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RESUMEN

La investigacion se realiz6 con el fin de determinar la actividad antifungica de extractos crudos
metanolicos, etanolicos y acuoso adquiridos a partir de hoja y corteza de Inga edulis frente a
fungi causantes de la pudricion blanca aislandose siete cepas de Basidiomicetos utilizadas como
cepas indicadoras. Se obtuvo la biomasa de Inga edulis mediante deshidratacion y molienda
para la preparacion de los extractos vegetales crudos de hoja y corteza mediante maceracion
con metanol al 99%, etanol al 70% y decoccion en agua destilada. Se trabajaron con cuatro
concentraciones diferenciadas por tipo de extracto probando dos dosis (10 y 20 pL). Se
determino la actividad antifungica por medio de la técnica de difusion en placa, cuantificando
el didmetro del halo de inhibicion y estableciendo el patron de CIM. Los resultados indican que
la actividad antifungica fue dependiente del tipo de solvente, 6rgano vegetal (droga),
concentracion y dosis. Los extractos metanolico, etanolicos y acuoso presentaron significancia
con didmetros de inhibicion hasta 30,7 mm en concentraciones mayormente altas y dosis de 20
nL. Las cepas de Trametes elegans, Cookeina tricholoma y Rigidoporus lineatus presentaron
sensibilidad frente a los extractos probados. El analisis de varianza factorial, mostro efectos
altamente significativos de los factores cepa, concentracion y dosis (p > 0,001), asi como las

interacciones entre los factores.

Palabras clave: Fabaceae, dosis, Concentracion Inhibitoria Minima.



ANTIFUNGAL ACTIVITY OF CRUDE LEAF AND BARK EXTRACTS OF Inga
edulis Mart ON WHITE ROT FUNGI

ABSTRACT

This research was conducted to determine the antifungal activity of crude methanolic, ethanolic,
and aqueous extracts obtained from the leaves and bark of /nga edulis against fungi that cause
white rot. Seven Basidiomycete strains were isolated and used as indicator strains. Inga edulis
biomass was obtained through dehydration and milling to prepare the crude plant extracts of
leaves and bark. These extracts were obtained by maceration with 99% methanol, 70% ethanol,
and decoction in distilled water. Four different concentrations were used for each extract type,
testing two doses (10 and 20 pL). Antifungal activity was determined using the plate diffusion
technique, quantifying the diameter of the inhibition zone and establishing the MIC pattern.
The results indicate that antifungal activity was dependent on the type of solvent, plant part
(drug), concentration, and dose. The methanolic, ethanolic, and aqueous extracts showed
significant inhibition diameters up to 30.7 mm at mostly high concentrations and doses of 20
uL. The Trametes elegans, Cookeina tricholoma, and Rigidoporus lineatus strains showed
sensitivity to the tested extracts. The factorial analysis of variance showed highly significant
effects of the strain, concentration, and dose factors (p > 0.001), as well as the interactions

between the factors.

Keywords: Fabaceae, dose, Minimum Inhibitory Concentration.



I. INTRODUCCION

En los ecosistemas boscosos, los fungi Ascomycota 'y Basidiomycota cumplen funciones
de vital importancia puesto que son considerados agentes descomponedores de materia organica
del suelo, contribuyendo significativamente a la dindmica de los bosques (Chaparro y Rosas,
2006). No obstante, algunos de estos organismos también participan en procesos de

biodeterioro de la madera, afectando especies forestales de valor comercial.

La Amazonia peruana caracterizada por su amplia diversidad ecosistémica, alberga
numerosas especies vegetales con capacidad de sintetizar y acumular metabolitos secundarios
derivados de actividades bioldgicas. Estos compuestos, al ser extraidos del material vegetativo,
podrian presentar actividad antagonista microbiana y especificamente antifungica, lo que
permitiria evaluar su potencial como alternativa sustentable para la preservacion de la madera

(Stevenson et al., 2017).

Entre las especies vegetales representativas de esta region, Inga edulis Mart. destaca por
poseer propiedades con multiples beneficios, obtenidos a partir del conocimiento tradicional
transmitido a lo largo del tiempo, lo cual motiva a profundizar en el estudio de sus principios
activos mediante investigaciones de caracter biotecnoldgico (Iman, 2023). Algunos metabolitos
de Inga edulis han sido empleados empiricamente en el tratamiento de la diabetes debido a su
posible accidén inhibitoria de la enzima beta glucosidasa. En este contexto, es plausible
considerar que esta especie también podria expresar compuestos capaces de interferir en el
desarrollo de hongos lignoceluloliticos responsables de la pudricion blanca en maderas de valor

comercial.

Los géneros de fungi causante del deterioro de la madera son numerosos y variados,
especialmente aquellos asociados a la degradacion de lignina y celulosa. En respuesta a esta
problemadtica, diversos estudios han evaluado compuestos antioxidantes y metabolitos
secundarios por especies vegetales, entre ella /nga edulis, los cuales podrian comportarse como
agentes antimicrobianos y particularmente antifingico. En ese sentido, surge el interés por
determinar si los extractos crudos de hoja y corteza de la especie en mencion presentan

actividad inhibitoria del crecimiento de hongos asociados a la pudricion blanca.

Por lo tanto, se formul¢ la siguiente interrogante: ;Presentaran actividad antifungica los

extractos crudos de hoja y corteza de Inga edulis frente a los hongos de la pudricién blanca?
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Asimismo, la presente investigacion tiene como proposito caracterizar la actividad
antifungica de los extractos crudos metandlicos, etandlicos y acuosos obtenidos de hojas y
corteza de Inga edulis frente a hongos de la pudricién blanca; en ese sentido, se plantea la
siguiente hipotesis: Los extractos crudos metanolicos, etanolicos y acuosos obtenidos de hoja

y corteza de Inga edulis presentan actividad antifingica.

1.1. Objetivo general
- Determinar la actividad antifungica de los extractos crudos metanolicos, etanolicos,

acuoso de hoja y corteza de Inga edulis sobre los fungi de la pudricion blanca.

1.2. Objetivos especificos

- Aislar fungi que producen pudricion blanca desarrollados sobre troncos de arboles
del BRUNAS y Jardin Boténico.

- Preparar extractos vegetales crudos metanolico, etandlico y acuoso de hoja y corteza
de Inga edulis.

- Determinar la actividad antifingica de cuatro concentraciones de los extractos crudos
de Inga edulis.

- Establecer el patrén de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de los extractos

crudos de Inga edulis sobre cepas indicadores de fungi de la pudricion blanca.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Marco teorico

2.1.1. Inga edulis Mart.

Segun el sistema de clasificacion del Grupo de Filogenia de las Angiospermas ([APG

IV], 2016), se clasifica de la manera siguiente:

Dominio : Eukarya

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Fabales

Familia : Fabaceae

Género : Inga

Especie : Inga edulis Mart.
Nombre comun  : Guaba, pacae soga

2.1.1.1. Descripcion botanica

Es considerado como arbol con follaje denso y simpodial y se caracteriza por tener un
fuste tubular y recto, corteza de color pardo claro con protuberancias pequenas de 2 a 3 mm de
largo distribuidas en filas. Las hojas tienen una peculiaridad compuesta paripinnadas desde 15
hasta 25 cm, cuya terminacion es de un par de foliolos, raquis alado; presenta foliolos adversos
de 4 a 6 pares, oblongas , dpice con tendencia aguda, base circular, dorso de color verde a
comparacion del envés color amarilloso; inflorescencia con distribucidon en forma de racimo
con dimension de largo de 7 a 12 cm cominmente presentan flores blancas bisexuales con
dimension de largo de 3,5 a 4 cm, céliz y corola cilindrica con l6bulos de 4 y 5 sus estambres

rigidos de largo desde 3 a 4 cm asi mismo presenta ovario supero (Rodriguez, 2011).

Asimismo, los frutos pertenecen a las legumbres longitud desde 40 a 90 cm de color
verde con tendencia a color café, acanalado en la parte interna abarca semillas de color negro
envueltas por una capa carnosa y blanquecina. Siendo su etapa de fructificacion febrero y
diciembre en el Peru y Colombia, asi mismo junio hasta setiembre en Brasil, ademas, las hojas
y semillas son utilizadas como astringente para tratamientos intestinales, antiinflamatorios asi
mismo presenta propiedades curativas la corteza como infusion favoreciendo labores de parto,
ademas es usado para curar el estrefiimiento la pulpa ligera y frutos tiernos para la diabetes

(Rodriguez, 2011).



2.1.1.2. Distribucion

La I edulis Mart. procedente de la Amazonia peruana se distribuye en Brasil, Ecuador
y Honduras, la guaba es empleado en industrias madereras como también alimenticia, se
localizan a 33 especies del género /nga beneficiados para cultivos perennes que en su totalidad
brindan sombra, a nivel de genero se distinguen aproximadamente 300 especies de diversidad
tropical y subtropical muchos de ellos aprovechados en la agricultura (Silva et al., 2013).

Su altitud oscila hasta los 1 800 m.s.n.m., precipitaciones a partir de 800 hasta 1 200
mm/afo, se localiza en temporadas cuatrimestrales variacion de temperaturas entre los 20° a
26° por otra parte, la especie vegetativa es frecuente ubicarlo en el margen de los senderos y
afluentes constituidos por bosques secundarios también abarca tipos de suelo de caracteristica

parcialmente permeable y alta influencia de aluminio.

Ademas, es adaptable a los tipos de suelos de la amazonia, como: suelos acidos,
fructiferos, infructiferos como también superficies no inundables inclinando su crecimiento
bajo condiciones de humedad y temporadas de aridez; asi mismo es una especie forestal de gran
interés con multiples beneficios, regula la radiacion y temperatura al mismo tiempo custodia al
suelo por sujecion de humedad que otorga sombra, de tal forma contrasta el deterioro del suelo

la cual implica ventaja al asociar con cultivos de cacao y café (Duenas, 2015).

2.1.1.3. Generalidades

Las especies forestales se encuentran sujetas a sufrir cierto tipo de ataque por la
presencia de diversos causantes, la cual se distinguen dos tipos de agentes biodegradados,
relacionados directamente a los factores bidticos y abioticos (Blanchette et al., 2005).
Anteriormente se asumia que la pudricion inducia la aparicion de hongos, pero hoy en dia
estudios manifiestan que toda pudricion de la madera genera efecto producido por hongos. La
humedad es un factor principal para la evolucion de microorganismos, ya que la madera esta
susceptible a sufrir las consecuencias siempre y cuando la relacion inmediata es evidenciar entre

el agua y suelo.

Los hongos son individuos pluricelulares, su nutricion es por medio de absorcion, no
sintetizan sus alimentos por lo que no est4 constituido por tejidos, pero estin compuestos a base
de cuerpos filamentosos comtiinmente conocido como hifa perteneciendo especificamente a un
hongo esto a su vez se denomina micelio; asimismo, su alimentacion depende de la materia
organica extraido del material lefioso constituido por sus tres componentes principales. Con
respecto al tipo de alimentacion de los hongos disponen de tres sistemas de sobrevivencia.

Primero, hongos saprobios capaces de desintegrar desechos biologicos para nutrirse. Segundo,



hongos parasitos capaces de absorber compuestos organicos de un huésped, que logran
consumir y destruir. Tercero, hongos simbidticos capaces de absorber compuestos organicos de
un huésped asi mismo de forma contraria otorguen beneficios; por otra parte, se encarga de unir

las raices de los arboles vasculares (Fogel,1997).

