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1 RESUMEN

La madera es considerada un material de gran importancia en la historia del hombre
debido a su versatil utilizacion, ademas, por su naturaleza organica es vulnerable a una
serie de diversos factores entre ellos los hongos involucrados en su deterioro. Por su
parte, se tiene madera de importante resistencia ambiental, e.g. el duramen de Tectona
grandis se encuentran componentes capaces de generar resistencia frente a estos
patdgenos, que ofrece nuevas alternativas de preservantes de madera que no causen
riesgos al ecosistema y a la salud humana. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
actividad antifungica de compuestos extractos crudos provenientes del duramen de T.
grandis sobre diversos aislados flungicos. Para cumplir con el propdésito, se siguid la
estrategia experimental que consintido en: los extractos crudos fueron obtenidos por el
método Soxhlet con solventes organicos por polaridad creciente, hexano, diclorometano,
tetrahidrofurano y acetona. Para ser ensayados frente diversos hongos como T.
versicolor, G. trabeum y otros recolectados en campo, que posteriormente fueron
identificados taxondmicamente. Finalmente, los extractos crudos también se evaluaron
sobre el modelo biolégico de Artemia salina (BSLT) con la finalidad de determinar su
actividad citotoxica. Los resultados mostraron que los extractivos diclorometanicos
mostraron mayor actividad biol6gica que el resto de los extractos obtenidos. En los
ensayos antimicrobianos, se encontrd una diferencia significativa frente a UM-2(7) con
un 41%, G. trabeum; 35% y UM-4(9); 33% de inhibicién, por su parte, y en el ensayo
BSLT se obtuvo una CLso a una concentracion de 37 pg/mL. observandose también que,
los extractos provenientes del duramen de T. grandis presentan una importante actividad
biol6gica y puede ser una nueva alternativa al uso de compuestos preservantes de

madera.

Palabras clave: Hongos xiléfagos, extractos crudos, actividad antifingica, duramen,

Tectona grandis.
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ABSTRACT

The wood is considered a material of great importance in human history due to its versatile
use, in addition, due to its organic nature it is vulnerable to a series of various factors,
including the fungi involved in its deterioration. For its part, there is wood of significant
environmental resistance, e.g., the heartwood of Tectona grandis contains components
capable of generating resistance against these pathogens, which offers new alternatives
for wood preservatives that do not cause risks to the ecosystem and human health. The
objective of this work was to evaluate the antifungal activity of crude extracts from the
heartwood of T. grandis on various fungal isolates. To fulfill the purpose, the experimental
strategy that allowed in was followed: the crude extracts were obtained by the Soxhlet
method with organic solvents by increasing polarity, hexane, dichloromethane,
tetrahydrofuran and acetone. To be tested against various fungi such as T. versicolor, G.
trabeum and others collected in the field, which were later taxonomically identified. Finally,
the crude extracts were also evaluated on the biological model of Artemia salina (BSLT)
in order to determine their cytotoxic activity. The results showed that the dichloromethane
extractives showed greater biological activity than the rest of the extracts obtained. In
antimicrobial trials, a significant difference was found against UM-2 (7) with 41%, G.
trabeum; 35% and UM-4 (9); 33% inhibition, on the other hand, and in the BSLT test an
LCso was obtained at a concentration of 37 ug / mL. It is also observed that the extracts
from the heartwood of T. grandis present an important biological activity and may be a

new alternative to the use of wood preservative compounds.

Key words: Xylophagous fungi, crude extracts, antifungal activity, heartwood, Tectona

grandis.
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2 INTRODUCCION

La madera es un material de origen organico y esta expuesta a una serie de ataques
causados por diversos organismos fungicos, insectos, bacterias, perforadores marinos e
incluso animales superiores o también, factores abidticos como el fuego, desgaste
mecénico y accion de la intemperie. La madera esta constituida principalmente por tres
macromoléculas (celulosa, lignina y hemicelulosa), estas representan una fuente de
carbono ideal para los hongos xil6fagos.

El reino fangico es muy diverso, en él se encuentran hongos filamentosos patégenos en
plantas, que pueden adaptarse facilmente a cualquier tipo de ecosistema que, por
consecuencia, estos organismos pueden degradar la madera por ser una fuente de
sustratos rica en hidratos de carbono. La madera es degradada por la actividad
enzimatica, excretada por estos organismos, a estos ultimos, se les conoce como hongos

xiléfagos.

Existen tres tipos de pudricion, la blanca; segun Guzman (2017) algunos hongos
causantes de esta pudricibn son Ganoderma applanatum, Xyloria hypoxylon, Eutypa
flavovirescens, Schizophylum commune y Polystictus versicolor. Pudricion parda o
marrén; algunos ejemplos de acuerdo a Guzman (2017) son Poria monticola, Coniophora
cerebella, Lencites betulina y el recién nombrado Merulius lacrymans. Pudricion blanda;
el hongo mas importante causante de esta pudricion es Chaetornium globosum
(Remacha, 2004). La especie Ursulina deusta es una de las mas comunes que causan

la pudricion blanda en &rboles urbanos vivos (Zanni, 2004).

El deterioro de la madera es perjudicial, genera fuertes dafios a nivel mecanico vy fisico,
y representa un factor de riesgo en zonas urbanas al perjudicar construcciones y
estructuras hechas a base de madera. Para proteger la madera del deterioro, se han
fabricado numerosos productos, sin embargo, algunos se han prohibido debido a
problemas de toxicidad ambiental y salud humana. Por ejemplo, el uso de preservantes
como el arseniato de cobre cromatado (CCA), El pentaclorofenol (PCP) y 2-
(tiocianometiltio) benzotiazol (TCMTB) han representado grandes riesgos ambientales.
El aumento del interés por el desarrollo de nuevos compuestos no téxicos y

biodegradables, cuya finalidad de ser utilizados en la preservacion de la madera y
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también, contribuir con el cuidado del medio ambiente y la salud humana, se ha

incrementado en los Ultimos afios.

Dentro de las diversas especies de madera, han mostrado tener diferente grado de
durabilidad frente a agentes del deterioro. Algunas especies maderables producen
metabolitos secundarios llamados extractivos, que le confieren un nivel de resistencia
frente a hongos e insectos y generalmente, estos suelen ser aceites esenciales, resinas,

taninos, compuestos fendlicos que se encuentran principalmente en el duramen.

La especie arbérea Tectona grandis o también conocida como “Teca” tiene su origen al
sureste de Asia, y a través del tiempo ha sido propagada a diversas regiones del mundo,
como México y algunos otros lugares de América. Esta especie se ha destacado por su
belleza como material y alta resistencia a plagas y enfermedades, que suelen afectar a
diversas especies arbéreas, y por esta razdn, se ha dado lugar a investigaciones

orientadas a determinar y evaluar su composicion quimica (Miranda y Quifionez, 2018).

Ademas, T. grandis es valorada por su comercializacién y sus diversos usos en la
industria maderera. De acuerdo con Velazquez et al., 2018, la madera de Pinus caribea
tratada con los extractos obtenidos del duramen de la teca (Tectona grandis) y otras dos
especies arboreas (Handroanthus serratifolius, Centrolobium paraense) frente a G.
trabeumy T. versicolor, se observé al comparar los extractos obtenidos de H. serratifolius
resulté ser el mas efectivo en reducir el deterioro de la madera de P. caribaea, seguido
del extracto de C. paraense y, con efectos mas sutiles pero eficiente, el extracto de T.
grandis. Este Ultimo a pesar de mostrar un efecto antifangico moderado con respecto a
los extractos provenientes de las otras dos especies, es eficaz sobre G. trabeum y T.
versicolor, por tanto, concluyeron que los extractivos de origen natural son una alternativa

como preservantes.

La mayoria de estos trabajos anteriores estan enfocados en obtener extractivos de la
Teca con diversos solventes, analizar los componentes presentes en cada solvente y
evaluarlos en una corta gama de organismos patdgenos. En este trabajo, los extraibles
provenientes del duramen de teca no solo se evaluaron frente a T. versicolor y G.

trabeum, sino también, sobre otros nueve aislados fangicos que fueron colectados en
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campo e identificados taxondmicamente, algunos de estos géneros y especies no han

sido reportados en ensayos de susceptibilidad frente a estos extractos.

Debido a la creciente problematica y rechazo a nivel mundial del uso de preservantes
tradicionales que representan una fuente de contaminacién, el proposito de este trabajo
fue evaluar la actividad antifUngica de compuestos extraibles crudos provenientes del
duramen de Tectona grandis sobre las cepas de Gloeophyllum trabeum, Trametes
versicolor y diversos aislados fangicos, aportando alternativas y conocimiento sobre esta

linea de investigacion.

3 ANTECENDETES

La madera es un material comun para la elaboracién de muebles, productos derivados y
construccion, tanto en regiones con grandes superficies de bosques como en las regiones
con menos arboles. Sin embargo, existe una desventaja para su uso, debido a su
durabilidad (Encinas, 2004). La madera como todo material organico, esta expuesta a la
descomposicion y deterioro provocada por diversos agentes (biolégicos, fisicos,

mecanicos y quimicos).

Los agentes bioldgicos son los mas peligrosos en la destruccién de los tejidos lefiosos
(Santini, 1988; citado por Gomez et al., 2011). Los mas importantes organismos de la
degradacion de la madera son los hongos de pudricion blanca, marrén, blanda (Castro,
2000).

El ataque bioldgico sucede en distintas partes de la pared celular, depende del tipo de
organismo y caracteristicas metabdlicas. La actividad biolégica de especies fungicas y
bacterianas se favorece por distintos factores, por ejemplo, la humedad, la temperatura,
luz, nutrientes, mecanismo de adsorcion-desorcion de la humedad en la madera, pH, flujo
de aire ambiental y grado de penetracion, concentraciones de oxigeno y dioxido de

carbono en la atmésfera (Brock, 2009; Schwarze, 2007).

La madera es un material vulnerable al deterioro y su proteccion con agentes quimicos
es Optima (Mai et al., 2004). Sin embargo, producen efectos adversos al ecosistema y

salud humana, por consecuente, nuevas alternativas ecoldgicas se buscan para el control
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bioldgico sobre la proteccion de la madera. La proteccion quimica de la madera contra
hongos xil6fagos consiste en una serie de acciones con el fin de reducir y/o eliminar el
deterioro (Mai et al., 2004), con la aplicacion de sustancias quimicas, se debe tomar en
cuenta el principio activo con el fin de prolongar la vida util de la madera (Cruz de Leon,
2010).

3.1 Composicion y estructura quimica de la madera

La madera es un material complejo estructurado principalmente por celulosa,
hemicelulosas y lignina (componentes principales) ademas contiene sustancias
organicas e inorganicas (componentes secundarios) y una cantidad variable de agua
(Avila et al., 2012). La proporcion de estos componentes varia con la especie, entre la
madera de arboles de misma especie y en diferentes partes del mismo arbol, en la albura

y duramen, en direccion radial y longitudinal (Fengel y Wegener 1984).
3.1.1 Celulosa

La celulosa ((CsH100s5) n) se forma por regiones amorfas y cristalinas, la region amorfa
es constituida por cadenas de celulosa méas reducida, por tanto, es mas susceptible al
dafo enzimatico. La regidon cristalina, forma agregados extensos denominados
microfibrillas, estabilizadas por enlaces de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals, esto le

confiere mas alta estabilidad quimica. La celulosa esta polarizadas (Martinez et al., 2005).

La celulosa es el principal componente de la madera, es un polimero lineal de alto peso
molecular, compuesto por unidades de anhidro-D-glucopiranosa unidas con enlaces B-1-
4 glucosidicos, constituye las paredes celulares de la planta lefiosa, la celulosa es el
polimero organico mas abundante en el mundo. (Browning, 1967; Rinaldi, 2009; Avila et
al., 2012).

