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Se evalué la actividad antifingica del extracto liofilizado de Tectona grandis mediante pruebas de susceptibilidad
in vitro. La investigacién se llevé a cabo debido a la necesidad de encontrar alternativas terapéuticas contra las
infecciones flingicas. Se utilizé una cepa del hongo Rhizopus stolonifer como organismo modelo en medio agar papa
dextrosa, y se aplicé el método del medio envenenado para evaluar la actividad antifiingica del extracto acuoso.
Los resultados demostraron una inhibicién significativa del crecimiento del hongo por parte del extracto liofilizado
de Tectona grandis, lo que sugiere su potencial como agente antifiingico. Dicho resultado fue dependiente de la
dosis en el intervalo estudiado, de 30 a 75 mg/L, ya que se pudo observar claramente cémo el crecimiento del hongo
disminuy6 gradualmente con el aumento de las dosis de extracto liofilizado de hojas de teca. El extracto liofilizado de
Tectona grandis muestra prometedores efectos antifingicos in vitro, lo que respalda su investigacién y desarrollo
como posible tratamiento alternativo contra las infecciones fingicas.

tectona grandis, actividad antifingica, extracto liofilizado, resistencia a antifingicos, alternativas terapéuticas.

The antifungal activity of the lyophilized extract of Tectona grandis was evaluated by in vitro susceptibility tests.
The research was carried out due to the need to find therapeutic alternatives against fungal infections. A strain of
the fungus Rhizopus stolonifer was used as a model organism and the potato dextrose agar medium and the poisoned
medium method was applied to evaluate the antifungal activity of the aqueous extract. The results demonstrated
a significant inhibition of fungal growth by the lyophilized extract of Tectona grandis, suggesting its potential as
an antifungal agent. This turned out to be dose dependent in the range studied, from 30 to 75 mg/L, since it could
be clearly observed how the growth of the fungus gradually decreased with increasing doses of lyophilized extract
of teak leaves. Freeze-dried extract of Tectona grandis shows promising antifungal effects in vitro, supporting its
research and development as a potential alternative treatment against fungal infections.

tectona grandis, antifungal activity, lyophilized extract, resistance to antifungals, therapeutic alternatives.
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1. Introduccion

ponentes quimicos como los taninos y los aceites naturales
(MONSALVE PAREDES & BELLO ALARCON, 2019). Es-
tos compuestos actian como agentes protectores contra la

La teca (Tectona grandis L.) es una de las maderas duras
maés importantes del mundo, famosa con razén por su color
suave, su veta fina y su durabilidad. Se encuentra natural-
mente solo en India, Myanmar, la Republica Democratica
Popular Lao y Tailandia, y estd naturalizado en Java, Indo-
nesia, donde probablemente fue introducido hace unos 400
a 600 anos. Ademas, se ha establecido en toda Asia tropical,
asf como en Africa tropical (incluidos Nigeria, y la Republica
Unida de Tanzania) y América Latina y el Caribe (Colombia,
Venezuela). La teca también se ha introducido en algunas
islas de la region del Pacifico (Papua Nueva Guinea, Fiji y
las Islas Salomén) y en el norte de Australia a niveles de
prueba (BROWN & PANDEY, 2000).

La madera de teca ha sido reconocida por sus propiedades
naturales antifiingicas, atribuidas a la presencia de com-

degradacién por hongos, lo que hace que la teca sea una
opcién popular para aplicaciones al aire libre y en ambientes
humedos donde los hongos pueden ser una preocupaciéon
(RAMESHA, et al., 2006).