2.1.2. Clasificacion general de la division fungi
Fogel (1997) refiere que de acuerdo con la jerarquia de la division (exreino), se

fraccionan en cinco clases dentro del dominio Eukarya y estas son:

2.1.2.1. Ascomycota
Los hongos se evidencian de diferentes formas como: disco, botdn, etc., esta clase se
integra por la presencia de esporas ya que brotan a partir de estructuras de medianos sacos
denominados ascos. Los ascomicetos primigenios incluyen las levaduras para la preparacion de
bebidas alcoholicas asi mismo las trufas y criadillas sobrevivientes en la parte interna de la
tierra, presentan cualquier tipo de nutricion puede ser a través de parasitos, saprobios o

simbiontes.

2.1.2.2. Basidiomycota
Reconocidas por presentar una célula fructifera en su ciclo de vida, denominado basidio,
con respecto a su forma abarca setas, fungis con sombrero y hongo polvoriento, sobreviven en

ambientes variados, y presentan comportamientos saprofitos, simbiontes y parasitos.

2.1.2.3. Deuteromycota
Son considerados hongos imperfectos ya que se desconoce la etapa de proliferacion,
con respecto a su forma son idénticas a los conidiales, en su gran mayoria pertenecientes al
grupo de los Ascomycota y Basidiomycota por presentar deficiencias de reproduccion se

localizan sobre madera que se encuentran cercanas al suelo o enterradas.

2.1.24. Chytridiomycota
Pertenecientes al grupo de los quitridios siendo considerado pristinos del reino fungi,
forman parte de los saprofitos, en su gran mayoria los quitridios sobreviven en lugares acuosos
o alrededor de materia organica en degradacion; sus esporas son denominados zoosporas,

constituidos por flagelos caracteristica que les permite desplazarse en medios acuosos.

2.1.2.5. Zygomycota
Pertenecen al orden de los Mucorales (Mucor o Rhizopus), se identifican de forma
sexual por constituir zigosporas y esporangiosporas por ser asexuales; su evolucion puede ser

sobre materia organica en podredumbre o se ubican en el sistema digestivo de muchos insectos.



2.1.3. Tipos de fungi deteriorantes de madera

2.1.3.1. Fungi tipo moho (Ascomycota y Deuteromycota)
Son reconocidos por localizarse en la humedad, se evidencia por el color vistoso y
polvoriento, superficialmente no destruyen la celulosa ni lignina a raiz de ello no repercute en

cuanto a las propiedades mecanicas de la madera (Ortiz, 2014).

2.1.3.2. Fungi cromogenos (Ascomycota y Deuteromycota)
Se distinguen dado a que se nutren del material celular de particulas orgéanicas de la
madera sin afectar ninguna caracteristica de la madera, de tal manera la inica consecuencia es

el cambio de coloracion a causa de las hifas (Ortiz, 2014).

2.1.3.3. Fungi de pudricion
Destruyen de forma completa la madera ya que se alimentan de la pared celular, el
micelio producto de las hifas se impregnan principalmente en la hemicelulosa, luego pasa a la
celulosa y finalmente a la lignina, dependiendo al nivel de las fases ya que desde un principio
en comparacion al final es algunos casos dificil reconocer internamente, resultando como
consecuencia dano a resistencia y densidad juntamente afectando la coloracion asi mismo se

evidencia el incremento del contenido de humedad (Ortiz, 2014).

2.1.3.4. Pudricion café (Basidiomycota)
Generalmente se evidencia cuando el hongo devora la celulosa e hidratos de carbono y
excluye la lignina, el impacto genera la reduccion del volumen y aparicion de grietas en

direccion a las fibras y anillos de crecimiento (Ortiz, 2014).

2.1.3.5. Pudricion blanca (Basidiomycota)

Principalmente desintegra la lignina de la pared celular despojando la celulosa, esto a
su vez aminora la rigidez a la comprension. Por defecto la madera se evidencia de color
blanquecino producto de la celulosa, apariencia fibrosa y deficiencia en cuanto a la densidad.

Los hongos ocasionan perdidas asequibles a nivel global, de tal manera la principal

alternativa como medida de proteccion es recurrir a un tipo de tratamiento (Ortiz, 2014).
2.1.4. Antioxidantes

Los antioxidantes hacen referencia a una molécula apto de retardar el proceso de
oxidacion de otra molécula los denominados radicales libres, al ser moléculas oxidadas son los
principales agentes de muchas afecciones, solo previniendo las reacciones en cadena se pueden

eliminar las enfermedades, la actividad de otras moléculas pueden desencadenar los sistemas
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antioxidantes defensivos. Dicho sistema se forma por compuestos enzimaticos como: Catalasa,
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa, pero a su vez se forman por compuestos no
enzimaticos dentro de ello vitamina E, glutation reducido, metales de transicion, albumina y

flavonoides (Ramos ef al., 2008).

Los antioxidantes al impactar con el radical libre transfiere un elemento, oxidandose y
convirtiéndose en radical independiente inocuo, asimismo, los antioxidantes naturales son
factibles de extraer de los tejidos vegetativos/animales, generalmente se localizan en plantas,
hongos, microorganismos, muchos de ellos son tocoferoles, flavonoides, acidos y compuestos
fenolicos. El valor de los antioxidantes es de vital importancia para la salud por la efectividad
de contrarrestar radicales libres del mismo modo la efectividad de suprimir y atrapar los
electrofilos perjudicados del ADN e inclusive la inhibicion de enzimas activadoras desde pre -

carcinogenos a carcinogenos (Villanueva et al., 2010).
2.1.5. Principales compuestos en las plantas

2.1.5.1. Metabolitos primarios
Se encarga del proceso metabolico que cada componente bioldgico desarrolla su ciclo
de vida para sobrevivir como son el ciclo de Krebs, fotosintesis, cadena respiratoria, entre otros,
asi mismo se localizan los metabolitos primarios: lipidos, carbohidratos, proteinas y acidos
nucleicos caracterizados por su funcion metabdlica de forma directa considerandose

compuestos primordiales en las vias anabolicas y catabdlicas (Cuadros, 2010).

2.1.5.2. Metabolitos secundarios
Presentan estructuras relativamente complejas de limitada distribucion, interaccion
entre organismo y el ambiente, en su gran mayoria actiian en defensa contra su predador o para
atraer a los polinizadores, en su gran mayoria los metabolitos secundarios actian como agentes

antimicrobianos, aislante fungico a partir de extractos vegetales (Cobian, 2007).

2.1.5.3. Compuestos fendlicos
Tanto durante como después del proceso, las plantas crean metabolitos secundarios que
se denominan compuestos fendlicos como resultado de su desarrollo normal y condiciones de
estrés como lesiones e infecciones, el uso de radiacion UV, junto con otros factores. Estos
compuestos comprenden una amplia gama de sustancias a través de la via de shikimato,

fenilalanina y también tirosinato convertidos en fitoquimicos derivados (Muiioz et al., 2007).

Tanto los fenoles simples como los acidos fenolicos pueden crecer en las plantas, asi

mismo las cumarinas, flavonoides, compuestos de estilbenos, taninos, taninos hidrolizables y



condensados, ligninas y lignanos. Las plantas pueden producir fitoalexinas, y antioxidantes
protectores contra la radiacion ultravioleta, asi como otras sustancias. Los compuestos fendlicos
en plantas, que van desde su distribucion en el tejido celular hasta sus niveles, el subcelular no
es uniforme. Los compuestos fenolicos son insolubles dentro de las paredes celulares, las
células solubles se pueden encontrar en las vacuolas de las células vegetales, las
concentraciones mas altas de los compuestos se encuentran en las capas externas de las plantas,

los compuestos fendlicos superan a los que se encuentran dentro (Naczk y Shahidi, 2006).
2.1.6. Extractos vegetales

Se denomina extracto vegetal a aquel aglutinado, concentrado de material vegetal con
solventes como: metanol, etanol, agua o éter, solubles, dichos compuestos originados por la
unidn de principios eficientes y sustancias utiles del material vegetativo seco de hojas, corteza,
flores, entre otros (Ocares, 2006). Al adherir el material vegetal seco con el solvente, se activa
el estado original de la célula, se da inicio al proceso extractivo evidenciando el contenido sobre
flotante de citoplasma ya que el solvente se impregna en la célula, asi mismo para separar los
metabolitos secundarios se emplean a base de combinaciones de solventes (Sulca, 2010). De
tal manera los extractos vegetales pueden ser acuoso, semidensos, pulverizados producto de
procesos bioldgicos, fisicoquimicos obteniendo como pilar fundamental una planta aplicada

ampliamente en la rama de la biotecnologia (Lizcano y Vergara, 2008).
2.1.7. Métodos de extraccion

Sulca (2010) menciona que el método de extraccion basicamente depende del tipo de
entrada a aislar en consecuencia se determina el método, considerando que las soluciones son
la combinaciéon de un solvente y estructura biologica vegetal, lo sobrante indisoluble se

considera como residuo, y entre los principales métodos se encuentran:

2.1.7.1. Destilacion

Procesos termoestables, realizado por arrastre por vapor.

2.1.7.2. Extraccion mecanica

Se logra aplicar este método de extraccion por calor o incisiones.

2.1.7.3. Método de difusion
Utilizado con la finalidad de determinar la susceptibilidad de bacterias antiflingicas por
lo que no se fundamentan es los mismos principios, si no en el método seleccionado,

microorganismos y solubilidad.
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a) Método de difusion en agar con disco (Kirby Bauer): aplicado para demostrar la
sensibilidad in vitro en oposicion a bacterias, antiflingicos, comiunmente denominado como
justificacion de sensibilidad antifungica. Mencionado método teniendo en consideracion,
profundidad de 4 mm, pH 7,2 y 7,4. Se basa en inocular sobre una placa de Mueller Hinton alli
mismo se coloca discos de papel impregnados con anti bactericidas, concluye la incubacion,
consiste en la evaluacion del crecimiento sobre el disco asi mismo se mide el tamano del halo

correspondiente.

2.1.7.4. Extraccion con disolventes
Es el mas usual, consiste en la concentracion del material vegetal con el disolvente
producto de ello resulta un extracto liquido, en contrapartida se contemplan parametros como
la desecacion, alteracion con el disolvente, la degradacion producto del incremento de la

solubilidad a raiz de la ventaja de la temperatura, de tal manera estos pueden ser por:

a) Maceracion simultinea: se realiza la combinacion del material vegetal con los
disolventes con el objetivo de excluir lo soluble de lo insoluble, es decir el material vegetal seco
triturado con la cantidad de solvente cerrarlo herméticamente en un recipiente estéril y a
temperatura (15 °C -20°C) por un lapso como minimo 2 y maximo 14 dias, se separa lo
insoluble y se filtra, en su gran mayoria se utilizan agua o alcoholes con la finalidad de extraer

la molécula de interés e incluir a un espacio intermolecular (Dobislaw, 2004).

b) Infusion simultanea: el material vegetal se humecta a temperatura ambiente, luego
a temperatura aproximadamente a ebullicion, se coloca el material vegetal a cantidades

distribuidas seca, humedecida y se deja reposar por el lapso de 30 minutos (Dobislaw, 2004).