3.1.2 Lignina

La lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas y junto con la
celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una disposicién
regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de lignina-hidratos de
carbono. En caso de la madera, los rangos mas comunmente encontrados son: Celulosa:
38-50%; Hemicelulosa: 23-32% y Lignina: 15-25% (Chéavez-Sifontes y Domine, 2013). Es
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un polimero tridimensional amorfo, constituido a partir de unidades de fenilpropano
(Nogués, 2010).

3.1.3 Hemicelulosas

La hemicelulosa es el segundo polisacarido mas abundante de la biomasa terrestre,
después de la celulosa. Generalmente la hemicelulosa puede contener de dos a cuatro
residuos de azlcares, estas pueden ser hexosa (D-manosa, D-glucosa y D-galactosa),
pentosas (D-xilosa y D-arabinosa) o sus acidos uronicos. El nombre dependera de la
composicion en azucares, por ejemplo: xilano, manano, galactano o arabinano (Cooper,
2013 citado por Oyola 2017). El xilano constituye el 70% de la hemicelulosa, es su

principal componente (Dashtban et al., 2009).

También llamadas poliosas, son polimeros de unidades de monosacaridos, el principal
constituyente son las hexosas (glucosa (CsH1206), manosa y galactosa), y las pentosas
(xilosa (CsH100s) y arabinosa) (Prinsen, 2010; Avila et al., 2012). Su papel es suministrar
la union entre lignina y celulosa para proporcionar rigidez a la pared celular y son

insolubles en agua.
3.2 Agentes Bioldgicos

Los agentes biolégicos o bidticos que degradan la madera son hongos, bacterias e

insectos.
3.3.1 Agentes fungicos

La pudricién de la madera una de las patologias muy comun en arboles de zonas urbanas
(Luley, 2015), la degradacién fungica implica la descomposicion de celulosa, lignina y
hemicelulosa. Los hongos son organismos saprofitos, necesitan una humedad entre el
30y 50% en el sustrato, la mayoria requieren una temperatura entre 20 y 30 °C (Stokland
et al., 2012; Sjostrom, 1993). Se estima que existen mas 1.5 millones de especies de
hongos y se dividen en cinco filos; Chrytidiomycota, Zygomycota, Ascoimycta,
Basidiomycota y Deutioromycota (Hawksworth, 2001; Garcia et al., 2014). En el filo
Basidiomycota se encuentran la mayoria de hongos causantes de la degradacion de la
madera (Encinas 2004; Encinas y Mora 2016).
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Los hongos excretan enzimas extracelulares que degradan el sustrato, en los organismos
xil6fagos, sus enzimas degradan la pared celular (Blanchette, 1998). tales como la
celulasa, proteasas y también acidos organicos, por ejemplo; acido oxalico (C2H204),
fumérico  (CsH404), acético (CH;COOH), lactico  (CsHeOs),  gluconico
(HOCH2(CHOH)4COOH; CsH1207), glucuronico (C6H1007), etc., estos se depositan
sobre el sustrato, y modifican sus propiedades quimicas (Zabel y Morrell, 1992; Singh et
al., 1992).

3.3.2 Hongos cromégenos

Los hongos cromégenos atacan el contenido celular de la madera produciendo
coloraciones en la misma, debido a sus hifas pigmentadas (Avila et al., 2012), puede ser
causada por aproximadamente 100 a 250 especies de hongos pertenecientes a los

ascomicetos y deuteromicetes (Kaarik, 1980; Seifert, 1999).

La mancha azul (0 mancha de la savia) es la pigmentacion de la madera que se presenta
e n la albura como un rayado azul, gris o negro, aunque también genera otros colores
amarillo-anaranjado o verdes (Avila et al., 2012), los hongos cromégenos al igual que los
mohos, se alimentan del lumen y tampoco producen degradaciones de la pared celular y
se caracterizan por producir coloraciones como el azulado (Gonzales, 2012). La mancha
azul ocurre en las coniferas, particularmente en el pino, pero también en abeto (Abies
alba), picea (Picea abies) y alerce (Fitzroya cupressoides), o0 en maderas duras, como el
haya (Fagus sylvatica) y abedul (Betula pendula) y en bosques tropicales (Schmidt,
2006).

3.3.3 Hongos xil6fagos

Los hongos xiléfagos o de pudriciébn son organismos eucariotas heterétrofos, y obtienen
su alimento de forma directa e indirecta por absorcién de los productos generados por
exoenzimas (Campbell y Reece, 2007). Jiménez (2006) menciona tres tipos de pudricion,
blanca, café y blanda. (Worrall et al., 1997; Kim y Singh, 2000; Lee, 2000; Schwarze,
2007). Son responsables de la pudricién de los materiales lignocelulésicos, y modifican
sus propiedades fisicas, quimicas y mecanicas (Zanni, 2004). Cada pudricion afecta de

manera diferente los componentes quimicos de la madera (Prado, 2016). Son capaces
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de utilizar la madera como alimento, degradan con enzimas la lignina y celulosa de la

pared celular. Entre ellos, son los Ascomycota y Basidiomycota (Zanni, 2008).

El hongo utiliza un complejo enzimatico con actividad de oxidadas y peroxidasas para la
degradacion. (Quintero Diaz, 2011; Garcia Ortiz et al., 2017). La lacasa (EC 1.10.3.2) es

otra enzima en hongos de pudricion blanca (Orozco-Mosqueda et al., 2015).
3.4 Pudricion blanda

La pudricion blanda es causada por géneros correspondientes a la division Ascomycota
y Fungi Imperfecti (hongos imperfectos), se caracteriza como “madera podrida en
contacto con humedad excesiva”, sin embargo, puede ocurrir en ambientes secos
(Saparrat et al., 2002; Schwarze y Fink, 1998). También es causada por hongos
pertenecientes a los Deuteromycota que degradan la madera superficialmente
(Saldarriaga, 2001).

Los Ascomicetes de mayor importancia causantes de la pudricion blanda son
Chaetomium globosum, Monodictys putredinis. Y los Sordariomycetes son Hypocrea
muroiana, Cryphonec-tria parasitica y Fusarium oxysporum (Kirk et al., 2001; Patel et al.,
2013).

3.5 Pudricidon blanca

La pudricion blanca es causada por hongos pertenecientes a los Basidiomycota,
degradan la lignina rapidamente. El color blanquecino ocurre por oxidacion y pérdida de
la lignina. Algunos ejemplos son; Trametes versicolor, Phanaerochaete chrysosporium y
Pleurotus ostreatus (Martinez et al., 2005), Trametes hirsuta, Schizophyllumcommune

(Orozco-Mosqueda et al., 2015).

Trametes versicolor o Coriolus versicolor, se encuentra en madera descompuesta, posee
una trama de aspecto poroso y variados colores por lo que es llamado “cola de pavo”.
Provoca podredumbre sobre madera de arboles planifolios, coniferas e incluso arboles
frutales, es muy frecuente y por lo regular crece en cualquier época del afio (Calvo, 2010;

citado por Macas y Méndez, 2013).

T. versicolor se encuentra en zonas templadas de bosques subtropicales, degradada

madera en arboles caidos y también en arboles vivos, causa la deslignificacion de los
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polimeros de la madera, es un basidiomiceto causal de podredumbre blanca, produce de

lacasa (Macas y Méndez, 2013).
3.6 Pudricién café o marrdn

También conocida como parda o marrén, es causada por hongos pertenecientes a los

Basidiomycota, son hongos que degradan la hemicelulosa y celulosa (Gonzales, 2012).

Estos se desarrollan sobre madera de coniferas y representan sélo el 7 % de los
basidiomicetes degradadores de madera. Modifican parcialmente la lignina, la cual torna
un color pardo (lignina oxidada). La celulosa es rapidamente despolimerizada incluso en

las primeras etapas de descomposicion (Saparrat et al., 2002).

Algunos ejemplos de Agaricomycetes causantes son; Serpula lacrymans, Coniophora

puteana, Antrodia vaillantii, Lentinus lepideus, (Orozco-Mosqueda et al., 2015).

El basidiomiceto Gloeophyllum trabeum es un representante de los hongos de la
pudricion parda, oxida los componentes de la pared celular de la madera, y provoca una

rapida pérdida de resistencia de la madera (Goodell, 2003).

G. trabeum, su capacidad hidrolitica se ve apoyada por reacciones de tipo Fenton, en las
gue radicales libres producidos por reacciones quimicas oxidan la celulosa (Dimarogona
et al., 2013; Kenneth et al., 2001; Yakovlev et al., 2012).

Produce 2,5-dimetoxihidroquinona (2,5-DMHQ) extracelular, que reduce el Fe 3+. Esta
implicito que esta reaccion también produce el radical semiquinona 2,5-DMHQ, que
reacciona reversiblemente con Oz para producir 2,5-dimetoxi-1,4-benzoquinona (2,5-
DMBQ) y el radical perhidroxilo (-OOH). (Halliwell y Gutteridge. 1999).

G. trabeum produce no solo 2,5-DMHQ sino también otra hidroquinona, 4,5-
dimetoxicatecol (4,5-DMC), capaz de reducir una variedad de quinonas (Paszczynski et
al., 1999).

En segundo lugar, G. trabeum produce &cido oxalico extracelular (Espejo y Agosin, 1991).
El oxalato quela fuertemente el Fe 3+ (Park et al., 1997; Smith et al., 1998).

11
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3.7 Lacasa (Lac)

La lacasa (EC 1.10.3.2) es una fenoloxidasa, enzima que cataliza la oxidacion de un
amplio espectro de compuestos fendlicos y aminas aromaticas utilizando el oxigeno
molecular como aceptor de electrones, reduciéndolo a agua (Gianfreda y Bollag, 1999).
A través de la utilizacion de ciertos compuestos rédox puede ser capaz de ampliar su
espectro de sustratos, logrando asi la oxidacion de porciones no fendlicas de la
lignina (Cambria et al., 2008). Contienen atomos de cobre y se encuentra ampliamente
distribuida en las plantas superiores, diversas clases de hongos y algunas
bacterias (Galhaup y Haltrich, 2001).

La lacasa ataca principalmente los sustratos fendlicos en presencia de 1-
hidroxibenzotriazol (1-HBT), 2,2"-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) o acido
violurico, actian como co-oxidantes, y la habilitan para atacar los sustratos mas

dificilmente oxidables, como los de tipo no fendlico (Papinutti et al., 2003).
3.8 Monooxigenasas Liticas de Polisacéaridos (LPMO)

El primer mecanismo supone que la oxidacion ocurre en el carbono 1 de la glucopiranosa,
esta oxidacién llevaria a una desestabilizacién del enlace glicosidico produccion de un
acido alddnico y no liberaria extremos reductores desde la celulosa. ElI segundo
mecanismo, el carbono oxidado es el 4. El posterior quiebre del enlace glicosidico
produciria un extremo reductor y la formacion de una 4-cetoaldosa en las hebras
resultantes. La actividad de las LPMOs requiere de la presencia en el medio de ion cobre

(I y de un agente reductor (Westereng et al., 2011).

Sin embargo, se ha postulado que in vivo, este donador de electrones podria tratarse de
otra enzima actuando sinérgicamente con las LPMOs. La enzima que se ha propuesto
para cumplir este rol es la celobiosa deshidrogenasa (CDH). Esta enzima, Unico
flavocitocromo producido por hongos, tendria la capacidad de entregar los electrones
necesarios para la actividad de las LPMOs a través de la oxidacion de celobiosas
(Langston et al., 2011).

12
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3.9 Bacterias

Las bacterias segregan pectinasas que disuelvan las membranas de las punteaduras del
parénquima, que son de naturaleza péctica. Destruyen las punteaduras areoladas,
aumentan la permeabilidad de la madera y facilita el ataque posterior de otros organismos
principalmente el de hongos (Alfieri, 2018).

