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RESUMEN

La madera es un material organico, heterogéneo que consta de distintas células,
moléculas y sus principales componentes quimicos son: lignina, celulosa y
hemicelulosa. Debido a su composicion quimica, la madera es susceptible al
ataque de diversos organismos xiléfagos: bacterias, insectos y hongos. En la
actualidad para preservar la madera se utilizan diversos compuestos téxicos para
el hombre y el medio ambiente. En este trabajo se evaluo6 el efecto del compuesto
dimetilhexadecilamina (DMHDA) como tratamiento preventivo al dafio ocasionado
por Trametes versicolor en la madera de Pinus sp. En un sistema in vitro, se
expuso el hongo T. versicolor a diferentes concentraciones del compuesto
DMHDA 50, 150 y 450 pM, obteniendo informacion sobre el diametro de
crecimiento de micelio, actividad lacasa y celulolitica, ademas, bajo estas
condiciones experimentales se utilizé el microscopio electronico de barrido (MEB)
para revisar detalles morfolégicos del organismo. Por otro lado, se llevé a cabo el
experimento de “Soil Block Test” utilizando probetas de Pinus sp. previamente
impregnadas con una mezcla DMHDA-aceite de linaza crudo y doble cocido. El
crecimiento de T. versicolor expuesto a la DMHDA tras 60 dias, mostré6 un
comportamiento dosis dependiente de la concentracion, también, el analisis de
MEB revel6 que la morfologia y densidad micelial se afectd en los tratamientos
con DMHDA, mostrando un engrosamiento y formacion de pliegues morfologicos
atipicos. De igual manera el efecto antifungico del compuesto DMHDA se pudo
apreciar en la actividad enzimatica lacasa de T. versicolor. En cuanto a las
probetas de Pinus sp. expuestas a T. versicolor se observé tamponamiento en la
estructura celular del hongo. La mezcla DMHDA-aceite de linaza doble cocido
mostré una menor pérdida de peso respecto al control. En conclusion, el
compuesto DMHDA a mayor concentraciéon presenté efecto antifungico. El ensayo
Soil Block Test, la mezcla DMHDA-aceite de linaza doble cocido mostr6 menor

pérdida de masa, aunque no hubo diferencia con el control.

Palabras clave: xil6fagos, Trametes versicolor, preservacion de madera, aceite de

linaza, dimetilhexadecilamina.



ABSTRACT

Wood is a heterogeneous organic material that consists of different cells,
molecules and its main chemical components are: lignin, cellulose and
hemicellulose. Due to its chemical composition, wood is susceptible to attack by
various xylophagous organisms: bacteria, insects and fungi. Currently, various
compounds that are toxic to humans and the environment are used to preserve
wood. In this work, the effect of the compound dimethylhexadecylamine (DMHDA)
was evaluated as a preventive treatment for damage caused by Trametes
versicolor in the wood of Pinus sp. In an in vitro system, the fungus T. versicolor
was exposed to different concentrations of the compound DMHDA 50, 150 and 450
MM, obtaining information on the diameter of mycelium growth, laccase and
cellulolytic activity, in addition, under these experimental conditions the scanning
electron microscope (SEM) to review morphological details of the organism. On the
other hand, the “Soil Block Test” experiment was carried out using specimens of
Pinus sp. previously impregnated with a mixture of DMHDA-raw and double-
cooked linseed oil. The growth of T. versicolor exposed to DMHDA after 60 days
showed a dose-dependent behavior of the concentration. Also, the SEM analysis
revealed that the mycelial morphology and density was affected in the treatments
with DMHDA, showing a thickening and formation of atypical morphological folds.
Likewise, the antifungal effect of the compound DMHDA could be seen in the
laccase enzymatic activity of T. versicolor. As for the specimens of Pinus sp.
exposed to T. versicolor, buffering was observed in the cellular structure of the
fungus. The DMHDA-double cooked linseed oil mixture showed less weight loss
compared to the control. In conclusion, the compound DMHDA at a higher
concentration presented an antifungal effect. In the “Soil Block Test”, the DMHDA-
double cooked linseed oil mixture showed less mass loss, although there was no

difference with the control.

Key words: xylophages, Trametes versicolor, wood preservation, linseed oil,

dimethylhexadecylamine,



1. INTRODUCCION

La madera es un material organico y heterogéneo, que consta de distintas células
y moléculas; tienen diversas funciones en el arbol (Schwarze, 2007). Material que
ha sido explotado por los seres humanos a lo largo de la historia; en edificacion,
fabricacion de muebles, produccion de diferentes derivados; es de mucha
importancia y es el unico material utilizado en la construccion que se pueden
plantar (Ramage et al., 2017). Sus principales componentes quimicos es la
celulosa, hemicelulosa y lignina; a través de enlaces de hidrogeno interaccionan

con el agua, que estan presente en el material (Thybring et al., 2022).

La lignina es un heteropolimero muy complejo en su estructura molecular y se
compone principalmente de tres monomeros: alcohol p-cumarilico, alcohol
sinapilico y alcohol coniferilico; es el material mas numeroso en el mundo después
de la celulosa; el porcentaje (lignina) es diferente para cada arbol (Suota et al.,
2021; Britannica, 2022). De modo que, la lignina es un recurso de origen natural
de mucho interés para la humanidad, se aprovecha en la fabricacion de sustancias
quimicas y derivados; es utilizada para la disminucion de contaminantes

ambientales y almacenamiento de bioenergia (Erfani et al., 2019).

En cuanto a la celulosa es el biopolimero mas abundante en la tierra, es un
polimero simple y su principal componente quimico es la union lineal de D-glucosa
formado a través de microfibrillas semicristalinas. La celulosa no puede
encontrarse por medio de monémeros, es a través de la relacion de las energias

de van der Waals y las uniones de hidrégeno (Klemm et al., 2005; Li et al., 2021).

Otro componente quimico importante de la madera es la hemicelulosa, forma parte
de los elementos de la pared celular de las plantas y se constituye a apartir de
polimeros; siendo sus principales mondmeros: D-glucosa, acido D-glucurdénico, D-

manosa, D-arabinosa y D-xilosa. La hemicelulosa de la madera podria sustituir los

U.M.S.N.H. 1



productos que son fabricados a partir de los derivados del petréleo; las ventajas
son amigable al medio ambiente, es un producto renovable y biodegradable
(Mamman et al., 2008; Huang et al., 2021; Rao et al., 2023).

Debido a su composicion quimica organica, la madera es expuesto a la
degradacion de agentes bidticos, entre los que se encuentran: bacteria, insectos,
barrenadores marinos y hongos de pudricion. Este ultimo, por medio de enzimas
degradan los principales componentes quimicos de la madera, modificando y
comprometiendo las propiedades fisico-mecanicas, quimicas y estéticas del

material (Janusz et al., 2017; Martin y Lopez, 2023).

Entre los xiléfagos de la madera mas importantes y perniciosos se tienen a los
basidiomicetos causantes de la pudricion café o marrén (Gloeophyllum trabeum,
Laetiporus sulfureus, Serpula lacrymans, Serpula lacrymans y Coniophora
puteana) capaces de degradar eficientemente los componentes de la madera (la
celulosa y hemicelulosa) mediante enzimas hidroliticas y oxidativas. Prefieren las
gimnospermas, hay indicios en algunas angiospermas y es la causa del mayor
numero de deterioro de los arboles lefiosos (Carrillo et al.,2014; Bari et al., 2015;
Presley y Schilling, 2017; Benitez et al., 2021).

Por su parte, los ascomicetos causantes de la pudricion blanda (Chaetomium
globosum, Monodictys putredinis, Hypocrea muroiana, Cryphonectria parasitica,
Fusarium oxysporum, Cadophora malorum, Cadophora cluteo-olivacea,
Cadophora fastigiata y Trichoderma sp. WF29) tienen la capacidad de
establecerse en la pared celular de la madera, descomponiendo principalmente la
celulosa, degradan la estructura molecular de la lignina y causando el
blanqueamiento color caracteristico de la celulosa (Blanchette et al., 2004; Liers
et al., 2011; Maroof et al., 2022).

