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Resumen

Este estudio evalua la actividad antifungica del extracto liofilizado de hojas de Tectona
grandis contra tres hongos fitopatdgenos, Aspergillus oryzae, Rhizopus stolonifer y
Aspergillus niger. Se realizd un tamizaje fitoquimico que reveld que el extracto acuoso
contenia la mayor diversidad de metabolitos bioactivos, incluyendo saponinas,
flavonoides y alcaloides. En el experimento en condiciones controladas, se midio el
efecto de diferentes concentraciones del extracto acuoso sobre el crecimiento de los
hongos, con concentraciones que variaron entre 30 y 75 mg/ml. Los resultados
mostraron que Rhizopus stolonifer fue el mas afectado a bajas dosis, mientras que
Aspergillus niger presentd un crecimiento notable en concentraciones de 36,3 mg/ml
y 52,5mg/ml. El analisis de varianza (ADEVA) del modelo cubico indicé que todos los
términos del modelo, incluidos la dosis y la interaccion entre dosis y tipo de hongo,
fueron significativos (p < 0.0001). Ademas, el modelo cubico mostré un R? ajustado
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de 0,9983, lo que sugiere un excelente ajuste a los datos observados. Estos hallazgos
sugieren que el extracto de Tectona grandis tiene un potencial significativo como
agente antifungico, variando su efectividad segun el tipo de hongo y la concentracion
utilizada, lo que podria ser util en el desarrollo de estrategias de control biolégico en
cultivos.

Palabras-clave: actividad antifungica, Tectona grandis, hongos fitopatogenos,
metabolitos bioactivos

Abstract

This study evaluates the antifungal activity of the freeze-dried extract of Tectona
grandis leaves against three phytopathogenic fungi, Asperqillus oryzae, Rhizopus
stolonifer, and Aspergillus niger. A phytochemical screening revealed that the aqueous
extract held the highest diversity of bioactive metabolites, including saponins,
flavonoids, and alkaloids. In the experiment under controlled conditions, the effect of
different concentrations of the aqueous extract on fungal growth was measured, with
concentrations varying between 30 and 75 mg/ml. The results showed that Rhizopus
stolonifer was the most affected at low doses, while Aspergillus niger exhibited notable
growth at concentrations of 36.3 mg/ml and 52.5 mg/ml. The analysis of variance
(ANOVA) of the cubic model showed that all model terms, including dose and the
interaction between dose and fungus type, were significant (p < 0.0001). Additionally,
the cubic model proved an adjusted R? of 0.9983, suggesting an excellent fit to the
observed data. These findings suggest that Tectona grandis extract has significant
potential as an antifungal agent, varying in effectiveness depending on the fungus type
and concentration used, which could be useful in developing biological control
strategies in crops.

Keywords: antifungal activity, Tectona grandis, phytopathogenic fungi, bioactive
metabolites

1. Introduccién

La teca (Tectona grandis L.) es un arbol del que se obtiene una de las maderas
duras mas valoradas a nivel mundial, conocida por su durabilidad, textura fina y color
suave (Nidavani & Am, 2014). Su distribucién natural se limita a India, Myanmar, Laos
y Tailandia, aunque fue introducida en Java (Indonesia), hace entre 400 y 600 afnos.
Actualmente, también se cultiva en varias regiones tropicales de Asia, Africa
(incluyendo Nigeria y Tanzania), Ameérica Latina (Ecuador, Colombia y Venezuela), y
en algunas islas del Pacifico, como Papua Nueva Guinea, Fiyi y las Islas Salomon.

La madera de teca es conocida por sus propiedades antifungicas naturales, las
cuales se deben a la presencia de compuestos quimicos como los taninos y los aceites
naturales (Monsalve & Bello, 2019). Estos componentes protegen a la madera contra
la accion de hongos, lo que la convierte en una opcion preferida para usos en
exteriores y en ambientes humedos, en los que la proliferacion de hongos es una
preocupacion (Ramesha et al., 2006).

La relevancia de la teca radica en la durabilidad de su madera y su resistencia
a termitas, gracias a la presencia de compuestos bioactivos como la tectoquina,
lapachol, desoxilapachol, antraquinonas, naftoquinonas y quinonas isoprenoides, que
ejercen efectos toxicoldgicos o farmacoldgicos sobre otros organismos (Chavez-
Salgado et al., 2022). Ademas, la teca contiene fitoquimicos como triterpenoides,
esteroides, lignanos y compuestos fendlicos, estos metabolitos cumplen
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principalmente una funcion repelente frente a termitas y disuasoria en hongos, y los
fitoquimicos proporcionan proteccidn contra macro y microorganismos (Pooja et al.,
2018).

La corteza del arbol de teca se utiliza en la medicina tradicional para tratar el
estrefiimiento, y también se emplea en casos de bronquitis, hiperacidez, ardor,
diabetes, lepra y enfermedades de la piel. Las hojas se utilizan como depurativos,
antiinflamatorios y en el tratamiento de hemorragias y ulceras. Ademas, los extractos
de su madera tienen propiedades sedantes, y el aceite extraido de la misma es
comunmente utilizado para aliviar dolores de cabeza (Khera, 2013). Se ha
comprobado que tres extractos crudos de teca poseen actividad antifungica contra
patogenos vegetales como Alternaria cajani, Fusarium sp., Helminthosporium sp., y
Bipolaris sp. (Kouassi et al. 2016).

