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Q.F.B. Wuilver Eder Garcia Reynoso

Resumen

La mancha azul de la albura de la madera de Pinus sp. es un defecto estético y la causan
algunos ascomicetos y deuteromicetos. Las manchas se presentan como un rayado azul
verdoso, gris 0 negro. Este defecto produce pérdidas econdmicas en la industria maderera e
induce a la basqueda de un mejor control. El propdsito de este trabajo fue evaluar el posible
efecto antifingico de los aceites esenciales de citricos y especias obtenidos de la industria
quimica local en el control de la mancha azul. Para ello, de especimenes de madera de pino
con mancha azul se aislaron por métodos microbiol6gicos a los hongos de la mancha azul.
Su identificacion fue mediante el marcador molecular gen ribosomal 18S (NS1y NS6). Las
determinaciones fueron la sensibilidad fangica a los aceites esenciales, mientras que a la
madera fueron el indice de retencién y diferencia de color (AE), asimismo, la composicion
quimica de los aceites esenciales. Los resultados obtenidos fueron: un aislado fangico de los
géneros: Alternaria sp., Hypocrea sp., Trichoderma sp. y Geosmithia sp. Todos ellos fueron
sensibles a los aceites esenciales de citricos y especias a 1 g/mL, tanto, in vitro como in situ.
Los aceites esenciales aplicados a la madera por inmersién o por aspersion resultaron
efectivos en la preservacion de la madera. El efecto preservante se asume que lo ejercen los
compuestos quimicos mayoritarios en los aceites esenciales. La diferencia colorimétrica (AE)
obtenida mediante las coordenadas CIEL*a*b* indicd la ausencia de manchado en la madera
tratada. Los aceites esenciales son una alternativa en la preservaciéon de la madera contra

hongos de azulado.

Palabras clave: Mancha azul, lIdentificacion molecular, Aceites esenciales, Preservacion de

la madera, Colorimetria.
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Q.F.B. Wuilver Eder Garcia Reynoso

Abstract

The blue stain of the sapwood of Pinus sp. is an aesthetic defect and it is caused by some
ascomycetes and deuteromycetes. The spots appear as a blue-green, gray or black streaking.
This defect produces economic losses in the timber industry and leads to the search for better
control. The purpose of this work was to evaluate the possible antifungal effect of citrus and
spice essential oils obtained from the local chemical industry in the control of blue spot. To
do this, blue stain fungi were isolated by microbiological methods from pine wood specimens
with blue stain. Its identification was by means of the 18S ribosomal gene molecular marker
(NS1 and NS6). The determinations were fungal sensitivity to essential oils, while to wood
were the retention index and color difference (AE), as well as the chemical composition of
essential oils. The results obtained were: a fungal isolate of the genera: Alternaria sp.,
Hypocrea sp., Trichoderma sp. and Geosmithia sp. All of them were sensitive to essential
oils of citrus and spices at 1 g / mL, both in vitro and in situ. Essential oils applied to wood
by immersion or spray were effective in preserving the wood. The preservative effect is
assumed to be exerted by the major chemical compounds in essential oils. The colorimetric
difference (AE) obtained using the CIEL* a* b* coordinates indicated the absence of staining
in the treated wood. Essential oils are an alternative for preserving wood against bluish fungi.

Keywords: Blue stain, Molecular identification, Essential oils, Wood preservation,

Colorimetry.
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I. Introduccion

I.1. Produccion y aprovechamiento forestal maderable en México

De acuerdo con la Carta de Uso del Suelo y Vegetacion en el 2014 el 71.4% de México
(alrededor de 138 millones de ha) estaba cubierto por comunidades vegetales naturales; la
superficie restante, alrededor de 55 millones de hectareas (poco méas de 28% del territorio)
fue transformada a terrenos agropecuarios, areas urbanas y otros usos del suelo antropicos.
En 2014, los matorrales fueron la formacién vegetal predominante (casi 36% de la superficie
natural remanente, lo que representa cerca del 26% del territorio); por su parte, los bosques
(templados y mesoéfilos de montafia, 34 millones de ha) y las selvas (himedas y subhumedas,
32 millones de ha) ocuparon cerca del 34% del territorio (INEGI, 2017).

Durante el periodo 2008-2017 la produccion forestal maderable fue fluctuante, inicid
con 6.3 millones de metros clbicos rollo (m®r) en el afio 2008 y finaliz6 con 9.0 millones de
m3r en el afio 2017 (Figura 1) (SEMARNAT, 2017).

Fig. 1. Produccién forestal maderable en México, 2008-2017.
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Fuente: Adaptado de SEMARNAT, 2017.
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Las principales entidades federativas mexicanas productoras de madera en 2017
fueron: Durango (28.4%), Chihuahua (18.6%), Oaxaca (8.1%), Tabasco (6.7%) y Michoacan
(5.4%), que contribuyeron con el 67.3% de la produccidn total, equivalente a 6.1 millones de
m3r (Figura 2) (SEMARNAT, 2017).

Fig. 2. Produccion maderable por entidad federativa en 2017.

32.7% 28.4%

5.4%

Durango Chihuahua Oaxaca Tabasco Michoacan Otros

Fuente: Adaptado de SEMARNAT, 2017.

La produccidon nacional de madera esta apoyada en los bosques templados de
coniferas (principalmente constituidos por pinos, oyameles y cedros) y en los bosques de
latifoliadas (encinos y otras especies). Entre 1990 y 2017 estos bosques contabilizaron cerca
del 94.8% de la produccién nacional, seguidos por las maderas tropicales comunes (4.7%) y
las preciosas (0.5%). Las principales especies aprovechadas en ese periodo fueron el pino
con 152 millones de m3r, 79.4% de la produccion del periodo y el encino con 17 millones de
m3r, 8.9% (Figura 3) (CONAFOR, 2017).

FITECMA-UMSNH
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Fig. 3. Produccién forestal maderable segin especie en México, 1990-2017.
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Fuente: Adaptado de CONAFOR, 2017.

En México, el principal uso de la madera ha sido para la produccion de escuadria, es
decir, tablas, tablones, vigas y material de empaque. El 69.5% del volumen total de madera
extraida entre 1997 y 2017 se destind a ese propdsito; le siguen la extraccion para la
fabricacion de celulosa (11.5% del volumen total del mismo periodo), carbon (5.4%), asi

como chapa y triplay (4.9%) (Figura 4).

Fig. 4. Usos principales de la madera en México, 1997-2017.
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Fuente: Adaptado de CONAFOR, 2017.
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1.2. La madera y su composicion quimica
La madera es un material heterogéneo, ortotrépico, anisotrépico e higroscopico. La
composicion quimica de la madera es un conjunto complejo de macromoléculas como: la
celulosa, las hemicelulosas, la lignina y materiales organicos a los que comunmente se les

denomina extraibles (Tabla 1) (Fengel y Wegener, 1989).

Tabla 1. Composicion quimica de la madera.

Abundancia (%)

Maderas Maderas
duras suaves
Celulosa Glucosa 40-45

Composicion estructural ~ Composicion quimica

Glucosa

Hemicelulosa Manosa 35 25
Arabinosa
Xilosa

o Alcohol cumarilico

Lignina Alcohol coniferilico 21 25
Alcohol sinapilico
Terpenos

Extraibles Flavonoides 2-8
Alcaloides
Acidos grasos

MADERA

Fuente: Adaptado de Sanjuan-Duefias, 1997.

La formacion de la madera se origina a partir de las células del xilemay del cambium,
las cuales participan activamente en la sintesis de los metabolitos que la conforman. Un corte
transversal del tronco de un arbol presenta al menos seis tipos distintos de madera: 1) madera
temprana formada durante la primavera, 2) madera tardia que se forma durante el verano, 3)
madera joven formada durante los primeros estados de desarrollo, 4) madera adulta, formada
durante el crecimiento después de alcanzar madurez sexual, 5) madera de reaccion y 6)
madera de comprension, ambas formadas en respuesta a la pérdida de la verticalidad del
fuste. Cada tipo de madera posee caracteristicas propias y bien definidas. El proceso es una
condicion celular Unica, donde tienen lugar varias etapas que se encuentran sincronizadas
tales como: la division celular, expansion y elongacion celular, exudacion de metabolitos y

formacion de la pared secundaria hasta llegar a la muerte celular (Herrera et al., 2007).

FITECMA-UMSNH n
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1.3. Resistencia natural de la madera
La resistencia natural de la madera contra organismos xiléfagos depende principalmente, de
ciertas sustancias con propiedades fungicidas o insecticidas que estan incrustadas en las
células del lefio. Estos componentes corresponden a diversos grupos quimicos de estructura

compleja (Kraemer, 1958).

La madera es degradada por diversos organismos (factores bioticos), asi como por
agentes fisicos y quimicos (factores abidticos). La durabilidad natural de la madera se define
como su capacidad intrinseca para resistir el ataque combinado de factores bidticos y
abidticos que la degradan en condiciones de servicio. Esta propiedad varia entre las diferentes
especies (Raya-Gonzales, 2007). La durabilidad natural de la madera varia en el tronco del
mismo arbol, con diferencias entre la albura y el duramen. La albura es la parte activa del
xilema que, en el arbol vivo, contiene células vivas y material de reserva, conduce gran
cantidad de agua y de sales en solucidn, de la raiz a las hojas; provee rigidez al tallo y sirve
de reservorio de sustancias de almacenaje. EI duramen es el lefio biol6gicamente inactivo,
con funciones de sostén, que ocupa la porcion del tronco entre la médula y la albura,
generalmente es de estructura compacta y de coloracién mas oscura que la albura (Figura 5)
(IAWA, 1964). Esta diferencia de coloracion entre albura y duramen no siempre es

claramente distinguible.

El duramen contiene metabolitos secundarios con diversas funciones en el arbol y
genéricamente se les denomina “extraibles”, los cuales son compuestos quimicos naturales
que le proporcionan su color y olor caracteristicos; ademas son repelentes de insectos y
hongos, permitiéndole resistir a los ataques de estos organismos (Reyes-Chilpa et al., 1987).
So6lo el duramen de algunas angiospermas es durable, mientras que la albura de todas las

especies se considera como no durable (Scheffer, 1973).

El concepto de resistencia natural, se emplea cuando se refiere a la capacidad de una
madera para resistir el ataque de un agente degradador en particular un hongo o un insecto
(Raya-Gonzalez, 2007).

FITECMA-UMSNH
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Anillo de crecimiento Médula

B &1 ,{\ i \ FLOEMA

Duramen

v
XILEMA O LENO

Fig. 5. Anatomia de la madera (Corte transversal) (Chavesta, C. M., 2006).

1.4. Agentes del biodeterioro de la madera

Los agentes que afectan la madera son de dos tipos: los bi6ticos y los abioticos. Entre los
bidticos se encuentran principalmente los insectos, los hongos (Coulson et al., 1990), las
bacterias y las plantas. Entre los abi6ticos, el agua subterranea, la accion del sol y el efecto

de la humedad (condiciones climéticas), entre otros (Cruz-de Leon, 2010).

= 4.1, Insectos

Debido a las condiciones climaticas de México, que por lo general son secas comparadas
con los paises del norte o del sur del planeta, los insectos xil6fagos son la primera causa de
deterioro de la madera. Segun sus necesidades de humedad se pueden dividir en: insectos de
madera himeda e insectos de madera seca. Los primeros deterioran especialmente arboles en
pie o madera recién cortada del arbol. Los segundos deterioran madera con cierto contenido
de humedad, desde medio himeda (como postes o cercas), hasta muy seca (como techos y
muebles). A su vez los insectos de madera seca son clasificados como insectos xilofagos en
su fase larvaria e insectos adultos sociales (Cruz-de Ledn, 2010). Los representantes
xiléfagos de los primeros son los escarabajos (coledpteros) y de los segundos, las termitas

(is6pteros) (Figura 6).