¢) Digestion simultaneo: se desarrolla el proceso a 40 y 60 °C, el material vegetal se
pone en union con el solvente, cuya temperatura del solvente sera menor a la ebullicion del

solvente, en lapso de 15 a 30 minutos (Dobislaw, 2004).

d) Decoccion simultanea: consiste cocerse el material vegetal con el disolvente acuoso,
a un tiempo de coccion de 15 a 20 minutos, para corteza y semillas el tiempo se incrementa,
teniendo en cuenta las particularidades de material vegetal resistente a altas temperaturas y no

hidrolizables (Dobislaw, 2004).

e) Lixiviacion o percolacion continua: el material vegetal estd en union con el solvente
en mayor cantidad 40:100 en comparacion del material vegetal a temperatura ambiente a través
de un percolador se excluye la droga, tomando en consideracion, humedecido el material

vegetal pulverizado de 15 minutos (Dobislaw, 2004).
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2.1.7.5. Microorganismos indicadores

Los microorganismos indicadores generalmente ligado a la presencia de patdgenos; se
encarga de evaluar la capacidad inhibidora antimicrobiana. Las Gram + (bacterias positivas) en
su gran mayoria se evidencian polisacaridos acidos enlazados a la pared celular conocido como
acidos teicoicos, abarcando la membrana, pared celular que contienen glicerofosfato. Gram™
(gram negativos), abarcan el 10% de peptidoglicano en la pared celular, adicionalmente esta
constituido lipopolisacaridos compuestos por bicapa lipidica que abarca las proteinas y
polisacaridos. La carga negativa neta correspondiente a la superficie celular logrando beneficios
para el trasiego de iones por medio de la pared celular, peptidoglucano correspondiendo al 90%

considerandose capaz de la rigidez (Mandigan, 2011).
2.2. Estado del arte
2.2.1. A nivel internacional

Huanquis y Leon (2015) evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos metandlicos
de hojas y flores de Tropaeolum majus frente a Escherichia coli'y Staphylococcus aureus. Los
extractos se obtuvieron por maceracion durante 24 horas y posterior concentracion en
rotaevaporador a 40 °C, a tres concentraciones (10 %, 30 % y 60 %). El contenido de fenoles
totales se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu, registrandose mayores valores en
la concentracion de 60 % (150,751 mg/mL en flores y 114,464 mg/mL en hojas). La actividad
antimicrobiana se evalué mediante el método de difusion en agar, evidenciandose una actividad
antibacteriana limitada frente a Staphylococcus aureus, mientras que frente a Escherichia coli
se observaron mayores halos de inhibicion en las tres concentraciones, especialmente en los

extractos de flores.

Ocares (2012) en un estudio realizado en Chile, evalu6 la actividad antagonista de
extractos crudos obtenidos de 13 especies vegetales nativas frente a cepas de Escherichia coli
y Salmonella spp. Los extractos fueron preparados a partir de material vegetal seco y
pulverizado, utilizando solventes de distinta polaridad (agua, metanol y cloroformo), y
posteriormente analizados mediante técnicas de difusion en agar e inhibicion en caldo. Los
resultados mostraron que los extractos metanolicos de especies como Persea lingue,
Nothofagus antarctica y Myrceugenia planipes presentaron mayor actividad antimicrobiana,
evidenciando diferencias significativas respecto a otras especies. Ademads, en ensayos en caldo,
estos extractos demostraron efecto bactericida sobre todas las cepas evaluadas, destacando el

extracto de Myrceugenia planipes por su accidn mas rapida y efectiva. En conjunto, el estudio
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resalta la importancia de los extractos metanodlicos como fuente de compuestos con actividad

antimicrobiana.

Silva et al. (2012) en un estudio sobre Inga edulis, evaluaron la recuperacion de
flavonoides mediante un sistema de adsorcion en columna con resina Amberlite XAD-7,
utilizando mezclas etanol-agua como solvente de desorcion. La cuantificacion de flavonoides
se realizd mediante espectrofotometria y fue validada por cromatografia, evidenciando un
ajuste adecuado a un modelo sigmoide de tres parametros (R? > 0,99). Los resultados indicaron
que la proporcion de etanol influye directamente en la velocidad de desorcion, mientras que la
recuperacion maxima presenté un comportamiento no lineal. Bajo condiciones optimas (80 %
de etanol), se logré recuperar casi el 100 % de los flavonoides. Ademas, las fracciones obtenidas
mostraron alta capacidad antioxidante, lo que resalta el potencial de esta especie como fuente

de compuestos bioactivos y la eficiencia del método para su concentracion.

Venturoso et al. (2011) en un estudio orientado al uso de alternativas naturales para el
control de fitopatdgenos, se evalud la actividad antifungica in vitro de diez extractos acuosos
de origen vegetal frente a diversos hongos. El experimento se desarrolld bajo un disefio
completamente al azar, considerando multiples repeticiones y comparando los tratamientos con
un control. Los extractos, obtenidos de especies como ajo, canela, clavo de olor y eucalipto,
fueron incorporados en medio de cultivo y evaluados mediante el crecimiento micelial,
porcentaje de inhibicion y tasa de desarrollo fingico. Los resultados evidenciaron que los
extractos de clavo de olor, ajo y canela presentaron mayor eficacia antifiungica, destacando el
clavo de olor por inhibir completamente el crecimiento de todos los hongos evaluados. Estos
hallazgos resaltan el potencial de los extractos vegetales como alternativa sostenible para el

control de hongos fitopatdgenos.

2.2.2. A nivel nacional

Céceres Iparraguirre ef al. (2025) en un estudio evaluaron la actividad antifiungica de 57
extractos vegetales sobre hongos fitopatdgenos como Botrytis cinerea, Lasiodiplodia
theobromae y Fusarium sp., asi como su eficacia en el control de Erysiphe necator en
condiciones de campo. Los resultados evidenciaron que extractos de especies como Pimpinella
anisum, Conyza sumatrensis 'y Syzygium aromaticum presentaron alta capacidad inhibitoria del
crecimiento micelial y efectividad en el control de enfermedades. Asimismo, se identificaron
metabolitos secundarios como flavonoides, taninos, alcaloides y saponinas, asociados a la
actividad antifingica. Sin embargo, algunos extractos mostraron efectos fitotoxicos, lo que

resalta la importancia de evaluar su aplicacion. En conjunto, el estudio demuestra el potencial
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de los extractos vegetales como alternativa viable para el manejo sostenible de hongos

fitopatdgenos.

Scott Almonacid (2025) evalud la actividad antifungica in vitro de extractos etandlicos
de corteza de Virola calophylla, Vismia amazonica e Iryanthera juruensis frente a Malassezia
furfur, agente causal de la pitiriasis versicolor. Los ensayos de sensibilidad antifingica,
mediante difusion en agar y microdilucion, evidenciaron que los extractos de Virola calophylla
y Vismia amazonica presentaron actividad inhibitoria, mientras que [ryanthera juruensis no
mostrd efecto. El extracto de Virola calophylla destaco por generar mayores halos de inhibicion
en un rango amplio de concentraciones, mientras que Vismia amazonica mostro6 actividad solo
a concentraciones mas altas. La concentracion minima inhibitoria fue de 62,5 mg/mL para
ambas especies activas. Estos resultados evidencian el potencial antifingico de especies

amazonicas como fuente de compuestos bioactivos frente a hongos de importancia médica.

Mendoza ef al. (2022) evaluaron la actividad antifiingica in vitro del extracto etanolico
de hojas de Solanum hispidum, empleando métodos de difusion en agar y determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI). El andlisis fitoquimico cualitativo evidencié la
presencia de metabolitos secundarios como compuestos fenolicos, flavonoides, taninos,
alcaloides, esteroides y saponinas, los cuales estan asociados a actividad bioldgica. El extracto
mostro efecto antifungico frente a Candida albicans, Aspergillus brasilensis y Trichophyton
mentagrophytes, registrando halos de inhibicion entre 23 y 26 mm y valores de CMI entre 125
y 250 pg/mL, lo que indica una respuesta inhibitoria consistente. Estos resultados evidencian
que los metabolitos presentes en el extracto etandlico contribuyen a la inhibicion del
crecimiento fungico, destacando su potencial como fuente de compuestos antifungicos

naturales.

Paquirachin y Paco (2022) investigaron la actividad antiflingica in vitro del extracto
hidroalcohdlico obtenido de la corteza de Calycophyllum spruceanum frente a Candida
albicans ATCC 10231, bajo un enfoque experimental. El extracto fue preparado mediante
maceracion y evaluado en concentraciones de 50 %, 75 % y 100 %, utilizando el método de
difusion en agar. Los resultados evidenciaron halos de inhibicion de 9,11 mm, 11,05 mm y
16,47 mm, respectivamente, mostrando un incremento progresivo de la actividad antifingica
con el aumento de la concentracion. Ademads, el control positivo presentd mayor efecto
inhibitorio, mientras que el control negativo registrd valores reducidos. En consecuencia, se

concluye que el extracto hidroalcohdlico de la corteza de capirona presenta actividad
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antifungica frente a Candida albicans, lo que resalta su potencial como fuente de compuestos

bioactivos de origen vegetal.

Huamani y Ruiz (2022) evaluaron la actividad antifungica in vitro de doce extractos
etanolicos de plantas medicinales recolectadas en Amazonas, Apurimac y Lima, mediante
métodos de difusion y dilucion en agar. Utilizaron como microorganismos indicadores Candida
albicans (cepa clinica y ATCC 10231) y Aspergillus niger (ATCC 16404). Los resultados
mostraron que seis extractos presentaron actividad antifungica frente a Candida albicans ATCC
10231, con halos de inhibicion de hasta 18 mm; sin embargo, no se evidencié efecto consistente
frente a Aspergillus niger. La concentracion minima inhibitoria (CIM) fue de 250 pg/mL para
extractos de Schinus molle, Psidium guajava, Juglans neotropica e Hypericum laricifolium, y

de 500 ug/mL para Piper spp. Se emplearon nistatina y fluconazol como controles positivos.

Roca (2019) evalu6 la actividad antimicrobiana de extractos crudos de hojas y corteza
de Calycophyllum spruceanum obtenidos con solventes etandlico, metanolico y acuoso. El
material vegetal fue secado, pulverizado y sometido a maceracion, y la actividad se determind
mediante la técnica de difusion en placa, empleando seis concentraciones (10, 25, 50, 100, 200
y 250 mg/mL). Se utilizaron como microorganismos indicadores Sporothrix schenckii, Candida
albicans, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. Los resultados evidenciaron
mayor efecto en los extractos de hojas; sin embargo, los extractos metandlicos de hojas y
corteza mostraron limitada actividad antifiungica. En contraste, los extractos de corteza
presentaron actividad antibacteriana a concentraciones de 50 y 100 mg/mL, mientras que los

extractos metanolicos a 250 mg/mL lograron inhibir el crecimiento de los hongos.



III. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion

La presente investigacion se ejecutd en la Seccion de Biotecnologia Ambiental del
Laboratorio de Microbiologia General, de la Facultad de Recursos Naturales Renovables
perteneciente a la Universidad Nacional Agraria de la Selva, ubicado en el distrito Rupa Rupa,
provincia de Leoncio Prado, region Hudnuco con coordenadas UTM: 390533 Este, 8970291
Norte, zona 188, altitud de 668 m.s.n.m.

3.1.1. Ecologiay clima

Holdridge (1982) menciona que el lugar de estudio pertenece a bosques muy hiimedos
Premontano Sub Tropical (bmh-PST), conforme a la constitucion vegetal de las zonas naturales
del Pert. La precipitacion anual promedio es de aproximadamente 3 400 mm, se caracteriza por
presentar precipitaciones en los meses de setiembre a abril, durante el periodo enero -
noviembre de 2024, se registraron temperaturas medias entre 24 y 27 °C, precipitaciones
mensuales entre 200 y 400 mm y humedades relativas superiores al 85 % , los datos son

referencias aproximados (Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia [SENAMHI], 2025).