Diversos estudios han demostrado que los extractos de hojas de teca contienen
compuestos con notables propiedades antifungicas. Los taninos en estas hojas han
sido identificados como agentes efectivos para inhibir el crecimiento y la proliferacion
de varios hongos (Flores et al., 2014). Estas caracteristicas hacen que la teca sea una
opcion atractiva para aplicaciones en las que la resistencia al moho y la degradacion
por hongos son factores clave (Monsalve & Alarcén, 2019).

En la actualidad existe el desafio global por parte de los cientificos,
investigadores, farmacéuticos y académicos en la busqueda de nuevos y mas
efectivos agentes antibidticos y antifungicos naturales (Singh et al., 2021), ya que
muchos agentes infecciosos se vuelven resistentes a los medicamentos sintéticos y
también generan efectos secundarios es por ello que existe un gran interés en las
propiedades antifungicas que posee la Tectona grandis L. (Neha & Sangeeta, 2013).

La liofilizacion, al reducir casi por completo el contenido de humedad, permite
que el extracto de hojas vegetales se conserve indefinidamente. A pesar de su larga
estabilidad, el proceso mantiene las propiedades originales del producto. Ademas, el
bajo peso del producto liofilizado hace que sea facil de manejar, sin necesidad de
refrigeracion durante su almacenamiento y transporte. Este proceso elimina entre el
95% y el 99.5% del agua, lo que contribuye a su prolongada vida util (Tocagon et al.,
2020).

Por ello la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad
antifungica del liofilizado del extracto de hojas de Tectona grandis frente a tres hongos
fitopatogenos.

2. Metodologia

Localizacion

Este estudio se realiz6 en los laboratorios de Quimica, Biologia y Bromatologia
de la Universidad Estatal Amazédnica, ubicada en la ciudad de Puyo, provincia de
Pastaza, Ecuador.

Recoleccion y acondicionamiento del material vegetal

Se recolectaron hojas de Tectona grandis en las cercanias de Santa Clara, una
zona limitrofe entre las provincias de Pastaza y Napo. Para el acondicionamiento de
la materia prima se siguié la metodologia descrita por Luna-Fox et al. (2024), con
algunas modificaciones. Las hojas fueron lavadas primero con agua potable y luego
con agua destilada, se secaron al aire libre por dos horas, girandolas cada 15 a 20
minutos. Posteriormente, se secaron en una estufa durante 24 horas a 50°C.
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Obtencion y concentracién de los extractos acuosos

Se colocaron 75 g de polvo de hoja de teca en un matraz de un litro de
capacidad y se anadieron 500 mL de agua destilada. La mezcla fue sometida a un
bafio ultrasénico Branson 38000, serie CPXH (Branson ultrasonic BV, Utrecht,
Holanda), a 60°C durante 30 minutos con maxima potencia de ultrasonido.
Posteriormente, se filtr6 por gravedad usando papel de filtro Whatman No. 1, y el
filtrado se almacend en frascos de vidrio ambar para su posterior analisis. Finalmente,
el extracto se almaceno a 4°C hasta su liofilizacion.

Tamizaje fitoquimico del extracto de teca

El tamizaje fitoquimico del extracto de Tectona grandis se realizd siguiendo el
meétodo de Garcia et al. (2023) con modificaciones.

Para la deteccion de saponinas, se diluyé 1 mL de extracto en 9 mL de agua
destilada y se agito; la formacién de espuma persistente indicé un resultado positivo.
En cuanto a los flavonoides, se emple6 la prueba de Shinoda, donde la mezcla del
extracto con acido clorhidrico concentrado y zinc mostré coloraciones especificas que
confirmaron su presencia. Se utilizé FeCl3 para la deteccion de fenoles y taninos, en
la que a aparicion de colores indicativos y turbidez con acetato de plomo sugirieron la
presencia de estos compuestos (Nwaeze, y otros, 2020). Los azucares reductores se
identificaron mediante el ensayo de Fehling, observandose un color rojo o naranja tras
el calentamiento. Para los aminoacidos, se utilizdé ninhidrina al 2%, donde un color
azul-violeta indicd su presencia (Nayeem & Karvekar, 2015). La identificaciéon de
alcaloides se realiz6 a través de las pruebas de Dragendorff, Mayer y Wagner, donde
se observd la formacidon de precipitados o cambios de color caracteristicos
(Iinmwinuwa, y otros, 2023). Finalmente, la presencia de quinonas se verifico
mediante la disoluciéon de extractos en cloroformo y la adicion de NaOH, con
resultados positivos indicados por coloraciones rosadas o rojas (Nayeem & Karvekar,
2010).

Determinacién de sélidos disueltos totales (SDT)

Para la determinacion de sélidos totales se siguio la metodologia descrita por
Jacome (2014), se utilizaron tres capsulas de porcelana las cuales previamente se las
pesaron vacias en una balanza analiica RADWAG modelo AS2020.02,
posteriormente se midieron 5 mL de los extractos y se colocaron en cada capsula, las
cuales se sometieron a Bafio Maria durante una hora.

Después, se colocaron en la estufa marca Binder DS-115 a 105°C, por tres
horas. Al finalizar este tiempo, se enfriaron en un desecador durante 15 minutos antes
de volver a pesarlas. Se repitid el proceso en la estufa por una hora mas a 105°C
hasta alcanzar un peso constante. Los calculos de ST se realizaron usando la
ecuacion 1.

