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RESUMEN

En esta investigacion se evaluo la actividad antifingica del extracto con acetato de etilo y
(+)-medicarpina, obtenidos del duramen de Andira inermis (almendra de rio). El extracto se
obtuvo por el método Soxhlet, determinando un Optimo rendimiento de 3.77 g/60 g de
duramen ala 10 h de reflujo, que posteriormente al proceso de purificacion y cuantificacién
de (+)-medicarpina por cromatografia en capa fina y espectrofotometria, mostré6 un
contenido de 4.3 mg/mL de (+)-medicarpina. La confirmacion de la pureza de la (+)-
medicarpina se realiz6 con el compuesto aislado por cromatografia en columna con
mezclas de acetato de etilo y hexano, utilizando resonancia magnética nuclear (RMN-1H).
La actividad antifungica in vitro se determino tanto con el extracto como con (+)-medicarpina
en diferentes concentraciones (0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75y 1 mg/mL), sobre el crecimiento
micelial de tres hongos xil6fagos (Trametes versicolor, Irpex lacteus y Phlebiopsis sp.) y
dos fitopatdgenos (Fusarium solani y Alternaria solani). Se utilizé el método de difusion en
agar con pozos, usando metanol como vehiculo de dilucién (control negativo) y el fungicida
comercial benomilo a 1 mg/mL (control positivo). A los 8 dias de incubacion en medio PDA
(papa-dextrosa-agar), a 28 °C en condiciones de oscuridad, se evaluaron los porcentajes
de inhibicién y se establecié la concentracién minima inhibitoria (CMI) tanto del extracto
como de la (+)-medicarpina, asi como la CLso y CLigo. El extracto mostré6 un 100% de
inhibicién sobre los hongos xil6fagos, con una CMI de 0.05 mg/mL y valores de CLso y CL1oo
relativamente bajos en T. versicolor y Phlebiopsis sp (CLs0=0.11 mg/mL y CL100=0.24
mg/mL) y en I. lacteus (CLso=0.28 mg/mL y CL100=0.69 mg/mL). Sin embargo, la inhibicion
del extracto en los hongos fitopatégenos fue menor, obteniendo una CMI de 0.25 mg/mL y
valores de CLsoy CLioo mas altos tanto para A. solani (CLs50=0.39 mg/mL y CL100=0.87
mg/mL) como para F. solani (CLso=0.41 mg/mL y CL100=0.98 mg/mL). Asi mismo, aunque
la (+)-medicarpina ejercié un 100% de inhibiciébn sobre los hongos xil6fagos, presento
valores de CMI, CLso y CLioo (0.25 mg/mL, 0.31 a 0.48 mg/mL, 0.8 a 1.1 mg/mL,
respectivamente), significativamente mayores a lo mostrado por el extracto. Un efecto
similar fue observado sobre los hongos fitopatdgenos (A. solani y F. solani), pero con
resultados mayores, ya que presentaron una CMI de 0.75 mg/mL y valores de CLso de 1 .0
mg/mL y de ClLioo de 2.0 mg/mL. Con estas concentraciones de ClLso y de CLigo, S€
determind la actividad protectora antifungica tanto del extracto como de la (+)-medicarpina
en ensayos in vitro, con el método de impregnaciéon de bloques de madera (1.2 x 1 x 0.5
cm) de Ficus benjamina, utilizando un volumen de 15 mL de ambas muestras y un tiempo
de inmersion de 8 h. Los bloques de madera posteriormente fueron cultivados en medio
agar-agua por 30 dias (28 °C), los cuales fueron inoculados con segmento de micelio
(discos de 5 mm de didmetro) de T. versicolor. Al final del experimento, se obtuvo un 20%
de inhibicion antifingica con la CL1qo tanto del extracto como de la (+)-medicarpina, similar
al observado por el benomilo, en comparacion a la nula actividad antifangica en los bloques
tratados con metanol. Con este ensayo, se obtuvieron valores minimos de pérdida de masa
en los bloques inoculados (11.03-17.06%), sin diferencia a lo mostrado por el benomilo y
menores a los presentados por el control negativo (metanol) (22.5%). Los resultados de
esta investigacion demuestran el efecto antifingico tanto del extracto como de la (+)-
medicarpina de duramen de A. inermis, sobre hongos xil6fagos y fitopatdégenos, asi como
una significativa proteccion al deterioro en los blogues de madera de F. benjamina
inoculados con T. versicolor.

Palabras Clave: Andira inermis, antifingicos, hongos fitopatdogenos, hongos xiléfagos, (+)-
medicarpina.



ABSTRACT

This research evaluated the antifungal activity of the ethyl acetate extract and (+)-
mediccarpine, obtained from the Duramen of Andira inermis (river almond). The removable
was obtained by the soxhlet method, determining an optimal performance of 3.77 g/60 g of
duration at 10 h of reflux, which subsequently to the process of purification and quantification
of (+)-mediccarpine by thin layer chromatography and spectrophotometry, showed a content
of 4.3 mg/mL of (+)-medicarpin. The purification of (+)-medicarpin was performed by column
chromatography with mixtures of ethyl acetate and hexane, with confirmation of its purity
with nuclear magnetic resonance (RMN-1H). In vitro antifungal activity was determined with
both extract and (+)-medicarpin at different concentrations (0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 and 10
mg/mL), on the micellial growth of two phytopathogens fungi (Fusarium solani and Alternaria
solani) and three xylophagous fungi (Trametes versicolor, Irpex lacteus and Phlebiopsis
sp.). The agar well diffusion method was used, with methanol as a dilution vehicle (negative
control) and the commercial fungicide benomyl [1-(butylcarbamoil) benzimidazole-2-
ylcarbamate methyl] at 1 mg/mL (positive control). At 8 days of incubation in PDA (papa-
dextrose-agar), at 28 °C in dark conditions, inhibition percentages were obtained and the
minimum inhibitory concentration (MIC) of both extract and (+)-medicarpin, as well as CLso
and CLioo, were established. The extract showed 100% inhibition on xylophagous fungi,
with a MIC of 0.05 mg/mL and relatively low CLso and CLi0o values on T. versicolor and
Phlebiopsis sp. (CLsp=0.11 mg/mL and CL100=0.24 mg/mL) and on I. lacteus (CLs50=0.28
mg/mL and CL100=0.69 mg/mL). However, the inhibition of extract in phytopathogenic fungi
was less, obtaining a higher 0.25 mg/mL MIC and CLso and CLioo values for both A. solani
(CL50=0.39 mg/mL and CL100=0.87 mg/mL) and for F. solani (CLs0=0.41 mg/mL and
CL100=0.98 mg/mL). Although (+)-medicarpin exerted 100% inhibition on xylophagous fungi,
it had values of MIC, CLsp and CL100 (0.25 mg/mL, 0.31 to 0.48 mg/mL, 0.8 to 1.1 mg/mL,
respectively), significantly higher than the extract. A similar effect was observed on
phytopathogenic fungi (A. solani and F. solani), but with higher results, as they had a MIC
of 0.75 mg/mL and CLso values of 1 .0 mg/mL and CLigo of 2.0 mg/mL. With these
concentrations of CLsp and CL1oo, the antifungal protective activity of both extract and (+)-
medicarpin was determined in in vitro assays, using the method of impregnation of wood
blocks (1.2 x 1 x 0.5 cm) of Ficus benjamina, using a volume of 15 mL of both samples and
an immersion time of 8 h. The wooden blocks were subsequently grown in agar-water
medium for 30 days (28 °C), which were inoculated with mycelium segment (5 mm diameter
discs) of T. versicolor. At the end of the experiment, 20% antifungal inhibition was obtained
with CLioo from both extract and (+)-medicarpin, similar to that observed by benomyl,
compared to no antifungal activity in blocks treated with methanol. With this assay, minimum
mass loss values were obtained in the inoculated blocks (11.03-17.06%), without difference
to what was shown by benomyl and less than those presented by negative control
(methanol) (22.5%). The results of this research demonstrate the antifungal effect of both
the extract and (+)-medicarpin of A. inermis heartwood on xilophagous and phytopathogen
fungi, as well as significant protection for deterioration in F. benjamina wood blocks
inoculated with T. versicolor.

Keywords: Andira inermis, antifungal, phytopathogenic fungi, xylophagous fungi, (+)-
medicarpin.



1. INTRODUCCION GENERAL

Una de las problematicas en el sector forestal y las industrias madereras es causada
por la degradacion de materia lignoceluldsica e infeccidn por agentes bidticos como
insectos, hongos, oomicetos y/o bacterias. Los arboles de las plantaciones forestales
comerciales estan sujetos al ataque de estos agentes causantes de plagas y
enfermedades. El control sobre las enfermedades ocasionadas por hongos se
considera como el mas importante ya que muchos de ellos atacan el sistema de raices
(pudricién de la raiz) en plantulas de vivero y de plantas adultas establecidas en campo
(Boyd et al.,, 2013). Ademas de las enfermedades producidas en plantaciones
agricolas y forestales, los hongos también pueden causar problemas en la madera, ya

sea como materia prima o productos terminados (Clausen, 2010).

Por otra parte, uno de los productos mas importante derivado de arboles, es la madera,
la que dependiendo de la especie proveniente, del tratamiento a la que se somete para
su preservacion y de las condiciones de almacén, esta sometida a distintos tipos de
deterioro por agentes bibticos y abibticos, destacandose los agentes biéticos por la
gravedad de los dafios que causan, como son los hongos degradadores de madera
(xil6fagos) y termitas, que originan las mayores pérdidas en volumen de madera con y

sin valor agregado (Trujillo et al., 1985).

Por lo anterior, en diversas investigaciones se han estudiado tanto los hongos que
deterioran a la madera como aquellos que causan enfermedades en plantas de vivero
o de plantaciones. Entre los primeros se encuentran los basidiomicetes y ascomicetes,
asi como de sus formas imperfectas, los deuteromicetes, que producen diversos tipos
de pudriciones que afectan a la celulosa (pudricidon destructiva), cuyos hongos
causales son Serpula lacrimans, Poria spp. y Coniophora puteana; a la lignina
(pudricién blanca) ocasionada por Trametes spp., llex spp., Coriolus versicolor, Fomes
sp., Pholiota sp., Pleurotus sp. y Phlebiopsis spp.; y otros hongos que pueden ser tanto

ascomicetes (Chaetomium spp., Xylaria spp., Hypoxylon spp.), deuteromicetes



(Alternaria spp., Coniothyrium spp., Humicola spp., Stemphylium spp.y Stysanus spp.),
que se alimentan principalmente de la celulosa, denominada pudricion blanda
(CONAFOR, 2010).

Entre las estrategias actuales para controlar el dafio que provocan tanto los hongos
patdogenos de arboles maderables como los degradadores de madera, esta la
aplicacion de fungicidas como el acido boérico, compuestos cuaternarios de amonio,
mancozeb (fungicida) y los triazoles (Schmidt, 2007; Axelstad et al., 2011,
Bahraminejad et al., 2011). Debido a la baja resistencia natural de algunas especies
maderables, se requiere de tratamientos conservantes para mejorar su rendimiento y
vida util en sus diferentes usos. La mayoria de las maderas de baja durabilidad en el
mercado son tratadas al vacio y a presién por métodos industriales con conservantes
hechos a base de agua y de sales metdlicas, que tienen una alta eficiencia para
proteger la madera de los organismos que la destruyen (Lebow, 2010; Bolin y Smith,
2011). Sin embargo, Lin et al. (2009) y Kartal et al. (2015) mencionan que estos
conservantes estan hechos a base de metales pesados e incluyen diversos quimicos,
como arsénico, cromo, cobre y boro, que son considerados como contaminantes de

alto riesgo.

Las consecuencias citadas por el uso de estos compuestos son el dafo a corto plazo,
por alterar las comunidades microbianas del suelo, asi como efectos negativos en la
salud humana (Schmidt, 2007; Milenkovski et al., 2010; Dong et al., 2013; Tetiana et
al., 2014). Ademas, la utilizacion de éstos, elevan el costo de los procesos y se
requieren cuidados especiales para que se mantenga un periodo 6ptimo de la vida util
de la madera tratada, lo que representa un peligro en la eliminacién y reutilizacion de

este material (Wang et al., 2016).

Los extractos derivados de plantas, como las medicinales herbaceas, algunos arbustos
y hasta de arboles como coniferas y latifoliadas, se estudian desde hace varios afios

con fines de identificar extractos y compuestos con actividad antifungica y


http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/topics/earth-and-planetary-sciences/preservative
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/topics/engineering/metallic-salt
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0959652616319199#bib15
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0959652616319199#bib5
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0959652616319199#bib5

antimicrobiana, ya que desempefian una funcion importante en la proteccion de la
madera, como una alternativa sustentable, ya que son una opcidén esencial a los
fungicidas sintéticos y tienen un impacto ambiental minimo en ensayos de laboratorio
(Vermay Dubey, 1999; Nakayama et al., 2001; Rutiaga, 2001; Kiran y Raveesha, 2006;
Mburu et al., 2007; Syofuna et al., 2012; Kirker et al., 2013; Tascioglu et al., 2013;
Mohammed et al., 2016).

Tal es el caso de algunas especies pertenecientes a la familia Fabaceae como
Dalbergia congestiflora o Andira inermis, maderas de las cuales Martinez-Sotres et al.
(2012) y Morales (2014), respectivamente, lograron extraer y purificar el metabolito (+)-
3-hidroxi-9-metoxipterocarpano o medicarpina, un isoflavonoide tipo pterocarpano, del
grupo de las fitoalexinas. Ademas, se ha demostrado su capacidad antifungica sobre

el hongo xil6fago Trametes versicolor (Martinez-Sotres et al., 2012).

La actividad de la medicarpina observada contra el hongo T. versicolor, la propone con
un alto potencial antifingico para ser probada con otros hongos xilé6fagos, pero
también contra ciertos hongos fitopatdogenos, ademas, de obtenerla de otras fuentes
maderables, que muestren un mayor rendimiento, o bien, que seas especies forestales
en riesgo de extincion como es el caso para diversas especies del género Dalbergia.
Es por ello, que, en la presente investigacion, se establecié como objetivo general el
evaluar la actividad antifangica del extracto y de la medicarpina purificada del duramen
de A. inermis, sobre los hongos fitopatégenos Alternaria solani y Fusarium solani, y
hongos degradadores de madera (xil6fagos) como Trametes versicolor, Irpex lacteus
y Phlebiopsis sp.
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2. ANTECEDENTES

2.1. HONGOS CAUSANTES DE ENFERMEDADES EN ARBOLES MADERABLES
Y DEGRADADORES DE MADERA

Los agentes que causan dafios en plantas maderables y no maderables pueden ser
infecciosos (bidticos o vivos) y no infecciosos (abidticos o no vivos). Estos agentes
biéticos incluyen las bacterias, hongos, micoplasmas, nemétodos y virus, aunque los
agentes patdégenos mas comunes en las plantas son los hongos. Los hongos son
organismos filamentosos simples, no tienen clorofila y dependen de una planta
hospedera para obtener su alimento. Son mas grandes que las bacterias y se
identifican més facilmente algunas de las estructuras que producen se pueden ver a

simple vista y sirven en su identificacion (Lundell et al., 2014).

En nuestro pais, se han identificado una gran variedad de hongos causantes de
enfermedades en plantas, que pueden afectar diferentes cultivos, entre éstas podemos
mencionar la fusariosis o punta seca del tallo en frijol cuyo causal es Fusarium solani,
este hongo en plantas maderables causa Cancro y se ha encontrado en teca (Tectona
grandis L.) y melina (Gmelina arborea); tiene cientos de hospedantes en el mundo,
desde plantas herbaceas a lefiosas. En teca se ha encontrado asociado con la muerte
de puntas y muerte descendente de arboles en plantaciones de 2 a 4 metros de altura.
En melina se asocid con arboles severamente estresados por estar en suelos
anegables, arcillosos y con sequia prolongada (Navarrete et al., 2009). Tiene
distribucién mundial, en México también se le conoce en varios estados del pais. Esta
enfermedad ocurre en los estados de Campeche, Nayarit, Tabasco, Veracruz y
Yucatan (CONAFOR, 2013).

Otra enfermedad de importancia para cultivos forestales comerciales es el tizon foliar,
causado por Rhizoctonia solani y Sclerotium rolfsii, un grupo de patégenos del suelo
gue puede afectar la raiz y el follaje de muchas plantas, se caracterizan por presentar

micelio con ramificaciones en angulo recto y formar esclerocios, macroscoépicos en



Sclerotium y microscépicos en Rhizoctonia. Ambos son fitopatbgenos con una
distribucion amplia en el mundo, producen enfermedades en una gran diversidad de
hospedantes, como Tectona grandis, Citrus spp., Hevea brasiliensis. En viveros
forestales en México, se han reportado en Ligustrum japonicum, Pinus montezumae y
Tabebuia rosea (CONAFOR, 2013).

Hongos del género Alternaria, Botrytis y Neofusicoccum, generalmente se se asocian
con enfermedades foliares y se sugiere que éstos son son oportunistas, ya que se
desarrollan en tejidos bajo diversos tipos de estrés, por lo que afectan a arboles
maderables como Angophora, Corymbia y Eucalyptus (Myrtaceae) (Ladiges et al.,
2003; Crous et al., 2019; Thornhill et al., 2019).

La enfermedad moho de la ahuja en pinos es causada por Lophodermium pinastri
(Schrad.) Chevall. y Lophodermium seditiosum, una de las enfermedades fangicas
mas comunes en Europa y otras partes del mundo que ocurre en bosques de uno a
cinco afios. Asimismo, otros hongos como Armillaria sp., que causan la pudricién de
las raices de arboles, son de las mas importantes desde un punto de vista econémico,
ya que ocurre principalmente en cultivos de Pinus y Picea (Klapwijk et al., 2016;

Matyjaszczyk et al., 2019).