3.2. Materiales y equipos de laboratorio
3.2.1. Material vegetativo

El material vegetal estuvo constituido por hoja y corteza de Inga edulis, recolectadas en
el Bosque Reservado de la Universidad Nacional Agraria de la Selva (BRUNAS) cuyas
caracteristicas fueron: arbol maduro (DAP 42 cm), altura 6 m, densidad baja (0,42 g/cm?), fuste

tubular, corteza de color pardo claro, follaje denso, hojas compuestas, apice agudo.
3.2.2. Solventes organicos y antifiingicos

— Etanol al 70%, Metanol al 99% y agua bidestilada como solventes de extraccion.

— Fluconazol 150 mg, antifungico del grupo de los triazoles.
3.2.3. Cepas indicadoras de fungi

Los extractos crudos de hoja y corteza, obtenidos con tres tipos de solventes, fueron
utilizados para la determinacion de su actividad antifiingica. Las cepas de hongos de la division
Basidiomycota, empleadas como indicadores, fueron recolectadas del Bosque Reservado de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (BRUNAS) y del Jardin Botanico de la UNAS. Estas

cepas estan asociadas con la produccion de la pudricion blanca.
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3.2.4. Materiales para aislamiento y cultivo de fungi

Placas Petri 100 x 20 mm; tubos de ensayo PIREX 13 x 100 mm; tubos de ensayo
PIREX con tapa rosca 20 x 150 mm; tubos de centrifuga conicos de PVC de 50 mL con tapa
rosca; matraces erlermeyer BOECO de 500 mL, 250 mL y 100 mL,; vasos de precipitacion
PIREX de 600 mL, 250 mL y 100 mL; recipientes de cultivo MAGENTA de 250 mL; frascos
de vidrio de 900 mL; frascos de reactivos color ambar de 200 mL y 150 mL; gradillas porta
tubos; pipetas automaticas de piston LASANY de 10 pL, 100 pL, 500 pL, 1000 nL y 5000 pL;
puntas para pipetas automaticas BRAND de 10 puL a 5000 pL; bandejas metalicas
aporcelanadas EISCO de transporte de 15 x 9 pulgadas, anzas micoldgicas; viales de vidrio de
50 mL; papel filtro WHATMAN N°1; tamiz malla GILSON N° 40 - 425uM ASTM de 8";
navaja cortadora hoja mediana, guantes de vinilo descartables; mascarillas NK95; gorro

protector.
3.2.5. Medios de cultivo y reactivos

— Agar Sabouraud Glucosado (AS), Caldo Sabouraud Glucosado (CS).
— Dimetilsulfoxido (DMSO) para reconstituir los extractos crudos.

— Hipoclorito de sodio.
3.2.6. Equipos

Cémara de flujo laminar de aire particulado (HEPA) JAMPAR; GPS GARMIN 64S;
molino de cuchillas THOMAS WILEY 4 con tamiz 40/60 (Meh N°8); balanza analitica 4
digitos OHAUS; rotavapor BUCHI R200 de presion reducida a 45 °C; horno universal
THERMO SCIENTIFIC de 50 a 250 °C; incubadora marca UNIVERSAL 20 a 100°C;
agitador mecéanico vortex MAGNETIC STIRRER.

3.3. Criterios de estudio
3.3.1. Nivel de investigacion

La investigacion desarrollada fue de nivel explicativo, orientada a comprender la
relacion entre las variables estudiadas. Para ello, se recolectaron datos que permitieron medir
cuantitativamente los efectos, con el fin de contrastar la hipotesis planteada. De acuerdo con
Hernandez-Sampieri y Mendoza (2020), este tipo de investigacion se clasifica dentro del

enfoque explicativo.
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3.3.2. Disefio experimental

Disefio experimental consistié en un estudio de estimulo creciente de dos tipos de droga
(hoja y corteza), tres solventes por droga, cuatro concentraciones por droga, dos dosis por droga

(extracto crudo) por siete cepas indicadoras y tres repeticiones (Tabla 1).

Tabla 1. Concentraciones y dosis utilizadas con los extractos crudos vegetales.

Concentraciones del extracto

Eﬁﬁcﬂm Tipo de extracto (mg/mL) Dosis (ul)
(droga) C1 C2 C3 C4 D1 D2
Metanol 4 8 16 32 10 20

Hoja Etanol 8 16 32 64 10 20
Acuoso 16 32 64 128 10 20

Metanol 4 8 16 32 10 20

Corteza Etanol 8 16 32 64 10 20
Acuoso 16 32 64 128 10 20

3.3.3. Variables e indicadores

3.3.3.1. Variable dependiente

— Desarrollo de cepa indicadora fungi de pudricion blanca.

3.3.3.2. Indicador de variable dependiente

— Diametro del halo de inhibicién (mm).

3.3.3.3. Variable independiente
—  Extractos vegetales de hoja y corteza de Inga edulis Mart.

3.3.3.4. Indicador de la variable independiente
— Concentracion de extracto crudo de hoja y corteza (mg/mL).

— Dosis de aplicacion (uL).

3.3.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados con un disefio con arreglo factorial (2 x 3 x 4 x
2 x 7) considerando tres repeticiones, empleando el software MATLAB.
Factores evaluados:
- Extracto vegetal/crudo (droga): Hoja y corteza.
- Tipos de extracto: Metanolico, etandlico y acuoso.

- Concentracion: Cuatro, por tipo de extracto.
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- Dosis de aplicacion: 10y 20 pL.
- Cepas indicadoras: 7 fungi.
El anélisis estadistico se realiz6 de manera independiente, evaluando por separado cada
combinacion de extracto vegetal o extracto crudo (droga) y tipo de extracto. En cada caso, se

analizaron los efectos de la cepa flngica, concentracion y dosis.

Los resultados se representaron mediante graficos de barras distribuido
independientemente por cada cepa fungica, representado por la concentracion en el eje X y el
diametro del halo de inhibicion (mm) en el eje Y, considerando las dosis como barras paralelas.
Asi mismo los datos, fueron organizados en tablas de valores promedios del halo de inhibicion

en funcion de cepa, concentracion y dosis.

Finalmente, se aplicO ANOVA para evaluar los efectos e interacciones de los factores
cepa, concentracion y dosis. Identificado las diferencias significativas, se realiz6 la prueba de
comparaciones multiples de Tukey para determinar diferencias estadisticas significativas. Este

procedimiento se aplico de manera uniforme en todos los extractos de hoja y corteza.
3.4. Metodologia
3.4.1. Aislamiento de fungi que producen pudricién blanca
3.4.1.1. Recoleccion de fungi

Se recolectaron fungi basidiomycota del Jardin Botanico y Bosque Reservado de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva (BRUNAS), para ello se seleccionaron
cuidadosamente los especimenes en buen estado que se encontraron sobre los troncos de los
arboles con signos de pudricion blanca o de la zona de rizosfera adyacente al suelo, y con ayuda
de una navaja se desprendieron del sustrato y colocaron en un recipiente con tapa hermética. Se
registraron caracteristicas puntuales en un formato (Anexo 1). Las muestras de fungi
recolectadas se identificaron especificamente en el Laboratorio de Micologia y Tecnologia de
la Propagacion de la Escuela Profesional de Ingenieria de Recursos Naturales Renovables,

comprobandose siete especies de fungi basidiomycota causantes de la pudricion blanca.

3.4.1.2. Obtencion de cepas indicadoras

Para el aislamiento de cepas de hongos que puedan ser utilizadas como indicadoras de
sensibilidad y/o resistencia a los extractos crudos de Inga edulis, se adaptd el procedimiento
descrito por Roca (2019). El material fungico colectado fue procesado en una cdmara de flujo
laminar (HEPA), donde se secciond en fragmentos de aproximadamente 5 x 10 mm y se

sometio a desinfeccion superficial con hipoclorito de sodio al 1,5 % durante 2 minutos.
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Posteriormente, se realizé un enjuague con agua bidestilada estéril, seguido de un bafo en

alcohol al 70 % y tres enjuagues consecutivos con agua bidestilada estéril.

Los fragmentos desinfectados se colocaron en recipientes estériles (Magentas) con
tampon fosfato (pH 6,8) y luego se transfirieron al centro de placas Petri con Agar Sabouraud
glucosado al 4 %, incubandose a temperatura ambiental durante tres dias. Tras la incubacion,
se selecciond el micelio desarrollado y se repicé por estriado en tubos de ensayo (20 x 150 mm)
con Agar Sabouraud glucosado al 4 % en plano inclinado. Finalmente, los cultivos se incubaron
a temperatura ambiental y se conservaron en refrigeracion (4 — 8 °C) hasta su reactivacion,

constituyéndose en cepas indicadoras.

3.4.1.3. Reactivacion de fungi

Para esta etapa se tom6 como referencia lo manifestado por Manzano et al. (2015), se
retiraron los tubos de agar inclinado de Sabouraud Glucosa al 4 % (AS) que se mantuvieron en
refrigeracion y una porcion del micelio se repicaron en tubos de prueba 20 x 150 mm
conteniendo Caldo Sabouraud Glucosa al 4 % (CS), se llevaron a incubacioén a temperatura
ambiental por tres dias y fueron utilizadas como cepas indicadoras en las pruebas de

sensibilidad y/o resistencia frente a los extractos crudos vegetales de Inga edulis.

3.4.1.4. Inodculos fliingicos

Al reactivar las cepas indicadoras en CS, para la realizacion del proceso de la
determinacion de la Concentracidon Inhibitoria Minima mediante la prueba de sensibilidad y/o
resistencia frente a los extractos crudos vegetales, se tomaron de cada fungi reactivados inodculo

de siembra una alicuota de 100 pL el que se disemino en las placas Petri para la CIM.

3.4.2. Preparacion de extractos vegetales crudos metandlico, etanélico, acuoso de

hojas y corteza de Inga edulis
3.4.2.1. Obtencion y pulverizado del material vegetal

Del material vegetal recolectado de Inga edulis, se pesaron 500 g de hojas y 500 g de
corteza, siguiendo la metodologia descrita por Roca (2019). El material fue lavado con agua
potable y posteriormente enjuagado con agua destilada, eliminandose el exceso de humedad
por escurrido. Luego, se seco en estufa a 105 °C durante 6 a 8 horas. Posteriormente, las hojas
y la corteza se fraccionaron en partes pequefias y se trituraron utilizando un molino de cuchillas
Thomas Wiley 4. El material obtenido se tamiz6 con malla MESH 40/60, obteniéndose un polvo

fino como producto final.
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3.4.2.2. Preparacion de extracto crudo metanolico

El procedimiento se realiz6 segun lo descrito por Roca, adaptado de Ocares y ajustado
a las condiciones del estudio. Se emplearon 150 g de material vegetal pulverizado de Inga edulis
(hojas y corteza, por separado), los cuales fueron colocados en un matraz de 1 000 mL con 900
mL de metanol al 99 %, dejandose en maceracion durante 24 horas. Posteriormente, el extracto
fue filtrado con papel Whatman N.° 1, afiadiéndose 5 mL de agua destilada hirviendo para

favorecer la precipitacion de compuestos resinosos.