3.10 Insectos

Los insectos que atacan la madera son termitas pertenecientes al orden Isoptera; familias
Kalotermitidae, Termopsidae y Rhinotermitida y los coledpteros del orden Coleoptera;
familias Anobiidae, Lyctidae, Curculionidae, Cerambycidae y Bostrichidae (Alfieri,
2018). Los que provocan los mayores dafios se encuentran: Carcomas (Anobiidae);
Lictidos o polilas de madera (Lyctidae); Escolitidos (Curculionidae); Taladro
(Cerambycidae); Escarabajo (Bostrichidae), (Alfieri, 2018).

3.11 Agentes abidticos

Los agentes abidticos o no bioldgicos, representan factores como la humedad, fuego,

accion climatica, desgaste mecanico y radiacion solar.
3.11.1 Humedad

La humedad es un agente degradante significativo para la madera ya que produce su
degradacion ya sea por pérdida de estabilidad dimensional o por el crecimiento de

agentes microbianos degradantes (Stamm, 1959 citado por Alfieri, 2018).

A medida que se aflade agua a la pared celular, el volumen de madera aumenta
proporcionalmente al volumen de agua afiadida. Provoca que la madera se hinche hasta
gue la pared celular es saturada. A esto se le conoce como punto de saturacién de la

fibra, varia de 20 a 50 por ciento en ganancia de peso (Khazaei, 2008).

La celulosa y hemicelulosa son mas higroscopicas que la lignina y, por tanto, son las
principales responsables de la absorcion de humedad. Esta interaccion hace que la
madera sea un material higroscépico, la madera tiene como funcion el transporte de agua

de la raiz hasta las hojas (Yang et al., 2006; Winandy, 2001).

13
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3.11.2 Fuego

La descomposicion es a menudo considerada como la superposicién de los mecanismos
de descomposicién de cada uno de los componentes individuales: la hemicelulosa es el
primer polimero que se descompone (180 a 350 °C), seguido de la celulosa (275 a 350
°C) y lignina (250 a 500 °C). La estabilidad térmica de la lignina se considera que es
debido a su gran estructura reticulada y de alto peso molecular (Bland, 1991; Reszka,
2008).

3.11.3 Accidn climética y desgaste mecanico

El clima influye en la durabilidad de las maderas no tratadas; el tiempo humedo y célido
favorece la pudricion de la madera expuesta a la intemperie en mayor medida que el
tiempo seco y frio. Toda madera que esta expuesta a condiciones de movimiento, sufre
un deterioro por desgaste, producto del roce. La friccion rompe las fibras disminuyendo

sus propiedades fisicomecanicas (Alfieri, 2018).
3.11.4 Radiacion solar

La radiacion solar esta constituida por un amplio rango de longitudes de onda entre los
cuales se encuentra la luz ultravioleta (295 a 400 nm) que posee gran cantidad de energia
y por lo tanto genera deterioros significativos, aunque solo constituye el 5% de la luz
solar; la luz visible (400 a 700 nm) la cual si bien no tiene energia suficiente para romper
uniones quimicas, causa variaciones en el color de la madera, en este caso constituye el
45% de la luz solar y por ultimo, la luz infrarroja (700 a 2500 nm) la cual produce calor y
por ende acelera los procesos de degradacion, esta constituye el 50% de la luz solar.
Cuando la madera se expone a la luz solar cambia de color. Si es clara, torna a oscuro y
si es oscura vira a clara; luego, todas las maderas se tornan grises produciéndose
ademas una fotodegradacion fisica y quimica de las células superficiales de la madera.
Los aspectos mas importantes de la degradacién quimica son la formacién la generacion
de radicales libres, oxidacién por accién de la fracciéon UV de la luz solar en presencia de
oxigeno, y la produccién de un efecto post-radiaciéon que se comprueba por la formacion
de dioxido de carbono, hidrégeno, agua, metanol, formaldehido y &cidos organicos; la
reduccion de la cantidad de lignina y aumento de la acidez y por la formacion de productos
volatiles (Alfieri, 2018).

14
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3.12 Ejemplos de maderas de alta durabilidad

La madera de especies como Tectona grandis, Chamaecyparis nootkatensis, Thuja
plicata, presentan una alta resistencia al deterioro causado por insectos y hongos; debido
a la presencia de compuestos quimicos como las tectoquinonas y quinonas (Haupt et
al., 2003; Taylor et al., 2006; Thulasidas y Bhat, 2007).

Por otro lado, Paes et al., (2016) realizaron una evaluacibn comparativa entre Acacia
mangium, Casuarina sp, Cloeziana eucalipto, torelliana Corymbia y Tectona agrandis,
estas cinco especies demostraron una mayor resistencia que también puede tener la

Teca (T. grandis) al ataque de las termitas (Nasutitermescorniger).
3.13 Tectona grandis L.f. (Teca)

La Teca es un arbol caducifolio de gran tamafio, alcanza 45 m de altura. Es originario del
sudeste de Asia de ambiente tropical, tiene gran valor econdmico, es plantada
extensamente para la producciéon de madera para la construccién naviera, muebles y
carpinteria en general (Weaver, 2000). La Teca es muy antigua y fue plantada
aproximadamente 100 afios en América; este arbol esta distribuido en casi todas las
areas tropicales del planeta. Es capaz de persistir, dominar y regenerarse naturalmente
(Nieto, 2011). Es una madera muy valiosa debido a su durabilidad, color, fuerza, no se
deteriora al contacto con el agua y metales; gracias a su buen contenido de aceites y

resinas naturales (Pérez, 2015).

En México, Tectona grandis, se ha adaptado bien en regiones de los estados de

Campeche, Chiapas, Tabasco, Veracruz, Michoacan y Nayarit (CONAFOR, 2013).
3.13.1 Usos dela Teca

En medicina tradicional, la madera hecha en polvo se utiliza para combatir la dermatitis,
mientras sus flores se emplean como diuréticas y su lefio es sudorifico (Rojas y
Rodriguez, 2008).

La Teca tiene alburno claro y de color marréon vivo y brillante, es utilizada para la
fabricacion de muebles, laminacion, compensados, lefia y carbon (Paes et al., 2016).

También es usada como primera opcion para la construccién de puentes y muelles (por
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su excelente resistencia al agua), vagones y durmientes de ferrocarril, carpinteria y
barcos (Telles et al., 2017).

Los residuos que genera la industria maderera, son utilizados actualmente para la

produccién de pellets o briquetas, que son biocombustibles (Tenorio et al., 2016)

La Teca es muy apreciada a nivel mundial para diferentes aplicaciones, por las
caracteristicas especificas atribuidas en parte a sus aceites naturales, como por ejemplo
su olor distintivo similar al del cuero, al ser seccionada, o0 su gran resistencia al fuego

como a la descomposicion (Armijos, 2014).
3.13.2 Taxonomiay botanica de Tectona grandis L.f.

Es un &rbol con corteza aspera y fisulada de 1,2 m de espesor, color café claro que
desfolia en placas grandes y delgadas, los arboles ordinariamente presentan dominancia

apical (Landeta, 2009), la tabla 1 describe su clasificacién taxonémica.

Las hojas son opuestas firmes, miden alrededor de 11 a 85 cm de largo y entre 6 a 50

cm de ancho, presenta peciolos gruesos (Gonzalez, 2007).

Flores de céliz campanulado, color blanco, borde dentado, los pétalos forman un tubo
corto, 5 0 6 estambres impregnados debajo del tubo de la corola, anteras amarillas,
ovadas y oblonga, estigma blanco amarillento bifido, ovario ovado, densamente

pubescente, con cuatro celdas (Landeta, 2009).

El fruto es una drupa, globosa y dura, su cuerpo consta de cuatro camaras que contienen
generalmente 1 o 2 semillas de 5 mm de largo su tamafio varia entre 5 a 20mm (Landeta,
2009). La semilla es redonda, aproximadamente de 6mm x 4mm, sobrevive a periodos
de deshidratacion, el 40% de los frutos de Teca contienen una semilla, mientras que un

16% contiene dos semillas (Monge, 2011).
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Tabla 1. Taxonomia y botanica de Tectona grandis (Miranda y Quifiones, 2018).

Reino Plantae
Division Angiosperma
Clase Dicotyledonae
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Verbenaceae
Genero Tectona L. f.
Especie Tectona grandis L.f

3.13.3 Composicién quimica de la Teca

La madera Teca contiene 50% de Carbono, 6% de Hidrogeno, 44% de Oxigeno y
pequefias cantidades de compuestos inorganicos. También celulosa y hemicelulosa
estan presentes entre un 65 a 75%, y en conjunto de estos la lignina entre un 18 a 35%
(Pardo, 2013).

3.13.4 Durabilidad de Teca

Remacha (2004) definio la durabilidad natural como la resistencia intrinseca de la madera

frente a degradaciones que pueden producir los agentes destructores de esta misma.

Berrocal y Rojas (2006) argumentd que la durabilidad depende de distintos factores, entre
ellos su proceso de duraminizacion, y poseen propiedades inhibidoras para el crecimiento
de patdgenos, sustancias como; aceites esenciales, compuestos fendlicos e

hidrosolubles, taninos, gomas, resinas y todas estas en alta toxicidad.

Thulasidas y Bhat (2007) sugirieron que la durabilidad del duramen de Teca, es conferida
por la tectoquinona y naftoquinona, compuestos aromaticos del grupo de las
antroguinonas o0 quinonas naturales. La naftoquinona es el compuesto que muestra
mayor resistencia a la descomposicion de la madera contra hongos de putrefaccion.
Tectona grandis ha demostrado una alta resistencia al ataque de las termitas (Paes et
al., 2016).

3.14 Preservantes

Son productos empleados para proteger la madera contra algun agente degradador

especifico. Un preservante debe reunir aspectos tales como ser toxico solo para los

17



UMSNH ENRIQUE CARCAMO IBARRA FITECMA 2021

agentes degradadores, no ser combustible, tener buena penetracion, ser estable, no
descomponerse, no ser soluble en agua y tener buena permanencia. Ningun producto en
el mercado reune todos los requisitos deseados (Canadian Wood Council, 1995; Majada
et al., 2013; Mohebby y Militz, 2002).

Los conservantes generalmente se basan en biocidas como sulfato de cobre, 6xido de
cobre, arsénico, naftenato de cobre, cobre-8-hidroxiquinolinato, 2-fenilfenol,
pentaclorofenol y otros compuestos fendlicos, carboxamidas, compuestos de
tributilestafo, isotiazolonas, compuestos de amonio cuaternario o tiazoles azaconazol,
propiconazol, tebuconazol (Avila, 2008; Cruz de Leén 2010; Gonzalez et al., 2015), éstos
compuestos quimicos para la proteccion de la madera son eficientes, pero son nocivos
para el ecosistema y para la salud (Crawford et al., 2000; Peylo y Willeither 2001;
Humphrey, 2002).

Por tanto, se buscan alternativas de tratamiento como el control biolégico que es el uso
de organismos y/o de metabolitos o subproductos que son antagonistas naturales de una
plaga o patdgeno, con el fin de eliminar efectos dafinos en las plantas. (Susi et al., 2011).
Los fungicidas sintéticos como las sales a base de cobre-cromo-arsénico (CCA), cobre-
cromo-boro (CCB) y cobre-amonio cuaternario (ACQ), entre otros. Son efectivos en
proteger la madera, en cambio generan problemas toxicoldgicos en la salud humana y
dafio ecoldgico (Peredo, 1993; Schultz y Nicholas, 2002; Antwi y Damoah, 2010; Singh y
Singh, 2012).