Ademas de las enfermedades causadas a plantaciones agricolas y forestales, los
hongos también pueden causar problemas en la madera, ya sea como materia prima
o productos terminados, a este tipo de hongos se les conoce como xil6fagos o
degradadores de madera. El empleo generalizado de la madera en las diversas areas
de aplicaciéon requiere obligatoriamente su clasificacion en base a la presencia de
defectos que influyen tanto en sus propiedades como en su costo de comercializacion.
Los defectos que tradicionalmente son observables en la madera aserrada pueden
clasificarse en diferentes grupos: los naturales, que corresponde a la mayoria, los

derivados de algun proceso de transformacion (aserrio, secado, etc.) y los debidos a
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la actividad bioldgica de insectos y hongos. Dentro de este ultimo grupo, los hongos

pueden ocasionar ya sea un manchado o una pudricion (Clausen, 2010).

En la naturaleza, los hongos xiléfagos o destructores de madera cumplen una funcion
por demas importante, al degradar los componentes de la pared celular a moléculas
simples, capacidad de gran utilidad ya que reintegran la materia organica al suelo, lo
cual es importante en las actividades forestales. Pero el dafio no sélo se presenta en
los bosques, sino también en la madera en servicio, lo cual ocasiona problemas para
el usuario. La pudricion de la madera por microorganismos, especialmente hongos,
dafian seriamente las estructuras de la madera, disminuyendo su resistencia
mecanica. Los hongos xil6fagos, o destructores de la madera, ocasionan pérdidas
econémicamente importantes en la industria de la construccién, de la elaboracion de
muebles y en general a aquellas industrias que elaboran productos a base madera
(Zabely Morrell, 1992; Zanni, 2009). Los diferentes tipos de podredumbre de la madera
han sido nombrados tradicionalmente de acuerdo con la apariencia visual del material
de madera descompuesto. Esta divisién ha dado como resultado la distincién entre los
tipos de podredumbre blanca, podredumbre marrén, podredumbre blanda y mancha
azul (Riley et al., 2014; Floudas et al., 2015; Nagy et al., 2016).

En particular, los hongos filamentosos que pertenecen al filo Basidiomycota y
Ascomycota incluyen especies que convierten eficientemente los compuestos
presentes en las paredes celulares de la madera (Mékela et al., 2014). Sin embargo,
la capacidad de degradar e incluso mineralizar (a CO2 y H20) los polimeros de lignina
en la madera se limitan principalmente a los basidiomicetos de podredumbre blanca.
En la naturaleza, los hongos de podredumbre blanca habitan diversas especies de
madera, pero crecen mas comunmente en las angiospermas que en las especies de
gimnospermas, algunos ejemplos de hongos de podredumbre blanca son Trametes
versicolor, Dichomitus squalens, Irpex lacteus, Obba ribulosa, Ganoderma applanatum
(Hatakka y Hammel, 2010).



Los hongos basidiomicetos de la podredumbre marrén despolimerizan rapidamente
los polisacaridos de madera dejando lignina modificada, principalmente
desmetoxilada, lo que da como resultado residuos de madera fragiles de color marron
y cubico, estos hongos tienen mayor especificidad por especies de gimnospermas
(Ryvarden, 1991; Makela et al., 2014). Las especies de podredumbre parda forman un
grupo heterogéneo con representantes en los 6rdenes Polyporales (p.ej., Fomitopsis
pinicola y Postia placenta), Boletales (p.ej., Coniophora puteana y Serpula lacrymans)
y Gloeophyllales (p.ej., Gloeophyllum trabeum) (Floudas et al., 2015; Nagy et al.,
2016).

Los hongos de podredumbre blanda son principalmente especies de ascomicetos que
habitan en el suelo con capacidades intermedias para degradar la madera. Estos
hongos (p.ej., Xylaria, Daldinia, Chaetomium y Trichoderma) tipicamente atacan la
madera en ambientes humedos. La madera podrida suave es tipicamente grisacea,
suave y esponjosa. Los hongos que causan podredumbre blanda despolimerizan
celulosa y hemicelulosas rapidamente, y puede convertir la lignina en cierta medida
(Liers et al., 2006; Shary et al., 2007).

La mayoria de los hongos que degradan la madera son saprotrofos filamentosos no
patégenos que no colonizan arboles sanos. Aun asi, algunos hongos que pudren la
madera, incluidas las especies de los géneros Heterobasidion, Ganoderma,
Fomitopsis y Armillaria, pueden matar arboles dafiados o estresados (Korhonen y
Stenlid, 1998; Kues et al., 2015).

2.2. METODOS DE CONTROL DE HONGOS EN ARBOLES MADERABLES Y EN
MADERA

La salud de los bosques y los sistemas de cultivos lefiosos son de particular
importancia. Sin embargo, una variedad de restricciones bidticas debido a los ataques
de una diversidad de virus, fitoplasmas, bacterias, oomicetos, hongos, nematodos,

artropodos y plantas parasitas comprometen continuamente la aptitud, el desarrollo y



la produccion de arboles y plantas lefiosas. Muchos fitopatégenos transmitidos por el
suelo provocan graves pérdidas en los cultivos arboreos y la silvicultura
econémicamente relevantes. Entre ellos, diferentes hongos (p.ej., Fusarium, Armillaria,

Heterobasidion, Rosellinia, Verticillium, entre otros) (Garcia-Jiménez et al., 2010).

Para el control de las enfermedades causadas por hongos patdgenos de arboles en
viveros y plantaciones forestales, asi como en el producto terminado, la madera, se
realizan mediante control quimico, control bioldgico, control cultural y control fisico. El
control quimico se realiza principalmente utilizando fungicidas sintéticos de los que hay
tanto especificos como de amplio espectro, de contacto y sintéticos (Cortinas et al.,
1996). De los distintos métodos de control bioldgico, el uso de fungicidas sintéticos es
uno de los mas usados para el control de agentes fitopatdgenos, si bien hay una serie
de compuestos antimicéticos disponibles para controlar la propagacion de estos
patdgenos fungicos agricolas, como los bencimidazoles, fenilamidas, dicarboximidas,
anilinopirimidinas, inhibidores externos de quinona (Qol) y amidas de &cido carboxilico
(CAA) (Comité de Accion de Resistencia al fungicida, 2015), los antifungicos azolicos
son el tratamiento preferido debido a su costo relativamente bajo y su eficacia contra
una amplia gama de hongos, lo que hace a los triazoles la clase de fungicidas
sistémicos mas utilizados (Centro Europeo para la Prevencion y el Control de
Enfermedades, Estocolmo, Suecia, 2013).

De acuerdo a lo reportado para los mecanismos de accién de los fungicidas quimicos
sintéticos, éstos actlan por diferentes vias, los azoles regulan o inhiben la sintesis del
ergosterol, actuando sobre la enzima esterol-14-a-desmetilasa CYP51 (un miembro de
la familia del citocromo P450. Ademas, los fungicidas azdlicos se unen a través de la
coordinacion directa del triazol N-4 o el nitrégeno del imidazol N-3 como el sexto
ligando del hierro del grupo hemo, resultando un complejo CYP51-azole, que es
cataliticamente inactivo, evitando la desmetilacién de lanosterol y eburicol y, a su vez,
la produccion de ergosterol, que es esencial para mantener la fluidez y la

permeabilidad de la membrana fungica. Por lo tanto, el tratamiento con azoles reduce



la cantidad de ergosterol en la célula fingica, que, junto con una acumulaciéon de 14aq,
los esteroles desmetilados, interrumpen la estructura de la membrana, evitando el

transporte activo de la membrana que resulta en fungistasis (Jefcoate, 1969).

Con la aplicacion de diversos fungicidas comerciales (azoxystrobin, benomil,
carbendazim, difenoconazol e hidréxido de cobre) para el control de los hongos
Colletotrichum gloeosporioides, C. acutatum y C. boninense, causantes de
antracnosis, se obtuvieron excelentes resultados por su capacidad antifungica. Sin
embargo, algunos organismos internacionales han resaltado las alteraciones
negativas de este tipo de fungicidas, como el clorotalonil, carbendazim y macozeb, por
sus altos riesgos de carcinogenicidad (Saldarriaga et al., 2002; Marulanda et al., 2007,
Saldarriaga et al., 2008; Afanador et al., 2009; Naranjo, 2011; Gaviria et al. 2013).
Debido al impacto negativo de los quimicos en los organismos que no son el blanco u
objetivo de inhibir su crecimiento, el potencial de riesgo ambiental y para la salud, el
rango y la tasa del uso de éstos, han sido gradualmente limitados y algunos de ellos
han sido eliminados. Un ejemplo de ello es el bromuro de metilo, identificado como
sustancia que agota el ozono estratosférico de Clase |, utilizado como fumigante del
suelo en la agricultura durante mas de 40 afios, se esta eliminando en todo el mundo
(Duniway, 2002).

Aunqgue las especies maderables de alta durabilidad natural, tienen un mayor rango de
uso y valor agregado en el mercado, algunas especies de madera con gran potencial
de uso, tienen baja durabilidad natural y requieren tratamientos conservadores para
mejorar su rendimiento y vida util en sus diferentes usos (Lebow, 2010; Bolin y Smith,
2011). Existe una amplia variedad de compuestos quimicos altamente toxicos para
tratar la madera y extender su vida Gtil por décadas, debido a la susceptibilidad de las
maderas a la descomposicién y al biodeterioro, que a menudo se ve contrarrestada
por sustancias conservantes que se esfuerzan por protegerlas de los insectos, hongos
y bacterias, las principales plagas de la madera. La importancia de usar tratamientos

antifingicos en las maderas es para evitar que el hongo se asiente en la madera,
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inhibiendo la invasion del micelio, para que no se extiende a lo largo de las paredes.
Los hongos invasores, segregan enzimas Yy metabolitos que causan la
despolimerizacion de su estructura lignocelulésica (Chaparro et al., 2009), la madera
desprotegida puede provocar grandes pérdidas econdmicas y de recursos (Hassan et
al., 2016).

En los ultimos afios, algunos de los principales conservantes utilizados en el
tratamiento de la madera, las formulaciones como el arseniato de cobre cromado
(CCA), es uno de los mas populares y aunque son muy efectivas para prolongar la
vida atil de la madera, han generado una gran preocupacion debido al peligro asociado
(Mohajerani et al., 2018). El uso de las soluciones de CCA en troncos de madera por
presion, esta asociado con la contaminacion resultante de derrames y fugas de los
tanques, que pueden contaminar con frecuencia las aguas subterraneas y aguas
superficiales (Bhattacharya et al., 2002; Hopp et al., 2006). Desafortunadamente, el
uso regular de agroquimicos es insostenible a mediano y largo plazo como resultado
de su impacto en los ambientes acuéticos y terrestres, influyendo negativamente en la
diversidad ecoldgica en estos ecosistemas, sus efectos indeseables en organismos no
objetivo y el supuesto efecto cancerigeno de algunos productos quimicos (Geiger et
al., 2010).

Desde hace 15 afios, existe una preocupacion de la sociedad acerca del uso de los
plaguicidas sintéticos, entre ellos, los fungicidas. El uso irracional de éstos, como el
incremento en la frecuencia y el uso de altas dosis de aplicacién, uso de mezclas,
deficiente aplicacién y el uso de quimicos muy persistentes, ha propiciado el
surgimiento de multiples efectos negativos en el ambiente. Como consecuencia de
estos disturbios bioldgicos y ecoldgicos se han provocado cambios de un cultivo a otro
menos redituable, ha disminuido la actividad agricola y en algunos casos se ha
abandonado. Ante esta situacion, se considera impostergable el uso de medidas

ecologicas en el combate de hongos (Rodriguez, 2000).
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Los fungicidas actuales, a diferencias de los mas antiguos, son compuestos organicos,
con un alto grado de especificidad hacia su organismo objetivo, aunque continta la
preocupacion por los riesgos para la salud y la contaminacién ambiental, debido al uso
de grandes cantidades de estos productos quimicos (Gupta y Dikshit, 2010). Con el
uso continuo y altas concentraciones de este tipo de fungicidas, se ha conseguido la
resistencia de biotipos fungicos, con resistencia simple, doble e incluso triple,

resultando en aislados con resistencia hacia tres fungicidas (Palou et al., 2008).

Es por ello, que actualmente se desarrollan compuestos antifingicos u otras
alternativas para el control de las enfermedades fungicas. Estas alternativas se basan
en obtener un mantenimiento de la madera aserrada y/o en almacén, con el uso de
compuestos que muestren menos efectos en la salud de los organismos no blanco
como mamiferos inlcuidos el humano, insectos benéfico, y que presenten un bajo

impacto en el medio ambiente (Hernandez, 2002; Mari et al., 2016).

2.3. COMPUESTOS DE ORIGEN VEGETAL CON ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Una alternativa sustentable al uso de los fungicidas sintéticos son los productos
provenientes de las plantas. Una caracteristica tipica de las plantas son sus
mecanismos de defensa, capacidad para producir un vasto y diverso tipo de los
llamados metabolitos secundarios, es decir, de los compuestos presentes en células,
tejidos u 6rganos especializados que no son directamente esenciales para el
crecimiento y desarrollo basico, pero que son necesarios para la supervivencia de las
plantas en el medio ambiente, ademas de defensa, son importantes para la atraccion
de polinizadores (Lattanzio et al., 2008; Pagare et al., 2015).

Los metabolitos secundarios de origen vegetal se dividen en dos grandes grupos:
fitoanticipinas, que estan presentes de forma constitutiva en las plantas; y las
fitoalexinas, cuya presencia aumenta de forma considerable en respuesta a la invasion

microbiana (Dixon, 2001).
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Dentro de los diversos mecanismos de accion de los metabolitos secundarios, en
particular de las fitoalexinas sobre los hongos, se incluye principalmente el efecto
sobre la granulacion citoplasmatica, la desorganizacion de los contenidos celulares, la
ruptura de la membrana plasmética y la inhibicién de las enzimas fungicas, lo que
refleja la inhibicién de la germinacion de las esporas, el alargamiento del tubo germinal
para la formacion del apresorio y la reduccion o inhibicién del crecimiento micelial
(Cavalcanti et al., 2005)

Entre los productos derivados de plantas se pueden mencionar a los aceites
esenciales, extractos acuosos, extractos organicos, asi como también la posterior
identificacion y purificacion de las moléculas activas (metabolitos secundarios)
(Hernandez, 2002; Mari et al., 2016). Se han reportado numerosas especies vegetales
productoras de compuestos con actividad antifungica o fungistatica entre las que
destacan las familias Asteraceae, Brasicaceae, Caricaceae, Fabaceae, Lamiaceae,

Sapotaceae, Solanaceae y Verbenaceae (Bautista-Baros et al., 2013).

Las plantas producen un gran nimero de metabolitos secundarios, se estima una
cantidad de mas de 100,000 estructuras diferentes, involucrados en la defensa de
todas las especies de plantas, pero que solo se conoce de un 10% de ellas. Los grupos
de compuestos mayormente reportados, con propiedades antifiungicas, estan los
terpenoides, 4&cidos fendlicos y polifenoles (liganos, taninos, flavonoides,
antocianidinas, entre otros), asi como algunos nitrogenados tipo alcaloides. De éstos,
se han identificado diversos metabolitos antifingicos, aunque los del grupo terpénico
o fenoles, han sido estudiados mayormente (Mazid et al., 2011; Tascioglu et al., 2013).

Con la realizacion de len los ultimos 50 afios, no sélo se ha demostrado la presencia
de este tipo de compuestos antifingicos, sino que se han obtenido algunos fungicidas
gue se comercializan con éxito en forma de extractos, aceites esenciales y compuestos
puros en diferentes formulaciones. Sin embargo, es necesario realizar mas

investigaciones con el interés de determinar el potencial de una gran cantidad de
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especies vegetales (Pabén y Cuca, 2010; Prieto et al., 2010; Lattanzio, 2013; Prieto et
al., 2013; Pagare et al., 2015). De éstas, se ha demostrado, que especies de la familia
Poaceae como el maiz, producen principalmente compuestos diterpenoides llamadas
kauralexinas y sesquiterpenoides acidos, conocidos como zealexinas (C y D), mientras
que el arroz produce compuestos diterpenos (solenoides) como la momilactona A, B,
para la resistencia contra hongos que incluyen: Aspergillus flavus, Aspergillus sojae,
Cochliobolus heterostrophus, Colletotrichum sublineolum, Fusarium graminearum,

Rhizopus microspores y Ustilago maydis (Huffaker et al., 2011; Ahuja et al., 2012).

Algunos productos secundarios que contienen nitrégeno como las caulilexinas A, B 'y
C, han sido identificadas y reportadas en coliflor (Brassica oleracea var. Botrytis) con
actividad antifungica sobre los hongos fitopatogenos Leptosphaeria maculans,
Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotiorum (Pedras et al., 2006). Ademas de las
caulilexinas también se ha reportado el metabolito camalexina en diferentes especies
de cruciferas como Camelina sativa, con actividad sobre los hongos Alternaria
brassicae y Alternaria alternata (Glawischnig, 2007; Schuhegger et al., 2007).