El filtrado se concentrd en un rotavapor Buchi R-200 a 45 °C bajo presion reducida
hasta su completa desecacion, obteniéndose el extracto crudo metandlico. A partir de este, se
prepararon concentraciones de 4, 8, 16 y 32 mg/mL, reconstituidas en dimetilsulféxido
(DMSO). El extracto fue esterilizado mediante tindalizacion a 60 °C durante 2 horas, con
intervalos de reposo de 18 horas, repitiéndose el proceso tres veces. Finalmente, se envaso en
viales estériles con tapa rosca, sellados herméticamente en condiciones asépticas, hasta la

determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).
3.4.2.3. Preparacion de extracto crudo etandlico

El extracto crudo etandlico se obtuvo aplicando lo detallado por Roca (2019) en
adaptacion de lo manifestado por Miranda et al. (2012) modificado segin nuestro
requerimiento. Se tomaron 150 g de pulverizados de material vegetal, independientemente de
hojas y de corteza, y se colocaron en matraces de 1 000 mL conteniendo 900 mL de etanol al
70 % y se dejo macerar en agitacion lenta (40 rpm) en agitador mecanico o vortex MAGNETIC
STIRRER por un lapso de 48 horas. A continuacion, se filtré con papel Whatman N°1, y se

agreg6 5 mL de agua caliente con el fin de verter y absorber ciertos agregados resinosos.

Se concentr6 en rotavapor BUCHI R200 a presion reducida a 45 °C hasta desecacion.
El polvo obtenido se reconstituydé con DMSO para la obtencion de las concentraciones de 8
mg/mL, 16 mg/mL, 32 mg/mL y 64 mg/mL, las que se llevaron a esterilizacion por tindalizacion
a 60 °C por 2 horas, con descansos de 18 horas por tres veces seguidas, se almacenaron
asépticamente en refrigeracion en viables estériles cerrados herméticamente hasta su utilizacién

en la determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).
3.4.2.4. Preparacion de extracto acuoso

El proceso realizado se bas6 en lo indicado por Roca (2019) adaptado de la metodologia
seguida por Verdeguer (2011) reformado de acuerdo con las condiciones de nuestro

requerimiento de trabajo. Se mezclaron 600 mL de agua destilada con 150 g del pulverizado
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del material vegetal tanto de hojas como de corteza por separado, en vasos de precipitacion de
1 000 mL, se procede a ebullicion a 100 °C, por 20 minutos, dejandolos en reposo por 60
minutos a mas para enfriamiento, se filtraron con papel Whatman N°1, el filtrado fue sometido
a 80 °C por 15 minutos filtrandose nuevamente, se trasladdé a tubos de PVC con tapa rosca
llevandolos a centrifugacion a 3 000 rpm por 10 minutos descartandose el sedimento. Los
extractos filtrados se esterilizaron por tindalizacion en termorregulador de agua (bafio maria) a

temperatura de 60 °C durante 2 horas con reposos de 18 horas y por tres dias seguidos.

El esterilizado se coloco en viales estériles y se sometieron a temperatura de 60 °C por
12 horas en horno universal THERMO SCIENTIFIC de aire seco con posterior almacenamiento
en refrigeracion hasta su utilizacion en la CIM, en la que se prepararon las concentraciones de
trabajo, (16 mg/mL, 32 mg/mL, 64 mg/mL y 128 mg/mL) restableciéndose el extracto

agregando 1 mL de agua destilada estéril por cada 0.1 mg de extracto en polvo.

3.4.3. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de la

actividad antifingica de los extractos crudos de Inga edulis

Se adecud para esta etapa lo sefialado por Roca (2019) quién a su vez adapto la
metodologia de Del Aguila et al. (2013). La CIM es la menor concentracion requerida para que
un extracto crudo vegetal inhiba el crecimiento de las cepas de fungi de la pudricion blanca

utilizadas como indicadoras.

Se procedio a la preparacion de las concentraciones de prueba de cada uno de los tres
extractos crudos vegetales obtenidos en solventes diferentes, de acuerdo con lo especificado en
la Tabla 1. Se trabajo con los fungi reactivados en CS de los que se obtuvo como inoculo de
siembra una alicuota de 100 pL que se disemin6 dentro de una placa Petri con AS, después de
4 a 6 horas de incubacion a 37 °C sobre estas placas se realizaron los depodsitos de las
concentraciones de los extractos crudos vegetales, tanto de hoja como corteza, obtenidos por

tres diferentes solventes.

Se utilizaron plantillas de siembra con 4 cuadriculas (Figura 1), que se colocaron debajo
de las placas Petri de AS sembradas con las cepas fungi indicadoras, que facilité la ubicacion e
identificacion del agregado de las concentraciones de los tres tipos de extractos crudos vegetales

probados.

Se utilizaron placas Petri de AS sembradas con fungi, por cada cepa indicadora (7 cepas
fungi de pudricion blanca), por concentracion de tipo de extracto crudo (metanodlico, etanolico

y acuoso), por tipo de material vegetal (hoja y corteza) y por dosis de aplicacion de cada tipo
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de extracto crudo (10 y 20 uL). Todas las placas sembradas, incluyendo las de control, se
llevaron a incubacidn a temperatura ambiental por tres dias al término de la cual se procedio a
las lecturas de los halos de inhibicion que demostraron el efecto nocivo de los extractos
vegetales sobre las cepas fungi indicadoras. Los halos se midieron en milimetros (mm) de
didmetro, y se confrontaron con sus concernientes placas controles. Los halos de inhibicion de
desarrollo de fungi se catalogaron de acuerdo a la escala de Durafourff (Roca, 2019)
considerandose halos igual o mayores de 20 mm como actividad antifungica positiva o cepa
fungi sensible, diametros de halos entre 15 a 19 mm denotaron una actividad antifingica
moderada o sensibilidad intermedia de la cepa indicadora en tanto que halos con diametros
igual o menores a 14 mm se tomaron como no tener actividad antifingica significativa o que
las cepas indicadoras son resistentes; lineamientos estandarizados (CLSI, 2026; EUCAST,

2026).

3.4.4. Controles

Simultdneamente se sembraron placas con AS con cepas indicadoras sobre las que se
afladieron una alicuota de 20 pL de cada uno de los solventes usados en los extractos vegetales
(metanol al 99 %, etanol al 70 % y agua destilada) y del antimicotico Fluconazol 150 mg para
comparar la eficacia de la inhibicién de crecimiento fungico. Estas placas sirvieron como
control de actividad antifungica ensayada en la presente investigacion. Se utilizd la misma

plantilla de siembra debajo de las placas Petri.

Figura 1. Plantilla para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos

crudos vegetales de Inga edulis.

3.4.5. Establecimiento del patron de concentracion inhibidora minima (CIM) de
los extractos crudos de Inga edulis Marth sobre cepas de fungi de la

pudricion blanca

Se realizo en base a tres extractos crudos tanto para hoja y corteza que se ensayaron con

cuatro concentraciones obtenidos a partir de solventes diferentes para determinar la CIM. Este
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patron es el resultado tedrico de las pruebas antimicrobianas para todo tipo de sustrato
recomendado y determinado por la Convencion Farmacopea de los Estados Unidos (USP-NF)

2020.

El modelo de patrén de CIM que se siguio se presenta a continuacion:

Cepa:
MetHcc.S, 0.R,D EtH cc.S, 6.R, D AcH cc.S. 0.R, D Methc.S, O0R,D EtC cc.S,0.R, D AcC cc.S, 6.R, D
Donde:
-Cepa, fungi indicador de susceptibilidad o resistencia a extractos crudos.
-MetH y MetC extracto crudo metandlico de hoja y de corteza respectivamente.
-EtH y EtC, extracto crudo etandlico de hoja y corteza respectivamente.
-AcH y AcC, extracto crudo acuoso de hoja y corteza respectivamente.
-cc.S, concentracion especifica que inhibid significativamente el desarrollo (cepa
sensible).
-6 R, ninguna concentracion inhibe crecimiento de cepa indicadora (cepa resistente)

-D, es la dosis o volumen de aplicacion del extracto crudo efectiva.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento de fungi que produce pudricion blanca desarrollados sobre madera en
almacenamiento

Se procesaron siete (7) cepas de fungi de la pudricion blanca considerandolas como

indicadoras de susceptibilidad o resistencia frente a los extractos crudos de hoja y corteza de

Inga edulis preparados con distintos solventes (metanol, etanol y agua). Las cepas identificadas

se indican (Tabla 2) asi mismo se certifica la identificacion (Anexo A).

Tabla 2. Cepas de fungi de la pudricion blanca consideradas como indicadoras de
susceptibilidad o resistencia frente a extractos crudos de hoja y corteza de Inga

edulis.

Codigo Especie Familia

H001
Hexagona sp. POLIPORACEAE
Ganoderma
lanat GANODERMATACEAE
H002 applanatum
HO003

Trametes sp. POLIPORACEAE
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HO004 Riid
Lsrdoporus MERIPILACEAE
lineatus
Cookeina
HO005 . SARCOSCYPACEAE
tricholoma
Trametes POLIPORACEAE
HO006 elegans
H007 Oudiefo'zansiella PHYSALACRIACEAE
canarii

Durante la fase de recoleccion, la mayoria de los hongos fue obtenida a partir de troncos
de arboles caidos en el Jardin Botanico y el BRUNAS, lo cual resulta consistente con lo
sefialado por Kuhar et al. (2013), quienes indican que los basidiomicetos se desarrollan tanto
en arboles en pie como en material lefioso en descomposicion. Este patron sugiere que la
disponibilidad de sustratos lignoceluldsicos en estado de degradacion favorece el
establecimiento y proliferacion de estos organismos, lo que explica la alta frecuencia de colecta

en este tipo de sustrato.
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Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Pinedo (2011), quien, en el
Jardin Botanico de Tingo Maria, identificé géneros como Trametes, Ganoderma 'y Rigidoporus
lineatus, evidenciando la presencia de una comunidad fungica caracteristica de ecosistemas
tropicales himedos. En este contexto, las especies evaluadas en la presente investigacion
pueden considerarse representativas de hongos lignoceluloliticos propios de la zona de estudio,
lo cual refuerza la validez ecoldgica del muestreo realizado. Asimismo, Pointing (2001) sefiala
que los hongos de pudricion blanca se distinguen por su elevada capacidad para degradar
compuestos lignoceluldsicos, lo que implica un alto grado de especializacion fisioldgica y
resistencia estructural. Esta caracteristica no solo resalta su importancia ecologica en los
procesos de reciclaje de nutrientes, sino que también los convierte en organismos

particularmente exigentes para la evaluacion de actividad antifiingica.

Por lo tanto, el uso de estos hongos como modelos experimentales en esta investigacion
aporta mayor rigurosidad a la evaluacion de los extractos de Inga edulis, ya que cualquier efecto
inhibitorio observado frente a organismos con alta capacidad degradativa y adaptativa refuerza

el potencial antifingico de los compuestos bioactivos presentes en dicha especie.

4.2. Extractos vegetales crudos metandlico, etandlico, acuoso de hojas y corteza de Inga
edulis

Se obtuvieron seis extractos crudos de /nga edulis, diferenciados seglin la parte vegetal
(hoja y corteza) y el tipo de solvente empleado (metandlico, etandlico y acuoso). La utilizacion
de solventes con distinta polaridad permite extraer una mayor diversidad de metabolitos
secundarios, considerando que estos compuestos presentan diferentes afinidades quimicas
segin el medio de extraccion; por su lado, Ocares (2012) evidencid que los extractos
metanodlicos tienden a presentar mayor actividad antimicrobiana, lo que se atribuye a su eficacia
para solubilizar compuestos fenolicos con alta actividad bioldgica. De manera similar, Mendoza
et al. (2022) reportaron que los extractos etandlicos muestran una respuesta antifiungica
significativa, asociada a la presencia de flavonoides, taninos y otros metabolitos secundarios.
En contraste, aunque los extractos acuosos permiten la extraccion de compuestos mas polares,
su actividad antifingica suele ser menor en comparacion con los obtenidos mediante solventes

orgénicos, como también sugieren los resultados de Venturoso et al. (2011).