Entre los hongos de la pudricion blanca se encuentran principalmente los

basidiomicetos y algunos ascomicetos (Trametes versicolor, Trametes hirsuta,

U.M.S.N.H. 2



Schizophyllum commune, Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium,
Irpex lacteus WF36 y Lentinus edodes (Patel et al., 2020; Tovar et al., 2018;
Maroof et al., 2022). Son los uUnicos organismos que tienen la capacidad de
degradar los tres componentes quimicos (lignina, celulosa y hemicelulosa) de la

madera (Rodriguez, 2017).

Uno de los hongos mas estudiada en los ultimos afios es Trametes versicolor, de
acuerdo a las investigaciones tienen multiples aplicaciones en el area: de la
medicina, biotecnologia y ambiental. Del hongo se obtienen dos polisacaridos PSP
y PSK tienen la capacidad de provocarles dano a las células cancerigenas y hay
indicios de liberar el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), involucrado en el
deterioro de las células daninas (Cérdoba y Rios, 2012; Habtemariam, 2020). El
hongo T. versicolor tienen dos mecanismos de accion para la degradacion de la
madera; de forma simultanea descompone todos los componentes quimicos y de
forma selectiva degrada de preferencia la lignina, seguida de la celulosa y

hemicelulosa (Martinez et al., 2005).

Actualmente para prolongar la vida util de la madera ante el ataque de
microorganismos; se utilizan compuestos quimicos entre los que se encuentran la
creosota y en algunos paises se utilizan para tratar madera para durmientes
ferroviarios y postes de servicios publicos. Los productos organicos oleosolubles:
naftenatos, pentaclorofenol, pentaclorofenol de sodio, oxido tributil stannico y
quinolinolato de cobre. De igual manera podemos encontrar los productos
inorganicos sales multiples, arsénico cobre-amoniacales (oxido cuprico y arsénico
en forma de oxido arsénico, mezclados en amoniaco), cupro cromo arsenicales,
cupro cromo béricas (cobre-boro-cromo) compuestos de boro (De Fuentes, 1998;
ATSDR, 2002).

Uno de los preservantes quimicos utilizados es el “Arseniato de Cobre Cromatado

(Sales CCA)”, a partir de enero de 2004, la Agencia de Proteccién Ambiental de

los Estados Unidos (EPA), restringié la madera tratada con las sales CCA
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empleada para la contruccion de vivienda; con el paso del tiempo lixivian
compuestos toxicos, con impactos principalmente en el medio ambiente, la salud
humana y animal (Morais et al., 2021; EPA, 2023). También la creosota contiene
hidrocarburos aromaticos policiclicos, es un peligro en la salud de los seres vivos;
al estar en contacto de forma constante, se puede padecer de diferentes tipos de
problemas: la piel, el colon, sistemas reproductivos y érganos internos (Mallah et
al., 2022). Otra de las sustancias quimicas utilizadas es el pentaclorofenol, tienen
consecuencias peligrosas en la salud humana, modifican las funciones
reproductivas, hay indicios que es cancerigeno y causa alteraciones en el ADN de

los seres vivos (Morales y Pazos, 1998; Thota et al., 2022).

En contra parte, en la actualidad existen tratamientos aplicados en la madera que
no representan un problema ambiental y/o salud humana, por ejemplo, entre los
mas populares se tiene el “tratamiento térmico”. Una de las ventajas; no se utilizan
productos quimicos en el proceso de fabricacién y no es perjudicial para el medio
ambiente. Ademas, existen estudios donde mencionan que el tratamiento térmico

mejoran las propiedades acusticas y la estabilidad dimensional de la madera; en

algunos casos disminuye las propiedades fisico-mecanicas (Won et al., 2012).

Recientemente, se ha demostrado que algunas bacterias producen compuestos
organicos volatiles (COV) con actividad antifungico (Xu et al., 2004; Zou et al.,
2007). Las bacterias como Bacillus sp. es capaz de producir metabolitos
secundarios antifungicos contra Fusarium sp. (Rojas-Badia et al., 2017; Salazar
et al., 2023). La bacteria Arthrobacter agilis UMCV2 emite un compuesto organico
identificado como dimetilhexadecilamina, tiene el potencial para el tratamiento
preventivo contra hongos xiléfagos de la madera (Orozco-Mosqueda et al.,
2015).

Por lo tanto, en este experimento se evaludo el efecto del compuesto

dimetilhexadecilamina en la madera de Pinus sp. como tratamiento preventivo al

dafo ocasionado por Trametes versicolor.
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2. ANTECEDENTES

Los agentes que degradan la madera se dividen en dos grupos: los bioticos
(hongos, insectos xil6fagos, bacterias y organismos marinos) y bidticos
(degradacion de la luz, agua, fuego, agentes quimicos). Entre los mas importantes
se encuentran los hongos xiléfagos (hongos de pudricion café, blanda y blanca).
Estos organismos representan un impacto muy importante en el material lefioso,
como fuente de alimentacién o para habitar en ella (Garrido, 2015; Martin y
Lopez, 2023).

Por lo tanto, para alargar la vida util de la madera se utilizan preservantes
quimicos, sales de cobre-cromo-boro y sales arseniato de cobre cromatado,
mejoran la resistencia a la degradacion de las termitas, hongos de pudricidn
blanca y blanda (Mora et al., 2006). La madera de Pinus taeda L. tratadas con
sales arseniato de cobre cromatado, al estar expuesto a los hongos xilofagos:
Pycnoporus sanguineus, Laetiporus, sulphureus, Plerotus sajor-caju, Ganoderma
applanatum, Glophyllum sp. resistié al ataque de los microorganismos (Bobadilla
et al., 2007). En un estudio realizado por Encinas y (2003), nos mencionan que
las sales de arseniato de cobre cromatado impregnadas en la madera de Pinus
caribaea var. hondurensis, Pterocarpus acapulcensis y Tabebuia serratifolia

inhiben el desarrollo de los hongos de pudricién café y blanca.

Existen tratamientos aplicados en la madera que no representan un problema
ambiental; ademas mejora la resistencia contra la degradacion de los organismos
xiléfagos; le proporciona estabilidad dimensional al material y sufren alteraciones
en la composicién quimica (Boonstra et al., 2008; Candelier et al., 2016). El
tratamiento térmico de la madera de abeto al estar expuesto a los hongos de
pudricion café Serpula lacrymans y pudricién blanca Trametes versicolor sufren
modificaciones en su composicion quimica (lignina, celulosa y hemicelulosa) y
esta relacionada con la pérdida de masa provocada por los organismos xil6fagos
(Vidholdova et al., 2022). La madera de pino silvestre con tratamiento térmico

incrementa la durabilidad contra el ataque de Coniophora puteana, Poria placenta

U.M.S.N.H. 5



y Coriolus versicolor (Boonstra et al., 2007). La madera Pinus nigra L. y Populus
sp. con tratamiento térmico 180 °C y 200 °C, mejoran la resistencia al estar
expuesto a los hongos Coniophora puteana, Oligoporus placenta y Trametes
versicolor (Vega et al., 2022). La madera de bambu tratada térmicamente a una
temperatura 140 °C, sufren modificaciones en su composicion quimica y se
mejoran la resistencia al estar expuesto a los hongos de pudricion café Postia

placenta y Gloeophyllum trabeum (Brito et al., 2020).