Dentro de la amplia gama de metabolitos secundarios distribuidos dentro del reino
vegetal se encuentran los compuestos fendlicos, uno de los grupos mas estudiados,
de los cuales se han reportado su actividad antifingica en hongos fitopatégenos y no
fitopatdgenos, algunos ejemplos de éstos son las fitoalexinas isoflavonoides
reportadas en especies de la familia Fabaceae como los guisantes o chicharos (Pisum
sativum) que producen pisatina, mientras que en garbanzo (Cicer arietinum) se
produce maackiaina. La isoflavona daidzeina es el precursor de las principales
fitoalexinas, incluidas la medicarpina y la glicololina que se producen en alfalfa
(Medicago sativa) y soya (Glicine max), respectivamente (Graham, 1995; Morrisey y
Osbourn, 1999). Otro ejemplo de esta familia de fitoalexinas, es el compuesto
faseolina, reportado en frijol (Phaseolus vulgaris) que le aporta resistencia contra el

hongo Colletotrichum lindemuthianum (Durango, 2002) (Cuadro 1).
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Cuadro 1.

Especies vegetales de las que se derivan moléculas
antifingica sobre hongos fitopatdgenos.

con actividad

Moléculas Especies Vegetales Especies de Hongos Autores
Asperglllu_s flavus Huffaker et al.
. Colletotrichum
Momilactona . X 2011
Oryza sativa sublineolum .
A, B . . Ahuja et al.
Fusarium graminearum
. X 2012
Rhizopus microspores
Leptosphaeria
Caulilexinas Brassica oleracea var. Botrviis maculans Pedras et al.
A, ByC ' y Rhizoctonia solani 2006
Sclerotinia sclerotiorum
Glawischnig
camalexina Camelina sativa Alternan_a brassicae 2007
Alternaria alternata Schuhegger et
al. 2007
Faseolina Phaseolus vulgaris _Colletotrlc_:hum Durango 2002
lindemuthianum
Fusarium solani Cheng et al
Cedrol Cunninghamia konishii Fusarium oxysporum 9 '
. ; . 2011
Rhizoctonia solani

2.3.1. Arboles maderables fuente de antifingicos

Aunque son pocas las investigaciones de especies lefiosas, que se han reportado

como fuente de compuestos con actividad antifingica sobre hongos fitopatégenos,

extractos de arboles y sus respectivos compuestos, maderables y no maderables,

algunos como los aceites esenciales o compuestos fendélicos son una alternativa para

su aplicacion en la industria de la preservacion de la madera, que exhiben poca o nula

toxicidad para el ser humano y el medio ambiente (Tascioglu et al., 2013; Mansour y

Salem, 2015; Salem et al., 2015; Salem et al., 20162). En el cuadro 2 se sefialan

diversos compuestos provenientes de extractos de especies maderables con actividad

antifungica, asi como el o los hongos blancos.
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Cuadro 2.

antifangica contra hongos xil6fagos.

Especies maderables de las que se derivan moléculas con actividad

Moléculas

Especies Vegetales

Especies de Hongos

Referencias

Pinosilvin, pinosilvin

momometiléter,

Trametes versicolor,

_ o Pinus pseudostrobus | Coniopohora puteana, Rutiaga 2001
pinosilvin :
Chaetomium globosum
dimetiléter
Trametes versicolor,
Aromadendreno Cedrela odorata Coniophora puteana, Rutiaga 2001

Chaetomium globosum

a-terpineol, borneol

Cunninghamia

Trametes versicolor

Cheng et al. 2011

konishii Pestalotiopsis funebre
Phlebiopsis gigantea
Fomitopsis pinicola
Isorhapontigenina, . _ Antrodia sinuosa Hedenstrom et al.
Picea abies

piceatannol

Gloeophyllum
sepiarium

Serpula lacrymans

2016

Tetrahidroxiflavanona

teracacidina

Acacia auriculiformis

Phellinus badius

Mihara et al. 2005

_ _ Dalbergia _ Martinez-Sotres
Medicarpina . T. versicolor
congestiflora et al. 2012
Tropolone Arboles cupresaceos Postia placenta Diouf et al. 2002
Lenzites betulina
T. versicolor
Liriodenina Michelia formosana Laetiporus sulphureus | Wu et al. 2012

Gloeophyllum trabeum

Fomitopsis pinicola
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La variabilidad dentro del contenido metabolico de los extractos maderables se
observa de una especie a otra, y depende también de la parte del arbol usada para el
aislamiento (Prida y Puech, 2006; Kebbi-Benkeder et al., 2015), los contenidos de
extractos quimicos (organicos, acuosos, tanicos y fendélicos) son generalmente mas
altos en el duramen, la parte mas coloreada de la madera que también es mas
resistente al ataque de hongos (Schultz y Nicholas, 2000). A lo largo de su vida los
arboles sintetizan metabolitos secundarios para proteccion y/o defensa frente al ataque
de agentes bidtico y abidtico. Mientras permanecen dentro de la madera muerta, estas
moléculas pueden ser importantes controladores de las tasas de descompaosicion. De
hecho, se ha establecido una estrecha correlacion entre la durabilidad natural de la
madera y el contenido de extraibles y la diversidad (Pometti et al.,2010; Kirker et al.,
2016).

Debido a esto, existe una gran diversidad de especies maderables que han
demostrado tener una resistencia natural al ataque de hongos fitopatégenos y hongos
xilofagos. Juniperus virginiana al igual que otras especies como J. occidentalis, tienen
comprobada actividad antifiangica contra hongos que pudren la madera (Karchesy,
1998). Sung y Prewitt (2011) evaluaron la actividad antifingica de extractos de
duramen de J. virginiana hacia los hongos Trametes versicolor y Gloeophyllum

trabeum.

Los compuestos identificados que mostraron mayores efectos inhibitorios contra G.
trabeum y T. versicolor fueron el cedrol y tujopsenos respectivamente. Wang et al.
(2011) evaluaron la actividad antifungica de los extractos del duramen de la madera
de Cunninghamia lanceolata hacia los hongos de pudricion Postia placenta, Trametes
versicolor, Gloeophyllum trabeum e Irpex lacteus. Los extractos fueron obtenidos con
hexano, acetato de etilo y metanol. El estudié mostré que el cedrol y algunos naftalenos
fueron los compuestos responsables de la bioactividad y aun a bajas concentraciones,

tuvieron efecto inhibitorio en el crecimiento micelial de los hongos en estudio.
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Aunqgue los extractos de madera son mas comunes, en la actualidad se han estudiado
diversas fuentes de metabolitos secundarios como son los aceites, que son una fuente
importante de acidos grasos, derivados y otras moléculas de alto peso molecular
liposolubles con un alto potencial en aplicaciones biotecnoldgicas (Lima et al., 2008;
Shokri, 2016; Melo et al., 2018). Principalmente estan formado por triacilglicéridos (95-
98% en peso) y se extraen de diversas partes de los arboles como semillas, cortezas,

raices, hojas, resinas o frutos (Sharmin et al., 2015; Medeiros et al., 2018).

Los aceites de las semillas del género Carapa han demostrado tener un poder
antifingico frente a hongos fitopatégenos. Nascimento et al. (2019) probaron los
aceites de las especies Carapa guianensis y C. vasquezii, demostrando una buena
actividad antifungica para ambas especies maderables, pero los valores mas bajos de
aceite vegetal se observaron en Carapa vasquezii, sobre los hongos fitopatégenos
Aspergillus flavus, Aspergillus niger y Fusarium oxysporum. C. vasquezii contenia mas
acidos grasos saturados (estearato de metilo - 10.5%, acido palmitico - 8.4%, &cido
esteérico - 3.5%, araquidato de metilo - 1.1%, benzoato de metilo - 0.3%) que el aceite
de C. guianensis. Este aceite también contenia acido araquidico (0.15%), un &cido

graso saturado.

En otro estudio realizado por Liu et al. (2008), se determiné la accién antifingica de
los &cidos grasos sobre el crecimiento micelial e identificaron la capacidad antifingica
de &cido palmitico y acido butirico contra los hongos fitopatdégenos Alternaria solani,
lagenarium y Fusarium oxysporum. Ademas se identificé la inhibicion de la
germinaciéon de las esporas de Colletotrichum lagenarium y Fusarium oxysporum,

usando diferentes concentraciones de los acidos grasos caprilico, caproico y caprico.
La actividad antifungica de arboles maderables, considerados fuente de maderas

resistentes y de alta calidad ornamental por su beteado y color, también ha sido

evaluada. Un ejemplo de ello, son los estudios del duramen de Dalbergia congestiflora,
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de la familia Fabaceae, que indican la actividad antifingica de varios extractos contra
el honog xiléfagoTrametes versicolor. Un extracto en hexano (0.150 mg/mL) causo el
100% de inhibicion del crecimiento de este hongo y se identific6 el compuesto
responsables de tal actividad, una sustancia cristalina aislada caracterizada como (+)-
3-hidroxi-9-metoxipterocarpano o (+)-medicarpina, sustancia perteneciente al grupo de
las fitoalexinas (Martinez-Sotres et al., 2012). Esta sustancia también fue reportada
por Deesamer et al. (2009), obtenida en el extracto de hexano de Dalbergia oliveri,
aunque también ha sido aislado de Andira inermis y Dalbergia stevensonii por McMurry
y Martin (1972), asi como de Artabotrys odoratissimus (Singh et al., 2009).

2.3.2. Ensayos in vitro para la determinacion de actividad antifungica

Para la realizacion de investigaciones cientificas encaminadas a determinar el efecto
antifingico de extractos vegetales, su especificdad y la identificacion de los principios
activos, se desarrollan diferentes métodos en el laboratorio, con los que se evalla
la actividad antifingica in vitro de éstos. Los métodos mas utilizados son los métodos
de difusion en disco y de dilucién de caldo o agar, con diversas variantes como la
difusibn con pozos en agar (Rutiaga, 2001; Runyoro et al., 2006; Mabona et
al., 2013; Nazzaro et al., 2013).

La prueba de difusién en disco de agar desarrollada en 1940 es el método oficial
utiizado en muchos laboratorios de microbiologia (Heatley, 1944). En este
procedimiento, las placas de agar se inoculan con un indculo estandarizado del
microorganismo de prueba, utilizando discos de papel de filtro (de 5-6 mm de
diametro), que contienen el compuesto de prueba a una concentracion deseada, los
gue se colocan en la superficie de agar. Las cajas de Petri se incuban en condiciones
adecuadas en el tiempo necesario para que el agente antimicrobiano se difunda en el
agar e inhiba la germinacion de esporas o el crecimiento del micelio del hongo en
estudio. Finalmente, de determina el efecto antifungico por la inhibicion del

crecimiento, midiendo los diAmetros de las zonas de crecimiento (Jorgenseny Ferraro,
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2009). Con este ensayo, se ha determinado el efecto antifingico de fungicidas
sintéticos como el posaconazol contra hongos filamentosos, La micafungina contra
Aspergillus y la caspofungina contra Aspergillus y Fusarium (Arikan et al., 2002; Arikan
et al., 2003; LOpez-Oviedo et al., 2006). Actualmente, se utiliza un enfoque
antifingico estandarizado de difusion en disco para analizar hongos filamentosos.
Este método ofrece muchas ventajas sobre otros métodos: simplicidad, bajo costo, la
capacidad de probar enormes cantidades de microorganismos Yy agentes
antimicrobianos, asi como la facilidad para interpretar los resultados proporcionados
(Kreger et al., 1980; Caron, 2012).

Ademas, el método de dilucion es ampliamente usados en investigacion, para medir
cuantitativamente la actividad antimicrobiana in vitro contra bacterias y hongos. El
valor de la concentracion minima inhibitoria (CMI, o MIC, por sus siglas en inglés)
registrado, se define como la concentracion mas baja del agente antimicrobiano
analizado, que inhibe el crecimiento visible del microorganismo analizado, y
generalmente se expresa en pg/mL o mg/L (Pfaller et al., 2004). Este método implica
la incorporacién de concentraciones deseadas variables del agente antimicrobiano en
un medio de agar (medio de agar fundido), habitualmente utilizando diluciones dobles
en serie (p. Ej. 1, 2, 4, 8, 16 y 32 ug mL), seguido de la incorporacién de un in6culo
microbiano definido en la superficie de la placa de agar (CLSI, 2010).

Una variante del método de difusién en agar es el método de difusién de pozos de
agar, que también se usa ampliamente para evaluar la actividad antimicrobiana de
extractos de plantas. De manera similar al procedimiento utilizado en el método de
difusion en disco, la superficie de la placa de agar se inocula extendiendo un volumen
del inéculo microbiano sobre toda la superficie del agar, luego, se perfora
asépticamente un orificio con un diametro de 5-8 mm con una punta, y se introduce un
volumen (20-100 pL) del agente antimicrobiano o la solucion de extracto a la
concentracion deseada en el pozo. Posteriomente se inocula el hongo y las placas de

agar se incuban en condiciones adecuadas dependiendo del microorganismo de
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prueba. El agente antimicrobiano se difunde en el medio de agar e inhibe el crecimiento
de la cepa microbiana probada. Con la inhibicion del crecimiento se determina la
actividad, que puede ser expresada en porcentaje de inhibicién, en relacion a un
control negativo (vehiculo de disolucién) o a un control positivo (antifungico) (Magaldi
et al. 2004; Valgas et al., 2007).

2.4. (+)-MEDICARPINA

La (+)-medircarpina o0 (+)-3-hidroxi-9-metoxipterocarpano es un metabolito
perteneciente al grupo de los isoflavonoides, en particular a la subdivision de los
pterocarpanos, un grupo de compuestos que puede ser descrito como benzo-pirano-
furano-bencenos (Ingham, 1982; Martinez-Sotres et al., 2012; Morales, 2014) (Figura
1).

OCH,4

Figural. Estructura quimica de (+)-medicarpina [(+)-3-hidroxi-9-metoxipterocarpano].

Los pterocarpanos se sintetizan a través de la ruta isoflavonoide del metabolismo
fenilpropanoide, en la que el cumaril-CoA y malonil-CoA se condensan para formar la

trinidroxichalcona, que se isomeriza facilmente a la dihidroxiflavanona. Una migracién
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del anillo arilo, catalizada por la isoflavona sintasa, forma el esqueleto carbénico basico
del isoflavonoide y una serie de reacciones de metilacion, hidroxilacion y reduccion

sintetizan la (+)-medicarpina (Fahrendorf y Dixon, 1993).

Una de las respuestas de defensa de muchas especies de la familia Fabaceae, es la
produccion de metabolitos antimicrobianos del grupo de las fitoalexinas.
Particularmente en la familia Fabaceae, mas de 500 especies silvestres acumulan
fitoalexinas, en respuesta al ataque de patdgenos, metabolitos secundarios como
vestitol, vestitona y sativan son algunos ejemplos de fitoalexinas de tipo pterocarpano
gue se acumulan rapidamente ante el ataque de patdégenos, en especial ante la
amenaza de infecciones por hongos y bacterias o por la elicitacion de iones metalicos y
otros efectores bibticos (Ingham, 1982; Ahuja et al., 2012).

La (+)-medicarpina fue identificada y reportada por primera vez por Smith et al. (1971)
en alfalfa (Medicago sativa), pero también se ha estudiado en haba (Vicia faba)
(Hargreaves et al., 1976), trébol rojo (Trifolium pratense) (Dewick, 1977) y garbanzo
(Cicer arietinum) (Kraft et al., 1987; Miao y Vanetten et al., 1992). Sin embargo, en
estas especies, este tipo de compuestos se producen en concentraciones bajas,
solamente como respuesta al ataque de patdégenos y solo en etapas tempranas de su
desarrollo. La (+)-medicarpina ademas de encontrarla en especies herbaceas, como
antes se mencion0, también se ha reportado en Dalbergia congestiflora, D. oliveri, D.
stevensoni y Andira inermis (McMurry y Martin, 1972; Deesamer et al., 2009; Martinez-

Sotres et al., 2012; Morales, 2014), identificando rendimientos significativamente altos.

Se han reportado diferentes actividades atribuidas a la (+)-medicarpina como
produccion en el aumento de la formacién de células osteoprogenitoras en la médula
Osea, por lo que este pterocarpano puede ser un potencial agente osteogénico
(Bhargavan, 2012), actividad nematicida contra Caenorhabditis elegans (Stadler,
1994).
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Sin embargo, el mayor interés para la (+)-medicarpina en nuestro grupo de trabajo es
su actividad antifingica, debido a que solo se ha estudiado sobre el hongo xiléfago de
podredumbre blanca Trametes versicolor por Martinez-Sotres et al. (2012) y Morales
(2014), reportando una alta actividad antifungica con una CLioo de 0.15 mg/mL. La
mayoria de los estudios se han realizado con (+)-medicarpina derivada del duramen
de especies del género Dalbergia, del cual diversas especies estan consideradas en
riesgo de peligro de extincion o amenazadas en México y a nivel mundial (SEMARNAT,
2010; CITES, 2017), por lo que existe el interés de estudiar otras fuentes de este

compuesto, como es el caso de Andira inermis.

2.5. Andirainermis (W. WRIGHT) D.C. (FABACEAE)

Andira inermis es una especie maderable perteneciente a la familia Fabaceae,
conocida en Michoacan como almendra de rio, quiringuca o cuilimbuca, aunque es una
especie nativa que se distribuye desde el sur de México hasta Peru, Bolivia y Brasil.
Sin embargo, fue introducida en Las Antillas, Las Islas Caribefias, Florida y Africa
(Witsberger et al., 1982; Benitez y Montesinos, 1988). En México esta especie crece
en la vertiente del Pacifico desde Nayarit hasta Chiapas y en la vertiente del Golfo
Unicamente en Tabasco. Se desarrolla desde el nivel del mar hasta casi 1000 m de
altitud (Witsberger et al., 1982; Benitez y Montesinos, 1988; Niembro, 1990;
Pennington y Sarukhan, 1998).