Formula para el calculo de solidos disueltos totales (SDT)

Ecuacion [1] SDT= (A-B) / V (mL) * 1000
Donde:

A= peso de la capsula + el sélido seco (g)
B= peso del Capsula (g)

V= volumen del extracto concentrado (mL)
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Liofilizacién de los extractos acuosos

Luego de que los extractos alcanzaron un minimo del 20% de sdlidos totales,
se siguio la metodologia descrita por (Ramirez, 2006) los extractos acuosos de hojas
de teca se sometieron a liofilizacidon en un liofilizador LABOGENE-SCANVAC durante
5 dias,. obteniendo los extractos en forma de polvo seco.

Diseino experimental

Para disefiar el experimento se utilizd el software Design Expert version 19,
(Dahua Gualinga et al., 2024) que permitié implementar un disefio factorial 2x3 , el
programa arrojo un total de 17 experimentos los cuales se realizaron por triplicado y
se reportd sus promedios, este disefio consistid en dos niveles para el factor de dosis
y tres para el tipo de hongo, como se detalla a continuacién en la Tabla 1.

Tabla 1. Disefio experimental del software Design Expert versién 19
Table 1. Experimental design using Design Expert software version 19

Experimento Factor A: Factor B:
Concentracion del Hongo Fitopatégeno
extracto teca
(mg/ml)

1 68.7 Aspergillus oryzae
2 75 Rhizopus stolonifer
3 75 Aspergillus oryzae
4 36,02 Aspergillus oryzae
5 30 Rhizopus stolonifer
6 36.3 Aspergillus niger
7 30 Rhizopus stolonifer
8 52.5 Rhizopus stolonifer
9 36,02 Aspergillus oryzae
10 75 Rhizopus stolonifer
11 52.5 Aspergillus niger
12 68.925 Aspergillus niger
13 47 1 Aspergillus oryzae
14 52.5 Rhizopus stolonifer
15 57.45 Aspergillus oryzae
16 30 Aspergillus niger
17 68.925 Aspergillus niger

Evaluacion de la actividad antifungica

Para analizar la actividad antifungica del extracto liofilizado de Tectona grandis,
se utilizaron tres tipos de hongos fitopatogenos Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger
y Aspergillus oryzae adquirida a través de la distribuidora Medibac y conservadas en
el laboratorio de microbiologia de la Universidad Estatal Amazdnica. Las cepas
fungicas fueron cultivadas en cajas Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA), y se aplico
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el extracto liofilizado de teca en concentraciones que variaron entre 30 y 75 mg/mL,
empleando la técnica de medio envenenado (Rivero Gonzalez et al., 2009).

Se vertieron 30 mL del medio suplementado con el extracto de teca en placas
de Petri de vidrio (9 cm x 1,5 cm). Se prepararon placas de control negativo, en las
que no se afnadio extracto de teca, pero que siguieron el mismo procedimiento
(Guerrero-Rodriguez et al., 2007). Todas las placas se incubaron a 27°C durante 7
dias, y diariamente se registro el diametro de las colonias. La efectividad del extracto
se evalu6 midiendo el crecimiento micelar que tuvieron los hongos de estudio
envenenados con diferentes concentraciones de extracto de teca reportados en la
Tabla 1 y se us6 como control positivo un antifungico comercial que tenia como
principio activo difenoconazole y propiconazole. Por otro lado, como control negativo
se uso medio de cultivo PDA sin envenenar (Patel & Patel, 2022).

3. Resultados
Tamizaje fitoquimico

En el experimento se evaluaron los metabolitos secundarios presentes en tres
tipos de extractos (acuoso, alcohdlico y etéreo) utilizando métodos cualitativos. Las
saponinas se detectaron solo en el extracto acuoso mediante la prueba de espuma.
Los flavonoides se encontraron en los tres extractos, siendo el acuoso el que presento
mayor concentracion mediante la prueba de Shinoda. Los fenoles y/o taninos
estuvieron presentes en el extracto acuoso y alcohdlico, segun las pruebas con FeCI3
y acetato de plomo. Los azucares reductores se identificaron exclusivamente en el
extracto acuoso con Fehling A y B, mientras que los aminoacidos también se
encontraron en este extracto y, en menor medida, en el alcohdlico con la ninhidrina.
Los alcaloides fueron abundantes en los extractos acuoso y alcohdlico, detectados
con los reactivos de Mayer, Wagner y Dragendorff. Por ultimo, las quinonas se
identificaron principalmente en el extracto acuoso mediante el método de Bortanger.
Este analisis revel6 que el extracto acuoso contenia una mayor cantidad y diversidad
de metabolitos en comparacion con los otros extractos, la informaciéon antes
mencionada se reportd en la Tabla 2.