Por otro lado, los extraibles de la madera (canela) Cinnamomum zeylanicum
tienen efecto antifungico en el crecimiento micelial de los hongos de pudricion
blanca y café (Valcorte et al.,, 2020). Los aceites esenciales de los citricos
impregnados en la madera de conifera; inhiben el desarrollo de los hongos
cromogenos identificados como: Alternaria sp., Hypocrea sp., Trichoderma sp. y
Geosmithia sp.; mediante sus propiedades quimicas (Martinez et al., 2022). El
aceite de Azadirachta indica (neem) impregnada en la madera Ceiba pentandra le

proporciona resistencia contra los hongos xil6fagos (Souza et al., 2020).

Por otro lado, mediante un analisis cromatografico de perfil de compuestos
volatiles se encontr6 que  Arthrobacter agilis UMCV2  produce
dimetilhexadecilamina; promueve el desarrollo de la estructura radical de la planta,
les sirve de defensa contra patdégenos, responsable de la percepcién de quérum
(QS) y la asimilacion de micronutrientes en la planta (Velazquez-Becerra et al.,
2011; Véazquez-Chimalhua et al., 2021; Chavez-Moctezuma et al., 2022). En
otro trabajo realizado por Herndndez-Soberano et al., 2023 nos mencionan, que
el compuesto DMHDA tienen efectos sobre el crecimiento de la planta y defensa
contra patdgenos a través de la sefalizacion del acido jasmonico y etileno. El
compuesto dimetilhexadecilamina aumenta el porcentaje de germinacién de
aquenios de fresa, promueve el desarrollo de las plantas y las protege contra los

patdbgenos comunes de los cultivos agricolas (Hernandez-Soberano et al., 2021).
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La dimetilhexadecilamina (CHs (CH2)4aCH2N (CHs)2) es un aminolipido que tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento de Botrytis cinerea, uno de los patégenos
fungicos con extensa distribucién, asi como Phytophthora cinnamomi (Velazquez-
Becerra et al., 2013). Los COV comerciales: dimetilhexadecilamina,
dimetiltetradecilamina, dimetildodecilamina, dimetildecilamina, dimetiloctilamina,
dimetilbutanamina tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento hongos
xiléfagos de la madera Hypocrea sp. y Fusarium sp. (Orozco-Mosqueda et al.,
2015). La dimetilhexadecilamina estandar comercial inhibi6 completamente el
desarrollo de B. cinirea y P. cinnamomia mostrando un potencial inhibidor mayor
que el captan.y que podria utilizarse A. agilis UMCV2 como alternativa para el

control de organismos patégenos (Velazquez-Becerra et al., 2010).

De mismo modo, la cepa de Bacillus amyloliquefaciens WS-10 es capaz de
producir compuestos antimicrobianos, genes que codifican lipopéptidos como la
fengicina, iturina, surfactina, bacilamicina D y policétidos; diffidina, bacilicina,
bacilibactina, bacillaeno, con una fuerte actividad antifungica contra enfermedades
del tabaco (Ahmed et al., 2022). El aislado de Bacillus subtilis CF-3 tiene la
capacidad de producir metabolitos secundarios identificados como benzotiazol,
anizol y 3-metilbutanal que reprimen el desarrollo de dos patdgenos de interés
agricola Colletotrichum gloesporoides y Monilinia fructicola en condiciones in vitro
(Gao et al., 2018). La bacteria Pseudomonas aurantiaca ST-TJ4 emiten COV de
diferentes caracteristicas, entre el mas destacado se encuentra: 1-Nanonal, a
partir de 10 yL reprimio en su totalidad el crecimiento de Verticillium dahliae (Ni et
al., 2022). Bacillus methylotrophicus BCN2 y B. thuringiensis BCN10 emiten COV
que inhiben el desarrollo de los fitopatogenos de interés agricola (He et al., 2020).
Aislado de Bacillus atrophaeus emite compuestos organicos y acidos grasos que
tienen actividad antifungica contra hongos de pudriciéon blanda Curvularia lunata,

Fusarium oxysporum, Aspergillus awamori y Penicillium sp. (Korany et al., 2023).

La cepa de la bacteria Bacillus mojavensis 14 libera compuestos organicos

volatiles que impide el crecimiento de microorganismos patégenos como Fusarium
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vertillioides, F. graminearum, Rhyzoctonia solani y estimula el desarrollo de las
plantas de Arabidopsis sp. (Ghazala et al., 2022). El aislado de Pseudomonas
tolaasii libera COV (metanotiol, dimetil disulfuro y 1-undeceno); reprime el
desarrollo micelial de los hongos Pleutorus ostreatus y P. eryngii en condiciones in
vitro (Lo Cantore et al., 2015). Las bacterias producen metabolitos secundarios
como la dimetilhexadecilamina y 2,4-Di-ter-butilfenol; tienen efectos antifungicos y
posiblemente una opcion a los preservadores convencionales de la madera
(Garcia-Ortiz et al., 2018). El aislado de Bacillus sp. produce metabdlicos
secundarios, al impregnar en la madera de Pinus pseudostrobus inhibe el

crecimiento micelial de hongos de pudricién (Garcia-Ortiz et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION
En la actualidad el uso de compuestos quimicos para impregnar la madera, debido
a su toxicidad que presenta al medio ambiente, es necesario realizar estudios con
otras sustancias amigables al medio ambiente y/o salud humana. La
dimetilnexadecilamina es un compuesto organico que podria ser una alternativa
para el tratamiento preventivo ante el ataque del hongo Trametes versicolor en la

madera Pinus sp.
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4. HIPOTESIS
El compuesto dimetilhexadecilamina en tratamiento con aceite de linaza inhibe el

crecimiento del hongo Trametes versicolor.

U.M.S.N.H.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto del compuesto dimetilhexadecilamina como tratamiento
preventivo al dafio ocasionado por Trametes versicolor en la madera de

Pinus sp.

5.2 Objetivos especificos

+ Probar el efecto in vitro de las diferentes concentraciones del compuesto
dimetilhexadecilamina en el crecimiento de T. versicolor

+ Evaluar la absorciéon de la mezcla dimetilhexadecilamina-aceite de
linaza impregnadas en las probetas de Pinus sp.

+ Ensayar la pérdida de masa de las probetas de Pinus sp. después de 4

meses de exposicidon en T. versicolor
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material de estudio

La madera de Pinus sp. provinieron de un bosque ubicado en la comunidad de
Ichaqueo municipio de Morelia Michoacan, México (UTM 14Q 275505.56m Este y
2165602.14m Norte).

6.1.1 Material biolégico
El hongo xiléfago Trametes versicolor se obtuvo en el laboratorio de microbiologia
de la madera (ver Fig. 1) (FITECMA-UMSNH).

Claudia Garza/CONABIO

Figura 1. El crecimiento de T. versicolor en su medio natural (a), y en condiciones

in vitro (b) en medio Agar Papa Dextrosa (PDA).

6.1.2 Compuesto dimetilhexadecilamina

El compuesto dimetilhexadecilamina (Figura 2) se obtuvo de la casa comercial
Sigma-Aldrich México (40460-100ML), CAS: 112-69-6. Se mantuvo a 4 °C y se

disolvid con etanol antes de utilizarlo.

CHs

N
CHa(CH2)14CHs™ "CHa

Figura 2. Formula quimica del compuesto dimetilhexadecilamina (DMHDA).
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6.1.3 Medios de cultivos

Como medio de cultivo para el experimento se utilizé agar papa dextrosa (PDA)
(Reactivos Quimica Meyer BD Bioxon Modelo BD211900). Para el experimento de
medio liquido polipeptona CAS (Reactivos Quimica Meyer “DIBICO” Catalogo
2007-E).

6.1.4 Microscopio Electronico de Barrido

Se utilizé el microscopio electronico de barrido (MEB) marca JOEL modelo

JSM6400 (Instituto de Investigacion en Metalurgicas y Materiales-UMSNH).