Es una especie que esta adaptada a una variedad de sitios, crece naturalmente en
varios tipos de bosques, principalmente en los bosques subtropical himedo y muy
hamedo, aunque se ha registrado también en los bosques subtropicales secos, pero
no crece bien en areas con una temporada de estiaje muy marcada (Téllez-Sanchez
et al., 2009). A. inermis es un arbol que llega a medir hasta 25 m de altura y alcanza
un diametro hasta de 1.20 m (a la altura de 1.30 m del suelo). El tronco es derecho
con las ramas horizontales o ascendentes y la copa es plana y redondeada (Niembro,
1990; Pennington y Sarukhan, 1998) (Figura 2A).
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Figura 2. Arbol (A), rodaja de madera (B) y tablilla de madera (C) de Andira inermis
(Fotografias tomadas de Téllez-Sanchez et al. 2009).

Las flores tienen forma de guisante, de color rosado a morado, cada una de alrededor
de 2 cm de largo y que duran solamente un dia, se producen en paniculas terminales,
debido a que A. inermis esta adaptada a una variedad de sitios, crece en varios tipos
de bosque, dando como resultado diferentes tipos de ciclos vitales, aparecen entre
febrero y abril en el area de Guanacaste de Costa Rica (Janzen, 1967; Janzen et al.,
1976).
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La sincronizacion de la florescencia ocurre entre los miembros de una poblacion. Cada
arbol florece por un periodo de alrededor de 20 dias, y la florescencia dura
aproximadamente 30 dias dentro de una poblacion (Frankie et al., 1976). Los arboles
maduros florecen una vez durante marzo y abril; los arboles de menor tamafio florecen
dos veces, primero en marzo y abril y de nuevo en julio y agosto durante la estacion

seca de menor duracion (Allen, 1956).

En estudios fenolégicos comparativos entre los bosques secos y muy humedos en
Costa Rica, no muestra un periodo significativo de caducidad en el bosque muy
hamedo, mientras que muestra una produccién discontinua de nuevas hojas entre
enero y junio y un periodo de florescencia en marzo (Frankie et al., 1974). Esto se
contrasta con el bosque seco, en donde la caida de las hojas y el rebrote foliar se
concentraron durante noviembre y la florescencia ocurre mas que nada en febrero
(Frankie et al., 1974). En Trinidad, la florescencia se observa en abril y octubre
(Marshall, 1939). Las frutas son unas vainas ovoides, verdes y de 2.5 a 4 cm de largo
conteniendo una sola semilla venenosa. En Costa Rica, las frutas se maduran desde
la mitad de mayo hasta el final de junio. Las semillas estan rodeadas de un hollejo
grueso y fibroso, con una capa delgada de pulpa blanca y jugosa entre el hollejo y la
epidermis de la fruta (Little et al., 1964).

Su madera es dura y pesada (0.77 g/cm3), segun SEMARNAT el duramen esta
clasificado como moderadamente resistente a los hongos de pudricion (clase 3 segun
ASTM D 2017-5) y moderadamente resistente al ataque de termitas de madera seca
y a taladradores marinos (Weaver, 1989; CONAFOR, 2007; Orwa et al., 2009) (Figura
2B). Presenta porosidad difusa y marcada diferencia entre el color de la albura
(amarillo palido) y su duramen (rojizo amarillento), es de densidad alta y de contraccion
media, posee brillo mediano, veteado pronunciado, textura media e hilo entrecruzado
(Téllez.Sanchez et al., 2009).

Téllez-Sanchez et al., 2009 la mencionan como una especie subutilizada, pues su

madera se usa localmente como lefia, implementos agricolas y cercas. Aunque otros
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reportes indican usos para muebles y ebanisteria de alta calidad debido a su fibray a
su color atractivo. También se la usa para elaborar articulos torneados, puntas de
tacos de billar, mangos de sombrillas, bastones, botes, ruedas para carretones, pilotes,
traviesas de ferrocarril y de red eléctrica, vigas de puentes y otras construcciones

pesadas, chapa decorativa y pisos de parqué (Weaver, 1989) (Figura 2C).
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3. JUSTIFICACION

Por los efectos secundarios o negativos a corto y largo plazo que causan el uso de los
fungicidas quimicos sintéticos, surge la necesidad de buscar alternativas mas
amigables con el ambiente y la salud humana. Una alternativa es el uso de los
metabolitos secundarios de plantas, de los que se ha demostrado su propiedad
antifingica, aunque mayormente con hongos patégenos de humanos y fitopatdégenos
de especies de valor agricola, siendo pocos los estudios con aquellos que causan

enfermedades en arboles maderables, sobre todo los xil6fagos.

Es importante la busqueda de antifungicos de origen vegetal contra hongos xil6fagos
y patdégenos, ya que influyen en grandes pérdidas de la industria maderera, en viveros,
plantaciones y en la materia prima como lo es la madera. La medicarpina, obtenida del
duramen de Dalbergia congestiflora, un pterocarpano con actividad antifingica sobre
Trametes versicolor, no ha sido probada en otros hongos xil6fagos y en fitopatdgenos.
La presente investigacion propone el realizar estudios de actividad antifungica que
demuestren el efecto tanto del extracto como la (+)-medicarpina del duramen de A.

inermisue sobre otros hongos xil6fagos y patégenos de arboles maderables.
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4. HIPOTESIS

El extracto de acetato de etilo y la (+)-medicarpina aislada del duramen de Andira
inermis tienen la capacidad de inhibir el crecimiento tanto de hongos xiléfagos como

patégenos de arboles maderables.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifungica del extracto de acetato de etilo y de la (+)-medicarpina
aislada del duramen de Andira inermis sobre hongos xiléfagos y patdégenos de arboles

maderables.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el contenido de (+)-medicarpina purificada del extracto de acetato de

etilo del duramen de Andira inermis.

2. Evaluar la actividad antifangica in vitro del extracto y la (+)-medicarpina, obtenidos
del duramen de A. inermis, sobre hongos xiléfagos (Trametes versicolor, Irpex

lacteus, Phlebiopsis sp.) y fitopatdgenos (Fusarium solani y Alternaria solani).

3. Obtener la concentracion minima inhibitoria (CMI) y las concentraciones letales
media (CLso) y del 100% (CLioo) del extracto de A. inermis y la (+)-medicarpina
purificada, en los hongos susceptibles.

4. Determinar la eficiencia antifungica del extracto y (+)-medicarpina del duramen de
A. inermis en las concentraciones ClLioco y ClLso sobre bloques de madera

inoculados con el hongo mas susceptible.

5. Realizar la simulacion computacional enzima-ligando para determinar la

interaccién de (+)-medicarpina con los sitios activos de enzimas flungicas.
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. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Calculo de
rendimiento (extracto
y (+)-medicarpina)

Material vegetal

Andira inermis

A 4

/

Obtencidon del extracto de

acetato de etilo del
duramen de Andira
inermis, purificaciony
cuantificaciéon de (+)-
medicarpina

\

Andlisis por
espectrofotometria
y RMN-H de (+)-
medicarpina

y fitopatégenos:

Evaluar la capacidad antifungica in
vitro del extracto (0, 0.1, 0.25, 0.5,
0.75y 1.0), sobre hongos xil6fagos

- Trametes versicolor
- Irpex lacteus

- Phlebiopsis sp.

- Fusarium solani

- Alternaria solani

0.5,

Evaluar la capacidad antifungica in
vitro de (+)-medicarpina (0, 0.1, 0.25,
0.75 y 1.0),
xil6fagos y fitopatdgenos:

sobre hongos

Trametes versicolor
Irpex lacteus
Phlebiopsis sp.
Fusarium solani
Alternaria solani

Obtener la CMI, CLso y CLigo del

extracto y (+)-medicarpina

v

hongo mas susceptible

Determinar la proteccion en bloques de madera de Ficus benjamina
con CLigy CLso de extracto y (+)-medicarpina, inoculados con el

por Autodock Tools

Realizar la simulacion computacional enzima fungica-(+)-medicarpina

A
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7. RESULTADOS

7.1. CAPITULOI. Actividad antifingica del extracto de acetato de etilo del
duramen de Andira inermis sobre hongos xil6fagos y
fitopatdégenos.

Resumen

La actividad antifungica del extracto del duramen de Andira inermis (Fabaceae) fue
evaluada en tres hongos xil6fagos (Irpex lacteus, Phlebiopsis sp. y Trametes
versicolor) y dos fitopatégenos (Fusarium solani y Alternaria solani). El extracto se
obtuvo por el método Soxhlet, determinando las condiciones para un Optimo
rendimiento, variando el tiempo de reflujo del disolvente (acetato de etilo) (6, 8 y 10
horas), utilizando 60 g de materia seca (harina de duramen). La actividad antifungica
fue determinada como porcentaje de inhibicién con el método de difusion en agar con
pozos, utilizando metanol como vehiculo de dilucién (control negativo) y el fungicida
comercial benomilo [1-(butilcarbonil) 2-bencimidazol acido carbamico] como control
positivo (1.0 mg/L). Con los diferentes tiempos de extraccibn se obtuvo el mayor
rendimiento del extracto con un tiempo de reflujo de 10 h, consiguiendo 3.77 g de
extracto/60 g de duramen. El extracto obtenido con estas condiciones de extraccion
fue utilizado para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y las
concentraciones letal media (CLso) y 100 (CL1oo), sobre el crecimiento micelial de los
hongos, con la aplicacion in vitro de diferentes concentraciones de extracto (0, 0.05,
0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mg/L) con un tiempo de incubacion de 8 dias en medio PDA
(papa-dextrosa-agar), a 28°C en condiciones de oscuridad. Se observo una CMI de
0.05 mg/L para los hongos xilé6fagos y de 0.25 mg/mL para los fitopatdgenos probados,
con un mayor efecto del extracto sobre T. versicolor y Phlebiopsis sp, mostrando
valores de CLsoy de CLioo de 0.11 y 0.24 mg/L, respectivamente. E |. lacteus la CLso
fue de 0.28 mg/L y la CL1oo de 0.69 mg/mL. Los valores observados de CLsoy de CL1oo
estuvieron en un rango de 0.39-0.41 mg/L y de 0.75-0.98, respectivamente. Con estos
resultados se demostré el efecto antifungico del extracto del duramen de A. inermis,
mayormente sobre los hongos xiléfagos, presentando T. versicolor y Phlebiopsis sp.,
una mayor susceptibilidad.

Palabras clave: Andira inermis, actividad antifangica, hongos fitopatdgenos, hongos
xil6fagos.

Abstract

The antifungal activity of the heartwood extract of Andira inermis (Fabaceae) was
determined against xylophagous (Irpex lacteus, Phlebiopsis sp. and Trametes
versicolor) and phytopathogenic (Alternaria solani and Fusarium solani) fungi. The
extract was obtained by the soxhlet method, determining the conditions for optimal
yield, varying the reflux time of the solvent (ethyl acetate) (6, 8 and 10 hours), using 60

30



g of dry matter (duramen flour). With the different extraction times, the highest yield of
extract was obtained with a reflux time of 10 h, getting 3.77 g of extract/60 g of duramen.
The extract obtained with these extract conditions was used to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC) and the mean lethal concentrations (CLso) and 100
(CL100), on the mycelial growth of fungi, with the in vitro application of different
concentrations (0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 mg/L) using the agar well diffusion
method. Methanol was a negative control and benomyl (1.0 mg/L) [1-(butylcarbonyl)-2-
benzimidazole carbamic acid] a positive control, incubated 8 days on PDA medium
(potato-dextrose-agar) (28 °C in darkness). The MIC at 0.05 mg/mL was observed for
xylophagus fungi and 0.25 mg/mL for phytopathogens fungi probed, with a higher effect
of extract on T. versicolor and Phlebiopsis sp., showing the CLso and CL1o0o values of
0.11 and 0.24 mg/L, respectively. E I. lacteus CLso was 0.28 mg/L and CL100 was 0.69
mg/mL. The observed values of CLso and CLioo for A. solani and F. solani were in a
range of 0.39-0.41 mg/L and 0.75-0.98, respectively. These results demonstrated the
antifungal effect of the extract of A. inermis heartwood, mostly on xylophagous fungi,
presenting T. versicolor and Phlebiopsis sp., a higher susceptibility.

Keywords: Andira inermis, antifungal activity, phytopathogenic fungi, xylophagous
fungi.

Introduccién

Como una forma de proteccidon ante el dafio ocasionado por heridas y al ataque por
insectos y microorganismos patdégenos, las plantas han logrado desarrollar una gran
variedad de formas de defensa ante este tipo de condicion de estrés biético, como la
proteccion quimica. Con este sistema de defensa, las plantan sintetizan metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana, generalmente de tipo terpénico, fendlico
(acidos fendlicos, flavonoides, taninos, entre otros) y alcaloides (Sepulveda et al.,
2003; Rowell et al., 2005; Mazid et al., 2011).

Aunque con diversas investigaciones se ha identificado un gran numero de
compuestos con propiedad fungicida, solo el 10% del total de las especies vegetales
ha sido estudiado a nivel mundial, determinando que solo algunas presentan esta
actividad en contra de hongos fitopatégenos, inhibiendo el crecimiento radial,
formacion de esporas, germinacion de esporas y la formacion de biomasa (lkeura y
Kobayashi, 2015; Rongai et al., 2015; Sesan et al.,, 2015). Mayormente han sido

evaluadas plantas herbaceas arométicas, utilizadas en la medicina tradicional de
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varios paises como India, China, Brasil, Colombia y México, entre otros, pertenecientes

a familias como Lamiaceae, Asteraceae o Fabaceae (Boulogne et al., 2012).

Sin embargo, algunas plantas de valor maderable como Thuja plicata (Stirling et al.
2007), Juniperus virginiana (Sung y Prewitt, 2011), Cunninghamia lanceolata (Wang et
al. 2011) o Schinopsis lorentzii (Tascioglu et al., 2013), también han demostrado la
produccion de compuestos antifingicos, contra hongos fitopatégenos y hongos
degradadores de madera (xil6fagos). Extractos de arboles como Dalbergia granadillo
y Enterolobium cyclocarpum han sido efectivos contra Trametes versicolor,
Coniophora puteana, Trichoderma viride y Chaetomium globosum (Rutiaga et al.,
1995), también los extractos de duramen de Gmelina arborea tienen actividad
inhibitoria contra Trametes versicolor y Fomitopsis palustris, del que se identificaron el
(+)-7’-O-etilarboreol, (+)-paulownina, (+)-gmelinol y (+)-epieudesmina, como los

principales compuestos responsables (Kawamura et al., 2004).

Asi mismo, extractos hexanicos obtenidos del duramen de Dalbergia congestiflora han
presentado actividad contra el hongo xil6fago, Trametes versicolor, de los que se
identifico al principal compuesto antifingico, el (+)-3-hidroxi-9-metoxipterocarpano o
(+)-medicarpina, un isoflavonoide tipo pterocarpano, considerado en el grupo de la
fitoalexinas, ya que se producen ante el ataque de ciertos tipos de estrés (Martinez-
Sotres et al., 2012). Recientemente, este metabolito también ha sido aislado de Andira
inermis que también pertenece a la familia Fabaceae, cuyo nombre comun es

almendra de rio (Morales, 2014).

La actividad antifungica de la (+)-medicarpina, la propone como una molécula con un
alto potencial antifungico para ser probada no solamente con otros hongos xil6fagos,
sino también contra hongos fitopatdgenos, por lo que existe la necesidad de buscar o
confirmar fuentes maderables que la produzcan en alta cantidad, que no presenten
problemas de proteccion. Es por ello que esta investigacion se evalud la actividad

antifangica del extracto de acetato de etilo obtenido del duramen de Andira inermis
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contra los hongos xil6fagos Irpex lacteus y Phlebiopsis, comparando su actividad con
lo ya reportado para T. versicolor, asi como los fitopatdbgenos Alternaria solani y

Fusarium solani.

Materiales y Métodos

Material biolégico

Andira inermis. La madera de Andira inermis fue colectada de una localidad del

municipio de Taretan, Michoacan, de la cual solo se tomo el duramen del fuste.

Hongos xiléfagos (Irpex lacteus, Phlebiopsis sp. y Trametes versicolor). Las
cepas utilizadas para los ensayos pertenecen al Cepario Michoacano Universitario del
Dr. Gerardo Vazquez Marrufo (CMEB) de la Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo (UMSNH), que se mantuvieron en medio de cultivo PDA (papa dextrosa-
agar), preparado siguiendo las especificaciones del fabricante (Bioxon®) (39 g/L) a un
pH de 7.2, y en incubadora (28°C, oscuridad). Las transferencias a medio fresco se

realizaron cada 21 dias por porcién de micelio.

Hongos fitopatdgenos (Alternaria solani y Fusarium solani). Estas cepas fueron
proporcionadas por el cepario del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la UMSNH, cultivadas y con resiembra bajo

mismas condiciones de hongos xil6fagos.

Obtencion del extracto de acetato de etilo de Andira inermis

El duramen de fuste de A. inermis fue astillado con formén y martillo hasta obtener
astillas pequenas, para poder ser trituradas en un molino eléctrico hasta producir

harina, la cual se dej0 expuesta al aire libre para la pérdida de humedad.

Posteriormente, con el proposito de determinar un éptimo rendimiento de extraccién,
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la harina de duramen fue sometida a extracciones en un equipo de soxhlet con cargas
de 60 g de harina/L de acetato de etilo, a 6, 8 y 10 horas. El extracto fue llevado a la
evaporacion del solvente mediante el rotavapor hasta la obtencion del extracto seco
(Morales, 2014).

Ensayos antifungicos

La actividad antifungica se llevd a cabo con el método “agar well diffusion assay” o
ensayo por difusién en pozos sobre agar, reportado por Magaldi et al. (2004), que
consistié en realizar perforaciones de 5 mm en medio solidificado PDA con la parte
posterior de una pipeta Pasteur de vidrio estéril como sacabocado. En estos pozos se
aplicaron 50 pL del extracto para los bioensayos con cada uno de los hongos en

estudio. Se realizaron ocho pozos por cada caja Petri.