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico de hojas de teca en extracto acuoso, etandlico y

etéreo.
Table 2. Phytochemical screening of teak leaves in aqueous, ethanolic, and ether
extracts.
Metabolitos ‘MétOdO Resultado del tipo de extracto
Extracto acuoso [Extracto alcohdlico [Extracto etéreo

Saponinas Espuma + - -

NaOH 20% -
Flavonoides ++ +

Shinoda +
Flavonoides +++ +

FeCI3 -
Fenoles o Taninos +++ ++

acetato de plomo +
Fenoles o Taninos +++ ++

Fehling Ay B -
Azucares reductores +++ -

Ninhidrina -
/Aminoacidos +++ ++

Mayer +
Alcaloides +++ ++

www.periodicoscapes.gov.br 6 Revista JRG de Estudos Académicos - 2025;18:e082055


https://rnp-primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo-explore/search?query=any,contains,Revista%20JRG%20de%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&tab=default_tab&search_scope=default_scope&vid=CAPES_V3&facet=jtitle,include,Revista%20Jrg%20De%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&lang=pt_BR&offset=0

Evaluacién de la actividad antifungica del liofilizado del extracto de hojas de Tectona grandis frente a hongos fitopatégenos (SO

Wagner +
Alcaloides +++ ++

Dragendorff +
Alcaloides +++ +++

Bortanger R
Quinonas ++ +

Nota: Ausencia (-), Presencia baja (+), presencia media (++), presencia alta (+++),
(Dahua Gualinga et al., 2024).

Diseino experimental

En la tabla 3 se presentan los resultados del crecimiento de micelio de tres
hongos fitopatdogenos Aspergillus oryzae, Rhizopus stolonifer, y Aspergillus niger a los
7 dias bajo diferentes concentraciones de un extracto acuoso de hojas de Tectona
grandis. El hongo fitopatégeno con menor crecimiento a baja dosis (30 mg/ml) fue
Rizhopus stolonifer, con un diametro promedio de 9 cm, mientras que Aspergillus niger
presento el mayor crecimiento en varias concentraciones, con diametros de hasta 7,8
cm, es importante mencionar que los controles que se usaron tanto positivo como
negativo tuvieron un crecimiento de 1,1cm y 9 cm respectivamente a los 7 dias.

Tabla 3. Medicion del Diametro de Crecimiento como variable de respuesta del
experimento
Table 3. Measurement of Growth Diameter as the Response Variable of the
Experiment
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Experimento Eacto_r Factor 2 3 Variable de re_sp_uesta
A:Dosis B:Hongo Diametro de crecimiento
acuoso (cm)

1 68.7 Aspergillus oryzae 4

2 75 Rhizopus stolonifer 1,9
3 75 Aspergillus oryzae 3,7
4 36,02 Aspergillus oryzae 53
5 30 Rhizopus stolonifer 9

6 36.3 Aspergillus niger 7,8
7 30 Rhizopus stolonifer 9

8 52.5 Rhizopus stolonifer 6.5
9 36,02 Aspergillus oryzae 55
10 75 Rhizopus stolonifer 1,8
11 52.5 Aspergillus niger 6,5
12 68.925 Aspergillus niger 5,8
13 47 1 Aspergillus oryzae 5

14 52.5 Rhizopus stolonifer 6,6
5 57.45 Aspergillus oryzae 4.4
16 30 Aspergillus niger 8,7
17 68.925 Aspergillus niger 59

Resumen de ajuste

La Tabla 4 present6 los resultados del ajuste de modelos, evaluando diferentes
niveles de complejidad (lineal, 2FI, cuadratico, cubico y cuartico) para la respuesta R1.
El modelo lineal mostré un ajuste moderado, con un R? ajustado de 0,7645 y un R?
predicho de 0,6543, aunque ambos valores mejoraron notablemente con el modelo
2FI, alcanzando un R? ajustado de 0,9617. El modelo cuadratico no presenté mejoras
sustanciales en comparacion con el 2Fl. Finalmente, el modelo cubico fue el mas
adecuado, con un R? ajustado de 0,9983 y un R? predicho de 0,9938, y no mostro una
falta de ajuste significativa. El modelo cuartico no fue recomendado debido a
problemas de aliasado.
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Tabla 4. Resumen de ajuste
Table 4. Summary of Fit

Valor p
Fuente Valor P de falta . R? R_2
secuencial de ajustado | predicho
ajuste
Lineal < 0.0001 | < 0.0001 0,7645 0,6543
2F]| <0.0001| 0,0003 0,9617 0,9452
Cuadratica 0,0678| 0,0005 0,9703 0,9423
Cubico| <0.0001| 0,3046 0,9983 0,9938 | Sugerido
Cuartica 0,3046 0,9985 Aliasado

ADEVA para el modelo cubico

En la tabla 5 se observaron que los factores estan codificados, y la suma de
cuadrados corresponde al analisis clasico tipo Il. El valor F del modelo, 1052,23, indica
que el modelo es significativo, con solo un 0,01% de probabilidad de que dicho valor
F ocurra por casualidad o ruido.

Los valores de P inferiores a 0,0500 muestran que los términos del modelo son
importantes; en este caso, los términos A, B, AB, A? y A?B son significativos. Si los
valores de P superan 0,1000, los términos no son significativos. Si hay varios términos
no significativos (sin afectar la jerarquia del modelo), reducir el modelo podria mejorar
su rendimiento.

El valor F de falta de ajuste de 1,52 indica que este ajuste no es considerable
en relacion con el error puro, con una probabilidad del 30,46% de que el valor sea
causado por el ruido. Una falta de ajuste no significativa es deseable, ya que garantiza
un buen ajuste del modelo.