6.2 Efecto del compuesto DMHDA en diferentes concentraciones sobre el

crecimiento de Trametes versicolor

El efecto del compuesto DMHDA (estandar comercial Sigma CAS: 112-69-6) sobre
el crecimiento de T. versicolor se llevo a cabo el siguiente experimento: primero se
dejo crecer el hongo xil6fago en cajas de Petri con medio de cultivo agar papa
dextrosa (PDA) y se colocaron en una incubadora microbiolégica a 28°C durante 7
dias hasta su uso. Después, este mismo organismo se resembraron en medio
PDA disminuido al 25% (9.75 g/L de PDA y 11.25 g/L de agar bacteriol6gico)
adicionado con el compuesto DMHDA en diferentes concentraciones: control (sin
DMHDA), 50, 150 y 450 uM. Posteriormente cada una de las cajas Petri se
sellaron con Reynolds plastico fiim y se colocaron en una incubadora

microbiolégica a 28 °C.

Se realizaron experimentos de 8, 16, 30, 45 y 60 dias; se repitid 2 veces con 5
réplicas para cada tratamiento, teniendo las mismas condiciones. El diametro de
T. versicolor (Figura 3), se midié como parametro de inhibiciéon a consecuencia de
las diferentes concentraciones del compuesto DMHDA. Los datos obtenidos se

capturaron en una base de datos del programa EXCEL®.
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Figura 3. Diametro de Trametes versicolor.

Posteriormente, el hongo T. versicolor crecidos en una concentracion 450 uM de
DMHDA y el control se resembraron en medio PDA (100%), se colocaron en una
incubadora microbiolégica a 28 °C y se evaluaron a los 30 y 60 dias tomando en
cuenta el didmetro de crecimiento del organismo xiléfago. El experimento se
repitic 2 veces teniendo las mismas condiciones y con 5 réplicas para cada

tratamiento.

6.3 Micrografia de Trametes versicolor crecido en diferentes concentraciones
del compuesto DMHDA

La obtencion de la micrografia se realizé en el “Instituto de Investigacién en
Metalurgia y Materiales” (www.iim.umich.mx), utilizando un microscopio electrénico
de barrido (MEB, marca JOEL modelo JSM6400). El hongo T. versicolor se
crecieron en medio PDA disminuido al 25% y se le adiciono las diferentes
concentraciones de DMHDA (50 y 150 uM) y un tratamiento control (Sin DMHDA)
y se dejaron crecer en una incubadora microbiolégica a 28 °C durante 30 dias.
Para la parte microscopica se tomaron muestras de micelio de cada tratamiento en
la parte exterior e interior (Figura 4) de cada caja Petri; posteriormente a cada
muestra se le aplico un bafo de cobre durante 20 minutos, utilizando una
metalizadora Edwards y se observaron en dos objetivos 1000 y 3000x. Finalmente

se tomaron fotografias y se midieron el micelio de cada uno de los tratamientos.
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Interior Exterior

Figura 4. T. versicolor utilizado para la obtencién de la micrografia.

6.4 Determinacion cualitativa de la actividad lacasa de Trametes versicolor

con la adicion del compuesto DMHDA

Para conocer el efecto que tiene el compuesto DMHDA sobre la actividad
enzimatica de T. versicolor se evalud la produccion de lacasa en fermentacion
sélida con las siguientes concentraciones 150 yM y 300 yM (DMHDA) y un control
(sin DMHDA) mediante la reacciéon del acido 2,2’-azino-bis[3-etilbenzotiazolin-6-
sulfénico] (ABTS) en medio basal (LBM) con la siguiente composicidon
(g/L): KH2PO41.0; C4H12N20s 0.5; MgSO4.7H20 0.5; CaCl2.2H20 0.01; extracto de
levadura 0.01; CuS0O4.5H20 0.001; Fe(SOa4)3 0.001 y MnSO4 0.001. El medio LMB
se complementé con 0.1 % de ABTS y 1.6 % de agar, se esterilizdé en autoclave a
121 °C durante 15 minutos y se afiadié asépticamente un mililitro de una solucion
acuosa de glucosa al 20 % p/v esterilizada por separado a cada 100 ml de medio.
Posteriormente, el medio se transfiridé a cajas de Petri y se inoculd un propagulo de
5 mm de T. versicolor, después se incubaron las cajas Petri a 28 °C durante ocho
dias (Pointing, 1999; Xu y Yang, 2010). Se calculé el indice de potencia (IP)
utilizando la siguiente ecuacion (Ec. 1), se midio el didametro de la colonia (Figura
5) de T. versicolor y el didmetro del halo de oxidaciéon del ABTS (Chan et al.,

2016). Para este experimento se realizaron ocho replicas para cada tratamiento.

P = Didmetro del halo de oxidacién

Diametro de crecimiento del micelio

Ecuacion 1.
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Diametro de crecimiento

Diametro de halo de oxidacion

Figura 5. Actividad enzimatica de T. versicolor mediante la reaccion ABTS.

6.5 Determinacion cualitativa de la actividad celulolitica de Trametes

versicolor con la adicion del compuesto DMHDA

Para conocer el efecto que tiene la DMHDA sobre la actividad enzimatica de T.
versicolor se evaluo la produccién de enzimas celuloliticas (endoglucanasa y (-
glucosidasa) en fermentacion sélida con DMHDA 150 uM y DMHDA 300 uM y un
control sin la adicion de DMHDA. Para este experimento se utilizaron
carboximetilcelulosa (CMC) al 1% como fuente de carbono 10g/L, NH4Cl 1g/L,
(NH4)2S0O4 1g/L, CaCl2 0.4g/L, KH2PO4 0.1g/L, MgS0O4 + 7H20 0.1g/L,
agar-agar 13g/L). Se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 15 min.
Posteriormente el medio se transfirid a cajas de Petri y se inoculd un propagulo de
5 mm de T. versicolor, después se incubaron las cajas Petri a 28 °C durante ocho
dias. Los halos de degradacion fueron revelados con rojo congo al 0.1% y NacCl
0,1 M, se le agrego aproximadamente 3 mL de rojo congo y se dejaron actuar por
15 minutos en agitacidon y posteriormente se descartd el exceso y se le agrego
2mL NaCl 0.1 M por 15 minutos y se descarté nuevamente el exceso (Pointing,
1999). Finalmente se tomaron las medidas correspondientes del diametro de la
colonia de T. versicolor y el diametro del halo de oxidacion, con ambos valores se
calculé (Ec. 1) el indice de potencia (IP) dividiendo el diametro del halo de
oxidacién entre el diametro de crecimiento del micelio (Chan et al., 2016). Para

este experimento, se realizaron ocho replicas para cada tratamiento.
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6.6 Crecimiento de Trametes versicolor en medio liquido polipeptona CAS con

la adicién del compuesto DMHDA

En este experimento se utilizaron matraz de Erlenmeyer de 50 ml de capacidad
que contenian 30 ml del medio liquido polipeptona CAS, previamente esterilizados
en una autoclave a 120 -C durante 15 minutos. Los tratamientos quedaron de la
siguiente manera: a) Tratamiento 1 (medio de cultivo), b) Tratamiento 2 (T.
versicolor sin DMHDA), c) Tratamiento 3 (T. versicolor adicionado con 50 yM de
DMHDA), d) Tratamiento 4 (T. versicolor adicionado con 150 yM de DMHDA), e)
Tratamiento 5 (T. versicolor adicionado con 300 yM de DMHDA). A cada uno se le
adiciond un disco de micelio de T. versicolor (8 dias de crecimiento) de 5 mm de
diametro y se dejaron en agitacion. Se llevaron a cabo experimentos de 8, 15, 30,
45 y 60 dias y se mantuvieron en una incubadora microbiolégica a 32°C; con 3

réplicas para cada tratamiento (Tabla 1).

Cada uno de los tratamientos se homogenizaron en una mezcladora vortice,
posteriormente se tomaron muestras de 200 ul de cada tratamiento con 6 réplicas
y se analizaron en el espectrofotometro para microplacas (Multiskan ™ Go) a una

longitud de onda 595 nm y se analizaron los datos de: 8, 15, 30, 45 y 60 dias.