Sobre los pozos, siete realizados alrededor y uno en el centro de la caja, se colocaron
50 pL de cada concentracion del extracto (0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75y 1.0 mg/L), asi
como también del control positivo, el fungicida comercial benomilo [1-(butilcarbonil) 2-
bencimidazol acido carbamico] a 1.0 mg/L, y del control negativo (metanol), utilizado
como vehiculo de disolucion del extracto. Posteriormente, en cada pozo se cultivo un
fragmento de micelio (5 mm de diametro) de cada uno de los hongos en estudio. Las
cajas Petri de los ensayos fueron incubadas por 8 dias a 28°C (oscuridad) y en este
tiempo se determind el porcentaje de inhibiciobn, considerando como maximo el
crecimiento de los hongos en el control negativo (metanol) que fue de 2.5 cm de
diametro, tomando este valor como 0% de inhibicion. El porcentaje de inhibicion fue
calculado de acuerdo a la formula reportada por Rutiaga (2001):

Inhibicién (%) = (crecimiento de control — crecimiento de tratamiento) x 100
crecimiento de control
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Ademas, con los diferentes valores de porcentajes de inhibicién, se obtuvo la
concentracion minima inhibitoria (CMI) asi como las concentraciones letales media y
total (CLso y CL100), mediante una curva de concentracion del extracto realizado contra
los porcentajes de inhibicion de cada uno de los hongos (Anexo 10.1).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se expresaron a través de la media
+ desviacion estandar. Los mismos se procesaron mediante un analisis de varianza de
una via (ANOVA) y posteriormente se realizé una prueba de Tukey con un nivel de

significancia de p<0.05 (n=3), utilizando el software JMP.

Resultados y Discusion

En la presente investigacion se determiné el efecto antifingico del extracto de harina
de duramen de Andira inermis (almendra de rio), sobre hongos xil6fagos (Irpex lacteus,
Phlebiopsis sp y Trametes versicolor) y fitopatbgenos (Alternaria solani y Fusarium
solani), considerados como algunos de los hongos de mayor incidencia en dafio en
material lignocelulésico e infecciones de plantulas y especies establecidas en cultivos
forestales respectivamente (Wang et al., 2011; Boyd et al., 2013; Lomeli et al., 2013).

Debido a la necesidad de encontrar nuevas alternativas para reemplazar los fungicidas
convencionales y de igual forma que sean sustentables para el medio ambiente y la
salud humana, debido al importante papel que desempefian los extraibles en la
proteccion de la madera, varios estudios han destacado el uso de sustancias extraidas
de la madera de especies naturalmente duraderas como potenciales conservantes
ecoldgicos (Tascioglu et al., 2013; Mohammed et al., 2016). De esta forma se tiene el
sustento de que los extractos naturales de arboles naturalmente durables son una
alternativa esencial a los fungicidas sintéticos y tienen un impacto ambiental minimo

en ensayos de laboratorio (Kiran y Raveesha, 2006).
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Debido a que se ha reportado que el extracto de A. inermis contiene el metabolito (+)-
medicarpina, con propiedades antifungicas, pero de éste aln no se ha evaluado esta
actividad, lo propone como una fuente potencial para controlar la actividad micotica de
los agentes causantes de la problematica anteriormente mencionada. De esta manera,
la actividad antifingica el extracto del duramen de A. inermis fue evaluado sobre el
crecimiento del micelio de los hongos en estudio. Posterior al proceso de extraccion y
evaporacion al vacio en rotavapor, se determiné el rendimiento del extracto a los
diferentes tiempos de extraccion de reflujo en soxhlet, presentando rendimientos
dependientes del tiempo de extraccion, con un minimo de 3.3 g en 6 h de reflujo. El
rendimiento del extracto fue mayor con 10 h de reflujo, obteniéndose hasta 3.77 g/60
g duramen (Figura 3), por lo que esta condicion de extracto fue utilizada para los

ensayos in vitro.
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Figura 3. Rendimiento del extracto de duramen de fuste de Andira inermis por cada
60 g de harina/L de acetato de etilo bajo extraccion en sistema Soxhlet.
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Efecto antifUngico del extracto de Andira inermis

A los 8 dias de los ensayos de inhibicion a diferentes concentraciones del extracto de
duramen de A. inermis, se observo una clara y fuerte inhibicion, principalmente sobre
los hongos xiléfagos, con un 100% de inhibicidon sobre T. versicolor y Phlebiopsis sp.
en las concentraciones entre un rango de 0.25 a 1.0 mg/L, mientras que la inhibicion
en este mismo porcentaje para |. lacteus solo se present6 con 0.75y 1.0 mg/L, con
diferencias significativas con las demas concentraciones (Figura 4A).

Con 0.1 mg/L, los tres hongos xil6fagos mostraron porcentajes de inhibicion mayores
al 50%. La inhibicion alcanzada del 100% con el extracto de A. inermis fue similar al
presentando por el fungicida comercial (benomilo) a 1.0 mg/L y no se presentd

inhibicion con el vehiculo utilizado para el extracto (metanol) (Figura 4A).

La concentracion de 0.05 mg/L se consider6 como la CMI para los hongos xil6fagos,
debido a que los porcentajes de inhibicion fueron menores al 50%, con 47.5%, 30.48%
y 28.69 sobre I. lacteus, Phlebiopsis sp. y T. versicolor, con valores de CLs00.28, 0.11
y 0.11 mg/L, respectivamente (Cuadro 3). La CL1oo calculada para Phlebiopsis sp.y T.
versicolor fue de 0.24 mg/L, menor a la requerida para I. lacteus con 0.69 mg/L (Cuadro
3).

A los 8 dias del cultivo, el efecto del extracto de A. inermis sobre los dos hongos
fitopatdgenos (A. solani y F. solani) también mostré un efecto antifingico, dependiente
de la concentracion, ya que a las concentraciones de 0.75 y 1.0 mg/L, se obtuvo un
100% de inhibicién en A. solani, aunque el 100% en F. solani se obtuvo solo con 1.0
mg/L. En ambos hongos, se requiri6 mas de 0.5 mg/L para que se presentaran
porcentajes de inhibicion mayores al 50% (Figura 4B). La CMI en ambos hongos
fitopatdgenos, fue de 0.25 mg/L, con la que se obtuvo menos del 50% de inhibicion. Al
igual que para los hongos xilofagos, el benomil (1.0 mg/L) ejercio un 100% de inhibicion
y el metanol no mostroé inhibicion sobre ellos (Figura 4B).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicién del extracto de aceato de etilo de Andira inermis

sobre: A) hongos xil6fagos (Irpex lacteus, Phlebiopsis sp. y Trametes
versicolor); y B) hongos fitopatégenos (Alternaria solani y Fusarium solani).
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05, n=3, prueba de
Tukey).
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Cuadro 3.Valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion letal
media (CLso) y concentracion letal total (CL1oo) del extracto de acetato de
etilo de A. inermis, observados en los hongos xil6fagos y fitopatégenos (a
los 8 dias del cultivo), en ensayos con el extracto del duramen de A. inermis.

Hongo CMI CL50 CL100
[mg/L]
Irpex lacteus 0.05 0.28 0.69
Phlebiopsis sp 0.05 0.11 0.24
Trametes versicolor 0.05 0.11 0.24
Alternaria solani 0.25 0.36 0.75
Fusarium solani 0.25 0.41 0.98

Con estos resultados se demuestra el efecto antifingico del extracto del duramen A.
inermis obtenido con acetato de etilo, ya que en todos los casos se obtuvo una
inhibicién del 100% (CLioo calculada) con una concentracion menor a 1 mg/L. Sin
embargo, se encontraron diferencias significativas entre los valores calculados para la
CLsoy CMI de los tres hongos xil6fagos y los dos fitopatdégenos. Las CLso para A. solani
y F. solani fueron las mas altas con 0.36 y 0.41 mg/L, obteniendo valores de CL100 de
0.75y 1.0 mg/L, respectivamente, aproximadamente 5 veces mas que los mostrados

para Phlebiopsis sp. y T. versicolor (Cuadro 3).

Los extractos de plantas se han utilizado ampliamente en varios estudios y
potencialmente son Utiles para proteger la madera contra el crecimiento de hongos
(Mansour y Salem, 2015; Salem et al., 20162; Zhang et al., 2016), o sobre hongos
fitopatdgenos que afectan plantulas de arboles bajo cultivo en vivero, ya que actuan
como agentes antimicoticos (Salido et al.,, 2015). Aunque son pocas las
investigaciones sobre la actividad antifangica de extractos derivados de especies

lefiosas (Muanza et al., 2008; Salem et al., 2016b; Say et al., 2018), los extraibles de
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Juniperus virginiana, Dalbergia granadillo, D. congestiflora y de Cunninghamia
lanceolata, han mostrado inhibicion contra hongos xiléfagos como |I. lacteus,
Phlebiopsis sp y T. versicolor (Rutiaga et al., 1995; Sungy Prewitt, 2011; Wang et al.
2011; Martinez-Sotres et al., 2012). Los resultados de la presente investigacion
demuestran actividad antifingica del extracto de A. inermis sobre los hongos xil6fagos
Phlebiopsis sp. y T. versicolor, aunque menor en I. lacteus y en los hongos

fitopatdgenos A. solani y F. solani (Figura 4).

La CLioo considerada para los hongos xilofagos T. versicolor y Phlebiopsis sp. (0.24
mg/L) ejercida por el extracto de A. inermis (Cuadro 3), es menor que la reportada para
extractos de otras especies maderables como la inhibicion de estos dos hongos por
los extractos metandlicos de duramen de Juniperus virginiana, que presentaron una
inhibicion del 100% a concentraciones de 2.5 mg/L (Sung y Prewitt, 2011). Estos,
coinciden con lo reportado para diferentes extractos con actividad antifingica mayor
sobre T. versicolor, como la fraccion hexanica de duramen de Dalbergia granadillo y el
extracto hexanico del duramen de D. congestiflora, con valores de 0.25 mg/L y 0.15

mg/L, respectivamente (Rutiaga et al., 1995; Martinez-Sotres et al., 2012).

Los valores de la CLso calculada para los extractos de duramen de A. inermis sobre la
inhibicion del crecimiento de T. versicolor y de Phlebiopsis sp. (0.11 mg/L) (Cuadro 3)
son similares a lo observado por el extracto de acetato de etilo de Cunninghamia
lanceolata sobre T. versicolor e I. lacteus (Wang et al., 2011). La CMI del extracto de
A. inermis sobre los hongos xil6fagos en estudio (0.05 mg/L) también es similar a lo
reportado para el extracto metandlico de hojas de Annona squamosa que inhibi6 a F.
solani con una CMI de 0.6 mg/L (Kalidindi et al., 2015). Sin embargo, los valores de
CMI de diversos extractos para A. solani, son menores (< 0.1 mg/L) a los encontrados
en el presente trabajo (0.25 mg/L). En esta investigacion se observé una relacion entre
la concentracion y el crecimiento de los hongos fitopatégenos, demostrandose que el
extracto de A. inermis posee la capacidad de inhibirlos a concentraciones

relativamente bajas.
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Este es el primer estudio de la capacidad antifingica del extracto A. inermis sobre los
hongos xil6fagos I. lacteus, Phlebiopsis sp. y T. versicolor, y los hongos fitopatdégenos
A. solani y F. solani, lo que sugiere continuar con las investigaciones para determinar
el efecto antifangico de (+)-medicarpina, el principio activo del extracto del duramen de
A. inermis, del que ha sido demostrado su actividad antifingica y probada sobre T.

versicolor.

Conclusiones

El extracto de la muestra del fuste de A. inermis a 10 horas de reflujo presento el
rendimiento mas abundante con 3.77 g/60 g duramen, el que mostré6 una mayor
actividad antifungica sobre Phlebiopsis sp. y T. versicolor, presentando los mas bajos
valores de CMI, CLso y CL1oo. Aunque la inhibicion del crecimiento sobre I. lacteus, F.
solani y A. solani fue menor, los valores de CMI, CLso y CL100o son considerados con

un 6ptimo efecto antifungico.
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7.2. CAPITULO II. Actividad antifangica de (+)-medicarpina purificada del
extracto de acetato de etilo del duramen de Andira inermis
sobre hongos xiléfagos y fitopatdégenos.

Resumen

En esta parte de la investigacion se desarrollo el método para el aislamiento de (+)-
medicarpina del extracto de acetato de etilo del duramen de Andira inermis, por
cromatografia en columna y se confirmé la pureza del compuesto por analisis con
resonancia magnética nuclear (RMN-1H), evaluando su actividad antifingica. La
actividad antifangica fue determinada como porcentaje de inhibicion sobre el
crecimiento de micelio de tres hongos xil6fagos (Trametes versicolor, Irpex lacteus y
Phlebiopsis sp.) y dos fitopatdgenos (Fusarium solani y Alternaria solani), con el
método de difusién en agar con pozos, utilizando metanol como vehiculo de dilucion
(control negativo) y el fungicida comercial benomilo [1-(butilcarbamoil) benzimidazol-
2-ilcarbamato de metilo] a 1.0 mg/L como control positivo. La concentracion minima
inhibitoria de (+)-medicarpina sobre el crecimiento micelial de los hongos fue
determinada con la aplicacion in vitro de diferentes concentraciones de ésta (0, 0.05,
0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mg/L), incubando por 8 dias en medio PDA (papa-dextrosa-
agar) a 28°C en condiciones de oscuridad. A este tiempo, se observd un mayor efecto
antifangico de la (+)-medicarpina en los hongos xil6fagos T. versicolor e I. lacteus con
un 100% de inhibicién en las concentraciones de 0.5 a 1.0 mg/L y una inhibicién por
debajo del 50% en la concentracion de 0.25 mg/L, presentando valores de CLso de
0.31y 0.33 mg/L, y CL1o0o de 0.81 y 0.8 mg/L, respectivamente. Sin embargo, con 1.0
mg/L, mostré un 100% de inhibicion de Phlebiopsis sp. con lo que se obtuvo una CLso
y CLioo de 0.48 y 1.1 mg/L, respectivamente. La (+)-medicarpina mostré una mayor
actividad antifungica sobre los hongos xil6fagos (CMI=0.25 mg/L) en relacion al efecto
sobre F. solani y A. solani ya que éstos exhibieron una inhibicién de 60.9 y 48.3%,
respectivamente, a la concentracion maxima probada (1.0 mg/L), que representaron
valores de CLso y CLioo de 1.0 mg/L y de 2.0 mg/L, con una CMI de 0.75 mg/L. Los
resultados demuestran un mayor efecto antifingico de la (+)-medicarpina sobre los
hongos xil6fagos |. lacteus, Phlebiopsis sp. y Trametes versicolor en compracion a lo
obtenido sobre los hongos fitopatégenos (A. solani y F. solani).

Palabras clave: Extractos, hongos xil6fagos, hongos fitopatdgenos, (+)-medicarpina,
actividad antifangica.

Abstract

In this part of the investigation, the method for the isolation of (+)-medicarpine from
Andira inermis heartwood ethyl acetate extract, was developed by column
chromatography and the purity of the compound was confirmed by nuclear magnetic
resonance analysis (RMN-tH), evaluating its antifungal activity. Antifungal activity was
determined as a percentage of mycelial growth inhibition of three xylophagous fungi
(Trametes versicolor, Irpex lacteus and Phlebiopsis sp.) And two phytopathogens
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(Fusarium solani and Alternaria solani), with the diffusion method in well agar, using
methanol as a dilution vehicle, as well as negative control. The commercial fungicide
benomyl [1 (butylcarbamoyl) benzimidazol-2-ylcarbamate] at 1.0 mg/mL was used as
a positive control. The minimum inhibitory concentration of (+)-medicarpin on fungal
mycelial growth was determined with the in vitro application of different concentrations
of this (0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mg/L), incubating for 8 days at 28 °C in dark
conditions. At this time, a greater antifungal effect of (+)-medicarpin was observed
xylophagous fungi T. versicolor and I. lacteus with 100% inhibition at concentrations of
0.5 to 1.0 mg/L and inhibition below 50% in the concentration of 0.25 mg/L, observin
CLso values of 0.31 and 0.33 mg/L, and CLioo of 0.81 and 0.8 mg/L, respectively.
However, at 1.0 mg/L, it showed 100% inhibition of Phlebiopsis sp. obtaining a CLso
and CLioo of 0.48 and 1.1 mg/L, respectively. The (+)-medicarpin showed increased
antifungal activity on xylofagous fungi (MIC=0.25 mg/L) in relation to the effect on F.
solani and A. solani as they exhibited an inhibition of 60.9% and 48.3%, respectively,
at the tested maximum concentration (1.0 mg/L), which represented CLso and CL1oo
values of 1.0 mg/L and 2.0 mg/L, with a MIC of 0.75 mg/L. The results demonstrate a
greater antifungal effect of (+)-medicarpin on the xylophagous fungi (l. lacteus,
Phlebiopsis sp. and T. versicolor) in relation at obtained with phytopathogens fungi (A.
solani and F. solani).

Keywords: Extracts, xylophagous fungi, phytopathogenic fungi, (+)-medicarpin,
antifungal capacity.