Tabla 5. Tabla ADEVA del modelo cubico
Table 5. ANOVA Table for the Cubic Model

Fuente Suma  de gl Cuac.irado F-valor |p-valor
cuadrados medio
Modelo |76,18 9 8,46 1052,23 |<0.0001 |significativo
A-Dosis |47,3 1 47,3 5879,74 |<0.0001
B-Hongo |6,11 2 3,06 380,09 |<0.0001
AB 6,32 2 3,16 392,63 |<0.0001
A2 0,5933 1 0,5933 73,75 < 0.0001
AB 1,31 2 0,6569 81,66 < 0.0001
A3 0,0003 1 0,0003 0,041 0,8453
Residual |0,0563 7 0,008
Falta “delsno13 |2 0,0107 152  |0,3046 |™°
ajuste significativo
E&rrgr 0,035 0,007
Cor Total | 76,24 16
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Estadistica de ajuste

En la tabla 6 el R? Predicho de 0,9938 muestra una buena concordancia con el
R? Ajustado de 0,9983, lo que significa que la diferencia entre ambos es inferior a 0,2.
La medida de presidn adecuada evalua la relacidén entre la sefial y el ruido, siendo
preferible un valor superior a 4. Con una relacion de 103,942, se indica que la senal
es adecuada. Por lo tanto, este modelo es util para explorar el espacio de disefio.

Tabla 6. estadistica de ajuste del diseiio experimental
Table 6. Statistical Fit of the Experimental Design
Desviacion

2
estandar 0,0897 R 0,9993
. R?
Promedio 5,73 Ajustado 0,9983
2
C.V. % 1,57 R* 0,9938
predicho
Precision
Adecuada 103,9417

Para cada hongo, se presenta la ecuacion ajustada en términos de los coeficientes
correspondientes:

Hongo: Aspergillus niger

R1=14.50908-0.257424(Dosis)+0.002208(Dosis?) —4.27x1076(Dosis?)

Hongo: Aspergillus oryzae

R1=7.61294-0.08073(Dosis)+0.0007(Dosis?) —4.27x107%(Dosis?®)

Hongo: Rhizopus stolonifer

R1=9.27161+0.041263(Dosis)—0.001549(Dosis?) -4.27x1075(Dosis?)

Se obtuvieron tres ecuaciones que describieron la relacién entre la dosis
aplicada y el crecimiento de tres hongos fitopatogenos: Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae Yy Rhizopus stolonifer. Para A. niger, se observo una disminucion en la
respuesta conforme aumentaba la dosis, reflejada en el coeficiente negativo del
término lineal, mientras que los términos cuadratico y cubico indicaron un
comportamiento mas complejo. En el caso de A. oryzae, la respuesta al incremento
de la dosis fue mas moderada en comparacion, mostrando una variacion menos
pronunciada. Finalmente, R. stolonifer mostré un aumento inicial en la respuesta, pero
el término cuadratico negativo sugirid una reduccion en dosis mas altas. Estos
resultados permitieron modelar el efecto de las dosis aplicadas sobre el crecimiento
de cada hongo.
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Figura 1. Interaccién entre dosis y tipo de hongo sobre el crecimiento (R1).
Figure 1. Interaction between Dose and Type of Fungus on Growth (R1).

La Figura 1 muestra una buena alineacion de los residuos con la linea de normalidad
se puede concluir que el modelo utilizado para evaluar el crecimiento de los hongos
en funcion de las dosis extracto de teca es robusto y que las suposiciones de
normalidad se sostienen. Esto respalda la validez de los resultados del experimento.

Tabla 8. Resumen de valores reales y predichos, junto con residuos y otras métricas
de ajuste del modelo.
Table 8. Summary of Actual and Predicted Values, Along with Residuals and Other

Fit Metrics of the Model.

Influenci
Orden | Val Valor Reselgual Reselgual Dista \7a?2r Orden
de for) o egi| Resid Apalanc) e onti|Estudenti| "©' | Ajustad | Estand

ejecuci |rea h ual | amiento de
on I cho zados zados cook o ar
Internos | Externos (DFFITS
)

1 4| 3,99(/0,0142 0,55 0,236 0,22| 0,007 0,243 10
2119 1,85 0,05 0,5 0,788 0,765| 0,062 0,765 17
3/3,7/ 3,69/0,0062 0,88 0,2 0,186 | 0,029 0,502 11
4153 541 01137 0,491 -1,777 -2,22| 0,304 -2,18 6
5 9 9 0 0,5 0 0 0 0 13
6|78 7,87 0,0695 0,623 -1,262 -1,329| 0,263 -1,708 2
7! 9 9 0 0,5 0 0 0 0 12
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8|65 655 -005 05| -0,788| -0,765| 0,062| -0,765 14
9| 55| 54100863 0,491 1,349 1,452| 0,176| 1,426 7
10/ 1,8| 1,85/ -0,05 05| -0,788| -0,765| 0,062| -0,765 16
11| 6,5| 6,46(0,0386| 0,883 1,262 1.320| 1203|3657 3
12/58| 586|) coc| 0498 -0874) 0857|0076 -0,853 4
13| 5| 4,92|0,0826| 0,674 1,613 1,884| 0,537| 2,708% 8
14| 6,6| 6,55/ 0,05 05| 0788 0,765 0,062| 0,765 15
15/44| 448|) 00 055 -1257|  -1323)0,193| 1462 9
16| 8,7| 8,66(0,0419| 0,863 1,262 1,329 1] 3,330 1
17| 59| 5,86(0,0445 0,498 0,699 0,671/ 0,048 0,668 5

La tabla 8 ofrece un analisis exhaustivo de los resultados del experimento sobre
el crecimiento de hongos fitopatégenos, comparando los valores reales y predichos.
Incluye métricas como los residuos, que reflejan la precision del modelo.