Tabla 1. T. versicolor crecidos en medio liquido polipeptona CAS

Experimentos Revolucién por minuto Horas
8 dias 130 192
15 dias 130 360
30 dias 130 720
45 dias 130 1080
60 dias 130 1440
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6.7 Pérdida de masa de la madera de Pinus sp. tratada con la mezcla

DMHDA-aceite de linaza expuesta a Trametes versicolor

6.7.1 Preparacion de las probetas de Pinus sp.

Para el ensayo se utilizaron probetas dimensionadas (Figura 6). de acuerdo a los
estandares AWPA 2003 (2.0 x 2.0 x 2.5 cm).
L

Figura 6. Probetas de Pinus sp.

6.7.2 Cultivo del hongo Trametes versicolor

Se utilizd hongo de la pudricion blanca T. versicolor proporcionada por el
laboratorio de microbiologia de la madera (FITECMA-UMSNH). Primero se inoculo
en medio PDA donde se mantuvo a una temperatura de 28°C en una incubadora
microbiolégica durante 8 dias.

6.7.3 Preparacion del sustrato

El sustrato suelo se esterilizdé 3 veces en autoclave (Aesa Modelo CV-300) a 120

°C durante 30 minutos y se trasladé a una campana de flujo laminar donde se
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depositaron en frascos de 320 ml con 100 g de sustrato, la cual se distribuyd de

manera uniforme.
6.7.4 Bloques de alimentacion de Trametes versicolor

Los bloques de alimentacion se utilizaron madera de Pinus sp. (2.0 x 2.0 x 0.5
cm), se esterilizaron en autoclave (Aesa Modelo CV-300) a 120 °C durante 30
minutos y se trasladaron en la campana de flujo laminar, donde fueron colocadas
dos piezas de madera (bloques de alimentacion) en cada frasco (Figura 7) y se
inoculo con T. versicolor a cada una de ellas. Finalmente se colocaron en una
incubadora microbiolégica a 28 °C (Felisa ®) y se mantuvieron durante 3 semanas
hasta su uso (AWPA 2003).

Figura 7. Bloques de alimentacién del hongo T. versicolor.

6.7.5 Montaje del ensayo Soil Block Test

Las probetas de Pinus sp. se le dio un tratamiento por inmersion simple durante 48
horas. Para diluir el aceite de linaza (50 %) se mezcl6é con trementina (aguarras) y
se utilizé la concentracion de 450 uM de DMHDA. Los tratamientos quedaron de la
siguiente manera: Tratamiento 1: Control (madera sin tratar); Tratamiento 2:

(madera impregnada con ALC 100%); Tratamiento 3 (madera impregnada con
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ALC al 50% ), Tratamiento 4 (madera impregnada con ALC 100%-450 uM de
DMHDA), Tratamiento 5 (madera impregnada con ALC 50%-450 uM de DMHDA),
Tratamiento 6 (madera impregnada con ALDC 100%), Tratamiento 7 (madera
impregnada con ALDC 50%), Tratamiento 8 (madera impregnada con ALDC 50%-
450 yM de DMHDA), Tratamiento 9 (madera impregnada con ALDC 100%-450 uM
de DMHDA) (Figura 8).

Figura 8. Probetas de Pinus sp. impregnadas durante 48 horas. a) DMHDA-aceite

de linaza crudo; b) DMHDA-aceite de linaza doble cocido.

Después de ser tratadas las probetas de Pinus sp. (Figura 9) se calculd6 la
absorcion (Ec. 2) se determiné utilizando la férmula (Avila-Calderon et al., 2012).

A= E2PD Eciacion 2

Donde:
A= Absorcién (kg/m?3)
P1= Peso inicial de la probeta antes del tratamiento (kg)

P2= Peso final de la probeta después del tratamiento (kg)
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V= Volumen de la probeta después del tratamiento (m?3)

Figura 9. Probetas de Pinus sp. después de ser impregnadas.

Posteriormente se colocaron las probetas de Pinus sp. dos en cada frasco (Figura
10) teniendo 6 réplicas para cada tratamiento y finalmente se dej6o en una
incubadora microbioldgica (Felisa ®) a 28 °C en obscuridad constante, durante 16
semanas (AWPA, 2003).

Probeta impregnada

Bloque de alimentacion
Micelio de Trametes versicolor

Sustrato

Figura 10. Montaje de las probetas de Pinus sp.
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6.7.6 Calculo de la pérdida de masa

Una vez trascurrido este periodo de tiempo, el dafio en las piezas de madera se
calculé de acuerdo a la pérdida de masa (Ec. 3) e internalizacion del micelio de
acuerdo a (AWPA, 2003).

_W1-w2

Pérdida de masa (%) = 1 X100 Ecuacion 3

W1= Masa acondicionada del bloque antes del ensayo

W>2= Masa condicionada del bloque después de la prueba

6.7.7 Cortes anatdémicos

Después de 4 meses de exposicion de las probetas de Pinus sp. se realizaron
cortes anatomicos en sentido transversal de cada uno de los tratamientos y se
llevaron acabo de la siguiente manera: a) las probetas se cocieron; b) se
realizaron los cortes de cada probeta ,c) se blanquearon con una solucién de
hipoclorito de sodio al 20 % durante 7 minutos, d) se lavaron con agua destilada
hasta eliminar por completo los residuos del blanqueador, €) se tifieron con azul
de astral por 12 horas para lograr un tefiido uniforme, f) se lavaron con alcohol al
60 % para eliminar el exceso de tinte, g) posteriormente se deshidrataron en
alcoholes graduales al 70, 80 y 96 %, por un tiempo de una hora, h) por ultimo, se
pusieron en alcohol absoluto por un tiempo de 5 minutos, posteriormente se
pasaron a una soluciéon de tolueno para aclararlos y pasar al montaje en

portaobjetos; finalmente se observaron el 10 y 40x (Guridi y Garcia, 2000).
6.7.8 Analisis estadistico
El analisis de los datos obtenidos en el experimento se sometié a un analisis de

varianza (ANOVA) de una via y una prueba de Tukey p< 0.05 con el programa

estadistico Stastica v7.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto del compuesto DMHDA en diferentes concentraciones sobre el

crecimiento de Trametes versicolor

Los resultados obtenidos en el experimento de 8 dias de crecimiento de T.
versicolor, presentaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El control alcanzé un promedio 9.2 cm en comparacion con el
tratamiento de 50 yM (DMHDA) con 2.3 cm, con 0.87 cm la concentracion de 150

MM y al adicionarle 450 uM inhibi6 crecimiento del organismo xil6fago.

El experimento de 15 dias se presento diferencias estadisticas significativas en los
tratamientos. El hongo T. versicolor (control) e igual que el experimento anterior
alcanzo un promedio de 9.2 cm, seguida de 50 uyM con 4.3 cm, 150 uM con

promedio 1.65 cm y la adicion DMHDA 450 uM presenta un efecto antifungico.

A los 30 dias el experimento se presentd diferencias estadisticas significativas,
presentando un comportamiento similar que los ensayos anteriores, el tratamiento
control se mantuvo con promedio de 9.2 cm y al aumentarle la concentracién a

450 uM inhibié por completo el desarrollo micelial del hongo.

En cuanto al experimento de 45 dias se presentaron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos con y sin la adicion del compuesto DMHDA. El
tratamiento control se mantiene con promedio 9.2 cm y la concentracién 50 uM de
7.65 cm. Al aumentarle la dosis a 150 uM alcanzo 5.95 cm, a una concentracion
450 yM de DMHDA no se desarrollé el hongo.