Introduccién

En general, las plantas producen tres tipos de metabolitos secundarios, mayormente
sintetizan compuestos fendlicos, terpenos y derivados de nitrégeno/azufre como los
alcaloides. De estos metabolitos, los compuestos fendlicos son de los mas
ampliamente distribuidos, estan presentes de manera ubicua en el reino vegetal e
incluyen los acidos fendlicos simples y a los polifenoles como flavonoides, ligninanos,
taninos y antocianinas) (Lattanzio et al., 2008; Lattanzio, 2013; Pagare et al., 2015).
Aungque entre los compuestos fendlicos se han identificado un gran namero de
metabolitos con actividad antimicrobiana, como acidos fendlicos y flavonoides que
inhiben el crecimiento de bacterias y hongos (Tungmunnithum et al., 2018), otros
metabolitos de naturaleza fendlica principalmente con esta capacidad, pero con una
alta especificidad frente a hongos y bacterias, que son inducidos para producirse como

respuesta de defensa, se denominan fitoalexinas y son un grupo de metabolitos que
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las plantas producen para defenderse del ataque de bacterias y hongos fitopatdégenos
(Hammerschmidt, 1999; Pedras et al., 2011). Las fitoalexinas son un grupo
heterogéneo de compuestos que se consideran marcadores moleculares de
resistencia a enfermedades causadas por microrganismos fitopatégenos (Shinbo et
al., 2006; Huffaker et al., 2011; Schmelz et al., 2011).

Actualmente se ha reportado que las fitoalexinas son producidas por un amplio rango
de plantas de importancia agricola de las familias Brassicaceae, Solanaceae,
Vitaceae, Poaceae y Fabaceae, cuando se enfrentan a diversos tipos de estrés.
Particularmente en la familia Fabaceae, mas de 500 especies silvestres acumulan
fitoalexinas, en respuesta al ataque de patdgenos (Ahuja et al., 2012). Plantas como
la soya (Glycine max), chicharo (Pisum sativum), garbanzo (Cicer arietinum), alfalfa
(Medicago sativa), trébol carreton (Medicago truncatula), cacahuate (Arachis
hypogaea) y lupinus (Lupinus angustifolius), producen fitoalexinas, de diferentes
clases de aglicon isoflavonas. Las de tipo pterocarpano como la medicarpina, vestitol,
vestitona y sativan, son sintetizadas en respuesta a una infeccion fingica o bacteriana,
o por la elicitacion de iones metalicos y otros efectores bidticos, en alfalfa, trébol
carreton y garbanzo. En estas plantas, estos compuestos se producen en
concentraciones bajas, solamente como respuesta al ataque de patdégenos y solo en
etapas tempranas de su desarrollo (Saunders y O’Neill, 2004; Naoumkina et al., 2007;
Arman, 2011; Ahuja et al., 2012). La medicarpina ademas de encontrarla en especies
herbaceas, también se ha reportado en especies maderables de la familia Fabaceae
como Dalbergia congestiflora, D. oliveri, D. stevensoni y Andira inermis (McMurry y
Martin, 1972; Deesamer et al., 2009; Morales, 2014). Las especies de Dalbergia estan
protegidas y algunas estan en peligro de extincion (CITES, 2017).

En diversas investigaciones, la medicarpina ha probado tener actividad antifungica,
purificada de corteza de Butea monosperma inhibié el crecimiento de Cladosporium
cladosporioides (Bandara et al., 1989), la proveniente de madera de Dalbergia

monetaria mostro inhibicién de Rhizoctonia solani y Helminthosporium teres (Miles et
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al., 1991). Martinez-Sotres et al. (2012) y Morales (2014), también la reportan con
actividad antifungica, aunque solamente contra Trametes versicolor, un hongo

xilé6fago.

Con el propésito de determinar la especificidad de la actividad antifungica de la
medicarpina sobre hongos patdégenos y obtenida de plantas que no estén en alguna
categoria en peligro de extincion, con un rendimiento mayor, en el presente estudio se
evalud la actividad antifungica de la (+)-medicarpina, aislada del duramen de Andira
inermis, con los hongos xil6fagos Irpex lacteus y Phlebiopsis sp, comparando su
actividad con lo ya reportado para T. versicolor, asi como con los hongos fitopatdgenos

Fusarium solani y Alternaria solani.

Materiales y Métodos

Material biolégico

Hongos xil6fagos (Trametes versicolor, Irpex lacteus y Phlebiopsis sp.). Las
cepas utilizadas para los ensayos pertenecen al Cepario Michoacano Universitario del
Dr. Gerardo Marrufo (CMEB) de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo
(UMSNH), que se mantuvieron en medio de cultivo PDA (papa dextrosa-agar),
preparado siguiendo las especificaciones del fabricante (Bioxon®) (39 g/L) a un pH de
7.2,y enincubadora (28°C, oscuridad). Las transferencias a medio fresco se realizaron

cada 21 dias por porcion de micelio.

Hongos fitopatdgenos (Fusarium solani y Alternaria solani). Estas cepas fueron
proporcionadas por el cepario del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la UMSNH, cultivadas y con resiembra bajo

mismas condiciones de hongos xil6fagos.
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Purificacion de (+)-medicarpina

Despues de la obtencion del extracto de acetato de etilo del duramen de A. inermis,
descrito en el capitulo |, la purificacion de la medicarpina se realizo por cromatografia
en columna con el método estandarizado por Morales (2014), que consistio en utilizar
como fase estacionaria gel de silice malla 70-230 Mesh ASTM (Whatman) y como fase
movil, proporciones de mezclas de disolventes (hexano y acetato de etilo) de 97:3.
Estos disolventes utilizados fueron previamente destilados en el laboratorio.
Posteriormente se confirmd la pureza, identificando el compuesto mediante estudios
de resonancia magnética nuclear (RMN-1H), mediante la obtencion del espectro
respectivo de la molécula, utilizando el eugipo de resonancia magnética nuclear del
Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas de la UMSNH, en un espectrémetro
Varian Mercuri plus a 400 MHz (Anexo 10.3). Las determinaciones se realizaron en

CDCIs (Deuterocloroformo) y TMS (Tetrametilsilano) como referencia interna.

Ensayos antifungicos

La actividad antifungica se llevé a cabo con el ensayo por difusibn en pozos sobre
agar, de acuerdo a Magaldi et al. (2004), que consistié en realizar perforaciones de 5
mm en medio solidificado PDA con la parte posterior de una pipeta Pasteur de vidrio
estéril como sacabocado. En estos pozos se aplicaron 50 yL de (+)-medicarpina a
diferentes concentraciones (0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mg/L) para los
bioensayos con cada uno de los hongos en estudio. Se realizaron ocho pozos por cada
caja Petri. Los datos se reportan como porcentajes de inhibicion, que se determinaron
con la siguiente formula (Rutiaga, 2001):

Inhibicién (%) = (crecimiento de control — crecimiento de tratamiento) x 100
crecimiento de control

Ademas, con los diferentes valores de porcentajes de inhibicién, se obtuvo la

concentracion minima inhibitoria (CMI) asi como las concentraciones letales media y
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total (CLso y CL100), mediante una curva de concentracion de la medicarpina purificada,

realizado contra los porcentajes de inhibicion de cada uno de los hongos (Anexo 10.2).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se expresaron a través de la media
+ desviacion estandar. Los mismos se procesaron mediante un analisis de varianza de
una via (ANOVA) y posteriormente se realizé una prueba de Tukey con un nivel de

significancia de p<0.05 (n=3), utilizando el software JMP.

Resultados y Discusion

Los hongos participan en la diversidad y productividad de los ecosistemas forestales,
contribuyendo sustancialmente a un complejo fendmeno de reciclaje de nutrientes y
carbono, participando en la descomposicién y mineralizacion de madera muerta y
hojarasca en bosques y plantaciones forestales (Baldrian y Lindahal, 2011;
Krashevska et al., 2015). Sin embargo, causan problemas cuando infectan arboles
vivos en plantaciones, descomponen madera comercial y productos de madera
(Bowyer et al., 2003). Debido a esto, las plantas generalmente producen sustancias
protectoras para prevenir infecciones por hongos y otros organismos (Singh y Singh,
2012), por lo que son una alternativa para reemplazar los plaguicidas o fungicidas
convencionales y de igual forma que sean sustentables para el medio ambiente y la
salud humana (Tascioglu et al., 2013; Mohammed et al., 2016).

En los ultimos afios se ha prestado mayor atencion a las moléculas que se encuentran
en los extractos de madera con alta resistencia a la degradacion, pues con diversos
estudios se ha demostrado la bioactividad atribuida por diversos mecanismos, como
la eliminaciéon de metales y radicales libres, la interaccién directa con enzimas, la
alteracion de la integridad de la membrana y la perturbacién de la homeostasis i6nica
(Valette et al., 2017).

50


http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/topics/agricultural-and-biological-sciences/forest-ecosystems
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/topics/earth-and-planetary-sciences/mineralization
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S1754504815000586#bib4
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0378112719301902#b0180
http://link.springer.com.conricyt.remotexs.co/article/10.1007/s00226-016-0814-4#CR5
http://link.springer.com.conricyt.remotexs.co/article/10.1007/s00226-016-0814-4#CR33
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0959652616319199#bib36
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S0959652616319199#bib24
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/topics/agricultural-and-biological-sciences/wood-extractives
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/topics/agricultural-and-biological-sciences/homeostasis
http://www.sciencedirect.com.conricyt.remotexs.co/science/article/pii/S1749461316300884#!

De acuerdo a los antecedentes sobre la actividad de (+)-medicarpina, uno de los
metabolitos con capacidad antifungica probada sobre el hongo xil6fago Trametes
versicolor, que es producida en especies de la familia Fabaceae, lo hace potencial para
controlar la actividada antifiingica sobre otros hongos xil6fagos como Irpex lacteus y
Phlebiopsis sp., asi como de los fitopatdbgenos Fusarium solani y Alternaria solani,
considerados como algunos de los hongos de mayor incidencia en dafio en material
lignocelulésico e infecciones de plantulas y especies establecidas en cultivos
forestales, respectivamente (Wang et al., 2011; Boyd et al., 2013; Lomeli et al., 2013).

Es por ello que esta investigacion se determind el efecto antifungico de la (+)-
medicarpina purificada a partir del extracto de acetato de etilo de harina de duramen

de Andira inermis (almendra de rio) sobre los agentes micéticos mencionados.

Efecto antifungico de (+)-medicarpina

A los 8 dias de los ensayos de inhibicibn a diferentes concentraciones de (+)-
medicarpina purificada del extracto del duramen de A. inermis (Anexo 10.3), se
observé una clara y fuerte inhibicién, principalmente sobre los hongos xil6fagos, con
un 100% de inhibicién en T. versicolor e Irpex lacteus en las concentraciones de 0.5,
0.75y 1.0 mg/L, mientras que la inhibicion en este mismo porcentaje para Phlebiopsis
sp. soOlo se present6 con 1.0 mg/L, con diferencias significativas con las demas

concentraciones (Figura 5A).

Con estos resultados de inhibicién, la concentracién de 0.25 mg/L fue considerada
como la CMI, ya que los porcentajes de inhibicion fueron menores al 50%, con 42.2,
46.8 y 39.1%, sobre T. versicolor, I. lacteus y Phlebiopsis sp., respectivamente. La
inhibicion alcanzada del 100% con (+)-medicarpina fue similar al presentando por el
fungicida comercial (benomilo) a 1.0 mg/L y no se presento inhibicion con el vehiculo
utilizado para la (+)-medicarpina (metanol) (Figura 5A).
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion de (+)-medicarpina sobre: A) hongos xiléfagos
(Trametes versicolor, Phlebiopsis sp. e Irpex lacteus); y B) hongos
fitopatdégenos (Fusarium solani y Alternaria solani). A los 8 dias del cultivo.
Letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05, n=3, prueba de
Tukey).
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Al final del tiempo de cultivo, el efecto de (+)-medicarpina sobre los dos hongos
fitopatégenos (F. solani y A. solani), también mostré un efecto antifingico,
significativamente menor en comparacion con el observado con los hongos xilofagos,
ya que a la concentracibn maxima usada (1.0 mg/L), se obtuvo una inhibicion
ligeramente mayor del 50%, con 60.9% y 50.6% sobre F. solani y A. solani,

respectivamente (Figura 5B).

Es por ello que la CMI en ambos hongos fitopatdgenos, fue mas alta que para los
xiléfagos, con 0.75 mg/L, con la que se obtuvo menos del 50% de inhibicion, y al igual
gue para los hongos xil6fagos, el benomil (1.0 mg/L) ejercié un 100% de inhibicion y el

metanol no mostro inhibicion sobre éstos (Figura 5B).

Las CLso de (+)-medicarpina calculadas para la inhibicion de T. versicolor y de I. lacteus
fueron de 0.31y 0.33 mg/L, las mas bajas encontradas en esta investigacion, mediante
el ensayos con las cinco especies de hongos. Asi mismo, las CL1oo fueron también las
menores, con 0.81 y 0.8 mg/L, que indican el gran efecto fungicida del compuesto
purificado sobre estos hongos (Cuadro 4). Aunque para Phlebiopsis sp. la CMI fue de
0.25 mg/L, se requiere una mayor concentracion para inhibir el 50% (CLso de 0.48
mg/L) y el 100% (CL100 1.1 mg/L).

Los valores de las CLso y CL10o obtenidos con la inhibicion de la (+)-medicarpina sobre
F. solani y A. solani, fueron de 1.0 mg/L y de 2.0 mg/L, respectivamente. Aunque el
efecto antifingico en estos hongos se consiguié a concentraciones mas altas, la
actividad se considera como efectiva (Cuadro 4). Con estos resultados se demuestra
el efecto antifiingico de (+)-medicarpina purificada del extracto del duramen A. inermis
obtenido sobre los tres hongos xilofagos (T. versicolor, I. lacteus y Phlebiopsis sp.) y

los dos fitopatdgenos (F. solani y A. solani).
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Cuadro 4.Valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion letal
media (CLso) y concentracion letal total (CL1oo) observados en los hongos
xil6fagos y fitopatégenos (a los 8 dias del cultivo) en ensayos con (+)-

medicarpina.
Hongo CMI CL50 CL100
[mg/L]

Trametes versicolor 0.25 0.31 0.81
Irpex lacteus 0.25 0.33 0.8
Phlebiopsis sp. 0.25 0.48 11
Fusarium solani 0.75 1.0 2.0
Alternaria solani 0.75 1.0 2.0

Aungue son pocas las investigaciones sobre la actividad antifingica de los derivados
de extractos de especies lefiosas (Muanza et al., 2008; Salem et al., 2016; Say et al.,
2018), se han identificado compuestos como terpenos, estilbenos, flavonoides y
fenilpropanoides en algunas plantas maderables como Picea abies, Acacia
auriculiformis, Dalbergia congestiflora y Cinnamomum sp., los cuales poseen una alta
capacidad antifungica contra hongos xil6fagos y fitopatégenos (Mihara et al., 2005;
Martinez-Sotres et al., 2012; Hu et al., 2013; Hedenstrom et al., 2016; Schreaz et al.,
2016). Los resultados de la presente investigacion demuestran la actividad antifangica
de (+)-medicarpina purificada a partir del extracto de acetato de etilo de A. inermis
sobre los hongos xil6fagos T. versicolor, I. lacteus y Phlebiopsis sp, a concentraciones
relativamente bajas y en concentraciones intermedias (mayores a 1.0 mg/L) sobre los

hongos fitopatdégenos F. solani y A. solani (Figura 5).
Wang et al. (2011), reportaron una CLso de 2.5 mg/L sobre T. versicolor tanto para

cedrol y naftaleno, metabolitos antifungicos identificados en el duramen de

Cunninghamia lanceolata contra T. versicolor, una concentracion mayor al mostrado
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por (+)-medicarpina (0.31 mg/L) (Cuadro 4), pero similar a los reportado para cedrol y
naftaleno, contra I. lacteus con una CLso de 0.3 y 0.24 mg/L, respectivamente. Otros
metabolitos purificados como B-tujaplicina y y-tujaplicina, han mostrado una actividad
antifingica en concentraciones también bajas de CLso, con valores de 0.25-0.4 mg/L

contra T. versicolor y Comuna schizophyllum (Yen et al., 2008).

Los compuestos piceatannol e isorhapontigenina, identificados en la corteza de Picea
abies, son considerados con efecto antifungico contra Phlebiopsis gigantea, ya que
muestran una CLso de 0.35 y 0.8 mg/L, respectivamente. El valor de CLso de la (+)-
medicarpina encontrado en la presente investigacion sobre Phlebiopsis sp. fue de
0.48 mg/L, similar a lo reportado para los compuestos antes mencionados
(Hedenstrom et al., 2016).

La capacidad antifungica de la (+)-medicarpina sobre los hongos fitopatégenos F.
solani y A. solani, resulté ser aiun mas baja que para Phlebiopsis sp., ya que se
requiere de una CLso de 1.0 mg/L para ambos hongos. Estos valores son mayores a
las reportadas por Yen et al. (2008) sobre Colletotrichum gloeosporioides con [3-
tujaplicina (CLs0=0.45 mg/L) y y-tujaplicina (CLs0=0.5 mg/L); asi contra F. solani, con
valores de CLso de 0.4 mg/L para B-tujaplicina y una CLso de 0.45 mg/L para y-
thujaplicina. Con 1.0 mg/L, se ha determinado también un alto efecto antifingico del
cedrol, componente del aceite esencial de madera de Cunninghamia konishii, contra

R. solani, F. oxysporum, G. australe, F. solani y P. funereal (Cheng et al., 2011).

Conclusiones

La (+)-medicarpina purificada del extracto de acetato de etilo del duramen del fuste de
A. inermis mostré una mayor actividad antifingica sobre los hongos xil6fagos (I.
lacteus y Phlebiopsis sp.), similar al ejercido contra T. versicolor, con los mas bajos
valores de CMI, CLso y CLioo. La inhibicion de la (+)-medicarpina sobre F. solaniy A.

solani fue menor que la observada sobre los hongos xil6fagos.
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7.3. CAPITULO Ill. Evaluacién y pruebas de eficiencia antifingica del extracto de
acetato de etilo y (+)-medicarpina purificada del duramen de
Andira inermis sobre Trametes versicolor en bloques de madera
de Ficus benjamina.