El analisis de los datos experimentales resalta la alta precision y robustez del
modelo ajustado. Por ejemplo, el residual promedio cercano a cero, como se observa
en casos como el valor real de 9, que coincide perfectamente con su valor predicho
(residual = 0), demuestra la exactitud del modelo en la estimacion. Este
comportamiento es recurrente en observaciones como las de los érdenes estandar 7
y 5, lo que refleja la estabilidad del ajuste.

Los valores de apalancamiento, en su mayoria cercanos a 0,5, como se
observa en datos con ordenes estandar 14 y 8, indican una influencia moderada de
estas observaciones en el modelo. Por otro lado, aunque algunas observaciones,
como la del orden estandar 11, presentan apalancamientos mas altos (0,883), el
modelo sigue mostrando una capacidad adecuada para integrarlas sin comprometer
su robustez general.

Las distancias de Cook, en la mayoria de los casos, son bajas (por ejemplo,
0,062 en 6rdenes estandar 14 y 8), lo que sugiere que las observaciones individuales
no afectan de manera significativa el ajuste global. Sin embargo, algunas
observaciones como las de los ordenes estandar 11 y 16 muestran valores mas
elevados (1,205 y 1, respectivamente), destacando puntos con mayor influencia,
aunque dentro de limites aceptables para garantizar la estabilidad del modelo.

Los valores residuales estudentizados externos son otro punto clave del
analisis. En la mayoria de los casos, como en las observaciones de érdenes estandar
5 (residual = 0) y 14 (residual = -0,765), estos valores son cercanos a cero, reflejando
una alta congruencia entre las predicciones y los datos observados. Incluso en casos
con residuales mas notables, como en el orden estandar 4 (-2,22), el modelo mantiene
su capacidad predictiva global.

Por ello el analisis de los datos experimentales demuestra que el modelo es
altamente confiable y preciso. La consistencia en los valores residuales, junto con la
distribucion equilibrada de los apalancamientos y distancias de Cook, confirma que el
modelo es adecuado para describir el fendmeno estudiado, proporcionando un marco
sélido para el desarrollo de conclusiones cientificas.
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Figura 2. Grafico de los residuos estandarizados del modelo de crecimiento en
funcién de la dosis y el tipo de hongo.
Figure 2. Plot of the Standardized Residuals of the Growth Model as a Function of
Dose and Type of Fungus

La figura 2 de interaccion se muestra la relacion entre las dosis aplicadas y el
tipo de hongo en cuanto al diametro de crecimiento (R1). A medida que se
incrementan las dosis, se observa una tendencia general de disminucion en el
crecimiento para todos los hongos, con diferencias notables en la respuesta segun el
tipo de hongo. Las lineas de colores indican que Rhizopus stolonifer presenta una
mayor reduccion en comparacion con los otros hongos a dosis mas altas. Las bandas
de confianza del 95% sugieren que hay variaciones significativas en los resultados, lo
que implica que el efecto de la dosis varia dependiendo del hongo especifico. Estos
hallazgos resaltan la importancia de considerar tanto la dosis como el tipo de hongo
al optimizar condiciones de cultivo.

4. Discusioén

El tamizaje fitoquimico que se realiz6 a la planta de teca identificé la presencia
de saponinas en los extractos acuosos, como se observa en la Tabla 2, sugiere un
potencial efecto surfactante y propiedades inmunomoduladores (Adeniyi, Orjiekwe,
Ehiagbonare, & Arimah, 2012). Las saponinas son conocidas por su capacidad para
interactuar con membranas celulares, lo que puede resultar en efectos antitumorales
y antiinflamatorios (Edeoga, Okwu, & Mbaebie, 2005). Los flavonoides fueron
identificados en los extractos acuoso y alcohdlico mediante métodos analiticos. Estos
compuestos polifendlicos han demostrado poseer propiedades antioxidantes
significativas (Havsteen, 2012). Su capacidad para neutralizar radicales libres
contribuye a la prevencion de enfermedades cronicas, como enfermedades
cardiovasculares y cancer (Rice-Evans, Miller, & Paganga, 2016). Ademas, los
flavonoides pueden actuar como moduladores de la respuesta inmune, lo que resalta
su importancia en la salud general (Nijveldt, y otros, 2001).

Lin et al. (2016) menciona que los fenoles y taninos, evaluados con reactivos
como el acetato de plomo y FeCl3, también son metabolitos de interés. Estos
compuestos son conocidos por sus propiedades antioxidantes y su capacidad para
quelar metales, lo que puede contribuir a la proteccién contra el dafio celular
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(HuangBoxin, Ou, & Prior, 2005). Los taninos, en particular, han mostrado actividad
antimicrobiana, lo que los convierte en candidatos prometedores para el desarrollo de
conservantes naturales (Burt, 2004).

La identificacion de azucares reductores mediante los métodos de Fehling Ay
B es relevante, ya que estos compuestos pueden influir en el metabolismo energético
y tienen implicaciones en la regulacién de la glucosa en sangre (Horecker, 2017). Su
presencia puede indicar el potencial de los extractos para ser utilizados en el
tratamiento de trastornos metabdlicos (Khan & Ullah, 2021).