No obstante, la inclusion de extractos acuosos resulta relevante desde un enfoque
aplicado, ya que representan una alternativa mas accesible y ambientalmente amigable para el
control de patdgenos. Asimismo, la conservacion de los extractos a temperaturas entre 4 y 8 °C

permitid mantener la estabilidad de los compuestos bioactivos previo a su evaluacion.
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Finalmente, estos extractos fueron utilizados en la determinacién de la concentracion
minima inhibitoria frente a hongos de pudricion blanca, los cuales presentan una elevada
capacidad de degradacion lignocelulosica y, por ende, una mayor tolerancia a agentes externos,
tal como sefiala Pointing (2001). Esta caracteristica los convierte en organismos exigentes para
la evaluacion de actividad antifungica, otorgando mayor relevancia a los efectos inhibitorios

que puedan observarse.

50U

Figura 2. Extractos crudos metandlicos de /nga edulis.

Figura 3. Extractos crudos etandlicos y acuosos de Inga edulis.
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4.3. Determinacion de la actividad antifiingica de cuatro concentraciones de los extractos
crudos de Inga edulis

De cada uno de los extractos crudos obtenidos en distintos solventes se prepararon

cuatro concentraciones, segun lo indicado en la Tabla 1, aplicadas en dos dosis diferentes. Los

extractos de acuerdo con el solvente de elucion mostraron distinta actividad antifungica sobre

las cepas fungi indicadoras, asimismo éstas evidenciaron variado comportamiento de

susceptibilidad frente a la presencia de los extractos crudos.

4.3.1. Extractos crudos de hoja de Inga edulis

4.3.1.1. Extractos metanolicos
Los extractos metabolicos de hoja demostraron tener actividad inhibitoria contra
algunas cepas de fungi de la pudricion blanca ensayadas como indicadoras, en tanto que sobre

otras no evidenciaron inhibicion de desarrollo.

16 4 N 10 L

Diametro del halo (mm)

4 8 16

Concentracion (mg/mL)
Figura 4. Actividad antifungica de extracto metanolico de hojas de Inga edulis frente

a Hexagona sp.

Se observo un incremento progresivo en el diametro del halo con el aumento de la
concentracion en ambas dosis evaluadas, 20 pL superior en todas las concentraciones. La
actividad de los extractos metanodlicos frente a cepa Hexagona sp. resultd poco sensible a las

concentraciones de 32 mg/mL correspondiente a 10 pL.
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1751 mmm 10 L
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5.0 1
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4 8 16
Concentracion (mg/mL)

Figura 5. Actividad antifingica de extracto metandlico de hojas de Inga edulis frente a

Ganoderma applanatum.

En tanto que la cepa Ganoderma applanatum se evidencio respuesta dosis-dependiente

marcada, con mayor actividad inhibidora a 20 pL, alcanzando el valor maximo al 32 mg/mL.

s 10 pL

halo

Didametro del

4 8 16 32
Concentracion (mg/mL)

Figura 6. Actividad antifungica de extracto metanolico de hojas de Inga edulis frente

a Trametes sp.

Se observa variacion moderada entre concentraciones, con incremento leve de 20 uL y

mayor efecto en 32 mg/mL.
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Figura 7. Actividad antifungica de extracto metanolico de hojas de Inga edulis frente

a Rigidosporus lineatus.

Presento alta sensibilidad al extracto, con incremento claro tanto por concentracion y

dosis, alcanzando valores elevados a 20 pL.

Diametro del halo (mm)

. 10 L
e 20 pL

8 16 32
Concentracion (me/mL)

Figura 8. Actividad antifungica de extracto metanolico de hojas de Inga edulis frente

a Cookeina tricholoma.

Se evidenci6 incremento sostenido del halo con mayor respuesta a 20 pL, especialmente

en 16 y 32 mg/mL.



30

Diametro del halo (mm)

4 32

Concentracion (mg/mL)

Figura 9. Actividad antifingica de extracto metanolico de Inga edulis frente a

Trametes elegans.

Es la cepa con mayor diametro promedio de halo, mostrando respuesta marcada a

20 pL, particularmente en 32 mg/mL.
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4 8 16

Concentracion (mg/mL)

Figura 10. Actividad antifungica de extracto metanolico de Inga edulis frente a

Oudemansiella canarii.

Present6 menor sensibilidad comparativa; sin embargo, mantiene tendencia creciente en

funcién de la concentracion y la dosis.
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Tabla 3. Valores promedios del halo de inhibicion (mm) - extracto metandlico (hoja).

Dosis Concentracion Halo Dosis Concentracion Halo

CEPA (uL) minima (mg/mL) (mm) (uL) maxima (mg/mL) (mm)
Hexagona sp. 10 4 10,0 20 32 16,3
Ganoderma 10 4 77 20 32 17.3
applanatum
Trametes sp. 10 8 13,7 20 32 17,0
Rigidoporus 10 4 163 20 32 22,7
lineatus
Cookeina 10 4 155 20 32 23,0
tricholoma
Trametes 10 4 20,0 20 32 29,3
elegans
Oudemansiella 10 4 97 20 32 15,3
canarii

Se muestra los valores promedios del didmetro del halo de inhibicidon obtenidos frente
a cepas de hongos de pudricion blanca evaluadas, se observa que los valores minimos se
registraron a 10 puL y en concentraciones bajas (principalmente 4 mg/mL), mientras que los
valores maximos alcanzaron consistentemente a 20 pL. y 32 mg/mL de concentracion. Este
comportamiento confirma una respuesta dependiente tanto de la dosis como de la concentracion

del extracto metandlico crudo hoja de Inga edulis (Tabla 4).

Tabla 4. ANOVA factorial (Cepa x Concentracion x Dosis) — extracto metandlico (hoja).

Factor F gl p valor np?

Cepa 502,07 6,112 <0,001 0,964
Concentracion 93,22 3,112 <0,001 0,714
Dosis 687,52 1,112 <0,001 0,860
Cepa x Concentracion 3,25 18,112 <0,001 0,343
Cepa x Dosis 13,56 6,112 <0,001 0,421
Concentracion x Dosis 1,08 3,112 0,362 0,028
Cepa x Concentracion x Dosis 3,25 18,112 <0,001 0,343

Los resultados del ANOVA factorial evidencian que los factores cepa, concentracion y
dosis ejercen una influencia altamente significativa sobre la actividad antifungica del extracto
metanodlico de hoja de Inga edulis, lo cual se refleja en los elevados valores de F y en los
tamafios de efecto (np?) cercanos a la unidad, especialmente para los factores cepa (np* = 0,964)
y dosis (mp? = 0,860). Esto indica que gran parte de la variabilidad en la respuesta antifingica

se explica por las diferencias inherentes entre las cepas evaluadas y por la cantidad de extracto
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aplicada, sugiriendo un comportamiento biologico altamente dependiente tanto del

microorganismo como de la intensidad del tratamiento.

La marcada significancia del factor concentracion (np? = 0,714) confirma la existencia
de un efecto dosis—respuesta, ampliamente reportado en estudios de actividad antifingica de
extractos vegetales. En este sentido, investigaciones previas han sefialado que el incremento en
la concentracién de extractos ricos en compuestos fenolicos y flavonoides se traduce en una
mayor inhibicién del crecimiento fungico, debido a mecanismos como la alteracion de la
membrana celular y la desnaturalizacion de proteinas. Este comportamiento ha sido descrito en
extractos etanolicos con actividad antifungica consistente, como lo reportado por Mendoza et

al. (2022), lo cual respalda la tendencia observada en el presente estudio.

Por otro lado, la significancia de las interacciones cepa X concentracion y cepa % dosis
indica que la respuesta antifingica no es uniforme entre los hongos evaluados, sino que depende
de la susceptibilidad especifica de cada cepa. Este resultado es coherente con lo descrito por
Céceres Iparraguirre et al. (2025), quienes reportaron variaciones en la inhibicion del
crecimiento micelial entre diferentes especies fungicas, atribuibles a diferencias fisioldgicas y
estructurales. En el caso de hongos de pudricion blanca, su elevada capacidad lignocelulolitica
y su compleja estructura enzimatica, tal como lo senala Pointing (2001), podrian explicar esta

variabilidad en la respuesta frente a los extractos.

Asimismo, la significancia de la interaccidn triple (cepa X concentracion X dosis)
refuerza la idea de que la actividad antiflingica estd modulada por la combinacion simultdnea
de estos factores, lo que sugiere un comportamiento multifactorial complejo. Este tipo de
interaccion indica que no es posible generalizar un efecto unico del extracto, sino que su eficacia

depende de condiciones especificas de aplicacion y del organismo evaluado.

En contraste, la ausencia de significancia en la interaccion concentracion x dosis (p =
0,362) sugiere que, al considerar ambos factores de manera independiente de la cepa, su efecto
no presenta una variaciéon conjunta relevante, esto podria interpretarse como una cierta
estabilidad en la respuesta del extracto frente a cambios simultdneos en concentracion y dosis,
siempre que no se considere la variabilidad intrinseca de las cepas. Por lo tanto, estos resultados
evidencian que el extracto metandlico de hoja presenta una actividad antifungica significativa
y altamente dependiente del contexto biologico y experimental, lo que coincide con lo reportado
por Ocares (2012), quien destaca la eficacia de extractos metandlicos en la inhibicion de

microorganismos debido a su riqueza en compuestos bioactivos.
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Tabla 5. Resumen de comparaciones significativas (Tukey) — extracto metanolico (hoja).

Dosis Diametro de .

Cepa (uL) inhibicién(mm) Tendencia observada
fzg idoporus 20 21,5 Respuesta significativa a 20 pL
ineatus

Conema 20 21,5 Diferenciacion a 20 pLb
tricholoma

Trametes elegans 10 21,4 Sensibilidad a 32 mg/mL
Trametes elegans 20 25,5 Sensibilidad a 32 mg/mL,

* Comparaciones significativas y diferencias sensibles del tamaiio del halo de inhibicion expresados en milimetros (mm).

La prueba de comparaciones multiples de Tukey (a = 0,05) evidenci6 diferencias
significativas entre concentraciones dentro de cada combinacion cepa x dosis, lo que confirma
la existencia de una respuesta diferencial del extracto metandlico de hoja de Inga edulis segun
el organismo evaluado. En general, a la dosis de 10 pL se identificaron diferencias significativas
en un mayor numero de cepas; sin embargo, a 20 pL estas diferencias fueron mas marcadas en
términos de magnitud del efecto, lo que sugiere una intensificacion de la actividad antifingica

al incrementar el volumen aplicado.

Por otro lado, las cepas como Rigidoporus lineatus y Cookeina tricholoma mostraron
respuestas significativas inicamente a 20 pL, lo que indica una menor sensibilidad a dosis bajas
y una mayor dependencia de la cantidad de extracto para evidenciar efectos inhibitorios. En
contraste, Trametes elegans presentd sensibilidad tanto a 10 como a 20 pL, alcanzando los
mayores didmetros de inhibicion (hasta 25,5 mm), lo que evidencia una mayor susceptibilidad

frente al extracto evaluado.

Estos resultados refuerzan la idea de que la eficacia antifingica no solo depende de la
concentracion del extracto, sino también de la interaccion con la dosis aplicada y de la
susceptibilidad intrinseca de cada cepa, tal como se evidencid en el andlisis factorial previo.
Este comportamiento diferencial ha sido reportado en estudios sobre extractos vegetales, donde
distintas especies fungicas presentan niveles variables de resistencia debido a diferencias en su

estructura celular, composicion de la pared fingica y sistemas enzimaticos.