El arseniato de cobre cromatado (CCA) es un compuesto hidrosoluble ampliamente
utilizado a escala mundial y nivel industrial por su alta efectividad como antifiungico e
insecticida y buena capacidad de fijacion, brindando proteccion a la madera a largo plazo.
Aun teniendo buena fijacion, con el paso del tiempo y en particular en ambientes acidos
puede ocurrir la lixiviacion de sus componentes, entre ellos, el arsénico inorganico, muy
peligroso para la salud. Como ejemplos de compuestos organicos 6leo-solubles de alta
toxicidad y gran poder de penetracion se encuentran el pentaclorofenol (PCP) y 2-
(tiocianometiltio) benzotiazol (TCMTB); en el caso del PCP, su fabricacion, uso y/o
comercializacién ha sido prohibido por su elevada peligrosidad para la salud y el

ambiente. Si bien muchos paises han reemplazado productos por alternativos

18



UMSNH ENRIQUE CARCAMO IBARRA FITECMA 2021

considerados “menos dafinos”, en ocasiones éstos resultan mas costosos y se posee
escaso conocimiento respecto a su comportamiento e impacto ambiental. Como ejemplo,
se pueden mencionar el compuesto cuprico de amonio cuaternario (ACQ) y el 6xido de
cromo, cobre y boro (CCB) como reemplazos alternativos del CCA. A raiz de esto, en los
tltimos afos ha ido creciendo el interés por el desarrollo de nuevos compuestos no
toxicos y biodegradables que puedan ser utilizado en la preservacion de la madera (Keil,
2004; Murguia, 2012).
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4 JUSTIFICACION

Debido a la creciente peticion de madera a nivel mundial, y que estén acompafadas de
tecnologia limpia que atienda la demanda de organismos encargados del cuidado
ambiental y salud humana, una nueva oportunidad académica, biotecnolégica y comercial
se propicia para el disefio de preservantes para su aplicacibn en madera de baja
durabilidad. Por lo anteriormente dicho, el propdsito de este trabajo fue evaluar la
actividad antifungica de extractos crudos provenientes de T. grandis sobre el crecimiento

de diversos hongos causantes del deterioro de la madera.

5 HIPOTESIS

Los extractos crudos obtenidos del duramen de Teca ejercen un efecto inhibitorio sobre

diversos hongos relacionados con el dafio en madera.
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6 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifiUngica de extractos crudos provenientes de T. grandis sobre el

crecimiento de diversos hongos causantes del deterioro de la madera.

6.1 Objetivos especificos

1- Obtener los extractos provenientes del duramen de Tectona grandis L. f.

2- Evaluar los extractos con actividad biolégica antifingica provenientes del duramen de

Tectona grandis L. f.

3- Analizar la actividad citotoxica de los extractos de duramen derivados de Tectona
grandis L. f.

4- Escrudifiar la actividad inhibitoria de los extractos crudos obtenidos del duramen sobre

diferentes aislados fungicos.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Obtencion de la madera de Tectona grandis L. F.
La madera de Tectona grandis se recolecté en la plantacion forestal del rancho
Guadalupe, ubicado en el municipio de Nuevo Urecho, Michoacan (Figura 1), el arbol

seleccionado tenia una edad aproximada de 14 afios.

Googh: L

Figura 1. Mapa de la region donde se ubica la plantacion de teca en el Rancho Guadalupe, el
punto rojo sefiala el sitio de recoleccion del arbol seleccionado utilizado para este trabajo.

Todas las coordenadas de este trabajo se registraron con la ayuda de la pagina
https://www.google.com.mx>maps a través del dispositivo mévil Huawei Y9 2019, la
ubicacion exacta del sitio donde se encontraba el arbol seleccionado y las coordenadas
capturadas fueron las siguientes; 19°12'10.4"N 101°52'22.1"W (19.202874, -
101.872814).
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Figura 2. Arbol de teca seleccionado.

La figura 2 muestra el arbol seleccionado, donde se obtuvieron dos rodajas a una altura
aproximada de 1.30 m o conocido como altura de pecho, este dato se midi6 con ayuda
de cinta métrica. A continuacion, se describiran los procesos para obtencion de harina

tamizada de ambas rodajas seleccionadas.
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7.1.1 Astillado de la muestra

En este proceso se separaron cada zona (corteza, albura y duramen) de ambas rodajas,
el duramen y la corteza de ambas rodajas se astillaron con formén y martillo, cuando
estas zonas estaban astilladas, fueron expuestas al aire libre para pérdida de humedad

como se muestra en figura 3.

Figura 3. En el inciso (A) muestra el proceso de astillado y en el inciso (B) ilustra la exposicion

al aire libre para la perdida de humedad de las astillas y después ser llevadas a molienda.
7.1.2 Molienda de la muestra

Las astillas de teca fueron llevadas a un molino de la marca MICRON modelo K20F para

obtener la madera en forma de harina, mostrado en figura 4.
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Figura 4. Esta imagen muestra el equipo utilizado para la molienda, en la parte superior se
encuentra las astillas de la teca y debajo de la plataforma del aparato fue colocada una bolsa

para recolectar la madera hecha harina.
7.1.3 Tamizado de muestras

Las muestras de harina de madera se tamizaron en el equipo marca TYLER, modelo RX-
29 con las mallas de la 20 (850 um) hasta la 60 (250 um) hasta obtener finas particulas

de harina, la figura 5 lo ejemplifica, también muestra el peso calculado.
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Figura 5. El Proceso de tamizado (A) se realizé por zonas de cada rodaja, de igual modo cada
zona hecha harina ya tamizada (B), se guardaron en bolsas herméticas separadas por zona y

por tamafio de astilla (tamizada por la medida de cada malla).
7.2 Obtencidn de extractos crudos por la técnica Soxhlet

La harina de madera obtenida con anterioridad y tamizada con malla 40 (425 pm) se
utilizé para las extracciones por técnica Soxhlet, técnica desarrollada en 1897 y una de
las mas utilizadas para la obtencion de extractos a partir de especies vegetales (Fidalgo-
Used et al., 2007). La harina de duren fue preparada para de las extracciones Soxhlet de
la siguiente manera (Figura 6), se pesaron 12 g de harina de cada rodaja, después se
colocaron en “cartuchos o dedales” (Extraction thimble, marca Whatman GE Healthcare)
para eventualmente introducirlas al interior de los equipos Soxhlet (marca KIMAX 24/40),
fue tratada por 5 horas a reflujo con los siguientes solventes (tratados por polaridad
creciente): hexano (CAS 110-54-3), diclorometano (CAS 75-09-2), tetrahidrofurano
(CAS 109-99-9) y acetona (CAS 67-64-1). Los matraces de marca KIMAX con capacidad
de 250 mL 24/40, que contenian las muestras tratadas fueron llevadas a rotavapor (marca
BUCHII) para obtencion de extracto crudo. La figura 6 muestra las etapas para la
extraccion Soxhlet de los extractos crudos, y en la figura 7 muestra el equipo montado y

en uso para la obtencidn de extractivos provenientes de duramen.
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Figura 6. Diagrama de bloques desde la astilla de nuestras muestreas (las dos rodajas),
obtencion de harina tamizada, procedimiento del método Soxhlet para obtener los extractos

crudos con los cuatro solventes empleados (Madera libre de extraibles, ASTM D1105-56).
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Figura 7.proceso de extraccion Soxhlet (A) y uso de rotavapor (B).

La ilustraciébn muestra un color café oscuro del solvente empleado dentro de la torre
Soxhlet, dentro del Thimble se encuentra la harina del duramen de teca, esto indica que
hay mayor concentracion de metabolitos secundarios (A). El matraz se llevé a rotavapor

para remover el exceso de solvente utilizado y dejar solamente el extraible crudo (B).

7.3 Cultivo de Trametes versicolor, Gloeophyllum trabeum y colecta de hongos

provenientes de campo

Las cepas para este estudio fueron Trametes versicolor CTB-863A y Gloeophyllum
trabeum BAM Ebw 109, donados por los laboratorios del departamento de madera
celulosa y papel de la Universidad de Guadalajara y su péagina web;
http://diving.cucei.udg.mx/laboratorios-del-departamento-de-madera-celulosa-y-papel. A
demas se realiz6 una colecta de hongos encontrados en tocones y madera derribada en

zonas boscosas ubicadas en las regiones contiguas a la ciudad de Patzcuaro, en laguna
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larga de ciudad hidalgo (19°47'53.9"N 100°40'58.5"W; 19.798297, -100.682916) y en
arboledas a faldas del cerro de Quinceo (19°44'02.9"N 101°13'49.0"W; 19.734127, -
101.230289) en Morelia, gracias a las condiciones ecoldgicas y climatolégicas en estas
localidades favorecen al desarrollo de una gran diversidad de especies de hongos en
particular los xil6fagos. Se tomaron los carpéforos de los hongos presentes en madera
derribada en contacto con el tronco con ayuda de una navaja de montana, fueron
etiquetados (Baltazar y Buendia, 1986), (Tinoco, 1990). Las muestras fueron guardadas
en bolsas herméticas para su traslado al laboratorio de microbiologia de la FITECMA para
sembrarse junto con los dos primeros hongos que fueron donados. Los hongos
colectados se lavaron con agua destilada estéril, con el fin de limpiar los hongos 'y se
realizaron subcultivos hasta obtener cultivos axénicos es decir, colonias puras, se sembré
un trozo de cada carpoforo, después se sembraron por 7 dias hasta que el micelio cubra
toda la superficie de la placa, bajo las siguientes condiciones: a una temperatura de 28
°C +/-2, en la incubadora marca Autonics, modelo TZ4ST, cultivados en agar dextrosa
Sabouraud marca BD BIOXON, con la siguiente composicion quimica de gramos/litro:
dextrosa 40.0 g, peptona de carne 5.0 g, peptona de caseina 5.0g y agar 15.0 g, con un
pH final de 5.6 +/- 0.2, esterilizado por 15 min a 121°C/15 Ib de presion, se resembran

cada tres semanas hasta la aplicacion de las extracciones.

-~
' Hotel Ojo de Agua

Patzcuaro

9 Parque Natural ‘
Loz Manantiales
Figura 8. Sitios donde se realiz6 la colecta de los aislados flngicos, region de lago de

Patzcuaro (A), comunidad de Quinceo en Morelia (B) y laguna larga en Ciudad Hidalgo (C).
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Figura 9. Cepas de Trametes versicolor causante de pudricion blanca (A) y Gloephyllum

trabeum pudricién café (B), cultivados en agar dextrosa Sabouraud.

7.4 ldentificaciéon molecular de aislados fungicos.

Los aislados fungicos se llevaron al Laboratorio de Ecologia Microbiana y Biologia del
Desarrollo Vegetal, que pertenece al Instituto de Quimico Bioldgicas de la UMSNH, para
extraer y amplificar su ADN genomico de cada microorganismo por el método PCR y
eventualmente realizar las secuenciaciones para la identificacion por método de
Neighbor-Joining (NJ) o vecino mas cercano.

7.4.1 Extraccion de DNA de asilados fungicos por método PCR.

La biologia molecular ofrece herramientas para complementar los inconvenientes que
genera el estudio morfolégico descriptivo de los hongos entre la cual destaca la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (Rodriguez et al.,
2004).

Se extrajo el ADN gendmico de los aislados fungicos recolectados de acuerdo a la

metodologia descrita por Raeder y Broda (1985):

Se pesaron 100 mg de micelio y se coloco en un tubo de 1.5 mL, se agregd 0.4 g de
perlas de vidrio, 200 pL de buffer de lisis (0.2 M Tris-HCI pH 7.5, 0.5 M NacCl, 0.01 M
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EDTA, 1 % de SDS) y 200 uL de fenol: cloroformo: isoamimilo (25:24:1). El contenido fue

mezclado en vortex durante 6 min.