FITECMA-UMSNH n
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Fig. 6. Tipos de insectos presentes en la madera: a) Anobium sp., b) Lyctus sp. y ¢) Incisitermes sp.
(https://www.ukbeetles.co.uk/; Scheffrahn R. H., 2020).

»= 4.2. Hongos

El reino Fungi esta representado por un diverso grupo de organismos que comprende
entre 1,5y 5 millones de especies (Heitman, 2011). Los hongos no producen clorofila por lo
que son incapaces de elaborar su propio alimento a partir de la luz solar y estan obligados a
depender de otros organismos vivos o muertos. Para llevar a cabo esta funcién actian como
saprofitos (material organico muerto como madera) o parasitos (organismos vivos) (Sutter,

1997; Diaz-Barriga, 2002). Los que afectan a la madera, son saprofitos y endofitos.

Los hongos actlan cuando la madera se encuentra expuesta a altos contenidos de
humedad. Una madera sera sensible a la accion de los hongos cuanto mayor sea su grado de
humedad. Diversos estudios demuestran que la madera con un 20% de humedad esta
expuesta al ataque de hongos, y con un 30% de humedad, éstos se encuentran en un ambiente
Optimo donde desarrollarse. Los almidones y azUcares, asi como algunos de los elementos de
las paredes celulares, constituyen su principal fuente de nutrientes. Los hongos pueden
desarrollarse en la superficie o en aberturas tales como grietas sobre maderas en condiciones
de conservacion muy desfavorables, humedad relativa alta, mala ventilacion, contacto directo
con la tierra, etcétera (Armengol et al., 2004). De acuerdo con el lugar de la célula de la
madera donde se alimentan los clasifican en: mohos, hongos cromdgenos y hongos de
pudricién. Estos ultimos producen tres tipos de pudriciones: parda o cubica, blanca y blanda.
Sin embargo, otros autores solamente los clasifican en: cromogenos (lumen) y de pudricion
(pared celular) (Sutter, 1997; Rodriguez-Barrenal, 1989).
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= 4.3. Hongos cromogenos

Los hongos de azulado producen manchas pigmentadas en la albura de la madera en rollo
0 madera aserrada himeda (Cruz-de Leon, 2010), las manchas se presentan como un rayado
azul verdoso, gris o0 negro (Avila et al., 2012). La mancha azul es causada por
aproximadamente 100 a 250 (Ké&arik, 1980) especies de hongos pertenecientes a los
ascomicetos y deuteromicetos (Seifert, 1999) y otros tres grupos diferentes de hongos de
azulado: Ceratocystis, Ophiostoma y Ceratocystiopsis (Upadhyay, 1981; Perry, 1991; Gibbs,
1999). Levaduras negras como Hormonema dematioides, Aureobasidium pullulans vy
Rhinocladiella atrovirens; mohos oscuros como Alternaria alternata, Cladosporium
sphaerospermum y C. cladosporioides. Yang (1999), distinguié hongos de tincion oscura,
tales como Ophiostoma piliferum en pino, Ceratocystis minor en pino blanco y C.
coerulescens en abeto blanco, y hongos de tincién clara, como O. piceae, C. adiposa y
Leptographium sp. También son hongos de azulado Ceratostomella piceae y C. coerulea
(Figura 7) (Avila et al., 2012).

Fig. 7. Hongos de azulado: a) Ophiostoma sp., b) Leptographium sp. y c) Alternaria sp. (Pérez-Vera
et al., 2009; Xue-Wei et al., 2017; Guoping et al., 2020).

Las hifas de los hongos de azulado penetran en la madera a través de las secciones
trasversales o radiales en las fisuras de la corteza y colonizan los radios medulares. Una vez
colonizadas las células radiales, las hifas penetran en las traqueidas longitudinales mediante
presion mecanica a través de las puntuaciones para desarrollarse (Schmidt, 2006). Los
hongos cromogenos se alimentan de los nutrientes del tejido parenquimatoso. Los hongos de
azulado necesitan condiciones optimas de humedad y temperatura para desarrollarse: la

humedad debe encontrase entre 20 y 140 % aunque por debajo del 20% pueden permanecer
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en estado latente y volver a su actividad normal, cuando la humedad es favorable y la

temperatura oscila entre 5y 35 °C.

En términos generales se pueden distinguir dos tipos de hongos del azulado: hongos
primarios del azulado y hongos secundarios del azulado. Los primarios son aquellos que se
presentan en arboles debilitados en pie o en madera aserrada. Los secundarios son aquellos
que después del secado de la madera se presentan cuando existe una adecuada humedad para
su desarrollo (Sutter, 1997). El azulado se presenta, en principio, en forma de manchas
irregulares o en lineas concentradas preferencialmente en la albura (Junta del Acuerdo de
Cartagena, 1987). La mancha puede ser superficial o penetrar profundamente la madera
(Figura 8) (Schmidt, 2006). En el duramen el ataque es muy escaso, debido a la ausencia de

sustancias alimenticias y posible presencia de productos que son téxicos para la vida del

hongo.

Fig. 8. Madera afectada por hongos de azulado.

El color de la madera muestra estrecha relacion con la presencia de la mancha azul.
Las maderas de colores claros tienden a mancharse con mayor facilidad que las maderas
oscuras. Asimismo, las maderas menos densas tienen una mayor tendencia al manchado
(Junta del Acuerdo de Cartagena, 1987). La mancha azul ocurre en las coniferas,
particularmente en el pino, pero también en el abeto, la picea y el alerce, en maderas duras,
como el haya y el abedul, y en especies tropicales (Schmidt, 2006). Los hongos de azulado
colorean la madera, empeorando su aspecto y reduciendo notablemente su precio de venta
para sierra o chapa. Las propiedades fisicas de la madera afectada por azulado no se alteran,
a excepcion de la higroscopicidad y la permeabilidad si el ataque es severo (Byrne et al.,
2005; Vignote y Martinez, 2006; Riesco et al., 2008).
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I.5. Preservacion de la madera

Actualmente, a nivel mundial estan registrados 6,400 ingredientes activos correspondientes
a plaguicidas que al combinarse con compuestos “inertes” resultan en més de 100,000
productos agroquimicos (Kegley et al., 2016). La Organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2015) reportd que en el afio 2013 se obtuvo una
produccidn agricola a nivel mundial de 23.34 billones de toneladas; para lo cual se aplicaron
1.29 millones de toneladas de plaguicidas (insecticidas, herbicidas, fungicidas y
bactericidas). En México se estima que en 2007 se comercializaron 100,000 toneladas de
estos compuestos, equivalentes al 4% del consumo mundial (FAO, 2017). Segun el Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), los funguicidas son los plaguicidas que mas se

producen en México con 17,940 toneladas para el afio 2020 (Figura 9).

Fig. 9. Produccién de plaguicidas en México, 2007-2020.
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Fuente: Adaptado de INEGI, 2020.

La conservacion de la madera se define como el proceso de agregar cantidades
adecuadas de sustancias toxicas o repelentes, para proporcionarle a un producto de madera
un mayor grado de resistencia al ataque bioldgico (Avila et al., 2012). Sin embargo, la

proteccion de madera en el sentido amplio comprende métodos no quimicos, como uso de
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maderas durables de forma natural, aplicacion de antagonismos o modificaciones de la

madera que no afecten el ambiente (Schmidt, 2006).

La preservacion quimica de la madera se utiliza sin las medidas constructivo-
estructurales, la durabilidad natural, o las modificaciones de la madera son insuficientes para
aumentar el requisito de uso a largo plazo de la madera. Las especies de madera no duraderas
0 de durabilidad insuficiente y la albura de todas las especies de madera pueden hacerse
resistentes durante mucho tiempo contra dafios, siempre que la madera adsorba los
preservantes para madera apropiados (Schmidt, 2006). Los preservadores para madera se
clasifican en cuatro clases de acuerdo a la Norma Mexicana NMX-C-419-ONNCCE (Tabla
2).

Tabla 2. Clasificacion de los preservantes para madera de acuerdo a la Norma Mexicana NMX-C-
419-ONNCCE.

Preservadores solubles en agua

Clase | Subclase | Cobre-cromo-arsenicales CCA
Subclase 11 Arseniato de cobre amoniacal ACA
Subclase 111 Fluor, cromo arseniato, fenol FCAF
Subclase 1V Acido borico BORO
Subclase V Arseniato de cobre cromado  ACC

Preservadores solubles en solventes organicos

Clase 11 Pentaclorofenol

Naftenato de cobre

Creosotas

Clase 111 Creosota obtenida de la destilacion de hulla

Productos antimancha

Clase IV Pentaclorofenato de sodio

2-fenilfenol

Fuente: Adaptado de Ramirez-Lopez, 2014.
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Los preservadores contienen una serie de principios activos que dependen de su
composicion quimica. En general, son solubles en liquidos corporales o celulares de los
organismos; al entrar en ellos bloquean la respiracion o el metabolismo celular, inhibiendo o
matando al organismo. En el caso de algunos preservantes su modo de accion consiste en
actuar como repelentes, especialmente en insectos (Avila et al., 2012). El principio de la
proteccion de la madera consiste en cambiar al menos uno de los tres requisitos previos
(humedad, comida y oxigenacién) de vida de los hongos en la madera de tal manera que el
desarrollo de hongos sea imposible o al menos inhibido. El requisito previo es,
correspondiente al uso de la madera, llevar formulaciones efectivas en cantidad suficiente a

profundidad en la madera usando métodos apropiados (Schmidt, 2006).

Las maderas impregnadas por productos quimicos liberan por lixiviacion
determinadas cantidades de componentes toxicos; una alternativa al uso de plaguicidas
sintéticos es el empleo de productos naturales, los cuales son abundantes, de baja toxicidad
con interesante. Las iniciativas que buscan el desarrollo de los productos naturales y
sostenibles para la proteccion de maderas han crecido en varios paises, incluyendo los aceites
esenciales mezclados, los extractos de plantas, frutos citricos, las ceras y las resinas de la
corteza de diferentes especies arbdreas (Singh y Singh, 2012). Ademas, los fitocompuestos
representan una ventaja sobre los plaguicidas sintéticos, por la magnitud de su complejidad,
diversidad y novedad de sus quimicos (Sharma, 1986).

1.6. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos arométicos y volatiles extraidos de material vegetal, como
flores, raices, corteza, hojas, semillas, cascara, frutos y madera (Sanchez et al., 2010). Los
aceites esenciales se emplean en medicina, perfumeria, cosmética, alimentos (especias 0
hierbas). La diversidad de los aceites esenciales es amplia, se conocen 3,000 aceites
esenciales diferentes y 300 se utilizan comercialmente en el mercado de aromas y fragancias
(Burt, 2004).

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios e importantes para la defensa de
las plantas (Tajkarimi et al., 2010). Ademaés, sus componentes poseen propiedades
antibacterianas de amplio rango (Oussalah et al., 2007). También, antiparasitarias (George
et al., 2009), insecticidas (Essam, 2001; Kim et al., 2003), antivirales (Schnitzler et al.,
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2011), antifungicos (Fitzgerald et al., 2003; Kalemba y Kunicka, 2003; Silva et al., 2011;
Tserennadmid et al., 2011) y propiedades antioxidantes (Brenes y Roura, 2010).

Los componentes de los aceites esenciales son una familia diversa de compuestos
organicos de bajo peso molecular con grandes diferencias en su actividad antimicrobiana y
se dividen en cuatro grupos de acuerdo a su estructura quimica: terpenos, terpenoides,

derivados del fenilpropeno, entre otros.