Varios estudios han demostrado que los extractos de la hoja
de teca contienen compuestos con propiedades antifiingicas
significativas (MONSALVE PAREDES & BELLO ALAR-
CON, 2019). Los taninos presentes en la hoja de teca han
sido identificados como agentes efectivos contra una varie-
dad de hongos, inhibiendo su crecimiento y proliferacion
(FLORES VELASTEGUI, et al., 2009). Estas propiedades
hacen que la teca sea una opcién atractiva en aplicaciones
donde la resistencia al moho y la degradaciéon por hongos
son preocupaciones importantes (MONSALVE & ALARCON,
2019).
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A pesar de estos hallazgos prometedores, hay una falta de in-
vestigacion exhaustiva sobre la actividad antifingica de los
extractos acuosos de las hojas de Tectona grandis. Por lo tan-
to, este estudio se propone evaluar la actividad antifiangica
de este extracto en estado seco o liofilizado contra Rhizo-
pus stolonifer, uno de los principales patégenos fungicos en
plantas y el objetivo es el siguiente: Evaluar la actividad an-
tifingica del extracto acuoso liofilizado de Tectona grandis
contra Rhizopus stolonifer

2. Metodologia

Esta investigacion se llevé a cabo en la ciudad del Puyo,
provincia de Pastaza, Ecuador, en los laboratorios de Qui-
mica, Biologia y Bromatologia de la Universidad Estatal
Amazoénica.

2.1 Recoleccion y acondicionamiento del material vegetal

Se recolectaron hojas de Tectona grandis, en el area cerca-
na a la ciudad de Santa Clara, en una zona limitrofe entre
las provincias de Pastaza y Napo. Las hojas fueron lavadas,
primero con agua potable y posteriormente con agua desti-
lada y secadas por 2 horas al aire libre, volteandolas cada
15 0 20 minutos y luego en estufa por 24 horas a 50°C. El
material foliar se pulverizé en un molino de cuchillas con
una abertura de malla de 0,5 mm y se tamizé para obtener
s6lidos pulverulentos con un tamano de particula de 0,3 mm,
adecuado para una extraccion eficaz.

2.2 Obtencion de los extractos acuosos

Para la extracciéon de los compuestos de interés, se colocaron
75 g de sé6lido pulverulento de hoja de teca en un balén de
1 litro de capacidad, se anadieron 500 mL de agua destila-
da y se colocaron en bafio de ultrasonido Branson 38000,
serie CPXH (Branson ultrasonic BV, Utrecht, Holanda) a
una temperatura de 60°C por 30 minutos de extraccién a
maxima potencia de ultrasonido. La filtracién se realiz6 por
gravedad a través de papel de filtro Whatman No. 1y

el filtrado resultante se almacené en envases de vidrio am-
bar a 4 °C para su posterior procesamiento, analisis y liofili-
zacion hasta la liofilizacién.

2.3 Liofilizacién de los extractos acuosos

Para la liofilizacién se colocaron los extractos acuosos de
hoja de teca en el liofilizador, durante 5 dias, lo que permi-
ti6 separar el agua de los s6lidos mediante congelacion y
posterior sublimacién a presion reducida para obtener los
extractos en forma de polvo seco.

2.4 Evaluacion de la actividad antiftingica

Para evaluar la actividad antiftiingica del extracto liofilizado
de Tectona grandis, se empleé una cepa certificada del hongo
fitopatégeno Rhizopus stolonifer como organismo modelo, la
cual se adquirié a la distribuidora Medibac con el cédigo:
ATCC 6227a TM. Se sembro la cepa fingica en cajas Petri
con APD (Agar Papa Dextrosa) y se le aplicé el extracto
liofilizado de teca en diferentes concentraciones entre 30 y
75 mg/mL (técnica de medio envenenado), esto se preparé
agregando la cantidad adecuada de extracto de teca sobre el
medio fundido. Se vertieron 30 mL del medio suplementado
y el extracto de teca en placas de Petri de vidrio (9 cm x 1,5

cm). Se inocularon placas de control negativo (sin extracto
de teca) siguiendo el mismo procedimiento (AATSEA, 2014).
Se incubaron a 27°C durante 7 dias y se registré el diame-
tro de la colonia cada dia. El crecimiento fingico se evalu6
mediante la medicién de zonas de inhibicion.

2.5 Seleccion y validacién de modelo

Se realizé un andlisis estadistico de varianzas mediante
el software Design expert con disefio de optimizacién D-
Optimal. La validez del disefio experimental se verificé me-
diante experimentos adicionales con tres réplicas utilizando
las dosis previstas. En la seleccion se consideraron los atribu-
tos estadisticos de los modelos. Se determinaron los valores
del coeficiente R? ajustado y previsto (SADAF & IDREES ,
2017).

