2) —Lineal (Muestra 3)
1300
1200 y =222622x +273.65
R?=0.98978
1100 y =213351x + 289.07
R?=0.98468
1000 y =209395x + 280.51
R?=0.99428

©
S
=3

800

700

VISCOSIDAD REDUCIDA

600

500

400
6.00E-04 1.10€-03 1.60E-03 2.10E-03 2.60E-03 3.10E-03 3.60E-03 4.10E-03 4.60E-03

CONCENTRACION DE QUITOSANO [g/mL]

Figura 21: Viscosidades reducidas en funcién de concentracion de quitosano extraido y ecuaciones lineales obtenidas.

A partir de las ecuaciones lineales especificadas en la figura 7 y aplicando la formula de

Mark-Houwink-Sakurada (Mohammad, 2007), se encontr6 el peso molecular promedio.

Tabla 13: Peso molecular calculado para el quitosano extraido en el Laboratorio de Quimica de la Universidad San
Francisco de Quito.

Ne Viscosidades Reducidas Peso Molecular [kDa]
cuando t=0
Muestra 1 273.65 371.00
Muestra 2 289.07 393.53
Muestra 3 280.51 381.01

Promedio 381.84 +11.29
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10.6.2. Quitosano de Sigma(Chitosan from Shrimp Shells).

Se grafico las viscosidades reducidas en funcion de las concentraciones de quitosano de

Sigma (Chitosan from Shrimp Shells). Se aplicé una regresion lineal dando las respectivas

ecuaciones para cada muestra.

—®—Muestra 1 —&—Muestra 2 —*— Muestra 3 —Lineal (Muestra 1)

2000 1

1800 y =303837x + 571.57

R?=0.96815

y =305250x + 569.04
R?=0.97343

1600 -

y =304818x + 561.66

1400 | R?=0.97349

1200

1000

VISCOSIDAD REDUCIDA

800

600 -

400

——Lineal (Muestra2) ~ —— Lineal (Muestra 3)

6.00E-04 1.10€-03 1.60E-03 2.10€-03 2.60E-03

CONCENTRACION DE QUITOSANO [g/mL]

3.10€-03 3.60E-03 4.10E-03 4.60E-03

Figura 22: Viscosidades reducidas en funcion de concentracion de quitosano de Sigma(Chitosan from Shrimp Shells) y
ecuaciones lineales obtenidas.

A partir de las ecuaciones lineales especificadas

en la figura 8 y aplicando la formula de

Mark-Houwink-Sakurada (Mohammad, 2007), se encontr6 el peso molecular promedio.

Tabla 14: Peso molecular calculado para el Quitosano de Sigma (Chitosan from shrimp shells) .

Ne Vlsc05|dade:_I:)eduadas en Peso Molecular [kDa]
Muestra 1 571.57 819.07
Muestra 2 569.04 815.18
Muestra 3 561.66 803.81

Promedio 812.69+7.93
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10.6.3. Quitosano de Aldrich (Low molecular Weight).

Se grafico las viscosidades reducidas en funcion de las concentraciones de quitosano de

Aldrich( Low molecular weight). Se aplico una regresion lineal dando las respectivas ecuaciones

para cada muestra.

——Muestral ——Muestra2 Muestra3 ~ —Lineal (Muestral) —Lineal (Muestra2) —Lineal (Muestra 3)

350.00

y =30074x + 141.35
R?=0.94344
300.00 y =32004x + 136.79
R?=0.9539
y =33419x + 134.63
R? = 0.98685

250.00

200.00

VISCOSIDADA REDUCIDA

150.00

100.00 T T T T T \
7.00E-04 1.70E-03 2.70E-03 3.70E-03 4.70E-03 5.70E-03 6.70E-03

CONCENTRACION DE QUITOSANO [g/mL]

Figura 23: Viscosidades reducidas en funcién de concentracion de quitosano de Aldrich (Low molecular Weight) y
ecuaciones lineales obtenidas.

A partir de las ecuaciones lineales especificadas en la figura 9 y aplicando la formula de

Mark-Houwink-Sakurada (Mohammad, 2007), se encontr6 el peso molecular promedio.

Tabla 15: Peso molecular calculado para el Quitosano de Aldrich (Low molecular weight).