= 6.1. Terpenos

Los terpenos son hidrocarburos que se forman por la combinacion de varias unidades de
isopreno (C5H8) (Figura 10). Estos se sintetizan a partir de metabolitos primarios por dos
rutas: la del acido mevaldnico, que esta activa en el citosol, en la que tres moléculas de acetil-
CoA se condensan para formar acido mevalonico que reacciona hasta formar isopentenil
difosfato (IPP), o bien la ruta del metileritritol fosfato (MEP) que funciona en cloroplastos y
genera también IPP (Sierra et al., 2018).

a
N
H
b 2-metil-1,3-butadieno (isopreno)

J e — Ao

Fig. 10. (a) Molécula de isopreno y (b) Regla del isopreno (Elaboracion propia: software Accelrys
Draw 4.2, 2014, las estructuras se obtuvieron de la base de datos NIST 2011).

Los terpenos tienen una estructura hidrocarbonada que se puede reorganizar en
estructuras ciclicas por accion de las ciclasas (monociclicos o biciclicos) (Caballero et al.,
2003). Los principales terpenos son monoterpenos (C10H16) y sesquiterpenos (C15H24),

pero también existen cadenas mas largas como diterpenos (C20H32) y triterpenos (C30H40)
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(Tabla 3). Los terpenos incluyen p-cimeno, limoneno, terpineno, sabineno y pineno (Figura
11). Los terpenos representan un grupo de constituyentes con actividad antimicrobiana

inherente.

Tabla 3. Clasificacion de los terpenos.

Terpenos
Clasificacion ~ Unidades de isopreno Atomos de Ejemplo
carbono
Monoterpenos 2 10 Limoneno, p-cimeno
Sesquiterpenos 3 15 Farnesol
Diterpenos 4 20 Fitol
Triterpenos 6 30 Escualeno
Tetraterpenos 8 40 [3-caroteno
a b
AN
/\

Fig. 11. Monoterpenos: a) limoneno, b) p-cimeno, ¢) a-pineno y d) y-terpineno (Accelrys Draw 4.2,
2014; NIST 2011).

Los terpenos constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios (mas de
40,000 moléculas diferentes). La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a
metabolitos primarios como secundarios de importancia para el crecimiento y supervivencia
de las plantas. Entre los metabolitos primarios se encuentran hormonas (giberelinas, acido
abscisico y citoquininas), carotenoides, clorofilas y plastoquinonas (fotosintesis),

ubiquinonas (respiracién) y esteroles (de gran importancia en las estructuras de membranas).
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Son insolubles en agua. Los terpenos constituyen uno de los tipos de compuestos volatiles

mayoritarios en flores y en frutos (Sierra et al., 2018).

» 6.2. Terpenoides

Los terpenoides son terpenos con modificaciones bioguimicas a través de enzimas que
agregan moléculas de oxigeno y mueven o eliminan grupos metilo (Caballero et al., 2003).
Los terpenoides se subdividen en alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas, éteres, fenoles y
epoxidos. Ejemplos de terpenoides son: timol, carvacrol, linalool, acetato de linalilo,

citronelal, piperitona, mentol y geraniol (Figura 12).

C d
X, X o
OH

Fig. 12. Terpenoides: a) linalool, b) citral, c) geraniol y d) timol (Accelrys Draw 4.2, 2014; NIST
2011).
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La actividad antimicrobiana de los terpenoides estd relacionada con sus grupos
funcionales, esta demostrado que el grupo hidroxilo de los terpenoides fendlicos y la
presencia de electrones deslocalizados son importantes para la actividad antimicrobiana
(Dorman y Deans, 2000; Ultee et al., 2002; Ben Arfa et al., 2006).

= 6.3. Derivados del fenilpropeno

Los fenilpropenos constituyen una subfamilia entre los diversos grupos de compuestos
organicos que se sintetizan a partir del aminoacido precursor fenilalanina en las plantas. Los
fenilpropenos constituyen una parte relativamente pequefia de los aceites esenciales, entre
los que se encuentran el eugenol, el isoeugenol, la vainillina, el safrol y el cinamaldehido
(Figura 13). La actividad antimicrobiana de los fenilpropenos depende del tipo y nimero de

sustituyentes en el anillo aromético (Pauli y Kubeczka, 2010).
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HO

Fig. 13. Derivados del fenilpropeno: a) eugenol y b) cinamaldehido (Accelrys Draw 4.2, 2014; NIST
2011).

= 6.4. Otros componentes de los aceites esenciales
Los aceites esenciales contienen diversos productos de degradacion que se originan a
partir de acidos grasos insaturados, lactonas, terpenos, glucésidos y compuestos que

contienen azufre y nitrégeno (Caballero et al., 2003) (Figura 14).

a b

o —C—N

Fig. 14. Compuestos azufrados y nitrogenados: a) alicina y b) isotiocianato de alilo (Accelrys Draw
4.2,2014; NIST 2011).

» 6.5. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

La diversidad de componentes de los aceites esenciales es enorme y presenta una amplia
gama de compuestos. Algunos tienen una eficacia baja o nula contra los microorganismos,
mientras que otros son potentes antimicrobianos. La mayoria de los compuestos
antimicrobianos que se encuentran en los aceites esenciales son terpenoides y fenilpropenos,
los méas activos son los fenoles. Aunque algunos aldehidos y sustancias no fendlicas

presentan una actividad antimicrobiana prometedora (Tabla 4) (Hyldgaard et al., 2012).
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y compuestos quimicos.

Aceite esencial o
compuesto quimico

Microorganismo

Referencia

Aceite esencial de citricos

Aspergillus niger

A. flavus

Penicillium chrysogenum
P. verrucosum

Viuda et al., 2008

Cinnamomum zeylanicum

Antrodia xantha
Ophiostoma flocosum

O. picea

Leptographium procerum

Singh y Chitteden, 2008

Cymbopogon citratus

Bacillus subtilis
Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Shigella flexneri

Shah et al., 2011

Sitophilus oryzae
Oryzaephilus surinamensis

Limoneno Musca domestica Tripathy et al., 2001
Blatella germanica
Tribolium castaneum
4-Dineno B. germanica Lee et al., 2003; Yoon et
P Periplaneta americana al., 2009
P. fuliginosa
Geranial Culex pipiens Tunaz et al., 2009
Sitophilus zeamais
4-terpineol T. (_:astaneum Kim et al., 2010
Anisopteromalus calandrae
Trichogramma deion
B. germanica Suthisut et al., 2011;
Eugenol

Pediculus capitis

Talbert et al., 2012
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1.7. Color

El color es una respuesta de percepcion del espectro visible de la luz, la cual es reflejada o
emitida por un objeto, dicha sefial interactia con la retina del ojo y se transmite al cerebro a
través del nervio dptico (Figura 15) (Wu y Sun, 2013). El ojo percibe la sefial mediante las
células gliales y fotorreceptores (bastones y conos), que se ubican en la retina, las cuales
transmiten en forma de impulsos eléctricos la informacion al cerebro traduciendo la

sensacion de color (Vésquez-Riascos, 2015).
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Fig. 15. Espectro electromagnético (https://cifpnl.com/electronica/?p=4034).

El color como sustancia, no existe, es un efecto dptico en el que intervienen procesos
fisioldgicos, fisicos y quimicos (Vasquez-Riascos, 2015). Por lo tanto, el color no es una
propiedad intrinseca de la materia, ya que, si se cambia la fuente de luz, el color del objeto
iluminado cambiara (Wu y Sun, 2013). La sensacion de color depende de factores como: el
objeto, el observador, el iluminante, la geometria, el area, superficie, brillo, temperatura,
entre otros (Delmoro et al., 2010; Wu y Sun, 2013).

= 7.1. Métodos de medicion de color

Dos métodos béasicos existen para la medicion del color, el sensorial y el instrumental. El
método sensorial utiliza un panel sensorial para evaluar visualmente el color (Delmoro et al.,
2010; Novoa y Ramirez Navas, 2012). EI método instrumental, que consiste en el uso de

técnicas que miden la reflectancia o transmitancia de las muestras, dicho método utiliza
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equipos especializados como espectrofotometros o colorimetros triestimulos (Delmoro et al.,
2010).

e 7.1.1. Sensorial
La medicién del color con el método sensorial utiliza un panel de evaluadores
entrenados siguiendo las normas para la medicion de color, ademas este método utiliza como
referencia estandares de color como el Atlas RHS, las Guias Pantone y el Sistema Munsell
(Leon et al., 2006; Delmoro et al., 2010).

e 7.1.2. Instrumental
El método instrumental consiste en el uso de técnicas en las cuales se mide la
reflectancia o transmitancia de la muestra. Instrumentos conocidos, tales como,
espectrofotometros o colorimetros triestimulos (Cuquerella et al., 2004; Delmoro et al.,
2010).

= 7.2. Colorimetria

La colorimetria es la ciencia que estudia la medicion del color desarrollando los métodos
para su cuantificacion, estos métodos se basan especificamente en la geometria y
distribuciones espectrales de tres elementos: la fuente de luz, la reflectividad del objeto y la
sensibilidad visual del observador. Esta ciencia transforma la percepcion sensorial en
nameros, logrando medir, comparar y reproducir los diferentes colores (Vasquez-Riascos,
2015).

e 7.2.1. Modelo de color
La definicion de modelo de color es la representacion digital de los colores contenidos
en una muestra. Los sistemas de medicidn de color pueden ser percibidos por el ojo humano
y consiste en un proceso en el cual se combina el conjunto de colores primarios (Noor et al.,
2012; Wu 'y Sun, 2013).

e 7.2.2. Modelo CIELAB
El modelo de color CIELAB fue desarrollado por la CIE (Commission Internationale
d'Eclairage) en el afio 1976 y se considera el modelo de color méas completo, se usa

ampliamente para describir los colores que puede percibir el ojo humano (International
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Commission on Illumination, 2004). El modelo L*a*b* determina el color de acuerdo a la

posicion en el espacio en tres dimensiones (3D) (Noor et al., 2012).

Los componentes del modelo CIELAB utiliza las coordenadas L*, a*, b*; estos
parametros designan: L*, la luminosidad (O=negro y 100=blanco); a*, el color rojo (valores
positivos) o verde (valores negativos) y b*, el color amarillo (valores positivos) o azul
(valores negativos), los valores de los dos componentes van desde -120 a 120 (Figura 16)

(International Commission on Illumination, 2004; Ledn et al., 2006; Noor et al., 2012).

Blanco
+L*

Verde
,a‘

Negro

Fig. 16. Espacio de color CIELAB (https://sensing.konicaminolta.us/mx/blog/entendiendo-el-

espacio-de-color-cie-lab/).
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I1. Justificacion

La preservacion de la madera es uno de los desafios para la industria maderera, ya que supone
pérdidas econdmicas en la produccién de madera aserrada por la afectacion de hongos
cromogenos de la madera de pino. Las técnicas y los compuestos que se utilizan en la
preservacion de madera aun eficientes, sin embargo, son costosos o toxicos. Por ello es
necesario desarrollar nuevos productos eficaces y amigables con el ambiente. Los aceites
esenciales con actividad antifingica son una alternativa para el control de los hongos que
causan la mancha azul de la madera de Pinus sp. La diversidad quimica de los aceites
esenciales los hace idoneos para utilizarlos como biopreservantes. Ademas, los productos
secundarios de degradacién no son potencialmente toxicos para el ambiente, la salud o lo

sitios a donde se destine la madera.
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1. Hipdtesis

Los hongos cromogenos de la madera de Pinus sp. son sensibles a aceites esenciales

vegetales.
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IV. Objetivos

= Objetivo general
Evaluar la sensibilidad de los hongos cromdgenos que causan la mancha azul en la

madera de Pinus sp. a aceites esenciales de citricos y especias.

