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RESUMEN

Clibadium sylvestre es una planta que en algunas zonas de la Amazonia es
empleada en la pesca artesanal. Trichoderma harzianum es un biocontrolador
de hongos y de nematodos fitopatégenos. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto del extracto etandlico de semillas de C. sylvestre sobre
el crecimiento de T. harzianum para determinar la compatibilidad entre
ambos bioplaguicidas. De C. sylvestre procedente del departamento de
San Martin, Peru se obtuvieron las semillas, fueron secadas a 40°C por 48 h
de exposicidn, pulverizadas, y sometidas a extraccién con etanol al 70%, y
finalmente el producto obtenido fue decantado y filtrado. Los bioensayos
con T. harzianum se realizaron en Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) con el
extracto etandlico de C. sylvestre a 125 a 1000 mg-L". Se sembré el micelio
de T. harzianum en la parte central de cada placa de Petri con ASD, se incubo
a temperatura ambiente realizando mediciones del diametro de la colonia
cada 12 h. Los parametros evaluados en T. harzianum fueron el didmetro de
la colonia (mm) hasta 84 h y la velocidad de crecimiento (mm-h") hasta de
100 mm de didmetro. El didmetro de la colonia y la velocidad de crecimiento
fueron diferentes al control, lo que indica que el extracto etandlico de C.
sylvestre actia como un inhibidor de T. harzianum. Se concluye que ambos
bioplaguicidas no son compatibles para ser empleados en conjunto en el
manejo ecoldgico de plagas.
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COMPATIBILITY OF BIOPLAGUICIDES CLIBADIUM SYLVESTRE
AND TRICHODERMA HARZIANUM AS AN ALTERNATIVE IN
ECOLOGICAL CONTROL OF PLAGE

ABSTRACT

Clibadium sylvestre is a plant that in some areas of the Amazon is used
in artisanal fishing. Trichoderma harzianum is a biocontroller of fungi
and phytopathogenic nematodes. The objective of this research was
to evaluate the effect of the ethanolic extract of C. sylvestre seeds on
the growth of T. harzianum to determine the compatibility between
both biopesticides. The seeds were obtained from C. sylvestre from
the department of San Martin, Peru, dried at 40°C for 48 h of exposure,
pulverized, and subjected to extraction with 70% ethanol, and finally
the product obtained was decanted and filtered. The bioassays with
T. harzianum were carried out on Sabouraud Dextrose Agar (SDA)
with the ethanolic extract of C. sylvestre at 125 to 1000 mg-L". T.
harzianum mycelium was seeded in the central part of each Petri dish
with SDA, incubated at room temperature, measuring the diameter
of the colony every 12 h. The parameters evaluated in T. harzianum
were colony diameter (mm) up to 84 h and growth speed (mm-h™") up
to 100 mm in diameter. The colony diameter and growth speed were
different from the control, indicating that the ethanolic extract of C.
sylvestre acts as an inhibitor of T. harzianum. It is concluded that both
biopesticides are not compatible to be used together in ecological
pest management.
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Biopesticides, Clibadium sylvestre, compatibility, ethanolic extract,
Trichoderma harzianum
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INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos amazdnicos poseen propiedades utiles en el
control de organismos plagas de cultivos agricolas (Gongalves-Spletozer et
al., 2021). La Agri-Food Canada y la Agencia de Proteccion Ambiental de los
estados Unidos (USEPA) indican que mas de doscientos agentes biopesticidas
microbianos se venden en los Estados Unidos (Kabulak & Gazdik, 2005). El
Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza de Costa Rica
hace referencia que algunos de estos tipos de bioplaguicidas son derivados
de Bacillus thuringiensis Berliner, 1915, de hongos, y de plantas (CATIE, 2004).
En el Pery, se promociona el uso de los bioplaguicidas, y la produccién y
comercializacién de controladores biolégicos a base de insectos benéficos,
hongos y virus entomopatdgenos (SENASA, 2016).