Ne Vlsc05|dadets_I;()edUC|das en Peso Molecular [kDa]
Muestra 1 141.35 182.34
Muestra 2 136.79 176.02
Muestra 3 134.63 173.03

Promedio 177.13+4.75




10.6.4. Quitosano de China( Color café).
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Se grafico las viscosidades reducidas en funcion de las concentraciones de quitosano de

China (Color Café). Se aplico una regresion lineal dando las respectivas ecuaciones para cada

muestra.

7.00

g w » w o
=} o o =) =)
3 1S} 1S} S} S}

VISCOSIMETRIA REDUCIDA

=
=)
3

0.00

——Muestral ~——Muestra 2 Muestra3  —— Lineal (Muestra 1)

y =65.279x + 2.2186
R?=0.7158

y =35.899x + 3.1556
R?=0.87147

y =44.981x + 2.6802
R?=0.81163

—— Lineal (Muestra2) ~ —— Lineal (Muestra 3 )

4.00E-04 1.04E-02 2.04E-02 3.04E-02 4.04E-02

5.04E-02 6.04E-02 7.04E-02

CONCENTRACION QUITOSANO[g/mL]

Figura 24: Viscosidades reducidas en funcion de concentracion de quitosano de China(Color café) y ecuaciones lineales

obtenidas.

A partir de las ecuaciones lineales especificadas en la figura 10 y aplicando la féormula de

Mark-Houwink-Sakurada (Mohammad, 2007), se encontr6 el peso molecular promedio.

Tabla 16: Peso molecular calculado para el Quitosano de China (Color Café) .

Ne Vlsc05|dadets_I;eduC|das en Peso Molecular [kDa]
Muestra 1 2.22 2.09
Muestra 2 3.16 3.06
Muestra 3 2.86 2.75

Promedio 2.63+0.49




10.6.5. Quitosano de China(Color amarillo).
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Se grafico las viscosidades reducidas en funcion de las concentraciones de quitosano lote

anterior. Se aplico una regresion lineal dando las respectivas ecuaciones para cada muestra.

VISCOSIDAD REDUCIDA

40

110 3

100 1

90 1

80 1

70 A

60

50 A

—Muestral ——Muestra2

y =5444.9x + 51.978
R?=0.93627

y = 6487.6x +43.425
R?=0.9372

y = 6635.8x + 41.404
R?=0.90293

Muestra 3 Lineal (Muestra 1)

Lineal (Muestra 2) Lineal (Muestra 3)

1.00E-03 2.00E-03 3.00€-03

CONCENTRACION DE QUITOSANO [g/mL]

4.00E-03 5.00E-03 6.00E-03

7.00E-03 8.00E-03 9.00E-03 1.00E-02

Figura 25: Viscosidades reducidas en funcién de concentracion de quitosano de China (color
amarillo) y ecuaciones lineales obtenidas.

A partir de las ecuaciones lineales especificadas en la figura 11 y aplicando la férmula de

Mark-Houwink-Sakurada (Mohammad, 2007),se encontro el peso molecular promedio.

Tabla 17: Peso molecular calculado para el Quitosano de China (color amarillo)

Ne V|scosndade:_zeduadas en Peso Molecular [kDa]
Muestra 1 51.978 62.19
Muestra 2 43.425 51.26
Muestra 3 41.40 48.70

Promedio 54.05+7.16




10.7. Micoparastismo con particula de T. asperellum y QTH co-encapsulados.

Tabla 18: Prueba de micoparasitismo con particula de T. asperellum y QTM co-encapsulado.

Concentracion
de QTH(%p/v)

Diade Cultivo

0.10%

0.25%

0.50%
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10.8. Analisis Estadisticos

Se presenta los analisis ANOVA realizados para el crecimiento de T. asperellum donde se

describe la significancia de las variables dependientes analizadas.