= QObjetivos particulares
i.  Identificar los hongos cromdgenos que causan la mancha azul en la madera

Pinus sp.

ii.  Seleccionar en ensayos in vitro a los aceites esenciales con efecto antifingico

sobre los hongos que causan la mancha azul en la madera.

iii.  Determinar la sensibilidad fungica in situ a aceites esenciales.
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V. Metodologia

V.1. Recoleccion de los hongos de hongos cromdgenos

Las muestras de madera (astillas de 5 x 2 cm aproximadamente) infectadas por hongos
cromogenos se obtuvieron de vigas en proceso de secado de Pinus sp. del aserradero de la
Facultad de Ingenieria y Tecnologia de la Madera (FITECMA-UMSNH). Las muestras se

almacenaron en viales y humedecieron con agua desionizada hasta su procesamiento.

V.2. Aislamiento de los hongos cromogenos

Los medios de cultivo agar papa dextrosa (Bioxon®) y agar dextrosa Sabouraud (Bioxon®)
se prepararon en un volumen de 500 mL de agua tridestilada, respectivamente, se
esterilizaron en autoclave ECOSHEL model CVQ-B50L. Una vez que los medios gelificaron
se procedid a frotar las astillas de madera sobre los mismos, el procedimiento se realizd por
duplicado. La inoculacion se efectud en placas de Petri de 90 x 15 mm e incubaron a 26 °C
en incubadora NOVATECH model A-550 durante ocho dias y se observo el crecimiento
microbiano. Las placas de Petri con agar papa dextrosa (APD) no presentaron crecimiento
fangico y solo hubo crecimiento en placas de Petri con medio agar dextrosa Sabouraud
(ADS). Diez placas de Petri con ADS se prepararon e inocularon con propagulos de 25 mm?
de las placas de Petri que presentaron crecimiento flngico e incubaron a 26 °C por ocho dias.
Las placas de Petri que se inocularon se observé crecimiento microbiano. Los cultivos
fangicos se encontraron asociados con otros microorganismos, por lo cual, se tomd una
muestra para identificar el tipo de microorganismo. Una tincion de Gram se realizd y se
observé al microscopio 6ptico Nikon ECLIPSE E100 LED MV R a 100x.

El medio ADS se acidifico con acido lactico hasta un pH de 4.5, en un volumen de
300 mL, el pH se ajustd con potenciometro pH meter model 420 (Thermo Orion®). La
acidificacion se llevd a cabo para inhibir el crecimiento bacteriano. Diez placas de Petri se
resembraron con el crecimiento micelial e incubaron a 26 °C por ocho dias. El crecimiento
micelial se observd y presentd colonias bacterianas, en menor nimero. Por lo cual, se
procedio a preparar 600 mL de medio ADS, al cual se le incorpor6 antibi6tico, cefotaximay
kanamicina a una concentracion de 250 mg/mL y 100 mg/mL, respectivamente. Diez placas
de Petri de 60 x 15 mm, con cefotaxima y diez placas de Petri con kanamicina, se incubaron

a 26 °C por ocho dias y se observo el crecimiento micelial en ambas condiciones.
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Los especimenes provenientes de ambas condiciones se propagaron y conservaron.
Para lo cual, propagulos de 25 mm? se trituraron con perlas de vidrio en vortex suspendidas
en agua desionizada estéril. EI homogeneizado se vertié en medio ADS y se incub6 a 26 °C
por ocho dias. De las distintas morfologias en crecimiento se tomaron propagulos de 25 mm?,
se incubaron a 26 °C por ocho dias. Cultivos monosporicos se obtuvieron. Los aislados

fangicos se describieron macroscopicamente.

V.3. Identificacion molecular de los aislados fangicos

La extraccion de ADN, se sujetd al protocolo establecido por Reader y Broda con algunas
modificaciones. La obtencidn de micelio, se realiz6 con una espatula por lo cual se hizo un
barrido sobre la placa de Petri que contenia el aislado flngico, obtenido el micelio
(aproximadamente 100 mg) se trasfirio a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se incorporaron
quince perlas de vidrio, 200 pL de buffer de lisis y 200 pL de solucién
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se homogenizo en vortex durante 10 miny se
centrifugd a 14,000 r.p.m. durante 30 s. Terminada la centrifugacion se formaron dos fases,
la inferior de un color rosado y con particulas y la superior totalmente incolora y transparente
(sobrenadante), se trasfirieron 300 puL del sobrenadante a un tubo Eppendorf de 1.5 mL,
procurando no arrastrar ninguna particula y se incorporaron 300 pL de solucion
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y agit6 en vortex durante 10 s, se centrifugd a 14,000
r.p.m. por 30 s. Dos fases se diferenciaron, ambas incoloras y transparentes, de la primera
fase se transfirio (200 pL) a un tubo Eppendorf de 1.5 mL y se incorpor6 2.5 volimenes de

isopropanol (500 puL). Se agitaron por inversion del tubo y se incubaron a -20 °C.

La integridad del ADN genomico se comprobd mediante una electroforesis, las
muestras de ADN, en forma de pastilla, se centrifugaron a 14,000 r.p.m. durante 5 minutos y
se decantd el sobrenadante. El rendimiento se lavd con 500 pL de etanol al 70% y se
centrifugaron a 14,000 r.p.m. durante 3 minutos, se decanto el alcohol y fueron secadas bajo
campana de flujo laminar. Las pastillas se re-suspendieron en 30 puL de agua desionizada
estéril. Para la electroforesis se prepararon 200 mL de agarosa al 1% (Sigma-Aldrich). La
solucion de agarosa se transfirid a una cdmara para electroforesis y se dejo gelificar. La
agarosa gelificada se cubri6 con buffer TAE 1x. Con una micropipeta se depositaron 10 pL
de una mezcla de ADN y colorante para electroforesis en los pocillos del gel de agarosa, para
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lo cual se mezclaron 5 pul. de la muestra de ADN con 5 pL de colorante. Las muestras se
dejaron correr en el gel hasta alcanzar la mitad de la longitud total del soporte. Las muestras
fueron observadas bajo luz ultravioleta y se cuantificaron en equipo NANODROP 2000 c
(Thermo Scientific®).

Para la identificacion de los aislados fungicos, se llevo a cabo la amplificacion
mediante PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) del gen ribosomal 18S, usando los
oligonucledtidos  NS1  (5"-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3') y NS6 (5-
GCATCACAGACCTGTTATTGCCTC-3"). Las muestras para PCR se prepararon en un
volumen de 50 pL, para lo cual en un tubo Eppendorf para PCR se coloc6 18 puL de agua
libre de nucleasas, 25 uL de PCR Mix 2x (Promega®), 3 pL de NS1, 3 uL de NS6y 1 uL de
muestra de ADN genomico. La muestra se sometio a un programa de amplificacion de 35
ciclos de amplificacion a las siguientes rampas de temperatura: 94 °C por 1 min., 55 °C por
1 min. y 72 °C por 1 min., ademas de un ciclo final de extension de 72 °C por 3 min. Los
productos de PCR fueron visualizados en gel de agarosa al 1% mediante electroforesis, con
el fin de corroborar la amplificacion y el tamafio del ADN, la banda esperada fue de alrededor
de ~1400 pb. Una vez corroborada la amplificacion, el producto de PCR se purifico con el
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega®) de acuerdo a las especificaciones
del fabricante. Los genes ribosomales 18S amplificados y purificados, fueron enviados para
su secuenciacion (método Sanger) al Laboratorio Nacional de Gendmica para la

Biodiversidad (Langebio, www.langebio.cinvestav.mx). Las secuencias se ensamblaron

mediante el software CodonCodeAligner (CodonCode corp., www.codoncode.com/aligner).

Una vez ensambladas, las secuencias fueron comparadas con secuencias depositadas en la
base de datos del GenBank, usando la herramienta basica de bldsqueda de alineamientos

locales (BLAST, http://blast.ncbi.nml.nih.gov), con el fin de encontrar las secuencias

homologas més cercanas. Una vez que se ubicaron las secuencias mas cercanas, los grupos
taxondémicos fueron ampliados descargando secuencias pertenecientes a cada grupo de
hongos. Todas las secuencias fueron cargadas al software MEGA-X, donde fueron alineadas
usando ClustalW. Posteriormente se procedi6 a la generacion de un arbol filogenético, con
el método de Neighbor-joining y una prueba de soporte de la topologia de 1,000
seudorreplicas (Bootstrap), esto con el fin de asignar las secuencias a grupos taxondmicos

especificos.
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V.4. Determinacion del efecto antifingico de los aceites esenciales
El efecto inhibitorio de los aceites esenciales (AE) y la concentracion minima inhibitoria
(CMI) se evalud, asi como preservantes convencionales para madera como controles
positivos: arseniato de cobre cromado (CCA) al 2%, Preventol (o-fenilfenol) al 2%, solucion
de &cido borico (H3BOs3) al 5% y deltametrina-acido borico al 3%. El control negativo fue
dimetil sulfoxido (DMSO).

Las concentraciones evaluadas del aceite esencial de terpenos fueron de 1 g/mL, 100
mg/mL, 10 mg/mL, 1 mg/mL y 0.1 mg/mL; para lo cual se pes6 1.0106 g de aceite esencial
de terpenos y se disolvié en 1 mL de DMSO, a partir de las soluciones stock se hicieron las
diluciones sucesivas correspondientes. Cuatro aislados fungicos fueron ensayados por el
método de difusion en agar, se utilizo ADS adicionado con antibi6tico (192 pL de kanamicina
y 77 uL de cefotaxima, dosis calculadas para 300 mL de medio de cultivo), los discos de
papel filtro estériles (& = 5 mm) se colocaron en el centro de las placas de Petri de 60 x 15
mm y se impregnaron con 6 uL de las sustancias a evaluar (aceite esencial y preservantes
para madera), sobre cada disco se inoculd un propagulo de 25 mm? de los aislados flngicos.
Una R =1y n = 3 se utilizd por cada sustancia a evaluar. Las placas se sellaron y se

almacenaron a temperatura ambiente.

El efecto inhibitorio se determind a las 72 h, para lo cual se tomaron fotografias de
cada muestra y se procesaron con el software Photoshop version 21.0.3. El efecto inhibitorio

se determind utilizando la siguiente ecuacién:

IC=Ct/Cc
Donde:

IC = indice de crecimiento
Ct = area del crecimiento del tratamiento (cm?)
Cc = area del crecimiento del control (cm?)

Un indice de crecimiento (IC) igual a 1, significa que no hay efecto del tratamiento sobre el
microorganismo, IC > 1, nos indica que el tratamiento promueve el crecimiento del

microorganismo y un IC < 1, significa que el tratamiento inhibe al microorganismo.
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V.5. Escrutinio de los aceites esenciales

El escrutinio de los AE se efectud por el método de difusidn en agar, para lo cual se evaluaron
los AE a una concentracion de 1 g/mL, 1 g de aceite esencial se pesé en balanza analitica
Denver Instrument XE-100 con una precision de e = 0.0001 g posteriormente se disolvieron
en 1 mL de DMSO. Los preservantes para madera empleados fueron: arseniato de cobre
cromado (CCA) al 2%, o-fenilfenol (OPP) al 2% y é&cido bérico (H3BO3) al 5%, como
controles positivos.

El escrutinio se realizd en placas de Petri de 60 x 15 mm que contenian ADS
adicionado con antibiotico (kanamicina y cefotaxima). Los discos de papel filtro estériles (e
=5 mm) se colocaron en el centro de las placas de Petri y se impregnaron con 6 puL de las
sustancias a evaluar (aceites esenciales y preservantes para madera), sobre cada disco se
inoculé un propagulo de 25 mm? de cada aislado fingico. Una R = 1y n = 3 se utiliz6 para

cada sustancia a evaluar. Las placas se sellaron y almacenaron a temperatura ambiente.