Finalmente, el experimento de 60 dias se presentd diferencias estadisticas entre
los tratamientos. Los resultados son similares a los reportados anteriormente, el
control con 9.2 cm y con 8 cm la concentracién 50 yM vy al triplicarle la dosis a150
MM con 5 cm y la a concentracién de 450 uM de DMHDA inhibié por completo el

desarrollo de T. versicolor (Figura 11). A mayor concentracion del compuesto
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DMHDA mayor se vio reflejado el efecto en el diametro de T. versicolor hasta

llegar a inhibirlo por completo.

En la figura 12 muestra las imagenes del hongo crecidas en las diferentes
concentraciones donde claramente se observa el efecto antifungico del compuesto
DMHDA. La concentracion 450 pM de DMHDA inhibi6 el crecimiento de T.
versicolor; al reinocular en medio PDA (100%) teniendo las mismas condiciones

(28 -C en una incubadora) no se desarroll6 después de 60 dias (Figura 13).

—o—Control

—o—50 yM DMHDA
150 yM DMHDA
450 yM DMHDA
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Figura 11. Diametro de T. versicolor crecidos en las diferentes concentraciones de
la DMHDA. Para este analisis se utilizaron datos de 8, 15, 30, 45 y 60 dias (n=5).
Letras iguales indican que no existe diferencia estadisticamente significativa
(Prueba de Tukey p=<0.05).
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15 dias 30 dias 60 dias

Control

50 uM DMHDA

450 yM DMHDA 150 yM DMHDA

Figura 12. Imagenes representativas de T. versicolor de 8, 15, 30, 45 y 60 dias;

crecidos en las diferentes concentraciones del compuesto DMHDA.

30 dias 60 dias

Figura 13. Reinoculo de T. versicolor crecidos en medio PDA (n=5).
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7.2 Micrografia de Trametes versicolor

El analisis de micrografia electrénica de barrido revelé que el compuesto
dimetilhexadecilamina afecto el crecimiento del hongo; reflejandose en la
morfologia y la densidad de T. versicolor. En la Figura 14 muestra deformaciones
del micelio con 50 yM DMHDA y con 150 yM DMHDA se nota mayor el cambio
morfolégico en comparacion con el control (sin DMHDA). En el objetivo 3000x es
notorio el efecto del compuesto dimetilhexadecilamina en el desarrollo micelial del

hongo xil6fago.

50 yM DMHDA 150 yM DMHDA

1000X Exterlor

3000X

e T
10 MAG 3000 ¢

Figura 14. Micrografia de T. versicolor observadas en el microscopio electronico
de barrido: objetivos 1000x y 3000x (n=3). La muestra se tomé en el exterior

(flecha roja).
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La muestra tomada de T. versicolor en el centro de la caja Petri (flecha roja) la
presencia del compuesto DMHDA en el medio de cultivo se pudo apreciar
deformaciones en el micelio del organismo. La dosis 50 pM provoco
engrosamiento en el micelio del hongo (flecha roja) al igual que la concentracion
de 150 uyM DMHDA (Figura 15).

Control 50 uM DMHDA 150 uM DMHDA

1000X

e
}

Yo esadld |

3000X
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Figura 15. Micrografia de T. versicolor observadas en el microscopio electronico
de barrido: objetivos 1000x y 3000x (n=3). La muestra se tomé en el centro (flecha

roja).

7.3 Densidad optica de Trametes versicolor en medio liquido polipeptona CAS

con la adicién del compuesto DMHDA

Otra de las variables evaluadas en este trabajo, fue la densidad de T. versicolor

con la adicion DMHDA en diferentes concentraciones. En los experimentos de 8,
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15, 30, 45 y 60 dias. Se presentaron diferencias estadisticas significativas entre
los tratamientos (control, 50 y 150 y 450 yM) la mayor densidad se obtuvo con los
controles en relacion a las diferentes concentraciones de DMHDA (Figura 16). En
la figura 17 muestra imagenes representativas del crecimiento de T. versicolor en
el medio liquido, donde el tratamiento control es mayor la densidad del micelio con
forma irregular (flecha roja). En los tratamientos con DMHDA en los matraces se

formaron sedimentos de color café (flecha azul) y no se desarrollaron los hongos.
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Control 50uMDMHDA  150uMDMHDA 450 yM DMHDA =& 45 dias
—$ - 60 dias

Tratamientos

Figura 16. Densidad optica de T. versicolor crecidos en las diferentes
concentraciones de DMHDA (n=6). Letras iguales indican que no existe diferencia

estadisticamente significativa (Prueba de Tukey p< 0.05).
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Medio de cultivo Control 150 yM DMHDA 300 uM DMHDA 450 uM DMHDA

Figura 17. Trametes versicolor crecidas en medio polipeptona CAS, a los 60 dias.

7.4 Determinacion cualitativa de la actividad lacasa de Trametes versicolor
con la adicion de la DMHDA

En este ensayo la actividad enzimatica cualitativa lacasa de T. versicolor se
presentaron diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos control,
150 uM y 300 uM de DMHDA. La mayor actividad de la enzima lacasa mostroé el
control en comparacién con los tratamientos 50 y 150 yM de DMHDA. Al aumentar
la concentracion del compuesto DMHDA disminuye la actividad de la enzima
(Figura 18). El halo verde corresponde a la oxidacion de ABTS por la enzima
lacasa producida por el hongo T. versicolor (Figura 19).
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Figura 18. indice de potencia de la actividad cualitativa lacasa en T. versicolor con
la adicion de las diferentes concentraciones de la DMHDA (150, 300 uM) y el
control sin la DMHDA (n=8). Letras iguales indican que no existe diferencia

estadisticamente significativa (Prueba de Tukey p<0.05).

A B C

Figura 19. Actividad cualitativa de la lacasa de T. versicolor; A) control, B) 150 uM
DMHDA y C) 300 uM DMHDA. El halo verde corresponde a la oxidacién de ABTS

por la enzima lacasa.
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7.5 Determinacion cualitativa de la actividad enzimatica celulolitica de

Trametes versicolor con la adicion de la DMHDA

El experimento de la actividad enzimatica celulolitica de T. versicolor presento
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos control, 150 y 300 yM
DMHDA (Figura 20). La mayor actividad -celulolitica se presentd en los
tratamientos con adicion del compuesto DMHDA en comparacién con el
tratamiento control. Al observar la figura 21 el hongo T. versicolor hay mayor
actividad enzimatica celulolitica viéndose reflejado en la disminucién del tamafo

de los halos del organismo xiléfago.

indice de potencia
[8;]
o

Control 150 uM DMHDA 300 pM DMHDA

Tratamientos

Figura 20. indice de potencia de la actividad cualitativa celulolitica en T. versicolor
con la adicién de las diferentes concentraciones de la DMHDA (150, 300 uM) y el
control sin la DMHDA (n=8). Letras iguales indican que no existe diferencia

estadisticamente significativa (Prueba de Tukey p<0.05).
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A B

Figura 21. Actividad celulolitica de T. versicolor con la presencia del compuesto
DMHDA,; A) control, B) 150 uM DMHDA y C) 300 uM DMHDA.

7.6 Absorcion de la mezcla DMHDA-aceite de linaza crudo

En la figura 22 se presentan los valores de absorcion DMHDA-aceite de linaza
crudo (ALC). Se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos al diluir ALC al 50% presentd una absorcion de 0.20 g/cm®y ALC
100% fue de 0.33 g/cm?, presentando mayor absorcién en comparacion con los
demas tratamientos. La mezcla DMHDA-ALC 50% presentdé menor absorcion

respecto al tratamiento ALC 100%.
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Figura 22. Absorcion de la mezcla DMHDA-ALC aplicadas en las probetas de
Pinus sp. (n=12). Tratamientos con la misma letra muestran que no se tienen

diferencia significativa (Tukey p=<0.05).