Dentro de los bioplaguicidas se tienen a los extractos de las plantas del género
Clibadium (Bracho-Pérez et al., 2019). En Clibadium sylvestre (Aubl.) Baill se han
evaluado las alteraciones bioquimicas provocadas por el extracto hexanico
de las hojas de en ratas (Negrao, 2010). De igual forma se ha evaluado la
actividad antibactericida y antifungica de setenta y cinco extractos crudos
de partes aéreas de cuatro familias botanicas, y se resalta a Clibadium funkize
H.Rob. por su actividad antifungica contra Fusarium solani Mart. (Nifo et al.,
2012). De igual forma se indica que las hojas de C. sylvestre es usado como
un toxico contra peces por los nativos sudamericanos (Dos Santos et al.,
2016). El extracto acuoso de Clibadium surinamense L. ocasiona en peces
hiperactividad, nado agitado, aumento de los movimientos operculares, y
pérdida de equilibrio (Johnston et al., 2006). Por otro lado, se ha determinado
la bioactividad de los extractos acuosos en diversas plagas agricolas (Cramer,
2010; Cerda et al., 2019). Pérez (2011) determind que el extracto etandlico
de las semillas de Clibadium peruvianum Poepp. ex DC. presenté actividad
insecticida sobre Musca domestica Linnaeus, 1758.

Otro agente bioplaguicida son los hongos del género Trichoderma, que
comprende varias especies con actividad antagénica frente a los hongos
fitopatdgenos en cultivos de importancia econdmica (Sudakin, 2003; Siewert,
2021; Shalaby et al., 2022; Zehra et al., 2023). Chakraborty & Chatterjee (2008)
confrontaron cinco especies de Trichoderma contra el hongo patégeno
F. solani. Trichoderma harzianum Rifai, 1969 ha ocasionado inhibicion en
el crecimiento de hongos patdégenos mediante el micoparasitismo (Guo
et al., 2022; Shalaby et al., 2022; Villa-Rodriguez et al., 2022). En adicién, se
han determinado que T. harzianum y Trichoderma viride (Pers.) fueron mas
eficientes en la disminucién de la poblacién de hongos patdégenos, bajo
condiciones de campo (Geng et al., 2022; Guo et al., 2022; Zehra et al., 2023).

Las cepas de T. harzianum y T. viride, presentan capacidad antagonica por su
alta velocidad de crecimiento (Geng et al., 2022; Shalaby et al., 2022; Zehra
etal., 2023), e inhiben el crecimiento de hongos como Aspergillus fumigatus
Fresenius, A. flavus Link, A. niger Tieghem, Mucor petrinsularis Naumov y
Rhizopus cohniiBerl. & De Toni, y de bacterias como Pseudomonas sp.y Bacillus
sp. (Borrero & Silva, 2005).
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Trichoderma no perjudica a la microflora propia de las raices vegetales, y
por el contrario estimula el incremento de las poblaciones de fijadores del
nitrégeno como Azotobacter sp., incrementa la masa fresca de la planta, la
altura y didametro del tallo en cultivos de tomate, y maracuya (Gonzdlez et al.,
1999; Cubillos, 2009). Se ha determinado que la aplicacién de T. harzianum en
los primeros estados de los cultivos de tomate (Lycopersicum esculentum L.),
pepino (Cucumis sativus Mill.) y pimiento (Capsicum annumm L.) influye en el
aumento del sistema radicular, de la parte aérea y mayor proteccion frente
al estrés del trasplante (Galeano et al, 2002). Finalmente, se ha observado
que la aplicacién de una cepa de T. harzianum ocasiona un incremento en la
biomasa en cultivo del arroz (Pérez et al., 2009).

Con respecto a la compatibilidad de los extractos vegetales con Trichoderma,
y organismos relacionados como los hongos filamentosos, se ha analizado lo
sefalado por Verastegui (1995), quien analizo el efecto antifiingico de veinte
extractos de plantas. Alvarado et al. (2011) evaluaron in vitro la compatibilidad
de los extractos etandlicos del orégano silvestre (Lippia origanoides Kunth),
neem (Azadirachta indica A.Juss.), con el empleo de T. harzianum.

En el Pery, existen decenas de especies vegetales con propiedades para el
control de plagas de los cultivos agricolas, y que pueden ser la base para una
nueva industria de plaguicidas naturales como el barbasco (Lonchocarpus
nicou (Aubl.)), muia andina (Minthostachys mollis Griseb), molle (Schinus
molle Linn.), neem (Azadirachta indica A. Juss.), huaca (Clibadium sp.), entre
otras (Pérez, 2011; Bracho-Pérez et al., 2019).