Se adicioné 300 pl de fenol: cloroformo:isoamilico y 300 ul de buffer de lisis. Las muestras

fueron mezcladas en vértex durante 30 sy se centrifugaron a 14 000 r.p.m. durante 30 s.

La fase superficial fue transferida a un tubo de 1.5 mL y se agreg6 300 uL de cloroformo:
isoamilico (24:1). Luego fue agitado en vortex durante 10 s. Nuevamente las muestras se
centrifugaron a 14 000 r.p.m. durante 30 s. La primera fase fue transferida a un tubo
limpio de 1.5 mL y se agreg06 2.5 volimenes de isopropanol. Las muestras se mantuvieron
en un congelador a -20 °C durante 30 min. Las muestras se centrifugaron a 14 000 r.p.m.
durante 5 min. El sobrenadante se decanté y la pastilla se lavé con 500 pL de etanol al
70% y se centrifugd durante 3 min a 14 000 r.p.m. El etanol se decanto y la pastilla fue
secada en campana de flujo laminar Las muestras fueron resuspendidas en 30 yL de

agua desionizada esteéril.

El ADN gendmico fue visualizado en gel de agarosa (1 %) mediante electroforesis, con
el fin de corroborar su integridad. Después las muestras seran cuantificadas en
NANODROP 2000c (Termo Scientific®).

Para la identificacion de los aislados fungicos se llevo a cabo mediante PCR del gen
ribosomal 18S, se usaron los oligonucledtidos NS1 Y NS6 (White et al., 1990). La
reaccion PCR se hizo a un volumen final de 50 pL: 20 ng de ADN (2 pL), 3 pL de NS1
(10 uM), 3 uL de NS6 (10 uM), 25 pL de PCR Master Mix 2x (Promega®) y 17 uL de agua
libre de nucleasas. El siguiente programa se usd de amplificacién, 35 ciclos de
amplificacion con 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 a 72 °C durante 3 min. Los
productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa (1 %) mediante electroforesis, con

el fin de corroborar la amplificacion y el tamafio de la banda esperado ("1 400 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 su

Biodiversidad (Langebio, www.langebio.cinvestav.mx). Las secuencias obtenidas se
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ensamblaron con el software CodonCodeAligner (CodonCodecorp.,
www.codoncode.com/aligner). Una vez ensambladas, las secuencias fueron comparadas
con secuencias depositadas en la base de datos del GenBank, por medio de la
herramienta basica de basqueda de alimentos locales (BLAST,
http://blastncbi.nml.nih.gov), con el fin de encontrar las secuencias homologas mas
cercanas, los grupos taxondémicos fueron ampliados descargando secuencias

pertenecientes a cada grupo de hongos.

Todas las secuencias requieren ser cargadas al software MEGAY
(www.megasoftware.net), también alineadas usando ClustalW. Una vez obtenido el
alineamiento, procedera a la generacion de un arbol filogenético, utilizando el método de
maxima parsimonia y una prueba de soporte de la tipologia de 1000 seudorréplicas

(bootstrap), esto con el fin de asignar las secuencias a grupos taxondmicos especificos.
7.4.2 Método de Neighbor-Joining (NJ) o vecino mas cercano

El método NJ es frecuentemente usado en estudios de “cddigo de barras molecular” (DNA
barcoding) (Hebert et al. 2004, 2010), el cual consiste en utilizar un segmento de 648
bases nitrogenadas del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa | (COIl) como identificador

anico para cada especie del reino animal (Hebert et al. 2003).

El objetivo fundamental de este método es poder identificar individuos cuando se
desconoce la especie a la que pertenecen. Ademas, existe la posibilidad de descubrir
especies cripticas en grupos de morfologia compleja o inaccesible (Hebert et al. 2003,
Silva-Brandéo et al. 2009). Esto es factible ya que la variabilidad intra-especifica de esta
secuencia es menor que la variacion existente entre especies diferentes. Luego de
secuenciar el fragmento del COIl para grupos de individuos, especies de un mismo
género, o incluso especies pertenecientes a diferentes filos (Hebert et al., 2003),
dependiendo del nivel taxon6mico que se quiera estudiar, es necesario analizar las

secuencias.

El algoritmo NJ fue creado por Saitou y Nei, (1987) y consiste en generar un unico “arbol
filogenético” final, el cual, no necesariamente sera el “arbol verdadero”. En el paso inicial,
se unen los dos neighbors (secuencias) que tengan la menor distancia genética. Luego,

este par inicial se considera como una sola entidad, y se busca el siguiente terminal que
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tenga la menor distancia genética con este. El procedimiento continda hasta unir todos
los terminales al “arbol filogenético” (Saitou y Nei, 1987). En el caso de secuencias de
ADN, la distancia genética entre dos terminales se calcula en base al nimero total de

sustituciones de bases nitrogenadas (Saitou y Nei, 1987).

7.5 PRUEBAS DE ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
7.5.1 Pruebas de inhibicién en placa

El medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud se prepard en cajas Petri, se esterilizé en
autoclave marca AESA, modelo CV 300, a 121°C/15min/15 Ib presién, al término de este
proceso se impregnaron los extractos crudos obtenidos con cada uno de los cuatro
solventes sobre papel filtro de 2.5 cm x 1.3 cm a una concentracién de 1.2 mg/mL de
cada uno. Una vez solidificado el agar se inocul6 con el micelio de los hongos en
campana de flujo marca Novatech modelo CFLH-120E, se incubd por 7 dias a 28 +2°C
(Rutiaga, 2001; Martinez, 2011). De igual manera se prepard un control el cual consistio
en medio de cultivo y un papel filtro sin extractos con las mismas dimensiones
anteriormente mencionadas. Transcurrido el tiempo de incubacion, se midié el
crecimiento del hongo sobre en medio de cultivo y se determiné el porcentaje de inhibicidon

gue presentaron los extractos el cual fue dado por la siguiente formula.

Porcentaje (%) de inhibicion = crecimiento control — crecimiento tratamiento/ crecimiento

control x 100.

De acuerdo a Rutiaga-Quifiones (1999), la actividad antifingica o inhibitoria de los

extractos o metabolitos secundarios se clasifican de la siguiente manera.

Tabla 2. Clasificacion de la toxicidad de acuerdo a la actividad antifangica (AFA).

Clasificacion de toxicidad  Porcentaje de actividad antifungica (AFA)

Altamente téxico 75-100
Toxico 50-75
Moderadamente toxico 25-50
Poco téxico Menor a 25
No toxico 0
Promotor de crecimiento Negativo
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7.6 Efecto toxico de los extractos crudos obtenidos del duramen de Tectona

grandis por medio del calculo de la concentracién letal 50 Artemia salina.

Las pruebas citotdéxicas generalmente son costosas, requieren disciplina, equipo
sofisticado, obtencién de sangre y personal de tiempo completo, esto conlleva a buscar
nuevos métodos que sean igual de sensibles, pero reduzcan tiempo, costos y cantidad
de muestra requerida. BSLT, por sus siglas en inglés (Brine shrimp lethality test) o ensayo
de letalidad en Artemia es una Optima alternativa para este trabajo. Esta prueba
usualmente es utilizada para deteccidn y evaluacion toxica de compuestos bioactivos
provenientes de extractos de plantas, determinacion de pesticidas, metales pesados,
aditivos para alimentos o algunas drogas. El uso de BSLT aumenta debido a los bajos
costos, alta sensibilidad para la deteccibn de compuestos citotéxicos y el uso de
cantidades menores de muestras en comparacion con otros métodos, ademas las larvas
de Artemia salina empleadas para este ensayo son muy semejantes a una célula de
mamifero, es rapido, simple y barato, debido al uso de minimas cantidades de material

para cada prueba (Mirzaei, et al., 2013).
7.6.1 Crecimiento de Artemia salina

Este ensayo se llevé a cabo en el Laboratorio de Nutricibn Vegetal que pertenece al
CIDAM (Centro de Innovacion y Desarrollo Agroalimentaria de Michoacan, A.C.) y su
pagina web https://www.cidam.org/. Se prepararon dos litros y medio de agua de mar o
salada (al 3% de sal de mar san-Halita “Instant ocean”, especial para acuarios) en una
pecera (4 L de capacidad), con un termostato, el agua se mantuvo a una temperatura de
25°C para ser expuesta a una fuente de iluminacion (aproximadamente 2000 lux) en la
superficie del agua y aireacion constante que mantuvo niveles de oxigeno superior a 2
mg/L (Sorgeloos, et al., 1986). Los quistes de A. salina fueron colocados, se dejaron
eclosionar hasta llegar a la fase de nauplio (figura 10), después de 72 horas, el cultivo de
Artemia se encontro en el estadio mencionado anteriormente, las cuales fueron utilizadas

para este ensayo.
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Figura 10. A. salina en fase de Nauplio, observado bajo una lupa estereoscépica en objetivo 4x.
7.6.2 Determinacion de la concentracion de los extractos crudos para BSLT

Los extractos crudos provenientes del duramen de ambas rodajas obtenidos con los
cuatro solventes (hexano, diclorometano, tetrahidrofurano y acetona), se usaron para
estas pruebas, se prepard una solucién stock de 3mg/mL de extracto disuelto en DMSO
(dimetil sulfoxido; CAS 67-68-5), para asi, a partir de esta, trabajar con siete
concentraciones distintas, en un intervalo de 7.5 hasta 120 pg/mL. Los resultados
significativos se obtuvieron a concentraciones de 60, 90 y 120 pg/mL en un lapso de

tiempo entre 12 y 24 horas.
7.6.3 Determinacion de CLso

La concentracion letal 50 (CLso) se determind con los nauplios de Artemia salina. Las
larvas fueron colocadas en placas multipozos marca “Costar” de 96 pocillos, 6 larvas
fueron colocadas en cada pozo, para cada extracto se utilizaron siete concentraciones
(7.5, 15, 22.5, 30, 60, 90 y 120 uyg/mL). El agua salada absoluta (192 uL) y otro con un
volumen (8 pyL) de DMSO fueron usados como controles, con la intencion de descartar
que el DMSO tuviera un efecto sobre el calculo de la CLso. La muerte de las larvas se

determind cada 12 horas por un periodo maximo de 24 horas, los nauplios fueron

35



UMSNH ENRIQUE CARCAMO IBARRA FITECMA 2021

observados con un estereoscopio marca “Celestron Labs” a través del objetivo 4x, a las
24 horas fueron contadas las larvas muertas en cada pocillo.

La CLso se calculé por el método de regresion lineal elaborado a partir de datos de
mortalidad cuidando que los valores fueran de 0 a 100% y que mostraran un valor de R?
mayor o igual a 0.75, cumplidos estos criterios se obtuvo la ecuacién de la recta para el

calculo de la CLso.

8 RESULTADOS

8.1 Caracteristicas del tejido lefioso de Tectona grandis

8.1.1 Descripcién de rodajas
Las dos rodajas pesaron 5.4 kilos cada una, El didmetro de la primera rodaja fue de 26.95
cmy ancho de 11 cm. Por su parte, la segunda rodaja presento diferencia de +/- 1cm en

diametro y ancho, aproximadamente, con respecto a la rodaja 1.

Figura 11. Descripcion de rodaja 1, vista frontal (A) y vista lateral (B).

La figura 11 describe la primera rodaja obtenida de la teca, el duramen midi6 19.9 cm de
diametro, presento un color mostaza, la albura midi6 2.2 cm de grosor aproximadamente
con un color café claro y la corteza midié 1.05 cm de grosor, de color café oscuro y con

una textura similar a la de un corcho.
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Figura 12. Descripcion de rodaja 2, vista frontal (A) y vista lateral (B).

La figura 12 describe la segunda rodaja obtenida de la madera de teca, esta presento

una minima diferencia de dimensiones con respecto a la primera rodaja.