3. Resultados y discusion

3.1 Resultados

En la Tabla 1 se muestran los resultados experimentales
de actividad antifingica para el hongo en estudio a las dife-
rentes concentraciones.

Tabla 1 | Resultados de los halos de crecimiento radial del hongo sobre el
medio envenenado.

Corrida 1 2 3 4 5 6
Dosis de extracto de teca (mg/mL) 30 30 52,5 52,5 75 75
Diametro de colonia (mm) 9 9 6,5 6,6 1,9 1,8

El efecto fungicida del extracto acuoso de 7. grandis sobre
el hongo fitopatégeno, Rhizopus stolonifer, se observé en
diferentes dosis de extracto de T. grandis in vitro, se observé
un crecimiento inferior a medida que la dosis de extracto
se incrementaba; los valores mas altos de crecimiento se
evidenciaron a 30 mg/mL (SIVA, 2008).

En la Figura 1 se muestra cémo el crecimiento del hongo
disminuy6 gradualmente con el aumento de las dosis de ex-
tracto liofilizado de hojas de teca. Es posible afirmar que el
extracto de hojas de T. grandis en todas las dosis probadas
tuvo actividad antifingica contra el patégeno objeto de esta
investigacion.

10

Crecimiento radial (%)

30 40 50 60 70 80

Dosis

Figura 1 | Relacién dosis de extracto vs. respuesta antifin-
gica.

Se utiliz6 el andlisis de varianza para estimar la influen-
cia de la concentracion de extracto de T. grandis como una
variable independiente (p < 0,05). La aptitud del modelo
se determin6 mediante el coeficiente de determinacién (R?)
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y la significancia (p). Se realizaron seis experimentos para
encontrar la concentracién 6ptima minima de extracto de T
grandis que produciria una inhibicién del 100 %.

El modelo polinémico de tercer orden fue el de mejor ajuste.
El valor de R? correspondié a 0,9983 para la prueba anti-
fungica, indicando que el 99,83 % de la variacién total en
la inhibicién estuvo determinada por las dosis de extracto
acuoso (Tabla 2).

Tabla 2 | Modelos polinomiales analizados por el software Design Expert
en la optimizacién de las concentraciones de T' grandis.

Valor p pValor pValor falta de R2 previsto
Secuencial Ajuste Rz ajustado
Lineal <0,0001 <0,0001 0,7645 0,6543
2FI <0,0001 0,0003 09617 0,9452
Quadratica 0,0678 0,0005 0,9703 0,9423
Cubico <0,0001 0,3046 0,9983 0,9938

Se compararon los valores de actividad antifiingica predi-
chos por el modelo con los obtenidos empiricamente y se
pueden visualizar en la Figura 2. La distribucién de puntos
confirmé la capacidad del modelo para cubrir todos los ran-
gos de dosis estudiados, lo que sugirié que el modelo podria
aplicarse de manera efectiva (ARTEAGA, et al., 2020).

Tabla 3 | Prueba ANOVA para el modelo cubico de superficie de respuesta
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Figura 2 | Valores experimentales versus valores predi-
chos para el disefio de un factor: inhibicién del crecimiento
micelial (R? = 0,9938; R? ajustado = 0,9983).

Los valores de R? y R? ajustado de ambas lineas de regresién
fueron cercanos a 1, lo cual sugiere una buena concordancia
entre los valores experimentales y predichos del modelo, de
acuerdo con los resultados de la Tabla 3, se confirmé que la
concentracién fue un factor significativo (p < 0,05).