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la eficiencia antifingica de extracto de
acetato de etilo y (+)-medicarpina purificada del duramen de Andira inermis sobre la
proteccion de la madera de Ficus benjamina, en contra del hongo Trametes versicolor.
Las pruebas antifungicas se realizaron con el método de impregnacion de bloques de
madera de F. benjamina de 1.2 x 1 x 0.5 cm, utilizando un volumen de 15 mL y un
tiempo de inmersion de 8 h con el extracto (CL100=0.24 y CLs0=0.11 mg/mL) y (+)-
medicarpina (CL100=0.81 y CLs=0.31 mg/mL), concentraciones calculadas
previamente (Capitulo Il). También se utiliz6 metanol (solucién vehiculo) y benomilo
(CL100=0.26 mg/L) como control positivo. Los bloques de madera posteriormente
fueron cultivados en medio agar-agua por 30 dias (28 °C), los cuales fueron inoculados
con segmento de micelio (discos de 5 mm de diametro) del hongo de podredumbre
blanca T. versicolor, debido a que es uno de los mas susceptibles al extracto de A.
inermis y (+)-medicarpina purificada. Se determind la inhibicién del crecimiento del
micelio del hongo sobre los bloques y medio de cultivo, la pérdida en porcentaje de la
masa de los bloques de madera y se realizaron estudios a nivel microscopico para
observar cambios en la degradacion de la madera y el crecimiento micelial de manera
interna, evaluando la eficiencia antifingica. No se observé un efecto significativo del
efecto inhibitorio sobre el micelio cultivado sobre los bloques de F. benjamina, aunque
un 20% de inhibicion fue observado por el benomilo, de manera similar al extracto en
ambas concentraciones y solo con la CLioo de (+)-medicarpina, en comparacion a la
nula actividad antifingica en los bloques tratados con metanol. Asi mismo, no se
observaron cambios indicadores de degradacion de la madera, pero se encontré la
penetracion del micelio del hongo en los vasos conductores de cada uno de los
tratamientos. La proteccion sobre la pérdida de masa en los bloques infestados con T.
versicolor fue demostrada con los valores registrados a los 30 dias del tratamiento,
obteniendo los mas bajos porcentajes en los que fueron tratados con la CL1oo y CLso
del extracto y con la CL1oo de la (+)-medicarpina, similares al mostrado por el fungicida
comercial benomilo, con solo porcentajes de pérdida de 11.0331%, 15.1515%,
17.0661%, 16.6804%, respectivamente. Esto, al compararse con los obtenidos con el
tratamiento negativo (metanol) y con la CLso de la (+)-medicarpina, que mostraron la
pérdida de masa mas alta con 22.5344% y 22.6033%, respectivamente. Los
resultados demuestran proteccion moderada del extracto y (+)-medicarpina en los
bloques de madera de F. benjamina infestados con T. versicolor.

Palabras clave: Eficiencia antifingica, extractos, Ficus benjamina, podredumbre
blanca, (+)-medicarpina.

60



Abstract

The objective of this research was to evaluate the antifungal efficiency of the ethyl
acetate extract and (+)-medicarpin purified of Andira inermis heartwood on the
protection of Ficus benjamina wood, against the fungus Trametes versicolor. Antifungal
tests were performed using the F. benjamina wood block impregnation method of 1.2
X 1 x 0.5 cm, using 15 mL and an immersion time of 8 h with the extract (CL100=0.24 y
CLs0=0.11 mg/L) y (+)-medicarpin (CL100=0.81 y CLs50=0.31 mg/L), previously
calculated (Chapter II). As well, wood blocks were impregnated with methanol (vehicle
solution) and benomyl (CL100=0.26 mg/L) as positive control. The blocks were
subsequently grown in medium agar-water for 30 days (28 °C), which were inoculated
with mycelium segment (disks 5 mm in diameter) of the white rot fungus Trametes
versicolor, because it is one of the most susceptible to the extract of A. inermis and (+)-
medicarpin purified. The growth efficiency of the fungal mycelium on the blocks and
culture medium, the loss percentage of mass and microscopic studies were determined
to observe changes in wood degradation and mycelial growth internally, assessign
antifungal efficiency. No significant effect of the inhibitory effect on mycelium grown on
F. benjamina blocks was observed, although 20% inhibition was observed by benomyl,
similar to extract in both concentrations and only with ClLioo of (+)-medicarpine,
compared to no antifungal activity in methanol-treated blocks. Also, no changes were
observed as indicators of wood degradation, but the penetration of the fungus mycelium
was found in the conductive vessels of each of the treatments. Protection on mass loss
in T. versicolor-infested blocks was demonstrated with values recorded within 30 days
of treatment, obtaining the lowest percentages in which they were treated with the CL 100
and CLso of the extract and with the CLioo of the (+)-medicarpin, similar to that shown
by commercial fungicide benomyl, with only percentages of loss of 11.0331%,
15.1515%, 17.0661%, 16.6804%, respectively. This, when compared to those obtained
with negative treatment (methanol) and CLso of (+)-medicarpin, which showed the
highest mass loss with 22.5344% and 22.6033%, respectively. The results demonstrate
moderate protection of the removable and (+)-medicarpin in the wood blocks of F.
benjamina infested with T. versicolor.

Keywords: Antifungal efficiency, extractives, Ficus benjamina, (+)-medicarpin, white
rot.

Introduccion

La madera es un material biolégico y esta sujeta a la variabilidad de sus propiedades,
como la resistencia fisica, mecénica, quimica y natural, y al deterioro por agentes
bidticos y abidticos. La resistencia natural a los organismos que destruyen la madera

es una de las propiedades que determina el nivel de susceptibilidad de la madera a
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éstos, como hongos, bacterias, termitas, escarabajos y barrenadores marinos, debido
a que pueden crecer en las superficies de madera y otros materiales organicos, para
utilizar los carbohidratos de la madera como fuente de nutrientes (Mansour y Salem,
2015; Xu et al., 2015; Brocco et al., 2017). Algunas especies de madera tienen baja
durabilidad natural y requieren tratamientos conservadores para mejorar su

rendimiento y vida util en sus diferentes usos.

La mayoria de las maderas de baja durabilidad en el mercado se tratan al vacio y a
presidon mediante métodos industriales con conservantes a base de agua y sales
metalicas, que tienen una alta eficiencia en la proteccion de la madera a los
organismos que la destruyen (Lebow, 2010; Bolin y Smith, 2011). Sin embargo, Lin et
al. (2009) y Kartal et al. (2015), mencionan que estas sustancias hacen que el proceso
sea costoso y dafiino para los humanos y el medio ambiente, y requieren cuidado
durante y después del final de la vida uatil de la madera tratada, lo que representa un

peligro en la eliminacion y reutilizacion de este material (Wang et al., 2016).

Por lo tanto, es necesario la busqueda de productos quimicos conservantes de madera
alternativos para ser desarrollados y probados. Los metabolitos secundarios de la
madera son los componentes no estructurales de ella, que por lo general se
concentran en el duramen y, a menudo, son producidos por el arbol en pie como
compuestos defensivos frente al estrés ambiental. Ejemplos de éstos son los de origen
fendlico como flavonoides, flavonoides, lignanos y taninos, asi como los de tipo
terpénico, principales productos de origen vegetal con propiedades protectoras contra
la degradacion biolégica de la madera (Turner y Conradie, 1995; Martinez-Inigo et al.,
1999; Dorado et al., 2001; Toshiaki, 2001; Windeisen et al., 2002; Taylor et al., 2002;
Harju et al., 2003).

La medicarpina, un isoflavonoide tipo pterocarpano, considerada una fitoalexina,

purificada de diversos arboles de la familia Fabaceae, ha mostrado tener actividad

antifangica. La medicarpina purificada de corteza de Butea monosperma inhibié el
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crecimiento de Cladosporium cladosporioides (Bandara et al., 1989), la proveniente de
madera de Dalbergia monetaria mostré inhibicibn sobre Rhizoctonia solani y
Helminthosporium teres (Miles et al., 1991). Asi mismo, Martinez-Sotres et al. (2012)
y Morales (2014), también han reportado la actividad antifingica de la (+)-medicarpina
purificada del duramen de Dalbergia congestiflora, aunque solamente contra Trametes

versicolor, un hongo xil6fago de podredumbre blanca.

Con el propésito de determinar la eficiencia antifangica tanto del extracto de acetato
de etilo como de la (+)-medicarpina purificada del duramen de Andira inermis, se
realizaron pruebas de inmersion a diferentes concentraciones en bloques de madera

de Ficus benjamina con el hongo xil6fago de podredumbre blanca T. versicolor.

Materiales y Métodos

Material biolégico

Ficus benjamina. Los bloques de la madera de Ficus benjamina fueron realizados y
donados por el laboratorio de anatomia de la madera, de la Facultad de Ingenieria en
Tecnologia de la Madera de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo a

cargo de la Ing. Teresa Garcia Moreno.

Hongo xil6fago (Trametes versicolor). La cepa utilizada para los ensayos pertenece
al Cepario Michoacano Universitario del Dr. Gerardo Marrufo (CMEB) de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH), que se mantuvo en
medio de cultivo PDA (papa dextrosa-agar), preparado siguiendo las especificaciones
del fabricante (Bioxon®) (39 g/L) a un pH de 7.2, y en incubadora (28 °C, oscuridad).

Las transferencias a medio fresco se realizaron cada 21 dias por porcién de micelio.
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Purificacion de (+)-medicarpina

Despues de la obtencion del extracto, descrito en el capitulo I, la purificacion de la
medicarpina se realiz6 por cromatografia en columna con el método estandarizado por
Morales (2014), que consistio en utilizar como fase estacionaria gel de silice malla 70-
230 Mesh ASTM (Whatman) y como fase movil, proporciones de mezclas de solventes
(hexano y acetato de etilo) de 97:3. Estos solventes utilizados fueron previamente
destilados en el laboratorio. Posteriormente se confirmé la pureza, identificando el
compuesto mediante estudios de resonancia magnética nuclear (RMN-1H), mediante
la obtencion del espectro respectivo de la molécula, utilizando el euqipo de resonancia
magnética nuclear del Instituto de Investigaciones Quimico-Biolégicas de la UMSNH,
en un espectrometro Varian Mercuri plus a 400 MHz. Las determinaciones se
realizaron en CDCls (Deuterocloroformo) y TMS (Tetrametilsilano) como referencia

interna.

Ensayo de eficiencia antifungica

La eficiencia antifungica se llevé a cabo con el método modificado de Salem et al.
(20162) y Mansour y Salem (2015) que consistio en lo siguiente: Los bloques de albura
de F. benjamina con dimensiones de 1.2 (longitud) x 1 (ancho) x 0.5 (altura) en cm se
secaron al aire a pesos constantes, posterior se esterilizaron en autoclave durante 25
minutos y se dejaron enfriar en desecador por 12 h. Una vez que se les determino el
peso, se sumergieron por 8 h, a las diferentes concentraciones de CLioo y CLso de
extracto (0.24 y 0.11 mg/L) y de la (+)-medicarpina purificada (0.81 y 0.31 mg/L),
respectivamente. También se evalud el efecto del benomilo (CL100=0.26 mg/L) como
control positivo y el control negativo metanol (vehiculo), con un volumen total de 15
mL. Posteriormente, se colocaron los bloques en cajas Petri con papel secante y
selladas por 24 horas, una vez secas se colocaron en un medio solidificado de agar-

agua y se coloco una porcion de micelio de 5 mm extraido con una pipeta Pasteur
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como sacabocado de una caja con medio PDA cultivada con el hongo T. versicolor por
15 dias.

El ensayo se realizé por 30 dias, con la incubacién a 28 °C en completa oscuridad,
tiempo en el que se determind la eficiencia antifingica, evaluando el crecimiento del
micelio sobre los bloques. Posteriormente, los bloques fueron extraidos de las cajas
Petri y se limpio el excedente de micelio de la superficie de los bloques con una
solucién de cloro al 10% y papel secante, para obtener el peso de cada uno de los
bloques y relacionar la pérdida de éste con el de la masa lignocelulésica, que se calculo
en porcentaje en comparacion con el tratamiento de menor efecto. También se
realizaron cortes delgados con navaja (0.2 a 0.4 cm) para observar el deterioro de la
madera y el posible crecimiento de micelio en las células de la madera. Se utiliz6 el
meétodo de tincidn con safranina, que consistidé en colocar los cortes delgados sobre
una caja Petri, colocando 8 gotas de colorante safranina al 3%, dejar reposar 5 minutos

y lavar con etanol al 50% para realizar observaciones en microscopio optico.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los diferentes ensayos se expresaron a través de la media
+ desviacion estandar. Los mismos se procesaron mediante un analisis de varianza de
una via (ANOVA) y posteriormente se realizd una prueba de Tukey con un nivel de

significancia de p<0.05 (n=5), utilizando el software JMP.

Resultados y Discusion

Los hongos patrticipan en la diversidad y productividad de los ecosistemas forestales,
contribuyendo sustancialmente a un complejo fenbmeno de reciclaje de nutrientes y
carbono, participando en la descomposicion y mineralizacion de madera muerta y
hojarasca en bosques y plantaciones forestales (Baldrian y Lindahal, 2011;

Krashevska et al., 2015 ). Sin embargo, ademas de las enfermedades producidas en
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plantaciones agricolas y forestales, los hongos también pueden causar problemas en

la madera, ya sea como materia prima o productos terminados (Clausen, 2010).

Debido a la baja resistencia natural de algunas especies maderables se requiere de
tratamientos conservantes para mejorar su rendimiento y vida util en sus diferentes
usos. Se han desarrollado varios productos quimicos y métodos en la industria de
preservacion de la madera para proteger y extender la vida util del material de madera.
En algunos casos, los productos quimicos para la preservacion de la madera
desarrollados para aplicaciones en exteriores se evitan para usarse en aplicaciones
en interiores debido a sus compuestos volatiles que reducen la calidad del aire y
pueden conllevar a problemas en la salud humana y el medio ambiente (Dorado et al.,
2001; Harju et al., 2003; Lebow, 2010; Bolin y Smith, 2011).

En los dltimos afios, se ha prestado mayor atencidn a las moléculas que se encuentran
en los extractos de madera con alta resistencia a la degradacion, ya que con diversos
estudios se ha demostrado la bioactividad atribuida por diversos mecanismos, como
la eliminaciéon de metales y radicales libres, la interaccion directa con enzimas, la
alteracion de la integridad de la membrana y la perturbacién de la homeostasis iGnica
de los hongos (Valette et al., 2017).

De acuerdo a los antecedentes sobre la actividad antifingica del extracto y la (+)-
medicarpina del duramen de A. inermis, sobre el hongo xil6fago Trametes versicolor,
en la presente investigacion se determiné el efecto preservador de éstos sobre el
hongo xil6fago de podredumbre blanca mencionado, determinando la eficiencia
antifingica en bloques de madera de F. benjamina.

Efecto antifungico del extracto y (+)-medicarpina purificada en bloques de
madera inoculados con T. versicolor

El efecto antifungico del extracto (CL100=0.24 mg/L; CLs0=0.11 mg/L) y de la (+)-
medicarpina purificada (CL100=0.81 mg/L; CLs0=0.31 mg/L), se evaluaron vy
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compararon con los tratamientos control metanol (control negativo) y benomilo (control
positivo, CL100=0.26 mg/L), realizando dicho efecto con observaciones visuales,
encontrando que en todos los tratamientos hubo desarrollo del crecimiento micelial de
T. versicolor. Con estas observaciones, se demostré el mayor crecimiento del hongo
sobre bloques de madera de F. benjamina tratados con la solucion vehiculo (MeOH)
(Figura 6A), considerado como un 0% de eficiencia antifingica, ya que se observo un
crecimiento prominente del micelio de T. versicolor sobre los bloques de madera. Con
la CL1oo del benomilo se observé una ligera inhibicion del crecimiento micelial sobre los
cubos de madera, ya que se detuvo el crecimiento micelial de T. versicolor, aunque se
observd un mayor crecimiento sobre el medio de cultivo, considerando un 20 % de
inhibicion (Figura 6B).

Figura 6.  Crecimiento de T. versicolor después de 30 dias del ensayo sobre cubos
de F. benjamina con los diferentes tratamientos: A) metanol (control
negativo); B) CLioo del extracto (0.24 mg/L) de A. inermis; C) CLso del
extracto (CLso=0.11 mg/L) de A. inermis; D) benomilo (control positivo,
CL100=0.26 mg/L); E) CLioo de (+)-medicarpina (CL100=0.81 mg/L); F)
CLso (+)-medicarpina (CLs0=0.31 mg/L).
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Esta eficiencia antifungica fue observada de manera similar en los cubos de madera
tratados con la CLioo Yy Ciso del extracto del duramen de A. inmermis (Figuras 6C y
8D), asi mismo con la CLioode la (+)-medicarpina (Figura 6E), con una ligera inhibicion
del crecimiento micelial del hongo. Sin embargo, con la CLso de la (+)-medicarpina, el
crecimiento fue similar al ejercido por el metanol, con una mayor abundante masa

micelial en los cubos de madera que lo observado con el extracto (Figuras 6F).