La tabla 3 muestra el peso por zona de cada rodaja (harina), estas son menores con
respecto a las rodajas completas (tal y como fueron tomadas del fuste del arbol) hay una

diferencia de peso debido a la perdida de humedad.

Tabla 3. Peso obtenido en las diferentes partes de la rodaja.

Zonas de Peso (gramos) Zonas de Peso (gramos)
rodaja 1 rodaja 2
Corteza 300.4 Corteza 278.9
Albura 862 Albura 806
Duramen 1450 Duramen 1128
Total 2612.4 Total 2212.9

8.2 Obtencidén de extractos del duramen

La figura 13 nos muestra que no hay diferencias en sus aspectos fisicos entre los
extractos obtenidos de la rodaja uno y dos (izquierda y derecha, respectivamente) con

cada solvente. Ademas, esta ilustra el aspecto y color de los extraibles obtenidos del
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duramen, en la tabla 4 describe sus caracteristicas fisicas, y en la tabla 5 estan las
medias (promedios) de las cantidades en gramos obtenidas de extractos crudos

provenientes del duramen de teca.

Figura 13. Extractos crudos del duramen de Tectona grandis. Obtenidos con hexano (A),

diclorometano (B), Tetrahidrofurano (C) y acetona (D).

Tabla 4. Descripcion de las caracteristicas fisicas de los extractos obtenidos con cada solvente
del duramen en ambas rodajas de teca.

Solvente Aspecto Color
Hexano Pastoso Amarillo ambar
Diclorometano  Semisodlido/seco Marrén
Tetrahidrofurano Pastoso Café oscuro
Acetona Sélido/seco Café

Tabla 5. Cantidades obtenidas de extracto crudo (gramos) obtenido por solvente proveniente
del duramen en la rodaja uno y dos

Solventes utilizados

Hexano | Diclorometano | Tetrahidrofurano Acetona
Obtencion por
rodaja
Rodaja 1 (gramos) | 0.9507 0.3309 0.376 0.1526
Rodaja 2 (gramos) | 0.9432 0.3487 0.4467 0.0948
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8.3 Organismos fungicos colectados en campo

En total se asilaron 9 hongos, a partir de del gen ribosomal 18S, se usaron los
oligonucledtidos NS1 Y NS6, se identificaron solamente ocho, de los cuales predomina
el género Aspergillus (UM-2(7), UM-G1, UM-A4, UM-4(9) Y UM-AbS), también del género
Macrophomina (UM-E2), género Marasmius (UM-D1) y otro del género Umbilicaria (UM-
C3). Solamente una cepa (UM-2) no se logré identificar. La figura 14 muestra los

sustratos de los aislados que se lograron identificar.

UM-2 UM-2(7) UM-E2 UM-G1

Dy (R I R , ]
UM-A4 UM-4(9) UM-D1 UM-AS UM-C3

Figura 14. Hongos de campo en los sustratos antes de ser recolectados, se afiadié su clave de

diferenciacién para realizar las secuencias de identificacion.

La tabla 6 muestra las claves asignadas para los aislados fungicos, también esta escrita
la ubicacion, es decir, la zona geografica de donde fue recolectada (localidad), el sustrato
donde se encontraba el cuerpo del hongo, sus caracteristicas en campo y en cultivo, por

altimo, su identificacion y secuencias por el método de NJ.
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Tabla 6. Descripcion general de los aislados flingicos.

FITECMA 2021

CLAVE LOCALIDAD SUSTRATO DESCRIPCION EN

CAMPO

DESCRIPCION
EN CULTIVO

IDENTIFICACION

UM-2

CD Hidalgo

Tocon

Color anaranjado

Colonia de color
gris blanquecino

No identificado

UM-2(7)  Patzcuaro

Tocoén

Color café

Colonias de color
negro; micelio
blanco; reverso
incoloro; textura

granular a flocosa *

Aspergillus niger

UM-E2 Morelia

Madera
derribada

Esclerocios de forma
esférica a irregular,
negros, lisos 2

Colonia de color
gris aspecto velloso
2, oscurece el
medio de cultivo 3

Macrophomina
phaseolina

UM-G1 Morelia

Madera
derribada

Color crema

Colonias de color
negro; micelio
blanco; reverso
incoloro; textura

granular a flocosa !

Aspergillus niger

UM-A4 Morelia

Rama

Color café

Colonias de color
anaranjado palido o
color carne; micelio
blanco; reverso en
tonos amarillentos;

textura granular o

algo flocosa !

Aspergillus
terreus

UM-4(9) Patzcuaro

Tocon

Color crema

Colonias de color
negro; micelio
blanco; reverso
incoloro; textura

granular a flocosa *

Aspergillus
awamori

UM-D1 Morelia

Madera
derribada

Color pardo, cuticula
arrugada, con estrias.
Laminas libres *

Colonia color gris,
aspecto
aterciopelado

Marasmius
alliaceus

UM-A5 Morelia

Rama

Color marrén

Colonias de color
anaranjado palido o
color carne; micelio

blanco; reverso en
tonos amarillentos;

textura granular o

algo flocosa !

Aspergillus
terreus

UM-C3 Morelia

Madera
derribada

Talo mondfilo cara
superior ligeramente
pardusca, agrietada ®

Colonia color
blanca, aspecto
aterciopelado

Umbilicaria freyi

1. Abarca, M. L.

(2000), 2.

Leyva-Mir et al.,

(2015), 3.

https://lwww.fichasmicologicas.com y 5. Barreno y Pérez-Ortega (2003).

Mmbaga et

al., (2018),
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8.4 ldentidad taxondémica de los aislados fungicos

FITECMA 2021

La figura 15 muestra un fragmento de cada de los arboles filogenéticos de los ocho

aislados fungicos que se lograron identificar, su homologia para identificacion por el

método de neighbor-joining (el vecino mas cercano).

30

Secuencia 92 .-2-7 pNS1 D12 2020-11-27 .seq

Aspergillus niger strain CS 1-1

Secuencia 10.-4-9_pNS6_B02_2020-12-08.seqb

47

Aspergillus awamori isolate MDM2

Aspergillus niger strain STA1

41

Secuencia 22 pNS6 F03 2020-12-08.seq

Macrophomina phaseolina isolate AFTOL-ID 1783

92

Secuencia 11.-D1 pNS1 C02 2020-12-08.5eq

L Marasmius alliaceus strain NN048380

Secuencia 1.-G1 pNS1 A01 2020-12-08 seq

Aspergillus sp. isolate wib. R

Aspergillus niger

91

—— Secuencia 14.-A5 pNS6 FO2 2020-12-08.seq

Aspergillus terreus isolate FSD2

46

Secuencia 4.-A4 pNS6 D01 2020-12-08.seq

Asperaillus terreus ATCC 1012

42

Secuencia 17.-C3_pNS1_A03_2020-12-08.seq

Umbilicaria freyi voucher agreD371

Figura 15. Fragmentos de los arboles filogenéticos de las secuencias de los aislados flingicos.

La secuencia 92 de la cepa UM-2(7) corresponde a Aspergillus niger strain CS 1-1 (A), secuencia

22 de UM-E2 corresponde a Macrophomina phaseolina isolate AFTOL-ID 1783 (B), secuencia 1

de UM-G1 corresponde a Aspergillus sp (C). las secuencias 4 y 14 de UM-A4 y UM-A5

corresponden a Aspergillus terreus ATCC 1012 y isolate FSD2 (D y G) respectivamente, la

secuencia 10 de la cepa UM-4(9) corresponde a Aspergillus awamori isolate MDM2 (E),

secuencia 11 de UM-D1 corresponde a Marasmius alliaceus strain NN048380 (F), y, por ultimo,

secuencia 17 de UM-C3 corresponde a Umbilicaria freyi voucher agrED371(H).

41



UMSNH ENRIQUE CARCAMO IBARRA FITECMA 2021

8.5 Ensayos de inhibicion del crecimiento fungico por extractos de Tectona grandis
Actividad inhibitoria contra hongos del deterioro de la madera

La figura 16 muestra la actividad antifingica de los extraibles crudos del duramen de
teca obtenidos con los cuatro solventes empleados (1.2 mg/mL) con los cuatro solventes
empleados sobre los micelios de Trametes versicolor (T. v.) y Gloeophyllum trabeum (G.
t) en agar dextrosa Sabouraud, extractos hexanicos (A), diclorometanicos (B),
tetrahidrofuranicos (C) y acetonicos (D), en el caso de T. versicolor, los extractos
tatrahidrofuranicos tuvieron un mayor efecto inhibitorio sobre el micelio con un 25% de
inhibicion, y para G. trabeum, los extractos diclorometanicos ejercieron una mayor

inhibicién de 35% para este ultimo.

Control A B C D

Figura 16. Fotografias representativas del ensayo microbioldgico de los extraibles crudos sobre
los micelios de Trametes versicolor (T. v.) y Gloeophyllum trabeum (G. t.).

La figura 17 muestra las placas con los extraibles crudos obtenidos (1.2 mg/mL) con los
cuatro solventes empleados sobre los micelios UM-2, UM- 2(7) y UM-E2 en agar dextrosa
Sabouraud, extractos hexanicos (A), diclorometanicos (B), tetrahidrofuranicos (C) y
acetonicos (D), esta ilustra una mayor inhibicion con los extraibles diclorometanicos sobre
UM-2 y UM-2-7, con un porcentaje de inhibicién entre 17-24%, y un significativo 41%
respectivamente para cada aislado fangico. Por otro lado, también se muestra el ensayo
sobre la sepa UM-E2, este caso, los extraibles hexanicos tuvieron mayor efecto inhibitorio

sobre de este, como observacion, esta cepa formé pequefios halos de inhibicién
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alrededor del papel filtro impregnado con cada uno de los extractos obtenidos con los

cuatro distintos solventes empleados.

Control A B C D

UM-2

um-e2 [E 5

Figura 17. Imagenes representativas del ensayo microbiolégico de los extraibles crudos sobre
los micelios UM-2, UM- 2(7) y UM-E2.

La figura 18 muestra los extraibles crudos obtenidos (1.2 mg/mL) con los cuatro
solventes empleados sobre los micelios UM-G1, UM- A4 y UM-4(9) en agar dextrosa
Sabouraud, extractos hexénicos (A), diclorometanicos (B), tetrahidrofuranicos (C) y
acetonicos (D). El efecto inhibitorio de los extractos diclorometanicos y acetonicos crudos
del duramen de teca sobre la cepa UM-G1 ejercieron el mayor efecto inhibitorio con un
23%, la cepa UM-A4, en este, los extractos acetdnicos mostraron un mayor efecto
inhibitorio sobre el micelio, y en este mismo, el tamafo de micelio bajo los tratamientos
hexanicos y diclorometanicos, se observo un crecimiento superior que el micelio control,
esto sugiere que los extraibles no causaron dafio alguno sobre de ellos, para la cepa UM-
4(9), los extractivos hexanicos ejercieron un mayor efecto sobre ella con un significativo
38%.
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Control A B C D

Figura 18. Imagenes representativas del ensayo microbiol6gico de los extraibles crudos sobre
los micelios UM-G1, UM- A4 y UM-4(9).

Finalmente, la figura 19 ilustra el ensayo microbiolégico de los extraibles crudos
obtenidos (1.2 mg/mL) con los cuatro solventes empleados sobre los micelios UM-D1,
UM- A5 y UM-C3 en agar dextrosa Sabouraud, extractos hexanicos (A), diclorometanicos
(B), tetrahidrofuranicos (C) y acetdnicos (D). Los aislados fungicos fueron susceptibles a
los tratamientos, con una inhibicion entre 1-16%, los extractos tetrahidrofuranicos no
ejercieron inhibicion de similar manera al resto de los extraibles sobre la cepa UM-D1,
los extractos diclorometénicos no tuvieron efecto similar al resto de los demas extractivos
sobre la cepa UM-A5, por ultimo, en el caso de la cepa UM-C3, los extractos acetoénicos
ejercieron mayor inhibicién.
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Control A B C D

UM-AS [

Figura 19. Imagenes representativas del ensayo microbiolégico de los extraibles crudos sobre
los micelios UM-D1, UM- A5 y UM-C3.