Considerando que el Peru, cuenta con unaimportante biodiversidad y un gran
potencial en la agricultura organica, es necesario disponer de conocimientos
acerca de los principios activos que poseen las especies vegetales para
aplicarlos en el control biolégico de plagas y de esta manera contribuir al
desarrollo de la agricultura orgdnica (Bracho-Pérez et al., 2019). Por tanto, el
objetivo de la presente investigacién fue determinar la compatibilidad entre
los bioplaguicidas C. sylvestre, y T. harzianum como alternativas en el control
ecolégico de plagas agricolas.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico

Las semillas de C. sylvestre fueron obtenidas a partir de un espécimen
recolectado del distrito de Juanjui, provincia de Mariscal Caceres,
departamento de San Martin, Peru. Esta area se localiza a orillas del rio
Huallaga entre los 250 msnm y los 350 msnm (07°11'04" LS; 76°43'40" LO).
Posteriormente, el espécimen botanico fue identificado por taxénomos
especialistas. El hongo T. harzianum fue adquirido de la sub direccién de
Control Bioldgico del Servicio Nacional de Sanidad Agraria de Pert (SENASA),
Lima, Peru.
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Clibadium sylvestre

Las semillas del C. sylvestre fueron trasladadas al Laboratorio de Ecologia y
Biodiversidad Animal (LEBA) de la Facultad de Ciencias Naturalesy Matematica
de la Universidad Nacional Federico Villarreal, Lima, Peru. Con la finalidad de
eliminarla humedad de las semillas se secaron en una estufa a 40°C durante 48
h,y luego empleando un mortero fueron pulverizadas. El material pulverizado
fue sometido a un proceso de extracciéon sélido-liquido con etanol al 70%
(Pérez, 2011). La solucién se almacend en un lugar fresco y oscuro dejando
que se macere por 15 dias. Culminado el proceso de maceracién, la solucién
fue decantada para separar la fase liquida sobrenadante, y se refrigeré a una
temperatura de 4°C durante 24 h. Los extractos fueron filtrados con papel
Whatman® n°1. Se tomaron alicuotas de 10 mL del extracto obtenido, se
trasvasoé a un vaso de precipitado de 50 mL, y se sometié a calentamiento a
una temperatura de 105°C. Posteriormente, se colocaron los residuos sélidos
secos en una campana desecadora por 24 h para su enfriamiento y obtener
lecturas de masa constante.

Composicién quimica cualitativa del extracto etandlico de semillas de C. sylvestre
Se determinaron los siguientes parametros fitoquimicos:

Azucares reductores: mediante el ensayo de Fehling (Pereira et al., 2009).
Compuestos fendlicos: mediante el reactivo Tricloruro Férrico (Fe,Cl) 1% (Coy
etal.,2014).

Alcaloides: mediante el reactivo de Dragendorff (Coy et al., 2014).
Flavonoides: mediante el ensayo de Shinoda (Pereira et al., 2009).

Azucares totales: mediante reactivo de Molish (Pereira et al., 2009).

Bioensayos con T. harzianum frente el extracto etandlico de semillas de C.
sylvestre

Se preparé el Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) al 4% en seis matraces
conteniendo 100 mL del medio, se esteriliz6 en autoclave y se enfrié a 45°C
aproximadamente. Luego a cinco matraces se le adicioné residuos solidos
secos (RS) del extracto etandlico de semillas de C. sylvestre para obtener una
concentracién final de 125,250,500y 1.000 mg-L". Al matraz restante no se le
agrego residuos solidos secos del extracto a fin de utilizarlo como control (0
mg-L"), posteriormente el medio de cultivo se homogenizoé con los residuos
sélidos secos y fue vertido en placas de Petri estériles.

Siembra e incubacion de cultivos

A partir del cultivo reactivado de T. harzianum, mediante transferencia
directa, se sembré una porcidon de micelio en la parte central de la placa
de Petri conteniendo ASD (4%) y sus correspondientes concentraciones de
los extractos etandlicos de C. sylvestre. Todas las placas fueron incubadas a
temperatura ambiental (~23°C) durante 10 dias.