Efecto del extracto y (+)-medicarpina sobre el deterioro y crecimiento de micelio
en blogues de madera infestados con T. versicolor

Después de realizar la limpieza de los bloques de madera, se procedio a realizar cortes
provisionales, para observar el deterioro de la madera a nivel celular, pero se obtuvo
como resultado un nulo deterioro en la madera en cada uno de los tratamientos y
controles utilizados para esta investigacién, mostrando la integridad de las paredes
(Figura 7A) en los que se define claramente que las células de F. benjamina se
encuentran sanos a excepcion de los vasos donde el crecimiento micelial inicio
(observado en un corte transversal) (Figura 7B), encontrando el crecimiento del micelio
de T. versicolor en 1 o0 2 vasos de cada 10 vasos observados (Figuras 7C y 7D).

Figura 7.  Crecimiento de micelio de T. versicolor después de 30 dias de incubacion
sobre cubos de F. benjamina en microscopio: A) Muestra transversal de
cubo con tratamiento CLioo de A. inermis (10X); B) vaso con crecimiento
de micelio de cubo tratado con CLioo de A. inermis (40X); C) Vaso con
crecimiento de micelio en cubo tratado con CLso de (+)-medicarpina
(40X); y D) Vaso con crecimiento de micelio en cubo tratado con metanol
(40X).
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Esto sugiere que debido a que las estructuras de F. benjamina se caracterizan por la
abundante presencia de latex (liquido lechoso) que puede contener entre otras cosas
carbohidratos y algunos otros sustratos (Chew, 1989), el hongo penetra y lo utiliza
como como fuente de alimento, la no observacion del deterioro, pudo deberse al lento
crecimiento de T. versicolor y al corto tiempo del experimento, ya que se llevo a cabo
en solo 30 dias y en otras investigaciones se realizan a mas tiempo (Tascioglu et al.,
2013; Brocco et al., 2017).

Efecto del extracto y (+)-medicarpina sobre la pérdida de masa en bloques de
madera infestados con T. versicolor

Después de los 30 dias del cultivo de los bloques de madera de F. benjamina
infestadas con el micelio de T. versicolor, tratados con las diferentes dosis de CL1oo Yy
CLso calculadas del extracto de A. inermis y (+)-medicarpina purificada, asi como con
la solucion vehiculo (metanol) y el control positivo (benomilo), se determind el
porcentaje de pérdida de masa por diferencia de peso, observando una clara
proteccion por el extracto a las concentraciones de CLioo y CLso del extracto y con la
CLioo de la (+)-medicarpina sin diferencias estadisticas sobre los bloques de madera,
ya que éstos fueron los que presentaron los valores mas pequefios de pérdida de
masa, con 11.0331, 15.1515 y 17.0661%, respectivamente. De igual forma el control
positivo benomil mostré un resultado similar a los ejercidos por el extracto y con la
CLioo de la (+)-medicarpina, perdiendo un 16.6804%, sin haber una diferencia

significativa entre ellos (Figura 8).

Sin embargo, se observé diferencia significativa en cuanto al tratamiento con la CLso
de (+)-medicarpina debido a que presenté una menor proteccion y en concecuencia
una mayor pérdida de masa (22.5344%) (Figura 8). En el caso del control negativo
(metanol), fue el que presento la mayor pérdida de masa con 22.6033%, sin haber una
diferencia significativa entre la pérdida de este tratamiento y con la ClLso de (+)-

medicarpina (Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de pérdida de masa en blogues de madera en los diferentes
tratamientos de CLioo ¥ CLso del extracto (ECL100 y ECL50) y la (+)-
medicarpina (MCL100 y MCL50) de A. inermis, y con metanol (MeOH),
agua estéril (H20) y el benomil, sobreTrametes versicolor. Después de
30 dias de incubacidn. Letras distintas indican diferencias significativas
(p=0.05, n=3, prueba de Tukey).

Estos resultados demuestran la capacidad protectora del extracto de A. inermis y (+)-
medicarpina purificada ya que las pérdidas de los tres mejores tratamientos son
relativamente bajas. En otras investigaciones, como lo reportado por Tascioglu et al.,
(2013), observaron que las pérdidas de masa fueron de 4.4, 33.7 y 40.4% en maderas
de pino albar (Pinus sylvestris), haya (Fagus orientalis) y alamo (Populus tremula),
respectivamente, tratadas con extracto de mimosa (Acacia mollissima).
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Y aunqgue en el presente trabajo, el tratamiento con la CLso de (+)-medicarpina fue el
gue mostro la proteccion mas baja con 22.5344% de pérdida de masa, también
representa una Optima eficiencia antifGngica en comparacion con otras pruebas
realizadas con el uso del extracto de quebracho (Schinopsis lorentzii) obteniendo
porcentajes de pérdidas de masa de 4.4, 26y 45.1% y un 33.8, 53.8 y 56.9% al aplicar
un extracto de corteza de pino (Pinus brutia), protegiendo la misma madera de pino

albar, haya y alamo en contra de T. versicolor) (Tascioglu et al., 2013).

Con los resultados del efecto de la eficiencia antifiungica del extracto y medicarpina
purificada del duramen de A. inermis, se sugiere un optimo efecto de proteccion sobre
el ataque de T. versicolor en una madera blanda como la de F. benjamina, quedando
como perspectiva de esta investigacion, probar el efecto en otros tipos de maderas,

asi como mayores tiempos de exposicion y de incubacion.

Conclusiones

Se obtuvo un 6ptimo efecto de la eficiencia protectora del extracto (CL100=0.24 mg/L y
CLs0=0.11 mg/L) y de la (+)-medicarpina purificada a partir de éste, con la CL1oo de
0.81 mg/mL, del duramen del fuste de A. inermis, probados en bloques de F.

benjamina, inoculados con el hongo xil6fago de podredumbre blanca T. versicolor.
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7.4. CAPITULO IV. Avances sobre los estudios de la simulacion computacional
enzima-ligando por Autodock Tools, utilizando (+)-medicarpina.

Resumen

Se realiz6 una simulacién computacional enzima-sustrato de enzimas reportadas en
la base de datos Protein Data Bank y (+)-medicarpina de algunos de los hongos
estudiados en la presente investigacion. Se observé que los sitios activos de las
enzimas cutinasa de F. solani y proteinasa aspartica de |. lacteus, no tienen una
adecuada interaccién con (+)-medicarpina, mientras que la enzima lacasa de T.
versicolor exhibié en el estudio una mejor interaccion de (+)-medicarpina, con su sitio
activo.

Abstract

An enzyme-substrate computational simulation of enzymes reported in the Protein Data
Bank and (+)-medicarpine database of some of the fungi studied was performed. It was
observed that the active sites of the cutinase enzymes of F. solani and aspartic
proteinase of |. lacteus, do not have an adequate interaction with (+)-medicarpine, while
the study allowed to observe the adequate interaction of (+)-medicarpine, with the
active site of the enzyme lacasa of T. versicolor.

Introduccién

Desde el punto de vista estructural, morfogenético y mecanicista, el proceso de
infeccion por hongos es un fendmeno muy complicado. Hay algunos pasos cruciales
antes de la infeccidn y la patogénesis exitosas: la adhesion de esporas e hifas a la
superficie de la planta, la germinacion de las esporas, la formacion de la clavija de
penetracion (hifa), la creacion de estructuras de infeccion primaria, el proceso de
reconocimiento y sefializacién, la diferenciacion de la infeccién. Hifas y haustorios, el
tejido del huésped seguido del proceso de patogénesis y colonizacion (Carroll y
Tudzynski, 1997). Y todos estos pasos requieren de diferentes herramientas algunas
pueden ser fisico-mecanicas, pero en su mayoria estas estan dadas por procesos

enzimaticos especificos para cada especie patégena.
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Uno de los primeros pasos cruciales en la infeccién del hongo, es la adhesion de
esporas e hifas a la cuticula vegetal, asi como la digestién de esta, en los cuales
intervienen enzimas como celulasa, cutinasa, ADNasa, esterasa, invertasa,
pectinesterasa, pectinasa, proxidasa, poligalacturonasa y proteasas. La cutinasa es
considerada una de las enzimas mas importantes en esta etapa del desarrollo de
hongos, es responsable de romper la cuticula y la penetracion directa del tejido del
huésped (Mendgen y Deising, 1993).

Por otro lado, los hongos xil6fagos son organismos que dependen significativamente
de las enzimas hidroliticas que les ayudan a degradar la matriz de lignocelulosa que
conforma la madera. Estos microorganismos se han adaptado para usar este complejo
sustrato como fuente de carbono, los hongos de podredumbre blanca son los Unicos
microorganismos que se sabe que degradan eficientemente todos los componentes
de la madera, incluida la lignina (Shary et al., 2007; Bakar et al., 2013). Usando un
complejo sistema enzimadico que incluyen celulasas, hemicelulosas, peroxidasas y

lacasas (Martinezet al., 2005).

Metodologia

Las estructuras tridimensionales de las enzimas lacasa de Trametes versicolor
(Piontek et al., 2002), cutinasa de Fusarium solani (Longhi et al., 1997) y Proteinasa
aspartica (1IWKR) de I. lacteus se obtuvieron de la base de datos Protein Data Bank
(PDB), con las claves 1GYC, 1CEX y 1WKR, respectivamente.

El software empleado fue AutoDock Tools, en el cual se realizé una estrategia de
busqueda, lo cual es un analisis de todos los modos posibles de unién entre ligando y
receptor, empleando un grid total de la enzima con 1000 poses en cada una de las
enzimas ya mencionadas, con la finalidad de tener un nimero representativo de cada

simulacién y observar los sitios de mayor frecuencia y afinidad.
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Analisis de los resultados

Se han descrito las estructuras cristalinas de las enzimas Proteinasa aspartica (1IWKR)
de I. lacteus, Cutinasa (1CEX) de F. solaniy Lacasa (1GYC) de T. versicolor, asi como
también en la base de datos Protein Data Bank (Longhi et al., 1997; Piontek et al.,
2002; Fujimoto et al., 2004). Debido a estos antecedentes se realizé un estudio de
interaccion entre (+)-medicarpina y las enzimas mencionadas, con en el software
AutoDock Tools, con 1000 conformeros de (+)-medicarpina. En el cual se observo que
tanto la proteinasa aspartica que pertenece al grupo de las proteasas y la cutinasa,
enzimas que participan en los procesos infecciosos de algunos hongos, tuvieron

interacciones con la (+)-medicarpina muy alejadas al sitio activo.

Figura 9. Simulacion computacional enzima-sustrato de Proteasa Aspartica de I.
lacteus y (+)-medicarpina: A) 10% de los conformeros; B) 55% de los
conférmeros.
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La proteinasa aspartica de I. lacteus sélo mostré una interaccion cercana al sitio activo
con 106 conformeros (Figura 9A) de (+)-medicarpina con una energia de union de -5.9
a -5.54, lo que representa el 10% de todos los conférmeros estudiados y situando mas
del 55% de los conférmeros con una energia de unién de -6.18 a -5.9 lejos del sitio

activo (Figura 9B).

Los resultados de las interacciones de (+)-medicarpina con la enzima cutinasa de F.
solani mostraron grupos de casi 40% con energia de -6.23 (Figura 10A) y 23% con
una energia -6.26 a -5.76 (Figura 10B) de los 1000 conférmeros en posiciones muy
cercanas al sitio activo de la enzima, aunque estaban bastante cerca de ella, no

tuvieron interaccion.

Figura 10. Simulacion computacional enzima-sustrato de Cutinasa de F. solaniy (+)-
medicarpina: A) 40% de los conformeros B) 23% de los conformeros.
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En cambio, la interaccién de (+)-medicarpina y lacasa de T. versicolor, mostrd los
mejores resultados, la lacasa divide su sitio activo en dos centros, el centro T1 0 mono-
Cu, responsable de la oxidacion de los compuestos objetivo, donde interactuaron el
35% de los conformeros estudiados con una energia de -8.54 (Figura 11A), y el centro
de Cu trinuclear (TNC) que reduce Oz, donde interactuaron el 36% de los conformeros

de (+)-medicarpina, con energia entre -7.9 a -7.35 (Figura 11B).

Con estos resultados, se sugiere que la fitoalexina (+)-medicarpina, tiene la preferencia
de inhibir las enzimas involucradas en la degradacion del material lignocelulésico como
lacasa, lo que respalda la mayor capacidad antifungica de (+)-medicarpina sobre los

hongos xil6fagos y menor en los fitopatdgenos.

Figura 11. Simulacién computacional enzima-sustrato de Lacasa de T. versicolor y
(+)-medicarpina: A) Centro T1 con 35% de los conférmeros B) Centro
TNC con 23% de los conformeros.
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Conclusiones

La simulacion computacional en AutoDock Tools mostré que (+)-medicarpina tiene un
mayor numero de interacciones con el sitio activo de la enzima lacasa, que con las
enzimas proteinasa aspartica y cutinasa. Lo que respalda la alta capacidad antifangica

sobre los hongos xil6fagos y una menor capacidad sobre los hongos fitopatogenos.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

Se determin6é un método 6ptimo para la obtencion del extracto de acetato de etilo del
duramen de A. inermis, asi como la purificacién de la (+)-medicarpina y confirmacion

de su pureza por resonancia magnética nuclear (RMN-1H).

El extracto y la (+)-medicarpina obtenidos del duramen de A. inermis mostraron un
efecto antifingico tanto en los hongos xilofagos (l. lacteus, Phlebiospis sp. y T.
versicolor) como en los fitopatégenos (A. solani y F. solani) ensayados en este estudio.

Tanto el extracto como la (+)-medicapirna purificada, presentaron una mayor actividad
antifangica sobre los hongos xil6fagos en comparacion a la observada sobre los
hongos fitopatdgenos, obteniendo los méas bajos valores de CMI, CLso y CL1oo.

El extracto del duramen de A. inermis a las concentraciones media y 100 (CLso y CL100)
mostré un efecto sobre la proteccion al desarrollo de T. versicolor en bloques de
madera de F. benjamina, inoculados con este hongo, similar a lo observado con la

CL1oo de la (+)-medicarpina purificada.

Con los estudios de la simulacion computacional enzima-(+)medicarpina, se determing
una mayor interaccion del compuesto con el sitio activo de lacasa, lo que se relaciona

con la alta actividad antifungica de la (+)-medicarpina sobre los hongos xil6fagos.
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10. ANEXOS

ANEXO 10.1. Curva de concentracion del extracto de acetato de etilo de Andira
inermis (mg/mL) para el calculo de la CLso y CL10o del porcentaje de
inhibicion en los hongos bajo estudio: A) Trametes versicolor, B)
Phlebiopsis sp, C) Irpex lacteus, D) Alternaria solani y E) Fusarium

solani.

A y=387.59x + 5.6369 (L2028 mg/mL B y = 37357 + 10.643 c y=123.26x +15.462 L,y 20.69 mg/ml
2= =0.24 mg/m!| 2= = oH =
10 | 09865 i s 100 |—Re=os Clyy=0.24 mg/n_r} % qo - oeAy “‘” 90
8 ~ 80 8 0"
~ c T
:§ 0 0timgm 2 6 Cly=0.11 mg/mLo_ " :§ 01 cy0mmgll .-
] 9 3 ; ] j
Z g T 40 W 0
= . £ =
20 : 20 20 | .
od 0 : 0
04 02 03 0 0.1 02 03 0 01 02 03 04 05 06 07 08
mgmL mg/mL mg/mL
D E y = 88.565x +13.286
y =125.82x + 5.3174 CL,,=0.75 me/mL R?=10.9528 CLy;=0.98 mg/mL
100 R? = 0.9904 0 100 —90
80 8 8
5 60 5 60 <
G CLy,=0.36 mg/mL .~ S CL,=041 mg/ml .~
c 40 £ 40
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B 0
20 O 20 O
0 - : 0 . L . .
0 0.25 0.5 0.75 0 0.25 05 0.75 1
mg/mL mainL
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ANEXO 10.2. Curva de concentracion de (+)-medicarpina purificada a partir del
extracto de acetato de etilo de Andira inermis (mg/mL) para el célculo
de la CLso y CLioo del porcentaje de inhibicion en los hongos bajo
estudio: A) Trametes versicolor, B) Phlebiopsis sp., C) Irpex lacteus,
D) Alternaria solani y E) Fusarium solani.

A - o L0381 mEImL I B 0 CLiy=0.8 mg.’n:ll[:-"' - * | 00 CLpo=LT mg/mL__,
9 y =10.051x + 18.933 o % g Sl
:g 80 R*=0.8378 £ y =10.598x + 14,964 - % y = 8.5692x + 8.9672
z ° R*=0.8482 8 R*=0.9375
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mg/mL mg/mL

97




ANEXO 10.3. Analisis de (+)-medicarpina por Resonancia Magnética Nuclear

(RMN-1H).
H-11a
H-10
H-6
H-4 P
H-1
H-2
H-ba
H- H-ba
H-7
LJJN—%«-«J ~, ""lf‘ e l
7.6 7.4 7.2 70 68 66 6.4 6.2 60 58 56 54 5.2 50 48 46 4.4 4.2 40 38 36 34

RMN-tH (400 MHz, CDCI3) & 3.52 (ddd, J = 10.2, 7.5, 4.1 Hz, 1H, H-6a), 3.62 (t, J =
10.9 Hz, 1H, H-60), 3.77 (s, 3H, OMe), 4.24 (dd, J = 10.9, 5.0 Hz, 1H, H-6B), 5.07 (s,
1H, OH), 5.50 (d, J = 6.7 Hz, 1H, H-11a), 6.41 (d, J = 2.5 Hz, 1H, H-4), 6.45 (s, 1H,
H-10), 6.46 (dd, J = 5.8, 2.1 Hz, 1H, H-8), 6.55 (dd, J = 8.4, 2.5 Hz, 1H, H-2), 7.13 (d,
J=8.7 Hz, 1H, H-7), 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-1).
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