7.7 Absorcion de la mezcla DMHDA-aceite de linaza doble cocido

La absorcion de la DMHDA-aceite de linaza doble cocido (ALDC) si presenté
diferencias estadisticas significativas. El ALDC 50% presenta valores absorcién de
0.30 g/cm®y el ALDC 100% obtiene un valor de 0.33 g/cm3. La mezcla DMHDA-
ALDC al 50% presenta un promedio 0.31 g/cm3. En cuanto a la mezcla DMHDA-
ALDC 100% presento valor absorcion superior a los demas tratamientos de 0.334

g/cm3 (Figura 23).
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Figura 23. Absorcion de la mezcla DMHDA-ALDC aplicadas en las probetas de
Pinus sp. (n=12). Tratamientos con la misma letra muestran que no se tienen

diferencia significativa (Tukey p<0.05).

7.8 Pérdida de masa de las probetas de Pinus sp. después de 4 meses de

exposicién en Trametes versicolor

Las caracteristicas microscopicas de las probetas después de 4 meses de
exposiciéon en T. versicolor, el tratamiento control (sin hongo) no se detecto la
presencia del organismo xil6fago. En cuanto al control expuesto a T. versicolor
(flecha roja) es notorio el dafio que ocasiona el hongo destruyendo la pared celular

de la madera (Figura 24).
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Control (sin hongo) Control (con hongo)

Figura 24. Probetas de Pinus sp. con y sin presencia de T. versicolor (flecha roja).

Como se muestra en la figura 25 la madera sin tratar expuesta a T. versicolor,
mostré un porcentaje de pérdida de masa de 10.1 % presentando diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos: ALDC 100% y con DMHDA-ALDC
100% presento promedio de 6.25 % y 5.75 %. EI ALCD 50% y DMHDA-ALCD 50%
presento pérdida de masa de 6.56% y 6.11% respectivamente. En la figura 26 se
puede observar la aplicacion de DMHDA-ALDC no se desarrollé el hongo T.

versicolor observandose tapones en la estructura celular (flecha roja).
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Figura 25. Pérdida de masa de las probetas de Pinus sp. impregnadas con la
mezcla DMHDA-ALDC expuesta a T. versicolor (n=12). Tratamientos con la misma

letra muestran que no se tienen diferencia significativa (Tukey p<0.05).
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Figura 26. Cortes anatomicos de las probetas de Pinus sp. tratadas con el
compuesto DMHDA-ALDC.

En la figura 27 no se presentaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. El control mostré una pérdida de masa promedio de 10.05 %
respecto a ALC 100% y DMHDA-ALC100% presento valores de 8.03 % y 7.83 %
respectivamente. El ALC 50 % y DMHDA-ALC 50% presento valores de 7.83 % y
7.93 % después de 4 meses de exposicidn con el hongo T. versicolor. En la figura
28, nos muestra el desarrollo del micelio del organismo en la estructura celular
(flecha roja) sin importar los diferentes tratamientos aplicados en las probetas de
Pinus sp.
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Figura 27. Pérdida de masa de las probetas de Pinus sp. impregnadas con la
mezcla DMHDA-ALC expuesta a T. versicolor. Tratamientos con la misma letra

muestran que no se tienen diferencia significativa, Tukey (p<0.05).
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Figura 28. Cortes anatomicos de las probetas de Pinus sp. tratadas con el
compuesto DMHDA-ALC.

U.M.S.N.H. 39



8. DISCUSION
De acuerdo a nuestros resultados el hongo xil6fago Trametes versicolor (Coriolus
versicolor) en sistemas de cajas Petri con papa dextrosa agar; concentraciones
favorecen su desarrollo. En este trabajo, utilizando el medio PDA-disminuido (25
%), se intenté simular las condiciones naturales del desarrollo del hongo T.
versicolor, a pesar de la baja cantidad de nutrientes disponibles en el medio de
cultivo, se adaptd correctamente a las condiciones del medio. De acuerdo a
Manan et al., 2021, mencionan que los hongos xilofagos especialmente los de
pudricion blanca, tienen la facultad de desarrollarse en diferentes condiciones. La
limitacion de nutrientes y la competencia entre microorganismos, los hongos
tienden a desarrollarse en su estructura micelial, abarca mayor superficie para la
absorcién de nutrientes y altera la composicidon quimica del sustrato (Hatakka
,1994; Selbmann et al., 2013). El hongo T. versicolor puede adaptarse en
diferentes condiciones, la insuficiencia de nutrientes, es capaz de liberar enzimas
lignoliticas, para la degradacion de la lignina (Civzele et al., 2023). De acuerdo a
Levicoy y Morales 2023 nos mencionan; el hongo T. versicolor tiene la capacidad
de desarrollarse en la madera de (acacia de madera negra) Acacia melanoxylon
sin importar las condiciones; desarrollan su micelio y por lo consiguiente

descomponen las estructuras quimicas del material lefioso.

El compuesto DMHDA es un amino lipido de 16 atomos de carbono de longitud del
grupo lipidico, a una concentracion de 450 uM inhibié el desarrollo del hongo, y el
mecanismo por el cual este compuesto inhibe el crecimiento de algunos
fitopatégenos, aun no se ha determinado del cdmo actua este compuesto sobre la
membrana celular u otro organelo de T. versicolor o cualquier otro
microorganismo. En un trabajo realizado por Montejano-Ramirez et al., 2020 nos
mencionan, el modo de accion del compuesto DMHDA contra los patégenos es
mediante la via acido jasmonico (AJ). Existen trabajos con compuestos similares a
la DMHDA sugieren que este podria ser el mecanismo de accion sobre la
membrana celular fungica (Janusz et al., 2017). Los compuestos organicos

volatiles, su modo de accion contra los patégenos reprime el desarrollo, modifica
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la morfologia y dafia la estructura celular principalmente el ADN (Zhang et al.,
2021). No obstante, tomando como referencia biocompuestos de similar estructura
quimica, el aislado de Pseudomonas fluorescens ZX emiten disulfuro de dimetilo y
trisulfuro de dimetilo; en condiciones in vitro reprime el crecimiento de Penicillum
italicum sufriendo modificaciones en las hifas y estructura celular (Wang et al.,
2021). Mediante un analisis de cromatografia de gases se identifico: 2,3
butanodiona emitida por la bacteria Bacillus velezensis con fuerte actividad
fungistatico contra el hongo Alternaria iridiaustralis reprime la esporulacion y
modifica la estructura micelial (Ling et al., 2022). Los COV que produce Bacillus
amyloquefaciens 2,3-butanodiona, acetoina, 5-metil-heptanona, 2-heptanona y 3-
metilbutanol inhiben el desarrollo micelial de patégenos de importancia agricola
como son: Bortritys cinirea, Alternaria brassicicola, Sclerotinia sclerotiorum vy

Verticillum longisporum (Asari et al., 2016).

También, existen evidencias que los COV de origen bacteriano como la 2-
nonanone y 2-undecanone inhiben el crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum;
modificando las hifas y alterando la estructura quimica del patégeno (Giorgio et
al., 2015). De igual manera Ayed en 2021 nos menciona un aislado de
Streptomices lydicus emite COV entre los mas destacados se encuentran: 3-
carene 2,5-dione; geosmina, beta-cubebeno ,2-(1,1-dimetiletilo)-6-metilo, capaces
de inhibir el desarrollo de fitopatdgenos de importancia agricola; alterando su
estructura celular y dafios en su morfologia. Los aislado de Bacillus
methylotrophicus y Bacillus thuringiensis emiten una gran variedad de COV de
diferentes perfiles, al estar en exposicidon con los fitopatdgenos comunes de
cultivos agricolas, reprimen el crecimiento micelial, modificando sus estructuras

morfologicas (He et al., 2020).