En contraste, la mayor inhibicion observada a concentraciones elevadas y a 20 pL
sugiere un efecto acumulativo de los compuestos bioactivos presentes en el extracto, lo cual es
consistente con lo descrito por Mendoza et al. (2022), quienes reportaron un incremento en la
actividad antifungica asociado al aumento de la concentracion de metabolitos secundarios.

Estos compuestos, como flavonoides y fenoles, han sido ampliamente reconocidos por su
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capacidad para interferir en procesos celulares esenciales de los hongos, incluyendo la

integridad de la membrana y la actividad enzimatica.

Por lo tanto, los resultados obtenidos evidencian que el extracto metandlico de hoja
posee un efecto antifiungico dependiente de la dosis y de la concentracidon, con una respuesta
variable segiin la cepa evaluada, lo que resalta su potencial como fuente de compuestos

bioactivos con aplicacion en el control de hongos lignoceluloliticos.

4.3.1.2. Extractos etanolicos

Con respecto a los extractos crudos de Inga edulis obtenidos utilizando como solvente
al etanol al 70 %, las cuatro concentraciones (8, 16, 32 y 64 mg/mL) y en las dos dosis (10 y 20

nL) evidenciando lo siguiente.

10 pL
w20 pL

16

Diametro del halo (mm)

16 32 64

Concentracion (mg/mL)

Figura 11. Relacion dosis-respuesta del extracto etanodlico de hojas frente a
Hexagona sp.
Se observa la variacion del diametro del halo de inhibicion (mm) en funcion de la

concentracion (8 - 64 mg/mL) y la dosis aplicada (10 y 20 pL).
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Diametro del halo (mm)

8 16 32 64

Concentracion (mg/mL)

Figura 12. Relacién dosis-respuesta del extracto etanolico (hoja) frente a

Ganoderma applanatum.

Se observa la variacion del didmetro del halo de inhibicion (mm) en funcién de la

concentracion (8 - 64 mg/mL) y la dosis aplicada (10 y 20 pL).
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8 16 32
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Figura 13. Relacion dosis-respuesta del extracto etandlico (hoja) frente a Trametes

elegans.

Se observa la variacion del didmetro del halo de inhibiciéon (mm) en funcion de la

concentracion (8 - 64 mg/mL) y la dosis aplicada (10 y 20 pL).
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Diametro del halo (mm)

16 32 64
Concentracion (mg/mL)

Figura 14. Relacién dosis-respuesta del extracto etanolico (hoja) frente a

Rigidoporus lineatus.

Se observa la variacion del didmetro del halo de inhibicion (mm) en funcién de la

concentracion (8 - 64 mg/mL) y la dosis aplicada (10 y 20 pL).

301 mmm 10 L
w20 pL

25 A

Diametro del halo (mm)

16 32 64

Concentracion (mg/mL)
Figura 15. Relacion dosis-respuesta del extracto etandlico (hoja) frente a Cookeina

tricoloma.
Los resultados evidencian la variacion del didmetro del halo de inhibicion (mm) en

funcién de la concentracion (8 - 64 mg/mL) y la dosis aplicada (10 y 20 uL).
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s 10 pL
w20 pL

30 A1

Diametro del halo (mm)

16 32 64

Concentracion (mg/mL)
Figura 16. Relacion dosis-respuesta del extracto etandlico (hoja) frente a Trametes

elegans.

Se observa la variacion del didmetro del halo de inhibicion (mm) en funcién de la

concentracion (8 — 64 mg/mL) y la dosis aplicada (10 y 20 pL).
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8 16 32 64
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Figura 17. Relacién dosis-respuesta del extracto etanolico (hoja) frente a
Oudemansiella canarii.
Se observa la variacion del didmetro del halo de inhibiciéon (mm) en funcion de la

concentracion (8 — 64 mg/mL) y la dosis aplicada (10 y 20 pL).
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Tabla 6. Valores promedios del halo de inhibicion (mm) - extracto etanolico (hoja).

Concentracion Concentracion

Cepa Dosis minima Halo Dosis méxima Halo

(nL) (mg/mL) (mm) (nL) (mg/mL) (mm)

Hexagona sp. 10 8 10,7 20 64 16,3

Ganoderma 10 8 11,3 20 64 16,0
applanatum

Trametes sp. 10 8 15,3 20 64 19,0

Rigidoporus lineatus 10 8 16,3 20 64 22,7

Cookeina tricholoma 10 8 16,3 20 64 30,0

Trametes elegans 10 8 23,00 20 64 30,7

Oudemansiella canarii 10 8 10,3 20 32 16,3

En la Tabla 6 se presentan los valores promedio del halo de inhibicion obtenidos para
las diferentes cepas evaluadas frente al extracto etandlico de hojas de Inga edulis. Donde se
observa que a la dosis de 10 pL y concentracion minima (8 mg/mL) los didmetros de inhibicién
fueron reducidos, lo que evidencia una menor actividad antifungica bajo condiciones de baja
exposicion. En contraste, al incrementar la dosis a 20 puL y la concentracion hasta 64 mg/mL,
los halos de inhibiciéon aumentaron de forma consistente, lo que confirma la existencia de una

relacion dosis—respuesta.

Las mayores respuestas inhibitorias se registraron en Cookeina tricholoma (30,0 mm) y
Trametes elegans (30,7 mm), lo que indica susceptibilidad de estas cepas frente al extracto
etanolico. Por el contrario, Oudemansiella canarii presentd los menores didmetros de
inhibicién, sugiriendo una menor sensibilidad a los compuestos bioactivos presentes en el
extracto. Esta variabilidad en la respuesta antifungica entre cepas es consistente con lo
reportado en estudios previos, donde se ha evidenciado que la susceptibilidad fingica depende

de caracteristicas estructurales y fisiologicas propias de cada especie.

El incremento progresivo del halo de inhibicién con el aumento de la concentracion y
la dosis sugiere un efecto acumulativo de los metabolitos secundarios extraidos en el medio
etandlico. En este sentido, investigaciones como la de Mendoza et al. (2022) han demostrado
que extractos etanolicos ricos en flavonoides y compuestos fendlicos presentan una mayor
capacidad inhibitoria conforme se incrementa su concentracion. De manera similar, Caceres
Iparraguirre et al. (2025) reportaron que extractos vegetales con alta concentracion de
metabolitos secundarios muestran una inhibicion significativa del crecimiento micelial en

hongos fitopatdogenos.
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En este contexto, la mayor sensibilidad observada en cepas como Cookeina tricholoma
y Trametes elegans podria estar asociada a una mayor permeabilidad de sus estructuras
celulares o a una menor eficiencia en sus mecanismos de defensa frente a compuestos
antifingicos. Por el contrario, la menor respuesta de Oudemansiella canarii sugiere la posible
presencia de mecanismos de tolerancia, lo que coincide con lo descrito para hongos

lignoceluloliticos con alta capacidad adaptativa, tal como sefiala Pointing (2001).

Por lo tanto, estos resultados evidencian que el extracto etandlico de hojas presenta una
actividad antifungica dependiente de la concentracion y la dosis, con una respuesta diferencial
segun la cepa evaluada, lo que refuerza su potencial como fuente de compuestos bioactivos para

el control de hongos de pudricion blanca.

Tabla 7. ANOVA factorial (Cepa x Concentracion x Dosis) — extracto etandlico (hoja).

Factor F gl p-valor np?
Cepa 1363,6 6,112 < 0,001 0,987
Dosis 1009,8 1,112 < 0,001 0,900
Concentracion 201,1 3,112 <0,001 0,843
Cepa x Concentracion 28,98 18, 112 <0,001 0,823
Cepa x Dosis 10,1 6,112 <0,001 0,351
Concentracion x Dosis 1,47 3,112 0,228 0,038
Cepa x Concentracion x Dosis 2,97 18,112 <0,001 0,323

El anélisis de varianza factorial evidencio efectos principales altamente significativos
de los factores cepa, concentraciéon y dosis (p < 0,001) sobre la actividad antifingica del
extracto etanolico de hojas de Inga edulis. El factor cepa present6 el mayor tamafio de efecto
(mp* = 0,987), lo que indica que la variabilidad en la respuesta antifingica estd dominada por
las diferencias intrinsecas entre los hongos evaluados. Este comportamiento sugiere que la
susceptibilidad no es uniforme, sino dependiente de caracteristicas fisiologicas y estructurales

propias de cada especie.

El efecto significativo de la dosis (p? = 0,900) y de la concentracion (np* = 0,843)
confirma un patron claro de respuesta dosis dependiente, previamente evidenciado en los halos
de inhibicion, donde el incremento del volumen aplicado y de la concentracion del extracto se
tradujo en una mayor inhibicion del crecimiento micelial. Este tipo de respuesta ha sido
ampliamente documentado en extractos vegetales ricos en compuestos fendlicos, los cuales
incrementan su efecto antifingico conforme aumenta su disponibilidad, tal como reporta

Mendoza ef al. (2022).
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Por otro lado, las interacciones significativas que involucran el factor cepa (cepa x
concentracion, cepa x dosis y la interaccion triple) evidencian que el efecto del extracto no es
homogéneo, sino que depende de la combinacion especifica entre el tipo de hongo, la
concentracion y la dosis aplicada. Este resultado refuerza lo observado en los analisis previos,
donde ciertas cepas como Trametes elegans y Cookeina tricholoma mostraron mayor
sensibilidad, mientras que otras presentaron respuestas mas limitadas. Este comportamiento fue
descrito por Caceres Iparraguirre et al. (2025), quienes destacan que la eficacia de los extractos

vegetales varia segun la especie fungica debido a diferencias en sus mecanismos de resistencia.

En discrepancia, la interaccidon concentracion x dosis no resulto significativa (p = 0,228;
np? = 0,038), lo que sugiere que ambos factores actuan de manera relativamente independiente
cuando no se considera el efecto de la cepa. Esto indica que el incremento en la concentracion
produce un efecto consistente en ambas dosis evaluadas (10 y 20 pL), reforzando la idea de un
comportamiento estable del extracto bajo diferentes condiciones de aplicacion. Por lo tanto, los
elevados tamafos de efecto observados en este andlisis, particularmente para el factor cepa,
evidencian una fuerte capacidad del modelo para explicar la variabilidad de la respuesta
antifungica, lo que otorga robustez a los resultados obtenidos y respalda el potencial del extracto
etandlico de hojas como agente antifungico frente a hongos de pudricion blanca, caracterizados

por su alta capacidad adaptativa y degradativa, tal como lo sefiala Pointing (2001).

Tabla 8. Resumen de comparaciones significativas (Tukey) — extracto etanolico (hoja).

Dosis Diametro de

Cepa (uL) inhibicién (mm) Tendencia observada

.. . Respuesta significativaa 20 uL y
Rigidoporus lineatus 20 21,6 64 mg/mL.
Cookeina tricholoma 10 24,2 Sensibilidad a 64 mg/mL.
Cookeina tricholoma 20 26,9 Diferenciacion a 20 uL y 64

mg/mL.

Trametes elegans 10 25,2 Efecto a 64 mg/mL.
Trametes elegans 20 29,2 Efecto a 64 mg/mL.

La prueba de comparaciones multiples de Tukey (a = 0,05) evidencio diferencias
significativas entre concentraciones (mg/mL) dentro de cada combinacion cepa x dosis para el
extracto etanolico de hoja de Inga edulis. En términos generales, se observo que tanto a 10 pLb
como a 20 pL las diferencias significativas se concentraron principalmente en la concentracion
mas alta (64 mg/mL), lo que confirma un claro patron concentracion—dependiente en la
actividad antifungica. A 10 pL se registr6 un nimero importante de comparaciones

significativas en varias cepas, mientras que a 20 pL este nimero fue ligeramente mayor,
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abarcando practicamente la totalidad de los hongos evaluados. Este incremento en la
significancia estadistica sugiere que la mayor dosis aplicada potencia la expresion del efecto

antifungico del extracto, intensificando las diferencias entre concentraciones.