El efecto inhibitorio se determind a las 72 h, para lo cual se tomaron fotografias de
cada muestra y se procesaron con el software Photoshop version 21.0.3. El efecto inhibitorio

se determind utilizando la siguiente ecuacién:

IC=Ct/Cc
Donde:

IC = indice de crecimiento
Ct = érea del crecimiento del tratamiento (cm?)
Cc = area del crecimiento del control (cm?)

V.6. Establecimiento del modelo para la induccion de la mancha azul de la madera

El establecimiento del modelo para la induccion de la mancha azul se realiz6 de acuerdo a la
norma ASTM D4445-10 Standard Test for Fungicides for Controlling Sapstain and Mold on
Unseasoned Lumber (Laboratory Method).

En placas de Petri de 90 x 15 mm se colocaron cinco discos de papel filtro estériles
(6 = 90 mm). Los cuales, con agua desionizada estéril se humedecieron hasta saturacion.
Posteriormente, sobre el papel filtro se colocaron dos probetas de madera de Pinus sp. de 7

x 3 mm en corte transversal y 70 mm en corte longitudinal, las cuales se humedecieron con
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agua desionizada. Sobre cada probeta se inocularon dos propagulos de 25 mm?, se evaluaron
cuatro aislados fungicos. Por cuatro semanas se incubaron a 26 °C y se realizaron revisiones
periddicas durante la incubacion para mantener las condiciones de humedad. Transcurrido el
tiempo de incubacion las probetas de madera se limpiaron con escalpelo y se dejaron secar

en placas de Petri. La presencia de mancha azul se determind visualmente.

La presencia de los hongos que causan la mancha azul en la madera se corrobord
mediante cortes provisionales sobre las areas manchadas en las probetas secas. Los cortes se
realizaron en la cara radial de la probeta. Las probetas de madera fueron sumergidas en agua
caliente por 30 s, los cortes se hicieron con navaja para escalpelo del no. 22 obteniendo
laminas finas que se suspendieron en una placa de Petri de vidrio de 90 x 15 mm la cual
contenia alcohol al 70%. Las laminas se colocaron sobre un portaobjetos y se tifieron con
safranina, se escurrio el excedente, se agregaron tres gotas de alcohol glicerinado y se
cubrieron con cubreobjetos. Las laminas se observaron con microscopio éptico Nikon
ECLIPSE E100 LED MV R a 40x y 100x.

V.7. Determinacion in situ del efecto antifingico de los aceites esenciales

= 7.1. Método de inmersion

La determinacion in situ del efecto inhibitorio de los AE por el método de inmersién se
realizé en probetas de madera de Pinus sp. de 5 x 3 mm en seccion transversal y 35 mm en
seccion longitudinal. Las probetas se sumergieron durante 2 h en los AE, DMSO, CCA al
2% y OPP al 2%. Los AE se evaluaron a una concentracion de 1 g/mL, utilizando DMSO

como disolvente.

Las probetas se escurrieron sobre placas de Petri de vidrio, en placas de Petri de 90 x
15 mm se colocaron dos discos de papel filtro (& = 90 mm) y se humedecieron hasta
saturacion con agua desionizada estéril, sobre el papel se colocaron las probetas de madera
en sentido dextrdgiro previamente numeradas, tres probetas por placa de Petri. Las probetas
se inocularon con propagulos de 25 mm? de los aislados fungicos e incubaron a temperatura
ambiente durante cuatro semanas con revisiones periodicas para mantener las condiciones de
humedad. Las probetas se limpiaron con escalpelo y se dejaron secar a temperatura ambiente.

unaR =2y unan =6 se utilizé.
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= 7.2. Método de aspersion
La determinacion in situ del efecto inhibitorio de los AE por el método de aspersion se
realiz6 en probetas de madera de Pinus sp. de 5 X 3 mm en seccion transversal y 35 mm en
seccion longitudinal. Las probetas se asperjaron con los AE, DMSO, CCA al 2% y OPP al

2%. Los AE se evaluaron a una concentracion de 1 g/mL, disueltos en DMSO.

Las probetas se asperjaron hasta humedecerlas totalmente con los AE, DMSO, CCA
al 2% y OPP al 2%, posteriormente se colocaron en placas de Petri de 90 x 15 mm las cuales
contenian dos discos de papel filtro (& = 90 mm) y se humedecieron hasta saturacion con
agua desionizada estéril. Las probetas se colocaron en las placas de Petri en sentido
dextrogiro previamente numeradas (tres probetas por placa de Petri). Las probetas se
inocularon con propagulos de 25 mm? e incubaron a temperatura ambiente por cuatro
semanas con revisiones periddicas para mantener las condiciones de humedad. Después, las
probetas se limpiaron con escalpelo y se dejaron secar a temperatura ambiente. UnaR =2y

una n = 6 se utilizaron.

V.8. Determinacion de la absorcion y retencion de la madera de Pinus sp.
La retencion de los aceites esenciales se determind mediante la ecuacion (Avila-Calderén et
al., 2012):

AxC
100

Donde:

R = Retencion (kg / m3)

A = Absorcion neta (kg / m®)

C = Concentracion de la sustancia preservante (%)

La absorcion de los aceites esenciales se determind mediante la ecuacion (Simsek et al.,
2010):

P,— P,
vV

A =

Donde:

A = Absorcion (kg / m®)

P1= Peso inicial de la probeta antes del tratamiento (kg)
P2= Peso final de la probeta después del tratamiento (kg)
V = Volumen de la probeta después del tratamiento (m®)
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Los pesos y las dimensiones de cada probeta se determinaron antes de cada
tratamiento. Posteriormente, las probetas se sumergieron en los preservantes para madera y
los aceites esenciales durante 24 h. Las probetas se secaron a temperatura ambiente durante
24 h 'y se determiné su peso y dimensiones; el método de asperjado se realizo en las mismas

condiciones descritas. La absorcion y la retencion fueron calculadas.

V.9. Anélisis colorimétrico

La determinacion del color de las probetas se realizé de acuerdo a la norma ASTM D 2244-
05 Calcuation of Color Tolerances and Color Differences from Instrumentally Measured
Color Coordinates, para lo cual se utiliz6 un colorimetro COLOR METER TES-135A, se
realizaron tres mediciones por probeta, en las secciones distales y media, con la finalidad de

homogeneizar el color.

El color de las probetas secas se determind después de los tratamientos con los
preservantes y los aceites esenciales con colorimetro COLOR METER TES-135A, se
realizaron tres mediciones por probeta, en las secciones distales y media, para homogeneizar
el color. Las coordenadas colorimétricas empleadas fueron CIE L*a*b* y la diferencia de
color (AE) se determind mediante la ecuacion (ASTM D 2244-05):

AE = /(AL")? + (Aa*)? + (Ab*)2

Donde:

AE* = Diferencia de color

AL* = Diferencia en luz-oscuridad
Aa* = Diferencia rojo-verde

Ab* = Diferencia amarillo-azul

V.10. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Los espectros de masas de los compuestos presentes en los aceites esenciales fueron
obtenidos en un espectro de masas Thermo Scientific model ISQ LT (Single Quadrupole Mass
Spectrometer), ionizacion por impacto electronico a 200 °C y energia de ionizacién de 150
eVv.
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Los cromatogramas de gases se obtuvieron en un cromatédgrafo de gases Thermo
Scientific model TRACE 1310. La temperatura inicial del horno cromatogréafico fue de 50
°C durante 5 min, la temperatura increment6 20 °C/min hasta alcanzar 200 °C y permanecié
5 min, posteriormente se incrementd hasta 250 °C con un tiempo de permanencia de 10 min.
La temperatura de la interfase fue de 260 °C. Helio se utilizd6 como fase mdvil (gas de
arrastre) y una columna con 15 m de longitud, con didmetro interno de 0.25 mm y capa de

fase estacionaria de 0.25 pm.

Los espectrogramas se analizaron con el software Xcalibur (Thermo Scientific®), la
base de datos que se utilizé para la comparacion de sefiales fue NIST 2011 MS v. 2.0
(National Institute of Standards and Technology).

V.11. Analisis estadistico

Un analisis de varianza (ANOVA por sus siglas en inglés) se realizd y una prueba de
comparacion de medias Tukey utilizando en software STATISTICA 10, utilizando una o =
0.5, para determinar la diferencia significativa entre tratamientos. También, un analisis de
componentes principales (PCA por sus siglas en inglés) se realiz6 con el software R version

4.0.2., para seleccionar los aceites esenciales con efecto antifungico.
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V1. Resultados

VI1.1. Aislamiento, descripcion e identificacion molecular de los hongos de la mancha

azul de la madera

Cuatro aislados monosporicos se obtuvieron (Fig. 17), los cuales fueron descritos

macroscopicamente (Tabla 5).

Fig. 17. Aislados monospéricos de la mancha azul de la madera de Pinus sp.: a) Alternaria sp. (E-
1G), b) Hypocrea sp. (E-2), c) Trichoderma sp. (E-3) y d) Geosmithia sp. (E-5).

Tabla 5. Caracteristicas macroscopicas de los hongos de la mancha azul de la madera de Pinus sp.

E-1G E-2 E-3 E-5
Forma Irregular Circular Circular Irregular
Superficie Aterciopelada  Algodonosa Algodonosa Aterciopelada
Consistencia Dura Filamentosa Filamentosa Dura
Color Café Blanca Blanca Blanca/Amarillo
Pigmento Ocre No presenta No presenta No presenta

V1.2. Determinacion del efecto antifingico de los aceites esenciales

Con el objetivo de evaluar el efecto inhibitorio de los AE, se procedié a la obtencion de un

control experimental con los preservantes convencionales para madera: arseniato cromado
de cobre (CCA 2%), o-fenilfenol (OPP 2%), acido bdrico (HsBOs 5%) y una mezcla de

deltametrina-acido borico (3%). (Tabla 6). Los preservantes para madera eficaces fueron

CCA y OPP con intervalo de valores de IC de 0.03 a 0.11. Alternaria sp. fue el aislado

fangico menos sensible al CCA con IC = 0.58 + 001, seguido de Geosmithia sp. con IC =
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0.29 £ 0.14; el CCA present0 efecto fungicida sobre Hypocrea sp. y Trichoderma sp. ya que
no se observd crecimiento micelial y los IC se ubicaron entre 0.03 £ 0.00 y 0.04 £ 0.00
respectivamente. Geosmithia sp. y Alternaria sp. fueron los aislados fungicos sensibles al
OPP con un IC de 0.26 = 0.01 para Geosmithia sp. y 0.11 £ 0.02 para Alternaria sp. El OPP
también presento efecto fungicida sobre Hypocrea sp. y Trichoderma sp. con un IC =0.03 £
0.00 para ambos aislados. La menor sensibilidad de Alternaria sp. y Geosmithia sp. al CCA
y al OPP nos indica la existencia moderada de sensibilidad a los preservantes convencionales
para madera. Lo anterior se verifica al observar los IC > 1 del acido bérico y la combinacion
de deltametrina-acido bdrico no presentan actividad antifungica sobre los cuatro aislados
fangicos. En la Figura 18 se observan los halos de inhibicidn corroborando asi la sensibilidad

observada.

Tabla 6. Sensibilidad de los hongos de la mancha azul expuestos a tres preservantes convencionales
para madera y a una combinacion de deltametrina-acido bérico.