Los cambios morfologicos de T. versicolor con 30 dias de crecimiento vistos en las
imagenes del MEB, indican un importante estrés fungico y engrosamiento en las
hifas provocados por el compuesto DMHDA (50 y 150 uM). Los COV actuan de

diferentes maneras pueden causar alteracion en la estructura celular, la formacion
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de cavidades, destruccion de hifas, dafio en el metabolismo, afectaciones en
importantes vias metabdlicas de los patégenos (Almeida et al., 2023). Los acidos
grasos aprilico y laurico tienen efecto fungistatico en el hongo Malassezia furfur,
alteran la morfologia y sufrene modificaciones en la membrana plasmatica del
patogeno (Bhattacharyya et al., 2020). De igual manera Pohl et al., 2011, nos
mencionan, los acidos grasos tienen efecto antifungico en los hongos patégenos,
actuan en la membrana plasmatica y en las diferentes partes de la estructura
celular de los microorganismos. Actualmente el mecanismo de accion de los COV
sobre los fitopatdgenos, es a través de cambios en la estructura celular (pared y
membrana), rompimiento intracelular y a consecuencia se produce un estrés
oxidativo (Zhao et al., 2022).

La adaptacion vista en T. versicolor bajo condiciones de 50 yM (DMHDA) en un
periodo de 60 dias fue interesante, sin embargo, a 150 y 450 yM no logro
adaptarse de igual forma. Los hongos de pudricion de la madera, a lo largo de la
historia ha sabido adaptarse a diferentes sustratos, que pudiera estar relacionado
con las enzimas oxidativas e hidroliticas que utilizan para degradar los
componentes quimicos de la madera (Morel et al., 2013). El hongo Aspergillus
nidulans mediante mecanismos de asimilacion acoplada, es capaz de llevar a
cabo la fermentacion de amoniaco para tolerar baja presencia de oxigeno
(Takasaki et al., 2004). Por las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto
DMHDA (volatilidad a temperatura ambiente) y al corto periodo de exposicion 60
dias, el hongo T. versicolor pudo adaptarse a la condicidon minima ensayada,
ademas que, bajo condiciones experimentales similares se ha reportado el
compuesto DMHDA en una concentracion 50 yuM tampoco presentd efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de Hypocrea sp. y Fusarium sp. (Orozco-
Mosqueda et al.,2015).

La actividad enzimatica de T. versicolor disminuye con la adicién del compuesto

DMHDA en el medio basal LBM y en nuestros resultados del experimento in vitro

fue evidente el efecto antifungico; el modo de accién aun no se conoce, pero
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podria estar actuando en la estructura celular (quitina) del hongo xil6fago. La
quitina es un polimero N-acetilglucosamina y su importante esta en la estructura
celular de los hongos, le proporciona rigidez, soporte; y desarrollo de la pared
celular (Goldman y Vicencio; 2012; Sdnchez-Arreguin et al., 2022). En cuanto a
la actividad enzimatica celuldlitica (endo-B-glucanasa; exo-B-glucanasa; y B-
glucosidasa) presento mayor actividad con la adicion del compuesto, (solvente
alcohol etilico) lo cual nos indica que el medio CMC-DMHDA favorecio el
desarrollo del hongo T. versicolor esto podria estar relacionado a la actividad

celuldlitica en especifico (Agudelo et al., 2013).

De los dos aceites utilizados la mayor absorcion se presenté con el ALDC sin
importar los diferentes tratamientos y se pudo apreciar en los cortes anatomicos
pudo haber funcionado como tapones en la estructura celular de la madera. En un
trabajo realizado por Perdoch et al., 2022 nos menciona, el aceite de linaza
mezclada con vinilotrimetoxisilano tratadas en la madera de dos especies de
conifera, funciona como repelente contra el agua y mejoran la durabilidad contra el
hongo Coniophora puteana. El aceite de linaza mezclada con bioaceite
impregnadas en la madera reduce la absorcién del agua y aumenta la resistencia
del material contra los hongos pudriciéon café y blanca (Temiz et al., 2013).
Concuerda lo mencionado por Schneider 1980 que el aceite de linaza desplaza
las moléculas de agua, absorbe menos cantidad; utiliza enlaces de hidrogeno
presente en el material. Hay evidencia, el aceite de linaza impregnadas en la
madera Cupressus sempervirens L. y Acer campestre L.; tratadas térmicamente
se vuelve un material impermeable y mejoran las propiedades acusticas (Kaya,
2023).

Como se sefal6 con anterioridad, las concentraciones aplicadas de DMHDA en el
trabajo (150 y 450 uM), mostraron inhibir significativamente el crecimiento del
hongo, al grado de reprimirlo en su totalidad (450 uM). La curva de crecimiento
dosis respuesta mostrada, indicé que la inhibicion del hongo comenzd con

DMHDA 50 pM y aumentaba de acuerdo a la concentracion del compuesto.
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Empero, trasladar este resultado al sistema “Soil-Block Test” concentraciones
inferiores a 450 uM no fueron efectivas para inhibir el crecimiento fungico. Es
decir, bajo esta estrategia experimental, la concentracion de 450 uM mezclada con
aceite de linaza crudo y doble cocido, al tratar las piezas de madera (Pinus sp) y
después de 16 semanas de exposicion en T. versicolor se obtuvo una menor
pérdida de masa en comparacion con el tratamiento control. Estudios realizados
en donde se utilizan probetas de madera tratadas con aceite de linaza se ha visto
que funcionan eficazmente como repelente de agua, ya que, al mantener el
material libre de humedad se limita el establecimiento microbiano. Diferentes
tratamientos basados en impregnacion o aplicacion de sustancias repelentes al
agua como aceites, resinas, ceras o recubrimientos, tratamientos que protegen la
luminaria celular pero no cambian sustancialmente las propiedades de la pared
celular son de amplia distribucién comercial y uso. En un trabajo realizado por
Tran-Ly et al., 2022 nos mencionan, la madera tratada con los aceites de origen
vegetal impide que absorba el agua, forma una pelicula y no permite el desarrollo
del moho Chaetomium globusum. El aceite de tung y linaza tratadas en la madera,
dificulta la absorcion del agua y por lo tanto limita el desarrollo de los hongos de
pudricion (Humar y Lesar, 2013), por la mezcla utilizada aceite de linaza -
DMHDA es muy probable que la accion vista en el tratamiento se alla conseguido
en sinergia, ya que fue claro el efecto inhibitorio de la DMHDA in vitro, limitando

en desarrollo fungico por dos mecanismos distintos.

Se sabe que una exposicion directa de solventes organicos sobre los
microorganismos puede inhibir su crecimiento, y como se explicé con anterioridad,
el solvente utilizado para la dilucién del DMHDA en aceite de linaza crudo y doble
cocido fue la trementina. Es importante mencionar que no inhibié el crecimiento de
Trametes versicolor, debido a que bajo las condiciones experimentales ensayadas
se volatilizé. En un estudio realizado por Ahmed et al., 2017, utilizando brea de
pino para tratar maderas de alamo y abedul; no presentaron variaciones en las
propiedades fisico-quimicas del material, después de estar expuesto a los hongos

Aspergillus, Rhizopus y Penicillum. Cabe mencionar que en nuestro experimento
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se utiliz6 como solvente la trementina y se tiene conocimiento que tiene un
potencial para que sea utilizado en la preservacion de la madera especialmente

contra insectos xiléfagos (Ayebare, 2022).
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9. CONCLUSION
El compuesto dimetilhexadecilamina en el sistema de cajas de Petri inhibid el

crecimiento de Trametes versicolor.

La dimetilhexadecilamina como preservante no tuvo la misma eficiencia que la
vista en condiciones in vitro, pero se pudo apreciar que la mezcla DMHDA-aceite
de linaza doble cocido mostré menor pérdida de masa después de 4 meses de

exposicion de las probetas de Pinus sp.
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10. RECOMENDACIONES
El aceite de linaza seria recomendable ser ensayado con diferentes solventes,
antes de mezclarla con el compuesto DMHDA y de esa forma, sean impregnadas

con madera de dimensiones mayores.
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