Lectura

Se realizd midiendo el diametro de crecimiento (mm) de T. harzianum
en diferentes direcciones, cada 12 h, con lo cual se obtuvo un diametro
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promedio de crecimiento de cada una de las concentraciones del extracto
evaluado. El crecimiento de la colonia de T. harzinum a 0, 125, 250, 500 y
1.000 mg-L" del extracto etandlico de semillas de C. sylvestre fue comparados
a diferentes periodos de exposicién. Posteriormente se determinaron los
valores de velocidades de crecimiento, hasta que cada que el hongo alcanzé
una colonia de un didmetro de 100 mm en cada tratamiento por un periodo
de 204 h de exposicion.

Analisis de datos

Se llevé a cabo utilizando el programa Minitab® versién 16,00. Los valores de
crecimiento de la colonia y de velocidad de crecimiento de los tratamientos
y del control fueron evaluados mediante Analisis de Varianza Unidireccional
(ANOVA) y su respectivo andlisis de comparacién multiple de Tukey. Los
valores de velocidad de crecimiento (mm-+h™) alcanzados por T. harzianum en
cada uno de los tratamientos y en el control hasta que desarrollé una colonia
de didmetro de 100 mm, se proyectaron en una grafica del valor de didmetro
(mm) vs tiempo (h) obteniendo una linea de tendencia y su respectiva
ecuacion de la recta. La velocidad de crecimiento esta dada por el valor de la
pendiente de la linea de tendencia.

Aspectos éticos: Los autores sefialan que cumplieron todos los aspectos
éticos nacionales e internacionales.

RESULTADOS

Como parte de la composicidn quimica del extracto de C. sylvestre se
determiné cualitativamente la presencia de azucares reductores, compuestos
fendlicos, alcaloides, flavonoides y azucares totales (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion cualitativa del extracto etandlico del extracto de
Clibadium sylvestre.

Reaccion Principal metabolito Resultado
Fehling Azucares reductores Positivo
Tricloruro férrico Compuestos fendlicos Positivo
Dragendorff Alcaloides Positivo
Shinoda Flavonoides Positivo
Molish Azucares totales Positivo

En la figura 1, se muestra la grafica de las curvas de crecimiento (mm) de
T. harzianum a 0 (control), 125, 250, 500 y 1000 mg-L". El comportamiento
desarrollado para cada tratamiento y control, consideré dos periodos, uno
de 84 h, tiempo en el cual se compararon estadisticamente los diametros de
crecimiento observandose una notoriadiferenciaentrelacurvade crecimiento
del control y las curvas de crecimiento desarrolladas en el resto ensayos. En
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los casos de 500 y 1.000 mg-L" no se evidencié crecimiento (Tablas 2 al 10).
En la figura 2, se representa mediante un esquema de barras el porcentaje
de crecimiento alcanzado por T. harzianum a las 84 h de exposicién. Se
consideré como referencia de 100% al crecimiento obtenido en el ensayo
control (0 mg-L"), y alos 125 mg-L" alcanzé crecimiento de 52,7%, y con 250
mg-L'crecié un 15,56%.

En la tabla 11 se muestra el tiempo en h requerido por T. harzianum para
alcanzar una colonia de didametro de 100 mm, a diferentes concentraciones
del extracto etanolico de semillas de C. sylvestre. El tratamiento a 500 mg-L"
requirié de 204 h, para alcanzar el maximo crecimiento micelial. Los valores
de velocidad de crecimiento (mm-+h") indican los tratamientos que son
estadisticamente diferentes respecto a la velocidad del control y entre si
(Tabla 12).

100.0

Valoresde | didmetro (mm. )de T. harzianum
wu
=]
o

o 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 204 216
Horas (h)

() MG/l s—125 mgl es—250 mg/L 500 mg/L

Figura 1. Curvas de crecimiento de Trichoderma harzianum a cuatro
diferentes concentraciones del extracto etandlico de Clibadium sylvestre.

Tabla 2. Valores de P del estadistico F del ANOVA a periodos de evaluacion
de cada 12 h de exposicion, en el que se midié el crecimiento de la colonia
de Trichoderma harzianum. Se muestra informacién de datos hasta las 204 h
de exposicion, tiempo en el cual el bioensayo a concentraciéon de 500 mg-L'
desarrollé una colonia de didmetro de 100 mm. *No determinado, pues los
valores de didametro de colonia de cuatro tratamientos tienen el mismo valor
100 mm.