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente:  Crecimiento radial T. asperellum (cm)

Tipo Il de

suma de Cuadrético
Origen cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo corregido 248,026 44 5,637 31,876 ,000
Interceptacion 796,530 1 796,530 4504,278 ,000
Peso 420 2 ,210 1,187 ,310
Concentracion ,409 2 ,205 1,157 ,319
Tiempo 239,525 4 59,881 338,621 ,000
Peso * Concentracion 3,578 4 ,894 5,058 ,001
Peso * Tiempo 1,875 8 ,234 1,326 ,241
Concentracion * Tiempo ,450 8 ,056 ,318 ,957
Peso * Concentracion *
Tiempo 1,769 16 111 ,625 ,856
Error 15,915 90 477
Total 1060,471 135
Total corregido 263,941 134

a. R al cuadrado = ,940 (R al cuadrado ajustada =,910)

Figura 26: ANOVA calculado por SPSS cuando la variable dependiente es el
crecimiento de T.asperellum.

Se muestra la prueba de Tukey al 5% para los valores de concentracion de quitosano

usados.

Crecimiento radial T. asperellum (cm)

HSD Tukey?®®
Concentracié Quitosano Subconjunto
(%) N 1
0.25 45 2,3560
0.5 45 2,4422
0.1 45 2,4889
Sig. ,296

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) =,
177.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 45,000.
b. Alfa = .05.

Figura 27: Prueba de Tukey al 5% evaluando la concentracion de quitosano.
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Se muestra la prueba de Tukey al 5% para los valores de peso molecular de quitosano

usados.

Crecimiento radial T. asperellum (cm)

HSD Tukey®?

Subconjunto
Peso molecular Quitosano N 1
Alto 45 2,3782
Medio 45 2,4022
Bajo 45 2,5067
Sig. 321

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) =,
177.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 45,000.

b. Alfa = .05.

Figura 28: Prueba de Tukey al 5% evaluando el peso
molecular de quitosano.

Se muestra la prueba de Tukey al 5% para el nimero de dias de incubacion.

Crecimiento radial T. asperellum (cm)

HSD Tukey®”
Tiempo de crecimiento Subconjunto
(dias) N 1 2 3 4
0 27 ,0000
3 27 2,0519
6 27 2,9963
9 27 3,5319
10 27 3,5652
Sig. 1,000 1,000 1,000 ,998

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadréatica(Error) = ,177.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 27,000.

b. Alfa = .05.

Figura 29: Prueba de Tukey al 5% evaluando el tiempo de incubacién de los
cultivos duales.
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Se presenta los analisis ANOVA realizados para el crecimiento de M. roreri donde se

describe la significancia de las variables dependientes analizadas.

Variable dependiente:

Pruebas de efectos inter-sujetos

Crecimiento radial M. roreri (cm)

Tipo Il de

suma de Cuadratico
Origen cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo corregido 12,0432 44 274 2,422 ,000
Interceptacion 1299,211 1 1299,211 | 11495,556 ,000
Peso 4,235 2 2,118 18,736 ,000
Concentracion 1,265 2 ,633 5,598 ,005
Tiempo 4,979 4 1,245 11,014 ,000
Peso * Concentracion 1,089 4 272 2,409 ,055
Peso * Tiempo ,097 8 ,012 ,108 ,999
Concentracion * Tiempo 121 8 ,015 ,133 ,998
Peso * Concentracion *
Tiempo ,256 16 ,016 ,142 1,000
Error 10,172 90 113
Total 1321,425 135
Total corregido 22,214 134

a. R al cuadrado = ,542 (R al cuadrado ajustada =,318)

Figura 30: ANOVA calculado por SPSS cuando la variable dependiente es el
crecimiento de T.asperellum.

Se muestra la prueba de Tukey al 5% para los valores de concentracion de quitosano

usados.

Crecimiento radial M. roreri (cm)

HSD Tukey®°

Concentracion Quitosano Subconjunto

(%) N 2
0.5 45 2,9667

0.25 45 3,1533
0.1 45 3,1867
Sig. 1,000 ,885

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = ,113.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 45,000.

b. Alfa = .05.

Figura 31: Prueba de Tukey al 5% evaluando la
concentracion de quitosano.
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Se muestra la prueba de Tukey al 5% para los valores de peso molecular de quitosano

usados.

Crecimiento radial M. roreri (cm)
HSD Tukey®P

Subconjunto
Peso molecular Quitosano N 1 2
Medio 45 2,9533
Bajo 45 3,0022
Alto 45 3,3511
Sig. ,770 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) =,113.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 45,000.
b. Alfa = .05.