A continuacién, la tabla 7 muestra los porcentajes de inhibicion, segun Rutiaga-Quifiones
(1999), de cada cepa utilizada en este ensayo, y ademas sefala con letras las diferencias
significativas entre tratamientos hexanicos (EXTR HEX), diclorometanicos (EXTR DIC),
tatrahidrofuranicos (EXTR THF) y acetonicos (EXTR ACE), sobre cada aislado fungico,
este andlisis estadistico se utilizo6 ANOVA de dos variables y para diferenciacion el
analisis estadistico DUNCAN determinado con el programa STATISTICA 7.0. Las letras
(A, By C) fueron asignadas para mostrar la diferencia estadistica entre los tratamientos

aplicados a cada aislado fangico.
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Tabla 7. Porcentajes de inhibicién de los micelios sometidos a tratamientos con los extractivos.

Cepa CONTROL |EXTR HEX| EXTR DIC |EXTR THF |EXTR ACE
Trametes versicolor 0A 13.4B 19.4B 25.4B 22.4B
Gloeophylum trabeum 0A 15.8B 35.5C 18.4B 18.4B
UM-2 0A 21.0B 24.7B 17.3B 22.2B
UM-2(7) 0A 25.0B 41.2C 27.9B 16.2B
UM-E2 0A 4.4B 2.2AB 1.1A 0.0A
UM-G1 0A 19.4A 23.9A 11.9A 23.9A
UM-A4 0A 0.0A 0.0A 2.9A 8.6B
UM-4(9) 0A 38.1B 33.3B 23.8AB 12.7AB
UM-D1 0A 9.12 9.1A 1.5A 9.1A
UM-A5 0A 12.1A 7.6A 12.1A 16.7A
UM-C3 0A 4.92 9.8A 3.3A 16.4A

8.6 Toxicidad de los extractos crudos de duramen de Tectona grandis sobre el

crecimiento de Artemia salina
8.6.1 Determinacion de Clso

La tabla 8 muestra las concentraciones de la CLso requerida de cada tratamiento de
extraibles crudos obtenidos del duramen de teca sobre los nauplios de A. salina, las
concentraciones reportadas fueron las requeridas para contabilizar el 50% de mortalidad

de los nauplios dentro de un periodo de 12 a 24 horas.

Tabla 8. Resultados de CLsp y CLgo (reportados en pg/ml) de los extractos crudos obtenidos con
los cuatro solventes.

Tratamientos con extractos | Concentraciones | Concentraciones
crudos obtenidos CLso (pg/mL) CLoo (Mg/mL)
Extractos Hexanicos 102.4 124.5
Extractos Diclorometanicos 37.6 92.3
Extractos Tetrahidrofuranicos 56.0 103.8
Extractos Acetonicos 113.1 241.4
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Los extractos crudos obtenidos con el diclorometano fueron los mas citotoxicos para A.
salina, los nauplios bajo este tratamiento obtuvieron un 50% de mortalidad a una
concentracion de 37.6 yg/mL. Por consecuente, los nauplios tratados con los extraibles
diclorometanicos mostraron una mortalidad més alta a muy bajas concentraciones. Los
nauplios bajo los tratamientos con los extraibles obtenidos con tetrahidrofurano

mostraron un 50% de mortalidad a 56.0 pg/mL.

Los extractos obtenidos con hexano, los nauplios obtuvieron un 50% de mortalidad a
102.4 yg/mL y por ultimo extraibles acetonicos mostraron una mortalidad del 50% a una

concentracion de 113.1 pg/mL.

Con estos resultados observamos que los extractos mas citotoxicos para el modelo de
Artemia salina son los obtenidos con el solvente diclorometano, seguidos del solvente
tetrahidrofurano, después, con respecto a los dos primeros tratamientos mencionados,
los extraibles acetdnicos mostraron una menor citotoxicidad moderada, de manera muy

similar a los extractos obtenidos con hexano.

9 DISCUSION

La madera de Tectona grandis (Teca) es considerada una madera altamente cotizada
debido a su durabilidad y belleza, a partir de una edad de 12 afos, la madera de teca es
susceptible a su utilizacion como material para la construccion, artesanias, muebles y
mas. El arbol seleccionado en este trabajo presentaba una edad de al menos 14 afios,
en donde el conteo de anillos sefiald su edad. Debido a esto, la literatura reporta que los
duramenes de los arboles de teca acumulan una gran concentracion de metabolitos
secundarios. Este fendmeno explica en parte el comportamiento de los resultados en los
ensayos de inhibicion y las pruebas de citotoxicidad. Algunos estudios sugieren que, en
arboles de teca de plantacién forestal orientada a un rapido crecimiento, la formacion del
duramen comienza cuando el arbol tiene entre 4-6 afios (Solorzano et al., 2012). Estudios
en madera proveniente de arboles mayores a 20 afios (Moya et al., 2014) concluyeron
gue la composicion de Teca ha sido estudiada mostrando una alta presencia de

compuestos extraibles relacionados con actividad antimicrobiana.
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De acuerdo a Thulasidas y Bhat (2007) la durabilidad del duramen de teca, es debida
principalmente a los compuestos quimicos como la tectoquinona y naftoquinona, ambos
compuestos aromaticos del grupo de las antraquinonas o quinonas naturales y, ademas,
en el duramen estan presentes sustancias como aceites esenciales, compuestos
fendlicos e hidrosolubles, taninos, gomas, resinas y todas estas en alta toxicidad

microbiana (Berrocal y Rojas., 2006 citado por Miranda y Quifionez., 2018).

En este trabajo se observd, que los ensayos de inhibicién y pruebas de concentracion
letal media (CLso) en A. salina, que los extractos diclorometanicos ejercieron mayor efecto
biologico sobre el modelo, también, mayor efecto inhibitorio y efecto citotoxico,
respectivamente, autores como Bhat y Khalil (2010), describieron que el extracto
diclorometanico proveniente de teca, tuvo mayor efecto actividad antifiUngica, ademas, se
encontraron diferentes quinonas en extractos obtenidos de duramen de T. grandis,

evidencia apoyada por estudios cromatograficos como GCMS y HPLC.

Asimismo, los resultados mostraron la importancia de la composicion de los extractos
contra los hongos de la pudricion blanca, particularmente 1,4-Napthoquinona se encontré

como compuesto bioactivo para la inhibicion del hongo Phanerochaete chrysosporium.

Esto puede dar explicacion o fundamento del porque estos extractivos diclorometanicos
fueron los de mayor efecto bioldgico sobre los ensayos realizados, tomando en cuenta
gue, en este trabajo no se plante6é como meta el realizar algun analisis para identificar y
cuantificar que componentes se encuentran en los extractos crudos, ya que en la
actualidad se encuentran bien identificados en la literatura, y gracias a ello, podemos

inferir que compuestos estan presentes de acuerdo al solvente utilizado.

Por otra parte, también se debe sefialar que la acumulacién de compuestos involucrados
en la actividad antimicrobiana no es homogéneo en el tejido vegetal, es decir,
Lukmandaru (2015) concluy6 que la edad y posicion radial del arbol afecta el contenido
de extractivos, ademas los solventes utilizados en la extraccion también influyen, ya que
la polaridad del solvente tendra un efecto de afinidad y acumulacion sobre el mismo, es
decir, al utilizar hexano para la extraccion se obtiene mayor cantidad de quinonas,
también se ha demostrado que madera joven de teca ya presenta una interesante

acumulacién de compuestos como tectoquinona, desoxilapachol e isodesoxilapachol.
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Lukmandaru (2015) sugiere que la mezcla entre acetona y metanol, ademas, del método
de bafio en frio empelado por los citados, es mas preciso que la extraccion Soxhlet para
la obtencién de desoxilapakol, lapakol y tektokinona. Sumthong et al., (2008) con un
sonicador aislaron desoxilapacol, tectoquinona, 2 hidroximetilantraquinona, 3 -OH-
desoxiisolapacol, hemitectol y tectol se aislaron del extracto de CHCI3-MeOH (1:1) de
aserrin de Tectona grandis. Viana et al., (2003) obtuvieron lapachol proveniente de
Tabebuia avellanedae con un procedimiento de extraccion con CO2 supercritico (SFE).
Qadariyah et al., (2019) sugieren como solvente ideal el etanol para la obtenciéon de
extractos derivados de Lawsonia Inermis L. (lawsona) con el método EAU. De acuerdo
a Dulo et al., (2021) las mezclas alcohdlicas son los disolventes sugeridos para la
obtencion de antraquinonas y naftoquinonas, ademas refieren que el método idoneo para
la extraccion de estos compuestos es la extraccion Soxhlet, incluso otros autores sefialan
lo dltimo mencionado. En este trabajo no se utilizaron mezclas alcohdlicas como
solventes, y solo un método de extraccion (Soxhlet), a pesar de ello, obtuvimos resultados
esperados como el mayor porcentaje de inhibicion sobre G. trabeum con los extractos
obtenidos con el diclorometano. Debido a que algunos compuestos obtenidos en estos

extraibles tengan una ligera afinidad por el solvente empleado.

El xil6fago G. trabeum mostré uno de los mayores porcentajes de inhibicion bajo los
extractos diclorometanicos. Autores como Sumthong et al.,, (2008), aislaron los
compuestos  desoxilapacol, tectoquinona, 2-hidroximetilantraquinona,  3-OH-
desoxiisolapachol, hemitectol y tectol, obtenidos de madera de aserrin de Tectona
grandis, asimismo, encontraron que el compuesto deoxylapachol inhibié hongos de
pudricién parda G. sepiarium CBS 353.74 y G. trabeum CBS 318.50. También se
encontré que la 1,4-naftoquinona y 1,4-naftohidroquinona impidieron el crecimiento de
los mismos hongos de la pudricion. Sin embargo, compuestos como la antraquinona
aislada no mostraron inhibir el crecimiento de los organismos ensayados. Demostrando
que los extractos diclorometanos contienen los compuestos con mayor actividad
inhibitoria del crecimiento fungico. Las naftoquinonas, se caracterizan, como todas las
quinonas por presentar una elevada reactividad de los grupos carbonilos, lo que facilita

reacciones de tipo Redox aceptando uno o dos electrones, a partir de lo cual se generan
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radicales libres aniénicos (semiquinona) o dianiénico, lo que explicaria su alta actividad

biolégica (Leyva y Loredo 2015).

Las quinonas son compuestos organicos cuyas propiedades quimicas les permiten
interactuar con dianas biolégicas, mediante la formacién de enlaces covalentes y
actuando como agente transferente de electrones en reacciones de o6xido-reduccion
(Chinchilla et al., 2017). En la mayoria de los casos, la actividad biolégica de las
naftoquinonas se ha relacionado con sus propiedades de oxidacion-reduccion y acido-
base (Macias et al., 2013).

Las quinonas se oxidan a semiquinona, luego forman un intermediario radical que al
reaccionar con oxigeno molecular puede generar el anién superéxido, que a su vez
pueden producir peroxido de hidrégeno, en el proceso generan especies reactivas de
oxigeno que son las que causarian estrés oxidativo en el organismo (Rojas, 2015).
También, a partir del anion radical superoxido, ya sea por catalisis con metales de
transicion o reacciéon con H202 se generan radicales hidroxilos, los cuales son
extremadamente toxicos a los que se les atribuye la toxicidad de las quinonas. El H202
no es un radical libre, pero es una sustancia bastante reactiva por lo cual puede promover
la oxidaciéon de algunas moléculas, de esta manera el Oz y H202 se consideran las ROS
(Valavanidis et al., 2009). El desbalance entre la formacion y remocién de ROS causa

dafio celular en acidos nucleicos, proteinas y membranas (Oliveira et al., 2017).