Tiempo (h) Valor P
24 0,005
36 0,001
48 0,000
60 0,000
72 0,000

(Contintia Tabla 2)
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(Contintia Tabla 2)

84 0,000
96 0,000
108 0,000
120 0,000
132 0,000
144 0,000
156 0,000
168 0,000
180 0,000
192 0,000
204 *

Tabla 3. Estadistico F del ANOVA a periodos de cada 12 hde exposicidon, tiempo
en que se midié el crecimiento de la colonia de T. harzianum. Se muestra
informacién hasta las 204 h de exposicion, tiempo en el cual el bioensayo a
una concentracién de 500 mg-L' desarrollé una colonia de didmetro de 100
mm. *No determinado pues los valores de diametro de colonia de cuatro
tratamientos tienen el mismo valor 100 mm. Fc = F calculado. Ft= F tabulado.

Tiempo de exposicion (h) FcyaloresFt**
24 7,29
36 10,99
48 19,09
60 36,48
72 40,73
84 346,82
96 169,65
108 105,61
120 79,67 347
132 71,63
144 75,36
156 84,18
168 113,36
180 112.06
192 113,36
204 o

Tabla 4. Didmetros de las colonias (mm) de Trichoderma harzianum a 24,36y
48 h de exposicion a 0, 125, 250, 500 y 1.000 mg-L"' del extracto etandlico de
semillas de Clibadium sylvestre. Resultados a base de tres réplicas. Medias que
no comparten una letra mindscula en una misma fila son significativamente
diferentes segun Tukey al 95%.

Concentracién Diametro de la colonia (mm)
del extracto (mg-L") 24h 36 h 48 h
0 38,89%a 44,10a 64,78a
125 5,00b 16,87b 28,11b
250 2,11b 5,33c 7,11c
500 0,00b 0,00c 0,00c
1000 0,00b 0,00c 0,00c
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Tabla 5. Didmetros de las colonias (mm) de Trichoderma harzianum a 60 y
72 h de exposicién a 0, 125, 250, 500 y 1.000 mg-L" del extracto etandlico de
semillas de Clibadium sylvestre. Resultados a base de tres réplicas. Medias que
no comparten una letra minuscula en una misma fila son significativamente
diferentes seguin Tukey al 95%.

Concentracion Diametro de la colonia (mm)
del extracto (mg-L") 60h 72h
0 78,00a 87,33a
125 37,50b 48,33b
250 9,50c 12,78c
500 0,00c 0,00d
1000 0,00c 0,00d

Tabla 6. Didametros de las colonias (mm) de Trichoderma harzianum a 84 y
96 h de exposicién a 0, 125, 250, 500 y 1 000 mg-L" del extracto etandlico de
semillas de Clibadium sylvestre. Resultados a base de tres réplicas. Medias que
no comparten una letra mindscula en una misma fila son significativamente
diferentes seguin Tukey al 95%.

Concentracién Diametro de la colonia (mm)
del extracto (mg-L") 84h 96 h
0 100,00a 100,00a
125 57,00b 77,00b
250 15,56¢ 25,22c¢
500 0,00d 5,19d
1000 0,00d 0,00d

Tabla 7. Didmetros de las colonias (mm) de Trichoderma harzianum a 108,
120 h de exposicién a0, 125,250,500y 1 000 mg-L' del extracto etandlico de
semillas de Clibadium sylvestre. Resultados a base de tres réplicas. Medias que
no comparten una letra minuscula en una misma fila son significativamente
diferentes seguin Tukey al 95%.

Concentracion Diametro de la colonia (mm)
del extracto (mge-L") 108 h 120 h
0 100,00a 100,00a
125 89,22a 100,00a
250 39,11b 48,11b
500 9,57c¢ 16,00c
1000 0,00d 0,00d
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Tabla 8. Diametros de las colonias (mm) de Trichoderma harzianum a 132y
144 h de exposicidon a 0, 125, 250, 500 y 1.000 mg-L"' del extracto etandlico de
semillas de Clibadium sylvestre. Resultados a base de tres réplicas. Medias que
no comparten una letra mindscula en una misma fila son significativamente
diferentes segun Tukey al 95%.