Los aminoacidos, reportados en la Tabla 2, son esenciales para el crecimiento
y desarrollo celular (Makela & Kallio, 2020). La deteccion de aminoacidos en los
extractos sugiere que estos pueden contribuir a la actividad biolégica de las plantas,
actuando como precursores de proteinas y metabolitos secundarios (Wallsgrove,
2010). Finalmente, los alcaloides, son conocidos por sus efectos farmacolégicos, que
incluyen propiedades analgésicas, antidepresivas y antitumorales (Bruneton, 2013).
La diversidad de alcaloides presentes en los extractos de plantas puede ser un
indicador de su potencial terapéutico (Wink, 2015).

Por otro lado la Tabla 3 muestra el impacto de diferentes dosis de extracto
acuoso Y la especie de hongo en el diametro de crecimiento de tres cepas diferentes
Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger y Aspergillus oryzae Los resultados indican
variaciones significativas en el crecimiento del hongo en funcion de los tratamientos
aplicados, lo que es consistente con estudios previos que han demostrado la influencia
de factores ambientales y nutricionales en el desarrollo micelial de los hongos
(Makhuvele, Naidu, Gbashi, Thipe, & Adebo, 2024).

Los datos indican que las dosis mas altas de extracto acuoso (68.7 mg/mly 75
mg/ml) redujeron el crecimiento en comparacion con dosis mas bajas (30 mg/ml y
36.02 mg/ml), esto se observa en la Tabla 3 lo que sugiere que un aumento en la
concentracion del extracto potencia la inhibicion del crecimiento fungico debido a la
mayor presencia de compuestos quimicos o metabolitos de las plantas. Por ejemplo,
la investigacion de Tharuka y Baojun (2023) encontré que los extractos vegetales
pueden actuar como inhibidores del crecimiento de hongos fitopatégenos por sus
compuestos bioactivos. Ademas, las diferencias observadas entre las especies de
hongo, como Aspergillus niger y Rhizopus stolonifer, resaltan la importancia de la
seleccidon de cepas en estudios microbioldgicos. La variabilidad en la respuesta del
crecimiento puede atribuirse a las adaptaciones fisiologicas y metabdlicas especificas
de cada especie frente a las condiciones del medio de cultivo (Sakamoto, 2018). En
este contexto, la interaccidn entre la dosis del extracto y la especie de hongo podria
ser fundamental para optimizar el crecimiento y la produccion de metabolitos de
interés.

La Figura 2 evidencia que el crecimiento de las tres especies de hongos
disminuye de forma notable con el incremento de la dosis del extracto acuoso, aunque
la magnitud de esta reduccion varia entre ellas. Rhizopus stolonifer (B3) es la especie
que muestra la mayor reduccién del diametro de crecimiento con dosis mas altas, lo
que sugiere que es mas sensible a los compuestos bioactivos presentes en el extracto
en comparacion con las otras dos especies. Este patrén coincide con lo reportado en
estudios como el de Safari, Ardakani, Parroni, Becaccioli y Reverberi (2020), que
sefalan como ciertas especies de hongos pueden ser mas susceptibles a compuestos
naturales especificos dependiendo de su fisiologia y mecanismos de defensa.

Aspergillus niger como se observa en la Figura 2 (B1), aunque también
presenta una disminucién en el crecimiento, es menos afectado en dosis mas altas en
comparacion con Rhizopus stolonifer, 10 que podria sugerir una mayor sensibilidad a
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los compuestos inhibidores del extracto. Esta variabilidad entre especies fungicas ha
sido documentada por Philippe (2021), quien encontré6 que la sensibilidad de los
hongos a inhibidores naturales varia considerablemente dependiendo de las
caracteristicas metabdlicas y estructurales de cada cepa, ya que Rhizopus stolonifer,
probablemente debido a que su micelio, menos complejo y con una membrana celular
mas fragil en comparacion con las especies de Aspergillus, 10 hace mas vulnerable a
los compuestos bioactivos presentes en el extracto (Velazquez-del Valle et al., 2008).
A nivel celular, el micelio cenocitico de Rhizopus carece de la compartimentacion
interna que caracteriza a otras especies, lo que podria facilitar la entrada y difusion de
los metabolitos inhibitorios en su citoplasma (Cortés-Rivera et al., 2021). Por el
contrario, Aspergillus niger (B1) y Aspergillus oryzae (B2) presentan micelios septados
y paredes celulares mas gruesas y complejas, caracteristicas que les otorgan una
mayor capacidad para resistir agentes externos (Garcia-Conde et al., 2024). Estas
diferencias estructurales podrian ser la clave de por qué Rhizopus stolonifer muestra
una menor inhibicidn en condiciones de dosis elevadas.

Ademas de las caracteristicas estructurales, las capacidades metabdlicas
también parecen jugar un papel importante en la resistencia diferencial de estos
hongos. Aspergillus niger y Aspergillus oryzae tienen sistemas enzimaticos mas
versatiles, que les permiten neutralizar de manera mas efectiva los compuestos
antimicrobianos presentes en el extracto (Philippe, 2021). Estas especies producen
enzimas antioxidantes como catalasas y peroxidasas en mayores cantidades, lo que
las protege del dafio oxidativo causado por los metabolitos secundarios (Frisvad et al.,
2018). Por otro lado, Rhizopus stolonifer no cuenta con estos mecanismos
enzimaticos tan desarrollados, lo que lo hace mas susceptible a los efectos
fungistaticos, como la alteracion de su membrana celular y la inhibicion de procesos
metabdlicos esenciales (Hernandez-Lauzardo et al., 2007). Estos hallazgos destacan
la relevancia de considerar las diferencias estructurales y metabdlicas entre las
especies de hongos al evaluar la efectividad de agentes bioactivos.