Indice de crecimiento (1C)
Preservantes

para madera

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

CCA 0.58 £ 0.01b 0.03 +0.00a 0.04 +0.00a 0.29 +0.14a
OPP 0.11 +£0.02a 0.03 £ 0.00a 0.03 + 0.00a 0.26 £ 0.01a
HsBOs 1.00 £ 0.04c 0.97 £ 0.06b 0.94 + 0.06b 2.22 +£0.38b

Deltametrina-

1.05+0.01c 1.04 + 0.04b 1.05 +0.03b 0.97 £ 0.05a
HsBOs

Los datos obtenidos son el promedio + EE, n =6
Letras iguales en la misma columna no presentan diferencia significativa. Tukey (o = 0.5)
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Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

OPP CCA

H3BO3

Deltametrina-HsBOs3

Fig. 18. Sensibilidad de los hongos de la mancha azul de la madera a preservantes convencionales.
CCA = arseniato de cobre cromado; OPP = o-fenilfenol y H3sBO; = &cido borico.

La actividad inhibitoria del AE se determiné a las 72 h utilizando aceite esencial de
terpenos (AET) a las concentraciones indicadas. A las diferentes concentraciones el AET
presentd IC <1 (Tabla 7) sobre tres de los cuatro aislados fungicos. Siendo Trichoderma sp.
el mas sensible con IC de 0.81 + 0.01 y Geosmithia sp. el mas resiste al AET con IC > 1. En
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la figura 19 se observan los halos de inhibicion de los cuatro aislados fungicos a una
concentracion de 1g/mL.

Tabla 7. Sensibilidad de los hongos de la mancha azul expuestos al aceite esencial de terpenos a 1
g/mL (72 h).

Indice de crecimiento
Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.
0.91+0.07 0.66 £ 0.27 0.84+0.11 1.13+0.12

Los datos obtenidos son el promedio + EE, n =3

Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

DMSO

1g/mL

Fig. 19. Imégenes representativas de la sensibilidad de los hongos de la mancha azul al aceite esencial
de terpenos.

V1.3. Escrutinio de aceites esenciales
En el escrutinio de los aceites esenciales se evaluaron 26 AE a una concentracién de 1 g/mL
frente a los cuatro aislados fungicos (Tabla 8). Los aislados fungicos fueron sensibles a

aceites esenciales. Varios aceites esenciales presentaron IC similares a los controles.
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Tabla 8. Sensibilidad de los hongos de la mancha azul a los aceites esenciales.

Aislados fungicos

No. Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.
1  0.59+0.08cd 1.08 +0.11cd 0.65 + 0.05b 0.75 + 0.11bcd
2 0.70 + 0.04cdef 1.11+0.17cd 0.95 + 0.06bcd 0.86 + 0.17def
3 0.73+0.03cdefg 1.27 +0.07cd 0.97 +0.03bcd 0.60 + 0.00bcd
4 0.64 +0.04cde 1.19 +0.08cd 0.95 + 0.01bcd 0.46 + 0.06ab
5 0.71+0.02cdef 1.26 + 0.06¢d 0.86 + 0.02bcd 0.81 + 0.05def
6  0.80 + 0.02efghi 1.32 + 0.06¢cd 0.88 + 0.10bcd 0.82 + 0.05def
7 056+0.03c 0.43 + 0.24ab 0.27 £0.21a 0.23+0.01a
8 0.05+0.00a 0.05 + 0.00a 0.04 + 0.00a 0.20 + 0.00a
9 0.09+0.02a 0.06 + 0.00a 0.04 + 0.00a 0.22 +0.02a

10 0.96 +0.09i 1.38 +0.04d 1.10 + 0.00d 1.09 + 0.05¢fg
11  0.87 £ 0.04fghi 1.38+0.12d 1.08 £ 0.01d 0.81 + 0.09cdef
12 0.63 +0.05cde 0.88 + 0.05hc 0.92 + 0.06bcd 0.99 + 0.03efg
13 0.93 +0.02ghi 1.27 +0.01cd 0.96 + 0.00bcd 1.19 +0.02g
14 0.96 +0.07i 1.26 + 0.09cd 1.02 + 0.02d 0.90 + 0.02defg
15 0.95+0.02i 1.19 +0.08cd 1.03+0.07d 0.78 + 0.04bcd
16 0.74 + 0.04cdefgh 1.07 £ 0.10cd 0.92 £ 0.04bcd 1.11 + 0.05fg
17  0.76 + 0.02cdefghi 0.98 + 0.06¢cd 0.93 + 0.02bcd 0.97 + 0.04defg
18 0.77 £ 0.02defghi 1.27 +0.03cd 0.95 + 0.05bcd 1.11 + 0.05fg
19 0.34+0.03b 0.05 + 0.00a 0.04 + 0.00a 0.22 + 0.00a

20 0.05+0.00a 0.05 + 0.00a 0.04 + 0.00a 0.18 + 0.00a

21 0.96+0.01i 1.01 + 0.00cd 0.98 + 0.01bcd 1.05 + 0.00efg

22 0.91+0.01fghi 0.97 + 0.05cd 0.95 + 0.03bcd 1.02 + 0.05¢fg

23 0.95+0.03i 0.98 + 0.03cd 1.06 + 0.04d 0.98 + 0.07efg

24 0.95+0.05hi 0.99 + 0.02cd 1.00 + 0.02cd 0.98 + 0.08efg

25 0.35+0.00b 0.94 + 0.08cd 0.80 + 0.09bcd 0.47  0.04abc

26 0.17 +0.02ab 0.91 + 0.06cd 0.67 + 0.03bc 0.23 + 0.04a

Los datos obtenidos son el promedio £ EE, n =3

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencia significativa. Tukey (o = 0.5)
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V1.4. Seleccion de los aceites esenciales con efecto antifungico

La actividad antifungica de los aceites esenciales evaluados fue diversa frente a los hongos
de la mancha azul de la madera, por lo cual se realizé un analisis de componentes principales
(PCA) para discriminar entre los AE, se obtuvieron dos grupos diferenciados. Por lo cual se
seleccionaron los AE que presentaron un IC < 0.7 (poligono azul), ocho AE en total; no
obstante, los AE 8, 9, 19 y 20 conforman el mayor aporte a la componente dos (PC2) con un

7.86% y mostraron un IC << 0.7 (Figura 20).
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Fig. 20. Analisis de componentes principales de los aceites esenciales. En la figura se observa una
separacion definida en dos grupos de los aceites esenciales. El poligono azul representa los aceites
esenciales con IC < 0.7 y el poligono rojo a los aceites esencia les con IC > 0.7.

En el analisis por PCA se identificaron ocho AE (poligono azul) con un
comportamiento similar. Sin embargo, criterios rigurosos se aplicaron para seleccionar los

AE, los criterios fueron:

. IC<<0.7

ii.  Inhibicidn de al menos tres de los cuatro aislados fungicos.
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El aceite esencial 7 fue seleccionado por inhibir a los cuatro aislados fungicos, criterio
que no cumplieron los AE 1, 25y 26. EI AE 20 presento los menores IC, incluso resultd mas
eficaz que los controles, Trichoderma sp. fue el aislado mas sensible con un IC = 0.04 + 0.00
y Geosmithia sp. el aislado mas resistente con un IC = 0.18 + 0.00, Alternaria sp. e Hypocrea
sp. mostraron IC = 0.05 = 0.00 respectivamente. EI AE 8 presentd un comportamiento
analogo al AE 20, salvo que Geosmithia sp. presenté un IC = 0.20 + 0.00, siendo el aislado
fangico mas resistente a este aceite esencial. EI AE 9 mostro IC ligeramente mayores para
Alternaria sp. e Hypocrea sp. que los AE 20 y 8, Trichoderma sp. fue el aislado fungico
sensible con un IC = 0.04 £ 0.00. Sin embargo, Geosmithia sp. resulté un aislado fangico
sensible con un IC = 0.22 + 0.02. Para el AE 19 Alternaria sp. también fue sensible con un
IC =0.34 + 0.03, Geosmithia sp. presentd sensibilidad con un IC = 0.22 + 0.00; Trichoderma
sp. fue el aislado fungico mas sensible con un IC = 0.04 + 0.00. EI AE 7 exhibié un
comportamiento muy diferente a los otros AE, en este caso Alternaria sp. fue el aislado
fangico mas sensible con un IC = 0.56 + 0.03, seguido de Hypocrea sp. con un IC =0.43 £
0.24; Geosmithia sp. fue el aislado mas sensible para este AE con un IC =0.23 £ 0.01y
Trichoderma sp. con un IC = 0.27 £ 0.21. (Tabla 9). EI AE 7 present6 los mayores IC
comparados con los otros AE evaluados in vitro; sin embargo, Geosmithia sp. mostré IC

menores que los controles (Figura 21).

Tabla 9. Sensibilidad de los hongos de la mancha azul a los aceites esenciales.

AE Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

7 0.56 +0.03 0.43+0.24 0.27+0.21 0.23+0.01

8 0.05+0.00 0.05+0.00 0.04 +£0.00 0.20 £ 0.00

9 0.09 +0.02 0.06 + 0.00 0.04 +0.00 0.22+0.02
19 0.34+0.03 0.05+0.00 0.04 +£0.00 0.22 +£0.00
20 0.05+0.00 0.05+0.00 0.04 £ 0.00 0.18 +0.00

FITECMA-UMSNH



Q.F.B. Wuilver Eder Garcia Reynoso

Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

— u\

,\A

~

19

20

Fig. 21. Imagenes representativas de la sensibilidad de los hongos de la mancha azul a aceites
esenciales.

V1.5. Componentes quimicos de los aceites esenciales
Para dilucidar los compuestos quimicos presentes en los AE se realiz6 un analisis por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM). Se seleccionaron los
compuestos que cumplieran con los siguientes criterios:

i.  Porcentaje de area (% area) > 2%

ii.  Factor de coincidencia (Match factor) > 900
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En total se identificaron 26 compuestos quimicos que cumplian con ambos criterios
(Tabla 10). En el AE 20 los compuestos quimicos identificados y con la mayor abundancia
relativa fueron el eugenol (52.89%), cariofileno (14.17%) y acetato de eugenol (12.89%).
Los compuestos quimicos con mayor abundancia relativa para el AE 8 fueron el D-limoneno
(14.83%), p-bisaboleno (9.30%), (-)-terpinen-4-ol (8.39%), a-terpineol (7.82%) y y-
terpineno (7.49%). El y-terpineno (33.6%), a-terpineol (20.07%), D-limoneno (12.19%), -
bisaboleno (8.79%) y cis-geraniol (8.03%) fueron los compuestos quimicos con mayor
abundancia relativa para el AE 9. El D-limoneno (53.77%) fue el compuesto quimico con la
mayor abundancia relativa para el AE 19. Para el AE 7 los compuestos quimicos con mayor
abundancia relativa fueron el f-bisaboleno (16.90%), a-bergamoteno (8.70%) y cariofileno
(7.13%). En la figura 22 se muestran el cromatograma y espectro de masas de los aceites
esenciales 7 y 20 respectivamente.

Tabla 10. Compuestos quimicos presentes en los aceites esenciales determinados por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM).

Aceite esencial (Porcentaje de abundancia relativa)

Compuesto quimico  RT*

7 8 9 19 20

p-pineno 5.95 2.43 3.09
D-limoneno 6.60 3.19 14.83 12.19 53.77
y-terpineno 7.02 4.29 7.49 33.6
Terpinoleno 7.39 5.53

p-linalool 7.58 2.13

exo-fenchol 7.72 2.30

1-terpineol 7.95 5.11
p-terpineol 8.06 4.15

Isoborneol 8.27 4.26
(-)-terpinen-4-ol 8.36 3.26 8.39 3.74

a-terpineol 8.51 2.97 7.82 20.07
cis-geraniol 8.83 8.03
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p-citral 8.91 4.63 4.60 4.13

Geraniol 9.04 7.93

a-citral 9.16 5.74 5.89 4.23

o-elemeno 9.63 4.24

Eugenol 9.84 52.89
(-)-p-elemeno 10.02 3.26

Cariofileno 10.23 7.13 4.77 2.49 14.17
a-bergamoteno 10.31 8.70 5.91 3.63

Humuleno 10.45 3.58 2.20 5.89
Germacreno D 10.62 3.63 2.40

p-bisaboleno 10.78 16.90 9.30 8.79

Acetato de eugenol 10.93 12.89
Longifoleno 10.98 2.29

Oxido de cariofileno ~ 11.28 3.02

*El indice de tiempo de retencion y los espectros de iones moleculares se compararon con la base de

datos NIST 2011.
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Fig. 22. Cromatogramas y espectros de masas representativos de los aceites esenciales ensayados: a)
cromatograma del aceite esencial 8, b) espectro de masas del D-limoneno compuesto mayoritario del
aceite esencial 8 (RT: 6.62), ¢) cromatograma del aceite esencial 19 y d) espectro de masas del
eugenol compuesto mayoritario del aceite esencial 19 (RT: 9.84).