Concentracion Diametro de la colonia (mm)
del extracto (mge-L") 132h 144h
0 100,00a 100,00a
125 100,00a 100,00a
250 66,22b 74,67b
500 20,47¢ 23,22¢
1000 0,00d 0,00d

Tabla 9. Didametros de las colonias (mm) de Trichoderma harzianum a 156,
168, 180, 192 y 204 h de exposiciéon a 0, 125, 250, 500 y 1.000 mg-L" del
extracto etandlico de semillas de Clibadium sylvestre. Resultados a base de
tres réplicas. Medias que no comparten una letra minudscula en una misma fila
son significativamente diferentes segun Tukey al 95%.

Concentracién Diametro de la colonia (mm)
del extracto (mge-L") 156 h 168 h 180 h 192h 204h
0 100a 100a 100a 100a 100,00a
125 100a 100a 100a 100a 100,00a
250 89%a 100a 100a 100a 100,00a
500 34,44b 44,33b 60,57b 77,67b 100,00a
1000 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00b

Tabla 10.Tiempos en horas requerido por Trichoderma harzianum, a diferentes
concentraciones del extracto etandlico de semillas de Clibadium sylvestre,
para alcanzar una colonia de didmetro de 100 mm. *ND: No determinado, el
hongo no desarrollé.

Concentracion

del extracto (mgeL") Tiempot(h)
0 84
125 120
250 168
500 204
1.000 ND*
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Crecimientode T. harzianum (%)

15,56
0,00 0,00

0 125 250 500 1,000

Concentracion de Clibadium sylvestre (mgL!)

Figura 2. Comparacién en porcentaje (%) del crecimiento de la colonia de
Trichoderma harzianum desarrollado a 0 (control), 125, 250, 500, 1.000 mg-L"
del extracto etandlico de semillas de Clibadium sylvestre a 84 h de exposicién.

Tabla 11. Velocidad de crecimiento (mm-+h") de Trichoderma harznianum a
0 (control), 125, 250, 500, 1.000 mg-L" del extracto etandlico de semillas de
Clibadium sylvestre. Medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes. Tukey al 95%

Concentracion Velocidad media (mme<h-
del extracto (mg-L") )
0 1,26a
125 0,88b
250 0,60c
500 0,40d
1000 0,00e

DISCUSION

Bajo condiciones de laboratorio y en un tiempo de 84 h de exposicién, el
extracto etandlico de C. sylvestre a una concentracién de 125 mg-L" inhibe
el crecimiento de T. harzianum en un 43%, razén por la cual se sugiere que
el empleo de ambos bioplaguicidas de forma simultanea no es compatible.

La marcha fitoquimica del extracto etandlico de semillas de C. sylvestre
identificé sustancias con propiedades biocidas como compuestos fendlicos,
flavonoides, alcaloides, y azucares reductores. El contenido de flavonoides
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y derivados forman parte del perfil fitoquimico de especies del género
Clibadium sp. (Arriagada, 1993). En el analisis fitoquimico de plantas
medicinales peruanas se ha obtenido que los alcaloides y flavonoides estan
presentes en la composicion del extracto de C. sylvestre (Bussmann et al.,
2009).

Se ha identificado como parte del extracto acuoso de las hojas de C
surinamense a alcaloides, triterpenos-esteroides, flavonoides y saponinas;
ademas de aceites esenciales-grasas, azUcares reductores, fenoles y taninos,
flavonoides, aminas y aminodcidos y glicoésidos cardioténicos (Rodriguez &
Rios,2013). A partir de extractos de Clibadium sp. se hadeterminado los perfiles
cromatograficos y espectrofotométricos ultravioleta-visible, encontrando el
compuesto fendlico fluoroglucinol, el flavonoide quercetina y el alcaloide
harmalina (Fuertes et al., 2010). Mediante el andlisis de cromatografia Gas-
Espectrometria de Masas (CG-EM) del extracto etandlico de semillas de C.
peruvianum se ha descrito la presencia de compuestos fendlicos y derivados
tales como ésteres y acidos grasos (Pérez, 2011).

En la marcha fitoquimica de hojas y frutos de C. sylvestre existen azucares
reductores, flavonoides, alcaloides, y compuestos fendlicos como las lactonas
(Cramer, 2010). Estos resultados encontrados en la literatura coinciden con la
marcha fitoquimica cualitativa realizada al extracto etanélico de las semillas
de C. sylvestre, el cual a concentraciones de 125 a 1.000 mg-L", ejerce un efecto
inhibidor sobre el crecimiento de T. harzianum, tal como se evidencia en el
crecimiento de la colonia (mm) y en la velocidad de crecimiento (mm-h) del
hongo. En cada uno de los tratamientos con los extractos etandlicos de las
semillas de C. sylvestre a concentraciones crecientes, T. harzianum desarrolld
una curva de crecimiento en particular. Para el control (0 mg-L"), a 84 h de
exposiciéon, completé una colonia con un didametro de 100 mm.