Las naftoquinonas son conocidas por alterar la funcidon mitocondrial e inhibicion de la
respiracion mediante la interferencia con el complejo citocromo bcl, ademas de promover
la generacion de ROS (Oliveira et al., 2012). La estimulacion de estrés oxidativo es
causada por un desequilibrio entre la formacion de especies reactivas de oxigeno, como
anion superoxido, peroxido de hidrégeno, radical hidroxilo, ademas la capacidad del
sistema bioldgico de reaccionar frente a estos agentes, que pueden causar incluso la
muerte celular. Los radicales de oxigeno pueden actuar con macromoléculas generando
peroxidacion de lipidos y desintegracion membranal, inactivacion de enzimas,
degradacion de ADN y mutagénesis. Estos argumentos pueden explicar del porqué de la
actividad biolégica sobre los aislados fungicos y los nauplios de A. salina, ya que se

observo una interesante actividad biolégica en estos ensayos bilégicos.
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En este trabajo, no es posible identificar el grado de toxicidad de los extractos obtenidos,
solo se consideran toxicos para el modelo A. salina, ya que es necesario ensayos con
poblacién mayor e incluso la utilizacion de otros modelos bioldgicos para determinacion
citotdxica, no obstante, los ensayos realizados sobre Artemia salina también son base
para futuras investigaciones y trabajos en busqueda de compuestos anticancerigenos y
antitumorales, autores como Khan y Mlungwana (1999) aislaron 5-hidroxilapachol junto
con los constituyentes conocidos lapachol, dehidro-alfa-lapachona, metilquinizarina y
escualeno, en donde se encontré que eran citotoxicos para Artemia salina, con una CLso
de 5 ppm, sin embargo en este trabajo la CLso mas baja fue de 37.6 pg/mL (que esto es
igual a 37.6 ppm) con los extractos diclorometanicos, esto sugiere que dichos extraibles
son menos citotoxicos en comparacion a los autores anteriormente mencionados,
ademas estos concluyeron que los compuestos aislados son buenos candidatos para
investigaciones posteriores con el proposito anteriormente mencionado. A diferencia de
los preservantes a base de metales pesados y/o inorganicos, su toxicidad es conocida y
difiere a estas nuevas alternativas, también se sabe que son cancerigenos, contrario a

los extractos de origen vegetal que se sabe que son anti-cancerigenos.

Por otra parte, es necesario comentar que la identificacién taxonémica empleada en este
trabajo no es de caracter definitivo, se sabe que tiene fuertes limitantes debido a la
estrategia metodologica, es decir, el uso de oligonucledtidos a pesar que es la indicada,
también resulta insuficiente debido a pequefa fraccion de pares de bases que utiliza
(menor a 350). Ademas, hacen falta una mayor cantidad de trabajos de los organismos
estudiados que enriquezcan la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information) para que las homologias sean més certeras. A pesar de ello, se identifico
gue la homologia de los aislados UM-2(7), UM-G1, UM-4(9), UM-A4, y UM-A5
corresponden al género Aspergillus. La mayoria de las especies del género Aspergillus
son hongos filamentosos saprofitos que desempefian un papel esencial en la
degradacion de la materia organica, su habitat natural es el suelo donde sobreviven y se
desarrollan sobre materia en descomposicion (Klich, 2002). Este argumento refuerza el
resultado de las secuencias, estos asilados fueron tomados en campo, es decir en el

medio ambiente reportado.
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Especificamente, organismos como A. niger y A. terreus se sabe pueden causar
aspergilosis en humanos inmunocomprometidos (Kriengkauykiat et al., 2011; Latgé, 2001
citados por Frias de Leon et al., 2014). Segun Perrone et al., (2011) Aspergillus niger
también es causante de la pudricion negra en uva y producir toxinas provenientes de
granos de café. El estado de A. awamori se ha revisado varias veces con varios
sinbnimos, es decir, A. pseudoniger o A. pseudocitricus (Mosseray 1934), A. usamii
(Sakaguci et al.,, 1951) y A. niger var. awamori (Al-Musallam 1980) también ha sido
tratado como sinénimo de A. niger por Samson et al., (2004). En este trabajo, la
homologia de la cepa UM-4(9) corresponde ha A. awamori, estos antecedentes
asociados a caracteristicas morfolégicas de crecimiento en el cultivo del asilado,

corresponde a esta variacion o sinonimia.

Otros autores como Diaz et al., (2020) menciona que la cepa Aspergillus niger LBM 134
aislada de madera en putrefaccion de bosque lluvioso, es considerada un hongo de
pudricién blanda, responsable de la formacion de cavidades (pudricion blanda tipo 1) y la
erosion (tipo 1) y también detectada en madera arqueoldgica, especialmente de
ambientes terrestres (Blanchette, 2000; Susi et al., 2011; Hamed, 2013, citados por
Goffredo et al., 2017). También, Hammed (2013) concluy6 que los hongos de pudricién
blanda (A. niger y P. chrysogenum) pueden descomponer la madera del suelo en
condiciones de laboratorio. La madera enterrada en suelo es rapidamente degradada por
microorganismos, ya que organismos de pudricion blanda toleran un bajo contenido de

humedad y pueden causar severo dafio a muestras de madera.

Por su lado, se encontrd que el aislado UM-E2 (Macrophomina) de acuerdo a Mufioz-
Cabafias (2004) es un patégeno distribuido mundialmente que tiene como hospedantes
a mas de 500 especies de plantas y pertenece a la clase Deuteromycetes. M. phaseolina
ataca al frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) y ocasiona la enfermedad conocida como
‘pudricion carbonosa”. En México, el hongo se ha detectado en regiones aridas,
subtropicales y tropicales (Mayek-Pérez et al., 2001), es un hongo que muestra amplia

variabilidad morfologica, fisiolégica, patogénica y genética.

El aislado UM-E2, su morfologia y caracteristicas macroscopicas son similares a lo

reportado por Mmbaga et al., (2018), este microrganismo aislado de la corona y raices
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del arbol Cornus florida L. También evaluaron la patogenicidad en este arbol, M.
phaseolina causo dafio necrético en todas las plantulas de esta especie, incluso
demostraron que puede causar crancos o lesiones en los tallos que aumenta la
vulnerabilidad de que insectos ataquen esta especie. En medio nutritivo PDA presenta
caracteristicas como ser de color marrén y liberar metabolitos que oscurecen el medio de
cultivo. Esta informacion corresponde a lo visto en nuestro laboratorio, lo cual fortalece la
idea que se trate del mismo organismo, ya que también Singh (2008) evaluo la actividad
antagonista de Bacillus sibtilis BN1 sobre M. phaseolina, concluyo que aislado BN1
exhibié buena actividad inhibitoria el crecimiento de M. phaseolina. En este trabajo, el
aislado UM-E2 fue encontrado de arboles derribados, aunado a los antecedentes y las
caracteristicas morfologicas, refuerzan la homologia de la secuenciacion (Younas et al.,
2018).

Por otro lado, las caracteristicas y condiciones de recoleccién de la cepa UM-D1 son
similares a las que describe Zaremski et al., (2014), en su trabajo aislaron e identificaron
Marasmius alliaceus, y realizaron una colecta de 101 cuerpos fructiferos de hongos en el
sitio del bosque de Paracou en la Guayana Francesa. De esos 101 hongos, 72 fueron
identificados por BLASTn. Los hongos se eligieron frescos y buen estado en madera
muerta (alrededor de 43), en arboles en pie (alrededor de 15) o en las hojas de los arboles
(alrededor de 15). Los cuerpos fructiferos se recolectaron del sitio del bosque de Paracou
durante la estacion humeda caracterizada por los frecuentes y fuertes lluvias. La
humedad relativa promedio fue superior al 90% y la temperatura del aire alrededor de
28°C, con el propdsito de mejorar la clasificacion mediante la integracion de nuevos datos
que resaltarian la importancia de ciertos rasgos de estos hongos y proporcionar una
comprensiéon mas clara de como se organiza la biodiversidad de los hongos de los
ecosistemas forestales de la Guayana Francesa, en particular los que causan pudricion
de la madera por podredumbre blanca, parda o blanda. De igual manera, Konuk et al.,
(2005) afirma que Marasmius alliaceus fue recuperada sobre ramas muertas de Fagus,
también reportod 80 especies de hongos en descomposicion de madera. De estos, 25 se
recuperaron de arboles coniferos, 51 de latifoliadas y 3 de latifoliadas o coniferos y uno
de hojarasca. Este organismo podria catalogarse como un hongo saprofito, ya que ha

sido recolectado también de madera derribada. En este estudio fue descrito el sitio de
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colecta y, ademas, fue parte de nuestra gama de cepas sometidas a ensayos de
inhibicién, estos resultados pueden ser bases para nuevas investigaciones sobre este
género y especia, si realmente es un hongo involucrado en el deterioro de la madera o
solo se trata de un microrganismo en busqueda de sustratos de materia en
descomposicion. En el caso de Umbilicaria freyi, Sancho et al., (1991), argumentaron que
este genero es puntual en zonas montafiosas, de forma similar en este trabajo, este
organismo aislado proviene de las faldas del cerro del Quinceo, no obstante, la
informacion sobre estos dos Ultimos géneros y especies es escasa, esto sugiere a realizar

mas indagaciones sobre estos organismos y su relacion con la madera.

Sin duda alguna, con el desarrollo de esta investigacion nos damos cuenta que existe
poca informacion acerca de los organismos fungicos que habitan nuestro entorno
(principalmente el estado de Michoacan y pais), sobre aspectos basicos ecoldgicos,
habitat, interacciones e inclusive una clasificacion taxonémica elemental. Por esta razon
debemos insistir en profundizar y ampliar el desarrollo de investigaciones en esta linea

del conocimiento.

10 CONCLUSIONES

- En efecto, el duramen es rico en metabolitos secundarios o llamados extractivos.
- Los extractos tienen un efecto sobre el crecimiento sobre los aislados fangicos.

- Los porcentajes de inhibicién pueden depender de la concentracién de extracto sobre

cada cepa.

- Las moléculas que se encuentran en los extractos crudos, pueden generar estrés

oxidativo, lo cual puede causar alteraciones en el metabolismo.

- Diversos autores mencionan que hay mejores métodos de extraccion incluso reportan

gue solventes como alcoholes son los recomendados para extracciones.

- Los extractos crudos de teca, y de otras especies arboreas, pueden ser alternativas
para control de plagas, como lo son en este trabajo, hongos que no solo promueven la

degradacion de la madera, por ejemplo, otras especies del género Aspergillus y
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Macrophomina, que no solo degradan medra, también plantas y cultivos, y sobre todo
qgue puede significar pérdidas econdmicas y ecoldgicas, ademas una nueva alternativa

para sustituir fertilizantes de origen no organico.

- Los extractos diclorometanicos mostraron mayor actividad biologica sobre las Artemia

salina, y sobre algunos aislados fungicos como en el caso de G. trabeum.

- Los extractos o en este caso las quinonas en los extractivos crudos, actdan en sinergia
y para ellos es necesario una CG-MS para su diferenciacion y cuantificacion, y ademas

se sugiere una separacion de componentes.

- Los extractos diclorometanicos fueron los que mayor efecto citotoxico ejercieron sobre
A. salina, pero se sugiere realizar mas ensayos para determinar su potencial toxico en
otros modelos biolégicos, ademas, esto puede base para realizar pruebas de

citotoxicidad sobre células cancerigenas.

- El aserrin de teca también se puede extraer los componentes para su estudio, analisis

e investigacion, para asi evitar talas de otros arboles.
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