V1.6. Induccion de la mancha azul de la madera

Para la determinacion in situ de la sensibilidad de los aislados fungicos frente a aceites
esenciales se establecio un modelo para la induccion de la mancha azul de acuerdo con la
norma ASTM D 4445-10 (Figura 23). El establecimiento del modelo tuvo como finalidad
corroborar la virulencia de los aislados fungicos sobre la madera de Pinus sp. y validar los

postulados de Koch.
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Probetas de madera libres de deterioro bioldgico

Fig. 23. Establecimiento del modelo para la induccion de la mancha azul de acuerdo con la norma
ASTM D 4445-10. a) Probetas libres de dafio bioldgico, b) Probetas inoculadas con hongos de la
mancha azul (de izquierda a derecha): Alternaria sp., Hypocrea sp., Trichoderma sp. y Geosmithia
sp. después de cinco dias y c) Pigmentacion de las probetas de madera post-inoculacion después de
30 dias.

Identificada la presencia de la mancha azul se procedié a realizar cortes provisionales
sobre las probetas secas, las cuales se observaron al microscopio a 40x y 100x, se observé la

presencia de estructuras fungicas (esporas) acumuladas en los espacios interradiales y
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localizadas cerca de las puntuaciones (Figura 24). Otras estructuras fangicas no se

observaron.

Fig. 24. Imagenes micrograficas de un corte provisional. Amplificacion 100x donde: a) cumulos de
esporas se observan en los espacios interradiales y b) esporas adheridas a las fibras de la madera.

V1.7. Determinacion in situ del efecto antifangico de los aceites esenciales
Con el fin de evaluar in situ el efecto inhibitorio de los AE, se ensayaron dos métodos para

preservar madera: inmersién y aspersion.

= 7.1. Método de inmersion

Los controles presentaron un comportamiento heterogéneo. EI CCA inhibié a
Trichoderma sp. y a Geosmithia sp., en tanto Alternaria sp. e Hypocrea sp. mostraron
resistencia al CCA ya que se observo crecimiento fungico. EI OPP inhibié a los cuatro

aislados fangicos. En el DMSO se observo escaso crecimiento fungico (Figura 25).

Los AE evaluados 7, 8, 9, 19 y 20 inhibieron en su totalidad a los cuatro aislados
fangicos (Figura 26). Todos los AE evaluados exhibieron un comportamiento analogo al
OPP. Su actividad funguicida, por el método de inmersidn, es evidente, dicha actividad puede
ser atribuida a la composicion quimica especifica de cada AE evaluado ya sea mediante un

sinergismo de sus componentes quimicos o al compuesto mayoritario del AE.
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Las probetas libres de micelio fungico mostraron un oscurecimiento general debido a
los tratamientos; sin embargo, se observo presencia de manchado en las probetas inoculadas
con Alternaria sp. e Hypocrea sp. ambas tratadas con CCA, las manchas se observaron en el
sitio de inoculacién y en la zona adyacente al propégulo. Las probetas tratadas con OPP no
presentaron manchado ya que no hubo crecimiento fangico. El crecimiento micelial en las
probetas con DMSO fue escaso y no se observo presencia de manchado por accion de los

indculos fangicos (Figura 27).

En las probetas tratadas con los aceites esenciales no se observé manchado por accion
fingica; no obstante, presentaron un oscurecimiento generalizado debido a los tratamientos
(Figura 28). Las probetas que no recibieron ningn tratamiento quimico mostraron un
manchado notable, destacando las probetas inoculadas con Alternaria sp., Trichoderma sp.
y Geosmithia sp; las probetas inoculadas con Hypocrea sp. exhibieron un menor manchado,

pero conspicuo en las zonas distales al sitio de inoculacion.
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Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.
o)
)
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Fig. 25. Sensibilidad de los hongos de la mancha azul de
convencionales (Método de inmersion).

la madera frente a preservantes
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Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

Sin tratamiento

19

Fig. 26. Sensibilidad de los hongos de la mancha azul de la madera frente a aceites esenciales (Método
de inmersidn).
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Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

Control (DMSO)

CCA

OPP

Fig. 27. Pigmentacion de madera de Pinus sp. postratamiento a los preservantes convencionales
(Método de inmersidn).
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Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

Sin tratamiento

Fig. 28. Pigmentacion de madera de Pinus sp. postratamiento a aceites esenciales (Método de
inmersion).
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= 7.2. Método de aspersion
Por el método de aspersion los controles exhibieron un comportamiento distinto al
observado en el método de inmersion (Figura 29). EI CCA inhibi6 a los cuatro aislados
fangicos. EI OPP presento efecto inhibitorio sobre Hypocrea sp. y Geosmithia sp., en tanto
Alternaria sp. y Trichoderma sp. fueron resistentes al OPP ya que se observo crecimiento
fangico. Crecimiento fangico considerable se observd sobre las probetas asperjadas con

DMSO, destacando Alternaria sp. con el mayor crecimiento fungico observado.

Los aceites esenciales evaluados por el método de aspersion presentaron efecto
fungicida sobre todos los aislados flngicos, ya que no se observé crecimiento sobre las
probetas asperjadas con los diferentes aceites esenciales (Figura 30).

Las probetas tratadas con CCA no presentaron manchado por accion fangica; empero,
si un oscurecimiento general a causa de la sal cromo arsenical. Las probetas inoculadas con
Alternaria sp. y Trichoderma sp., tratadas con OPP exhibieron manchado debido al
crecimiento fangico. Las probetas tratadas con DMSO presentaron manchado notable por

accion fangica, sobresaliendo Alternaria sp. (Figura 31).

Las probetas tratadas con los aceites esenciales no presentaron manchado ya que no
hubo crecimiento fungico; no obstante, exhibieron un oscurecimiento generalizado debido al
tratamiento con los aceites esenciales. Las probetas sin tratamiento alguno mostraron un
manchado notable y similar al exhibido en las probetas tratadas por el método de inmersion
(Figura 32).
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Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

CCA Control (DMSO)

OPP

Fig. 29. Sensibilidad de los hongos de la mancha azul frente a preservantes convencionales (Método
de aspersion).
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Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

Sin tratamiento

7

19

20

Fig. 30. Sensibilidad de los hongos de la mancha azul frente a los aceites esenciales (Método de
aspersion).
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Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

Control (DMSO)

Fig. 31. Pigmentacion de madera de Pinus sp. postratamiento a aceites esenciales (Método de
aspersion).

FITECMA-UMSNH



Q.F.B. Wuilver Eder Garcia Reynoso

Aislados fungicos

Alternaria sp. Hypocrea sp. Trichoderma sp. Geosmithia sp.

Sin tratamiento

Fig. 32. Pigmentacion de madera de Pinus sp. postratamiento a aceites esenciales (Método de
aspersion).
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V1.8. Absorcion y retencion de la madera de Pinus sp.

Las probetas impregnadas con los aceites esenciales por el método de inmersidn presentaron

una mayor absorcion que el CCA'y el OPP, los valores de absorcion de los aceites esenciales

oscilaron entre 144.48 + 25.80 para el 8 y 245.62 + 32.89 para el 20. Los valores de retencion

fueron similares para los AE 7, 9y 19; el AE 8 presentd una retencion de 11.67 + 1.35 y el

AE 20 de 63.01 + 13.42, ubicandose los valores extremos en estos aceites esenciales.

Los valores de retencion para el CCA y el OPP por el método de aspersion fue de

0.16 £ 0.03y 0.16 + 0.01 respectivamente. Para los aceites esenciales los valores de retencién

en el método de aspersion oscilaron entre 6.82 + 0.76 para el 8 y 18.01 £ 2.37 para el 20. En

ambos métodos el aceite 20 obtuvo los mayores valores de retencion y el 8 los valores

menores (Tabla 11).

Tabla 11. Absorcion y retencion de los aceites esenciales por la madera de Pinus sp.

Inmersién Aspersion
Tratamiento Absorcién Retencion Absorcién Retencion
(kg/m3) (kg/md) (kg/mq) (kg/mq)
DMSO 203.92 + 12.53bc 71.37 £ 4.38d 29.32£5.37b 11.62 + 2.37bc
CCA 15.83 £ 1.08a 0.31 £0.02a 8.41 +1.5]1a 0.16 £ 0.03a
OPP 11.71 £ 1.35a 0.23 £ 0.02a 8.24 £ 0.73a 0.16 £0.01a
7 231.08 + 15.92bc 34.57 £ 6.48bc 61.22 +4.70c 17.76 £ 2.25¢C
8 144.48 +25.80b  11.67 + 1.35ab 31.32 £ 4.76b 6.82 + 0.76ab
9 198.85+23.13bc  38.73 £ 6.64bc 37.78 £ 5.40b 10.22 + 0.79bc
19 200.89 + 17.27bc 35.91 + 4.56bc 36.23 £ 5.31b 9.06 £ 1.95b
20 245.62 £ 32.89c¢ 63.01 £+ 13.42dc 63.52 £ 5.09c 18.01 + 2.37c¢

Los datos obtenidos son el promedio £+ EE, n =6

Letras iguales en la misma columna no presentan diferencia significativa. Tukey (o = 0.5)
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VII. Discusiéon

El empleo de conservantes quimicos en la preservacion de la madera genera un problema
importante en la salud humana y la contaminacién ambiental. Por lo tanto, la busqueda de
compuestos quimicos bioactivos naturales, seguros y no contaminantes de las plantas como
alternativa al conservante sintético se vuelve esencial (Loh et al., 2011; Hu et al., 2015).
Muchos extractos de plantas y aceites esenciales pueden ser fuentes alternativas de agentes
de control de hongos debido a sus ricas fuentes de quimicos bioactivos, incluidos

monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos alifaticos (Xie et al., 2014).

En la presente investigacién se evaluaron 26 aceites esenciales con potencial
actividad antiflngica para controlar los hongos asociados a la mancha azul en la madera. Los
aceites esenciales de citricos y clavo se evaluaron por el método de difusién en agar a una
concentracion de 1 g/mL frente a cuatro aislados fungicos: Alternaria sp., Hypocrea sp.,

Trichoderma sp. y Geosmithia sp.