Segun Panikov (1995) un microorganismo como Trichoderma sp. alcanza una
tasa de extensién lineal de la colonia de 0,5 a 2 mm por hora. Dominguez
(2012) en su caracterizacion y evaluacion de aislados de Trichoderma spp.,
encontré que uno de sus aislados alcanzé un crecimiento de 75,7 mm en 168
h, este ultimo valor es menor al encontrado en el presente estudio, y esta
diferencia se explicaria porque el hongo T. harzianum empleado proviene de
un producto constituido por un cultivo puro en el que se ha seleccionado
y priorizado la presencia de una cepa con determinadas caracteristicas
entre ellas el rapido crecimiento, que le permite competir por espacio y
nutrientes, toda vez que el producto estd destinado para el control de hongos
fitopatdgenos.

La relacién inversamente proporcional entre la concentracién del extracto
etandlico de semillas de C. sylvestrey el didametro de la colonia de T. harzianum
se explica debido a que los extractos de vegetales estan conformados por
diferentes componentes bioactivos que en muchas ocasiones los efectos de
estos componentes son el resultado de la sinergia entre dos 0 mas de estas
sustancias (Bergeron et al., 1996).
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En los compuestos fendlicos se conocen que existen de dos tipos, solubles 'y
no solubles, dentro de los fenoles no solubles se incluyen a taninos, ligninas,
acido fenil propanoico, y como parte de los fenoles solubles tenemos acidos
fendlicos, flavonoides, quininas (Rispail et al., 2005). Los acidos fendlicos
estadn relacionados con la defensa de plantas deterioradas contra los
patdgenos; y otros como los flavonoides, glicésidos, cumarinas asi como
antroquinonas poseen propiedades antifungicas. Asi mismo indica que los
metabolitos secundarios de las plantas como los alcaloides, compuestos
fendlicos (flavonoides, isoflavonoides, antrocianinas) y terpenoides pueden
interferir con el sistema de transportadores ABC en bacterias y hongos. Los
compuestos fendlicos polares como acidos fendlicos, flavonoides, catequinas,
xantonas, estilbenos, antrocianinas, taninos, antroquinonas y naftoquinonas
evidencian inhibicién de proteinas formando enlaces de hidrégeno y enlaces
idnicos que ocasionan una alteracion en la estructura 3D de las proteinas
transportadoras (Olusegun & Oluyemisi, 2013).

indican que el aceite esencial de la hoja de Clibadium leiocarpum Steetz
presenta una ligera actividad citotdxica in vitro contra células MDA-
MB-231 y contra Bacillus cereus Frankland & Frankland 1887, pudiendo esta
actividad bioldgica atribuirse al principal componente de su aceite esencial
(Washington et al., 2013).

La concentracién minima inhibitoria (CMI) de la fraccidon insoluble del extracto
de C. surinamense a 72 h de exposicién para Trichophyton rubrum Malmsten,
1845, obtuvo un valor de 0,25 mg-mL'y la CMI para T. mentagrophytes fue
de 0,5 mgemL"' (Rodriguez & Rios, 2013). Los resultados sugieren que las
concentraciones de 250y 500 mg-L" de los extractos etandlicos de C. sylvestre
evaluados consideran que los dermatofitos al igual que T. harzianum son
hongos filamentosos.

Respecto a los flavonoides, se relacionan como agentes antimicrobianos
y citotoxicos (Wink & El-Readi, 2012). La capacidad antioxidante de
los flavonoides podria ejercer actividades moduladoras en las células
actuando principalmente en proteinas quinasas estas interacciones podrian
desencadenar resultados impredecibles, dependiendo del tipo de célula,
ciclo celular, y el tipo de estimulo aplicado (Kyselova, 2011). El amplio rango
de bioactividades de los flavonoides es atribuida a su capacidad para ejercer
efectos como antioxidantes, degradador de radicales libres, y quelante de
cationes divalentes. Los flavonoides presentan capacidad para inhibir una
variedad de enzimas similares a las hidrolasas, hialuronidasas, fosfatasa
alcalina, arilsulfatasa, fosfodiesterasa cAMP, lipasa, alfa-glucosidasa, y quinasa
(Sandhar et al., 2011). Cowan (1999) menciona que los taninos presentes
en las células de las plantas son potentes inhibidores de muchas enzimas
hidroliticas y enzimas pectoliticas usadas por los patégenos de plantas.