Figura 32: Prueba de Tukey al 5% evaluando el peso
molecular de quitosano.

Se muestra la prueba de Tukey al 5% para el nimero de dias de incubacion.

Crecimiento radial M. roreri (cm)
HSD Tukey®®

Tiempo de crecimiento Subconjunto
(dias) N 1 >

0 27 | 27185

3 27 3,1926
o 27 3,1926
° 27 3,1926
10 27 3,2148
Sig. 1,000 999
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadréatica(Error) = ,113.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 27,000.
b. Alfa = .05.

Figura 33: Prueba de Tukey al 5% evaluando el peso
molecular de quitosano.
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A su vez se muestran las graficas del crecimiento radial de T. asperellum en funcién de las

concentraciones de quitosano encapsuladas para cada tipo peso molecular.

Concentracién
Quitosano %
5,00
Ioa
I0.25

. a 05
§ F
£ 4007 =l
=
o
@@
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0
o
- 3,007
=
8
=4
§ 200]
E
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o
o

1,001

0,00 T T T T T

0 3 6 9 10
Tiempo de crecimiento (dias)

Letras iguales repr dias iguales segiin la prueba de Tukey al 5%

Figura 34: Crecimiento de T.asperellum con diferentes
concentraciones de quitosano cuando el quitosano es
de bajo peso molecular .
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Crecimiento radial T. asperellum (cm)

3,007
2,007
1,009
d
000 T T T T T
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Letras iguales representan medias igual segin la prueha de Tukey al 5%

Figura 35: Crecimiento de T.asperellum con diferentes
concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de alto
peso molecular.
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Figura 36: Crecimiento de T.asperellum con diferentes
concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de peso
molecular medio.

Y se muestran las graficas del crecimiento radial de M. roreri en funcion de

concentraciones de quitosano encapsuladas para cada tipo peso molecular.

Crecimiento radial M. roreri (cm)

Concentracion
Quitosano (%)
4,00 101
a a a a Io2s
== = = =+ 05
b
3,007
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1,007
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o 3 B 9 10
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repr
prueba de Tukey al 5%.

Figura 37: Crecimiento de M.roreri
concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de peso
molecular bajo.

con diferentes
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Figura 38: Crecimiento de M.roreri
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con diferentes

concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de peso
molecular medio.
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Letras iguales representan medias igual segiin la prueba de Tukey
al 5%.
Figura 39: Crecimiento de M.roreri con diferentes

concentraciones de quitosano cuando el quitosano es de peso
molecular alto.
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Finalmente se muestra el Anova realizado para los porcentajes de inhibicion radial de M.

roreri y el grafico de barra del PIR dado por SPSS.

Porcentaje de Inhibicion radial (%)

HSD Tukey?®

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2 3
Control de quitosano de
peso molecular medio 3 6,9079
encapsulado

Control de quitosano de
alto peso molecular 3 9,2187
encapsulado

Control de Quitosano de

bajo peso molecular 3 18,1317 18,1317
encapsulado

Quitosano de alto peso

molecular al 0.25% 3 31,3363 31,3363

Quitosano de alto peso

molecular al 0.50% 3 32,6568 32,6568

Quitosano de peso
molecular medio al 0.10% 3 34,6374 34,6374

Quitosano de bajo peso

molecular al 0.25% 3 35,2077 35,2077

Quitosano de bajo peso

molecular al 0.10% 3 39,2590

Quitosano de alto peso

molecular al 0.10% 3 39,2590

Control Trichoderma sin
encapsular

Quitosano de bajo peso
molecular al 0.50%

3 39,2661

3 40,5795

Quitosano de peso
molecular medio al 0.25% 3 41,2397

Quitosano de peso
molecular medio al 0.50% 3 43,8806

Sig. ,616 ,097 ,455
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.

Figura 40: ANOVA calculado por SPSS para el porcentaje de inhibicion
de crecimiento radial.
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| Control de quitosano de alto peso molecular
encapsulado

|_Control de quitosano de peso molecular medio
encapsulado

|_Control de Quitosano de bajo peso molecular
encapsulado
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FQuitosano de alto peso molecular al 0.25%
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Figura 41:Gréfico de barras de PIC% para los diferentes tratamientos realizados en el antagonismo de M.

roreri.