Varios de los metabolitos secundarios con mayor abundancia relativa descritos en la
presente investigacion son considerados fitoquimicos con actividad antifingica, e.g. al
eugenol son sensibles los hongos Trametes hirsuta, Schizophillum commune y Pycnoporus
sanguineus. Mientras que Aspergillus niger, A. flavus y Penicillium aurantiogriseum, fueron
sensibles al aceite de clavo cuyo componente quimico mayoritario fue el eugenol con un 67%
de abundancia (Valdés-Pérez et al., 2016; Zhang et al., 2016). Otro ejemplo es la sensibilidad
de Alternaria alternata, Fusarium subglutinans, Chaetomium globosum, A. niger y
Trichoderma viride a los AE de Eucalyptus camandulensis y Pinus rigida cuyos compuestos
quimicos mayoritarios para E. camandulensis fueron eucaliptol (60.32%), a-pineno
(13.65%), y-terpineno (8.77%) y terpinen-4-ol (4.24%). Para el AE de P. rigida los
compuestos quimicos mayoritarios fueron el o-terpineol (34.49%), borneol (17.57%),
alcohol fenchilico (14.20%), a-pineno (7.76%), L-limoneno (3.38%) e isoborneol (2.11%)
(Salem et al., 2016). EI AE de E. camandulensis presentd actividad fungicida sobre C.
globosum los otros aislados fungicos presentaron algun tipo de crecimiento. EI AE de P.
rigida mostro actividad funguicida sobre A. alternata, F. subglutinans, C. globosum y A.
niger, pero no inhibi6é a T. viride. También, una mezcla de terpenos de naranja inhibio el

crecimiento de Alternaria tenuissima donde D-limoneno fue el metabolito secundario mas
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abundante y concluyen gue es una alternativa viable para el control de este hongo (Quintana-
Obregon et al. 2017).

La actividad antifingica de los aceites esenciales fue determinada in situ con la
finalidad de observar su efectividad en la preservacion de madera. Los métodos evaluados
fueron los de inmersion y aspersion, que son los métodos comunmente empleados en la
preservacion de madera al momento de aplicar los preservantes quimicos de eleccion. En
ambos métodos los AE (1 g/mL) resultaron eficaces en la preservacion de la madera ya que
no hubo crecimiento fungico sobre las muestras (probetas). Respecto a los controles, estos
mostraron un comportamiento diferente segun el método de aplicacion. EI CCA al 2% mostrd
mayor efectividad en su aplicacién por aspersién al inhibir a los cuatro aislados flngicos, en
cambio por inmersién resultd ineficaz frente a Alternaria sp. e Hypocrea sp. EI OPP al 2%
fue mas eficaz por el método de inmersion, inhibiendo a los cuatro aislados fungicos y resultd
menos efectivo por asperjado, ya que se observé crecimiento fingico en Alternaria sp. y
Trichoderma sp. En la presente investigacion se observd que Alternaria sp. mostré baja
sensibilidad a los controles, lo cual indica el desarrollo de insensibilidad fangica, ya que el
crecimiento micelial quedo sujeto al método de aplicacion; no obstante, Alternaria sp. resulto
sensible a los aceites esenciales independientemente del método de aplicacion. Por lo cual la

investigacion sobre la efectividad y uso de los aceites esenciales es un campo por desarrollar.

La eficacia de un preservante para madera depende del grado de absorcion y retencion
de la sustancia quimica preservante. Una observacion que concuerda con la impregnacion de
madera de albura de Pinus pseudostrobus Lindl con cobre azol (CA-B) al 1% (p/p) por los
métodos de inmersion y bafio caliente-frio (BCF). Para determinar la efectividad de los
métodos de impregnacion determinaron la absorcion y la retencion en cada pieza. Los
resultados obtenidos por el método de inmersion simple fueron: absorcion de 324 kg/m?,
retencion de 3.2 kg/m?, por el método de bafio caliente-frio la absorcion fue de 532.8 kg/m?®
y la retencion de 5.3 kg/m? (Casimiro y Avila, 2012).

El analisis de absorcion y retencion se realizo para los aceites esenciales y los
controles. En ellos se encontrd que las probetas tratadas por el método de inmersion
presentaron los mayores niveles de absorcion, siendo el AE 20 el que presenté valores

mayores y el AE 8 el que obtuvo la menor absorcién. EI CCA y el OPP presentaron valores
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bajos con respecto a los aceites esenciales. En cambio, en el DMSO se observaron valores de
absorcion similares a los que se reportan para los aceites esenciales. La retencion para el
meétodo de inmersion guarda estrecha relacion con los valores de absorcion. Las probetas
impregnadas con el AE 20 presento el mayor valor de retencién y el AE 8 el menor valor. El
CCA y el OPP obtuvieron valores de retencion infimos comparados con los aceites

esenciales. EI DMSO se comportd de manera similar a los aceites esenciales.

El método de aspersion present6 valores de retencion menores comparados con el
método de inmersion. No obstante, el AE 20 present6 el mayore valor de absorcién y el AE
8 el menor. En el CCA'y el OPP se observan valores de absorcion similares e incluso cercanos
a los que se obtuvieron por inmersion. EI DMSO se comport6 de manera diferente, ya que su
absorcion fue menor a los aceites esenciales. La retencion de los aceites esenciales por el
método de aspersion fue heterogénea comparada con la observada en el método de inmersion.
Los AE 20y 7 presentaron valores de retencion muy similares, el AE 8 obtuvo el menor valor
de retencion. EI CCA y el OPP obtuvieron valores similares de retencion, incluso
comparables a los que se observaron en el método de inmersion. EI DMSO obtuvo una

retencion comparable a algunos aceites esenciales.

La uniformidad en el color de la madera es una preocupacién importante ya que su
variabilidad puede reducir el valor estético de la misma (Sotelo-Montes et al., 2008, Villegas
y Area, 2009). Por lo cual la colorimetria mediante la expresion de parametros de color dentro
del sistema CIE L*a*b*, puede producir resultados confiables, especialmente por ser el
sistema mas utilizado para representar graficamente el color de un objeto y determinar las
diferencias de color (Camargo, 1999). Sin embargo, el color de la madera esta influenciado
por diversos factores, como: genéticos, anatdbmicos, composicion quimica, plano de corte,
posicién dentro del arbol; tasa de crecimiento, factores ambientales, grado de humectacion,
contenidos de extractivos (Villegas y Area 2009; Boudouaya et al., 2016). El color de la
madera también es resultante, basicamente, de la composicion quimica de las sustancias
presentes en el xilema, en particular, extractivos y lignina (Fengel y Wegener, 1984).
Asimismo, las propiedades fisicas y quimicas del suelo pueden producir diferencias en el

color de la madera entre sitios de crecimiento (Sotelo-Montes et al., 2008).
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La aplicacion de las técnicas colorimétricas en la determinacion del color de la madera es un
método infrecuente; no obstante, Cisneros et al., 2019, emplearon las coordenadas CIE
L*a*b* para determinar la variacion colorimétrica entre sitios, secciones y region de la
madera de Prosopis alba y su correlacién con los pardmetros colorimétricos con rasgos
morfomeétricos del arbol. La investigacion reporto que las coordenadas a* y b* mantuvieron
niveles bajos en relacion a L*. La coordenada a* en duramen mantuvo niveles similares en
los distintos sitios, con una variacién promedio de 9.5-10.55. La albura presento6 valores méas
bajos pero mayor variacion entre sitios, con valores de 5.28-7.8. En tanto la coordenada b*
present0 valores superiores a la coordenada a* tanto en duramen como en albura, la albura
presentd valores promedio entre 23-30. El estudio comprobd una correlacion entre los
pardmetros colorimetricos, con aumentos en la luminosidad (L*) y la pigmentacion amarilla
(b*) con correlaciones altas y positivas para todas las regiones de estudio (albura, durameny
médula); en cambid el pigmento rojo (a*) disminuy6 a medida que incrementd la L*; sin
embargo, se observé una correlacion débil para el duramen y la médula con valores de 0.18
y 0.22 respectivamente. Asimismo, el resultado obtenido concuerda con la observacion en la
las coordenadas CIE L*a*b* caracteristicas colorimétricas de los pellets de eucalipto y
residuos de la cafeicultura (Pegoretti et al., 2019). La observacion que reportaron es una
diferencia colorimétrica (AE) entre los pellets, con una variaciéon de AE entre 9.22-31.14,
valores considerados perceptibles al ojo humano. La interpretacion a los resultados obtenidos
es que los aceites esenciales evitaron el obscurecimiento de la superficie de la probeta de

madera de pino.

Con la finalidad de conocer la mejor manera de aplicacion de los aceites esenciales a
la madera se ensayaron los métodos; de inmersion y de aspersion. Para ello la pigmentacion
de la madera causada por hongos cromdgenos se determind registrando la variacion
colorimétrica (AE) de las probetas sometidas a cada uno de los tratamientos. La AE vari6
significativamente entre ambos métodos de aplicacion, encontrando los valores mas altos en
el método de inmersion; no obstante, en las probetas tratadas con los aceites esenciales no se
encontré diferencia estadistica significativa. De acuerdo a Dirckx et al., 1992, valores
superiores de AE > 3 son perceptibles al ojo humano, por lo cual no se aprecia una diferencia
colorimétrica visual para las probetas tratadas con los aceites esenciales 8 en Trichoderma

sp., 9y 19 ambos en Hypocrea sp. Los controles presentaron valores superiores a 3, por lo
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cual la AE es apreciable, encontrando los valores mayores para las probetas tratadas con
CCA. La AE para las probetas tratadas con OPP y DMSO encontramos valores cercanos a

los aceites esenciales, pero bajos respecto al CCA.

Para el método de aspersion las probetas tratadas con los aceites esenciales
presentaron mayor diferencia significativa en la AE. Un oscurecimiento generalizado de las
probetas se observd con excepcion de las tratadas con el aceite esencial 19 en Hypocrea sp.
Los controles presentaron mayor variacion colorimétrica, el CCA obtuvo los valores mayores
de AE. En cambio, en el OPP los valores fluctuaron entre valores cercanos a los aceites
esenciales y otros similares a los observados para el CCA. Destacan las probetas tratadas con
DMSO que se inocularon con Alternaria sp., ya que se observo el mayor valor de AE analogo
al que presentaron las probetas tratadas con CCA por el método de inmersion. El
oscurecimiento notorio de las probetas con DMSO se debid al excesivo crecimiento del
hongo. Los resultados obtenidos nos sugieren que el método de inmersion es la mejor opcion
para la aplicacion de los aceites esenciales de la madera. Las técnicas colorimétricas
resultaron dtiles y faciles de aplicar en la determinacion de la mancha azul; por lo cual el
desarrollo de normas estandarizadas permitira una identificacion y una valoracion mas

adecuada para evaluar la madera afectada con mancha azul.

De conocimiento general es que la madera tratada con conservantes comunes se
clasifica como residuo peligroso en algunos paises. Una realidad que estimula a los
académicos y a la industria de la conservacion de la madera a buscar nuevas alternativas
ecoldgicas. Aunque, el concepto de proteccion de la madera contra la biodegradacion se basa
en el principio de toxicidad; no obstante, el uso de conservantes de madera tradicionales esta
sujeto hoy en dia a limitaciones medioambientales y de los consumidores. Algunos de estos
productos quimicos son prohibidos o limitados por los mercados comerciales de todo el

mundo.

También, que el aspecto y color natural de la madera en algunos mercados es una
preocupacion importante ya que su variabilidad reduce sus valores estético y economico. Sin
embargo, en otros mercados, esa variabilidad no es un problema. Asimismo, el color es un

factor que influye en la decision de adquirir un producto de madera.
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Varios aceites vegetales de produccion regional y nacional se han utilizado para la
impregnacion de la madera con la finalidad de controlar el dafio que causan las termitas. Sin
embargo, en este trabajo engarzamos dos productos socioecondémica y politicamente
importantes en la economia de la region; la produccién maderable y la produccién de aceites
esenciales de origen vegetal, particularmente de citricos y especias. En el caso particular de
este trabajo las propiedades microbioldgicas de los aceites esenciales se evidenciaron. En
tanto sus propiedades fisicoquimicas son propicias para utilizarlos en la impregnacion de
madera.
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VIII. Conclusion

Los aceites esenciales 8 y 20 muestran efecto antifungico contra Alternaria sp., Hypocrea

sp., Trichoderma sp. y Geosmithia sp., hongos de la mancha azul de la madera de Pinus sp.
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