En cuanto a los alcaloides, compuestos nitrogenados heterociclicos, actian
protegiendo a la planta contra microorganismos ademas de ocasionando
intercalacion de los constituyentes de la pared celular y/o constituyente del
ADN (Bergeron et al., 1996).
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A concentraciones de 125, 250 y 500 mg-L" del extracto etandlico de semillas
de C. sylvestre, se evidencié que T. hazianum es capaz de crecer y alcanzar una
colonia de 100 mm de didmetro, pero en 120, 168, 204 h, respectivamente.
Se ha identificado que los valores de velocidades de crecimiento de T.
harzianum también son diferentes estadisticamente, los valores de velocidad
de crecimiento de T. harzianum se relacionan con su capacidad de sintetizar
gran cantidad de enzimas inducibles, tolerar condiciones ambientales
extremasy sobrevivir en medios con contenidos significativos de pesticidas y
otros quimicos (Guilcapi, 2009).

El valor de la velocidad de crecimiento del control (0 mg-L") concuerda con
los sefialado por Deacon (1990) para T. viride que presenta tasa de crecimiento
25 mm/ 24 h en medio con agar; ademas de tolerar productos metabdlicos
secundarios de otros microrganismos.

El crecimiento micelio de T. harzianum alcanzé su maxima inhibicién con
Allium sativum L. a 27,18 % y con Melia azedarach L. a 30 %, concentraciones
equivalentes a las empleadas en la presente investigacién; asi mismo refiere
que pocas plantas son compatibles con el crecimiento de T. harzianum
(Sharma & Chandel, 2016).

Trichoderma spp. es uno de los microorganismos que obtuvo mayor
resistencia a herbicidas, fungicidas, pesticidas, y metales pesados toxicos a
Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC) de 125-850 mg-L". Esta tolerancia
estd mediada por la cantidad de enzimas degradadoras de polimeros tales
como la quitina o los glucanos, entre otras (Baytak et al., 2005).

Trichoderma tiene la capacidad de degradar sustratos muy complejos como
almidén, pectina, celulosa entre otros y emplearlos para su crecimiento
gracias a su gran complejo enzimatico que posee (enzimas hidroliticas como
amilasas, pectinasas, celulasa, quitinasas entre otras) asi mismo menciona
que, este hongo asimila como fuente de nitrdgeno compuestos tales como
aminoacidos, urea, nitritos, amoniaco y sulfito de amonio (Guo et al., 2022;
Zehraetal., 2023).

Considerando esta capacidad enzimatica, las especies de Trichoderma
pueden potencialmente contribuir en la degradacién de compuestos
organicos contaminantes depositados en el suelo. Varias especies del género
Trichoderma son capaces de degradar plaguicidas, y estas sustancias pueden
estimular o inhibir el crecimiento de especies de Trichoderma (Das et al., 2003).

Mas aun, T. viride contribuye en la degradacién del herbicida triflurina
(concentracién inicial: T mgeL") en mas del 90 % en aproximadamente 10
dias (Argumendo et al., 2009). Estos autores indican que el herbicida arvadex
(concentracién inicial: 2,5 mg-L") es degradado por T. harzianum. La mayoria
de los plaguicidas organoclorados como el DDT, el dieldrin y el endosulfan,
son persistentes en la naturalezay presentan alta toxicidad. No obstante, se ha
documentado que Trichoderma es capaz de degradar estos tres plaguicidas
(Snedeker, 2001).
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Los resultados nos permiten enunciar que las concentraciones de los
extractos etandlico de semillas de C. sylvestre no son compatibles con el
crecimiento micelial de T. harzianum; sin embargo, considerando un tiempo
de 84 h, podemos sugerir que las concentraciones de 125y 250 mg-L" inhiben
parcialmente el crecimiento del hongo en un 43%y 84,44%, respectivamente
mientras que a las concentraciones de 500 y 1 000 mg-L", la inhibicién es
total.
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