Fuente Suma de cuadrados Cuadrado Medio Valor F Valor p

Modelo 76,18 98,46 1052,23 <0,0001 significativo
A-Dosis 47,30 147,30 5879,74 <0,0001

B-Hongo 6,11 23,06 380,09 <0,0001

AB 6,32 23,16 392,63 <0,0001

A? 0,5933 10,5933 73,75 <0,0001

A?B 1,31 20,6569 81,66 <0,0001

A3 0,0003 10,0003 0,0410 0,8453

La significacién estadistica de la ecuacion de regresién con
respecto al modelo polinémico de la respuesta de superfi-
cie se demostré mediante las pruebas F y ANOVA (Tabla
3), y la representacion de la ecuacién de regresiéon simu-
lada por el software se muestra en la Figura 3. A tra-
vés de este modelo es posible encontrar la relacién en-
tre las dosis de T. grandis y la respuesta prevista para
un hongo: inhibicién del crecimiento micelial de R. stolo-
nifer segun la ecuacion: Inhibicién: Rhizopus stolonifer =
9,2716 +0,0412D —0,0015D2 — 4,2746 x 1078D3

Factor Coding: Actual One Factor (A)

Warning! Factor involved in multiple interactions.

Rt 10-]
- = = -95% C| Bands

X1=A

Actual Factor
B = Average over

% Inhition

A: Dosis (mg/L)

Figura 3 | Representacién grafica de la relacion dosis-
respuesta

En la Figura 4 se observa una imagen fotografica del creci-
miento del hongo sobre el medio envenenado a las diferentes
dosis al cabo de los 7 dias de incubacién.

Figura 4 | Evaluacién antifingica in vitro de Rhizopus
stolonifer después de 7 dias.

3.2. Discusion

En estudios anteriores de Tectona grandis se aislé el Lapa-
chol, este compuesto es conocido por sus propiedades anti-
bacterianas y antifingicas. Algunos estudios sugieren que
4cidos como el oleandlico y el ursélico o sus glucésidos estan
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involucrados en la resistencia a los ataques de termitas y
hongos (LACRET, et al., 2010).

En el trabajo de (FASSINA, et al., 2017) se evidencié un
efecto fungicida positivo de los extractos en agua caliente de
duramen de teca en ensayos con hongos de pudricién blanca
y parda. Ademas, en (PARIMILAB & LANKAA, 2017) se
informa sobre una importante actividad antibacteriana y
antiftingica de los extractos acuosos de corteza de teca.

En el presente trabajo se evidenci6 el efecto fungicida del
extracto acuoso de 7. grandis sobre el hongo fitopatégeno,
Rhizopus stolonifer, y que dicho efecto era dosis dependiente
en el intervalo estudiado, de 30 a 75 mg/L, ya que se pudo ob-
servar claramente c6mo el crecimiento del hongo disminuyé
gradualmente con el aumento de las dosis de extracto liofili-
zado de hojas de teca, lo cual concuerda con lo planteado por
otros autores (SIVA, 2008).

A pesar de que no son abundantes los estudios del efecto
de los extractos de hojas de teca sobre el control de hon-
gos fitopatogenos, si se conoce por estudios precedentes que
la combinacidn sinérgica que existe entre los taninos y los
flavonoides en los extractos acuosos y también inhiben el
crecimiento micelial de algunos tipos de hongos como Rhi-
zoctonia solani Kihn y Sclerotium rolfsii Sacc (ESPINOSA
RUIZ, et al., 2012)

Contribuciones de los
autores

4, Conclusiones

El extracto acuoso de hojas de Tectona grandis tuvo activi-
dad biolégica inhibitoria del crecimiento del hongo fitopaté-
geno Rhizopus stolonifer, los valores mas altos de inhibicién
se obtuvieron a una concentracion de 75 mg/mL y los meno-
res a 30 mg/mL.

Con base en lo encontrado en el estado del arte el extracto
acuoso de hojas de Tectona grandis posee un gran potencial
de utilizacién ya que se ha demostrado cientificamente la
sinergia existente entre taninos y flavonoides para inhibir
el crecimiento micelial de diferentes hongos fitopatégenos.

Este trabajo permitira continuar con los estudios de campo,
proponer un producto natural para su uso en agricultura,
reducir los danos causados por compuestos quimicos desti-
nados a estos fines, asi como proteger el medio ambiente y
salud humana.

Ampliar el nimero de pruebas contra hongos fitopatégenos
para verificar que pueden ser controlados o eliminados por
los metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso
de las hojas de T grandis. Los extractos de hojas de teca, por
su composicién, son una fuente que puede resultar interesan-
te para la continuidad de estudios, con el objetivo de obtener
biopreparados para uso humano, agricola o industrial.
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