Con los resultados obtenido se consiguidé el modelo estadistico presente en la
Tabla 4 el cual indicé que el modelo cubico fue el mas adecuado, con un R? ajustado
de 0,9983 y un R? predicho de 0,9938, y no mostro una falta de ajuste significativa,
esto se pudo confirmar en la Figura 1, en la que se ilustra como la interaccién entre
dosis y el tipo de hongo impactan el diametro de crecimiento. A medida que las dosis
aumentan, el crecimiento de los hongos tiende a reducirse, aunque cada hongo
responde de manera diferente (Dean & Bos, 2010). Las lineas de colores de la Figura
2 muestran que Rhizopus stolonifer sufre una mayor reduccidn de crecimiento a dosis
mas altas en comparacion con los otros hongos evaluados. Las bandas de confianza
del 95% reflejan diferencias significativas en los resultados, lo que indica que el efecto
de la dosis depende del tipo de hongo. Estos resultados destacan la necesidad de
ajustar tanto la dosis como el tipo de hongo para optimizar las condiciones de cultivo
(Ghazal, Higgins -Keppler, Scott, & Heather, 2020).

En cuanto a las bandas de confianza del 95% de la Figura 2, se observé que
no se solapan significativamente en muchas de las dosis aplicadas, lo que sugiere
que las diferencias entre las especies de hongos en respuesta a la dosis son
estadisticamente significativas. La importancia de tener en cuenta estas diferencias
inter-especies es fundamental, como lo destacan estudios de inhibicion fungica
(Rachid, y otros, 2022), en los que se enfatiza la necesidad de ajustar las dosis de los
tratamientos en funcion de la sensibilidad especifica de los hongos evaluados. Estos
resultados resaltan la importancia de seleccionar adecuadamente la especie de hongo
objetivo en estudios microbiolégicos, dado que el efecto de los tratamientos puede
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variar considerablemente. Ademas, demuestran la necesidad de optimizar las
concentraciones de los compuestos bioactivos para maximizar la inhibicion del
crecimiento en hongos fitopatogenos.

5. Conclusiones

En este estudio, se evaluo la actividad antifungica del liofilizado del extracto de
hojas de Tectona grandis frente a tres especies de hongos fitopatdégenos Rhizopus
stolonifer, Aspergillus niger y Aspergillus oryzae. Los resultados obtenidos
demuestran que el extracto acuoso de esta planta tiene un efecto inhibitorio
significativo sobre el crecimiento de las cepas de hongos evaluadas. A medida que se
aumentd la dosis del extracto, se observo una reduccién en el diametro de crecimiento
de los hongos, con una mayor inhibicion en Rhizopus stolonifer. Este hongo fue el mas
sensible a las dosis mas bajas de 30 mg/ml, y presentd la mayor inhibicion a la
concentracion mas alta de 75 mg/ml, con un crecimiento de solo 1.8 cm. En contraste,
Aspergillus niger mostr6 un crecimiento robusto en varias concentraciones,
alcanzando un maximo de 8.7 cm, lo que se aproxima al control negativo de 9 cm,
indicando que, a esa concentracion, la inhibicion sobre este hongo fue minima. Este
hallazgo sugiere que la respuesta de los hongos a las concentraciones del extracto es
altamente dependiente de la dosis aplicada.

El analisis fitoquimico de Tectona grandis revelo la presencia de compuestos
bioactivos como saponinas, flavonoides, taninos y alcaloides, los cuales han mostrado
propiedades antioxidantes, antimicrobianas y moduladoras del sistema inmune en
investigaciones previas. Estos metabolitos secundarios podrian ser responsables de
la actividad antifungica observada en este estudio. Ademas, las diferencias
estructurales y metabdlicas entre las especies de hongos jugaron un papel crucial en
su respuesta al extracto. Aspergillus nigery Aspergillus oryzae presentaron una mayor
resistencia a los efectos del extracto debido a su estructura celular mas compleja y su
capacidad para neutralizar los compuestos antimicrobianos. Por otro lado, Rhizopus
stolonifer, debido a su micelio cenocitico y su falta de mecanismos enzimaticos tan
desarrollados, mostr6 una mayor vulnerabilidad a los compuestos inhibitorios
presentes en el extracto.

El modelo estadistico ajustado, con un R? de 0.9983, validé la relacidon
significativa entre la dosis de extracto y el diametro de crecimiento fungico. Las
diferencias en la respuesta de los hongos indican la importancia de considerar las
caracteristicas de cada especie al optimizar la dosis de extracto. Las bandas de
confianza al 95% mostraron diferencias significativas en la respuesta de los hongos,
lo que refuerza la necesidad de ajustar las concentraciones de los compuestos
bioactivos en funcion de la especie de hongo para maximizar la inhibicion de su
crecimiento.

En conclusién, Tectona grandis demuestra un alto potencial como fuente de
agentes antifungicos naturales, especialmente frente a Rhizopus stolonifer, que
mostré una mayor sensibilidad a las concentraciones del extracto. Sin embargo, la
variabilidad observada en la respuesta de las especies fungicas destaca la
importancia de realizar estudios adicionales que profundicen en las interacciones
entre los compuestos bioactivos de la planta y las caracteristicas especificas de cada
hongo, lo que podria contribuir al desarrollo de estrategias mas efectivas para el
control de enfermedades fungicas en la agricultura.
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