En cuanto al comportamiento por especie, Cookeina tricholoma presentd los mayores
diametros de inhibicion, alcanzando hasta 30 mm a 20 pL, lo que evidencia una elevada
sensibilidad frente al extracto etandlico. De manera similar, Trametes elegans también mostro
una alta respuesta inhibitoria, con valores superiores a 29 mm, confirmando su susceptibilidad
frente a concentraciones elevadas del extracto. En contraste, Rigidoporus lineatus presentd
respuestas significativas unicamente a 20 pL, lo que sugiere una menor sensibilidad relativa y

una mayor dependencia de la dosis para expresar efectos inhibitorios.

Este patron general refuerza los resultados del analisis de varianza, donde se evidencid
una interaccion significativa entre cepa, concentracion y dosis, indicando que la respuesta
antifungica no es uniforme, sino altamente dependiente de la especie fungica evaluada y de las
condiciones de aplicacion, finalmente, estos resultados confirman que el extracto etanolico de

hoja presenta una actividad antifingica robusta y dependiente de la concentracion.

4.3.1.3. Extractos acuosos

Extractos de hoja obtenidos con el solvente agua, se obtiene lo demas.
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w20 L
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Figura 18. Actividad antifungica de extractos acuosos de hoja de Inga edulis frente
a Hexagona sp.
El valor méximo fue 16,3 mm mientras que el minimo a 10,3 mm. En general, la dosis
de 20 puL presento mayores halos en comparacion con 10 pL, mostrando dependencia de la

concentracion (mg/mL).
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Diametro del halo (mm)

16 32 64 128

Concentracion (mg/mL)

Figura 19. Actividad antifungica de extractos acuosos de hoja de Inga edulis frente

a Ganoderma applanatum.

El valor maximo fue 25,3 mm, mientras que el minimo a 10,7 mm, en general la dosis
de 20 pL presento mayores halos en comparacion con 10 pL, mostrando dependencia de la

concentracion (mg/mL).

16 4

14 4

12 A

10 4

Diametro del halo (mm)
5]

16 32 64 128

Concentracion (mg/mL)
Figura 20. Actividad antifiingica de extracto acuoso de hojas de Inga edulis frente a

Trametes sp.

El valor maximo de 16,0 mm, mientras que el minimo fue cercano a 9,7 mm, en dosis

de 20 pL presentan variabilidad significativa.
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Figura 21. Actividad antiflingica de extractos acuosos de hoja de Inga edulis frente

a Rigidoporus lineatus.

En valor maximo fue 16,7 mm, mientras que el minimo fue 14,3 mm, en general la dosis
de 20 pL presento mayores halos en comparacion con 10 pL, mostrando variabilidad equitativa

en ambas concentraciones (mg/mL)

25+

= ]
w o
1 1

Diametro del halo (mm)
S

16 32 64 128

Concentracion (mg/mL)
Figura 22. Actividad antifungica de extractos acuosos de hoja de Inga edulis frente

a Cookeina tricoloma.

El valor maximo fue 24,3 mm, mientras que el minimo 11,7 mm, en general la dosis de
20 pL presento mayores halos en comparacion con 10 pL, mostrando dependencia de la

concentracion (mg/mL).
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Diametro del halo (mm)

16 32 64 128

Concentracion (mg/mL)

Figura 23. Actividad antifungica de extracto acuoso de hoja frente a Trametes

elegans.

El valor méximo fue 29,3 mm, mientras que el minimo fue 20,0 mm; en general la dosis

de 20 pL, en la cual muestra dependencia de la concentracion (mg/mL).
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Figura 24. Actividad antifiingica de extractos acuosos de hoja de /nga edulis frente

a Oudemansiella canarii.

El valor maximo fue 14,7 mm, mientras que el minimo fue 9,3 mm; en general la dosis

de 20 pL, en la cual muestra dependencia de la concentracion (mg/mL).
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Tabla 9. Valores promedios del halo de inhibicion (mm) - extracto acuoso (hojas).

Cepa Dosis Conncl‘l?:itﬁ:lon Halo Dosis COI:ICI(;I;::::IOH Halo
(L) Sonny  mm el R (mm)

Hexagona sp. 10 16 10,0 20 128 16,3
Ganoderma 10 16 10,7 20 128 25,3
applanatum
Trametes sp. 10 16 9,7 20 64 16,0
Rigidoporus 1 16 14,3 10 64 16,7
lineatus
Cookeina 10 16 11,7 20 128 24,3
tricholoma
Trametes elegans 10 16 20,0 20 128 29,3
Qudemansiella 10 16 9,3 20 128 14,7
canarii

Se muestra los valores promedios del halo de inhibicion por cepa evaluada del extracto
acuoso de hoja. El menor halo registrado fue 9,3 mm en Oudemansiella canarii (10 pL, 16
mg/mL), mientras que el mayor correspondié a 29,3 mm en Trametes elegans (20 pL, 128
mg/mL). En general, los halos maximos se observan a 20 pL y en concentraciones elevadas (64
— 128 mg/mL), evidenciando mayor actividad antifungica bajo estas condiciones. Las especies
con mayores valores de inhibicion fueron Trametes elegans y Ganoderma applanatum,

mientras que Oudemansiella canarii presentd la menor susceptibilidad relativa (Tabla 9).

Tabla 10. ANOVA factorial (Cepa x Concentracion x Dosis) — extracto acuoso (hoja).

Factor F gl p valor np2
Cepa 500,57 6,112 <0.001 0,964
Concentracion 92,52 3,112 <0,001 0,712
Dosis 1406,7 1,112 <0,001 0,926
Cepa x Concentracioén 5,86 18,112 <0,001 0,485
Cepa x Dosis 74,71 6,112 <0,001 0,8
Concentracion x Dosis 3,82 3,112 0,012 0,093
Cepa x Concentracion x Dosis 3,09 18,112 <0,001 0,332

El ANOVA trifactorial muestra efectos significativos de Cepa (F=500,57, p<0,001,
np*=0,964), Concentracion (F=92,52, p<0,001, np*=0,712) y Dosis (F=1406,70, p<0,001,
np>=0,926) sobre el halo de inhibicion del extracto acuoso de hoja. Asimismo, se identifican
interacciones significativas entre los factores, incluyendo la interaccion triple Cepa X
Concentracion x Dosis (F=3,09, p<0,001), lo que indica que la respuesta antiflingica varia
segun la especie y la combinacion experimental. La interaccion Concentracion x Dosis fue

significativa (p=0,012), aunque con tamafo de efecto pequeio (np?=0,093).
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Tabla 11. Resumen de comparaciones significativas (Tukey) — extracto acuoso (hoja).

Diametro
Dosis de .
Cepa (uL) inhibicién Tendencia observada
(mm)

Ganoderma applanatum 20 23.0 Incrementq §1gn1ﬁcat1vo con mayor

concentracion.
Cookeina tricholoma 20 22,7 Diferenciacion a 20 pL.

Diferencia significativa en
Trametes elegans 10 214 concentracion de128 mg/mL.
Trametes elegans 20 25,6 Sensibilidad a 128 mg/mL.

Las comparaciones multiples de Tukey (a = 0,05) evidencid diferencias significativas

entre dosis de cada combinacion Cepa x Dosis. En ambas dosis, las diferencias més frecuentes

involucraron la concentracion maxima (128 mg/mL), confirmando un comportamiento

concentracion-dependiente del extracto acuoso de hoja. Las mayores diferencias de halo se

registraron en Ganoderma applanatum (23 mm a 20 puL) y en Trametes elegans (25,6 mm a 20

uL), evidenciando sensibilidad a mayor concentracion (Tabla 11).

4.3.2. Extractos crudos de corteza de Inga edulis

4.3.2.1.

Extractos metanolicos

La actividad antifingica de los extractos de corteza ha sido muy variada, desde el total

de inhibicion fungica hasta notoria resistencia de las cepas.
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Figura 25. Actividad antifingica de extractos metandlicos de corteza de Inga edulis

frente a Hexagona sp.

El halo de inhibicion oscila entre 8 y 17,3 mm, en general, la dosis de 20 uL presento

mayores valores respecto a 10 uL, observandose incremento progresivo con la concentracion.
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Figura 26. Actividad antifingica de extractos metandlicos de corteza de Inga edulis

frente a Ganoderma applanatum.

El halo de inhibicién oscila entre 7,7 y 26,7 mm. En general, la dosis de 20 pL presenta

mayores valores, observandose incremento progresivo con la concentracion (Figura 26).
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Figura 27. Actividad antifingica de extractos metandlicos de corteza de Inga edulis

frente a Trametes sp.

El halo de inhibicién oscila entre 15,3y 18,0 mm. En general, la dosis de 20 uL presenta
mayores valores respecto a 10 pL, observandose incremento progresivo con la concentracion

(Figura 27).
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Diametro del halo (mm)

4 8 16 32

Concentracion (mg/mL)

Figura 28. Actividad antifingica de extractos metandlicos de corteza de Inga edulis

frente a Rigidoporus lineatus.

El halo de inhibicion oscila entre 16,3 y 24,00 mm. En general, la dosis de 20 pL

presentd mayores valores, observandose incremento progresivo con la concentracion (Figura

28).
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Figura 29. Actividad antifiingica de extractos metandlicos de corteza de Inga edulis

frente a Cookeina tricoloma.

El halo de inhibicion oscila entre 9,7 y 29,3 mm. En general, la dosis de 20 puL presenta

mayores valores, observando incremento altamente progresivo con la concentracion (Figura

29).
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Diametro del halo (mm)

4 8 16 32

Concentracion (mg/mL)
Figura 30. Actividad antifiingica de extracto metandlico de corteza de Inga edulis

frente a Trametes elegans.

El halo de inhibicion oscila entre 20,7 y 30,7 mm. En general, 1a dosis de 20 pL presenta
mayores valores respecto a 10 pL, observandose incremento progresivo con la concentracion

(Figura 30).

Diametro del halo (mm)

4 8 16 32

Concentracion (mg/mL)

Figura 31. Actividad antifungica de extracto metanolico de corteza de Inga edulis

frente a Oudiemansiella canarii.
El halo de inhibicién oscila entre 9,7 y 14,3 mm. En general, la dosis de 20 pL presenta
mayores valores respecto a 10 pL, observandose incremento progresivo con la concentracion

(Figura 31).
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Tabla 12. Valores promedios del halo de inhibicién (mm) — extracto metanolico (corteza).

Cepa Dosis Connc:;::it;la:wn Halo Deosis COI:S;‘;::;?:]O“ Halo
Hexagona sp. 10 4 8,0 20 32 17,3
Ganoderma 10 4 77 20 32 26,7
applanatum
Trametes sp. 10 4 15,3 20 16 18,0
Rigidoporus lineatus 10 4 16,3 20 32 24,0
Cookeina tricholoma 10 4 9,7 20 32 29,3
Trametes elegans 10 4 20,67 20 32 30,67
Oudemansiella canarii 10 4 9,67 20 32 14,33

La Tabla 12 resume por cepa, las condiciones que registran el menor y mayor halo de
inhibicion del extracto metanolico de corteza. En el conjunto de tratamientos, el valor minimo
es 7,7 mm en Ganoderma applanatum (dosis 10 pL; 4 mg/mL), mientras que el maximo 30,7
mm en Trametes elegans (dosis 20 puL; 32 mg/mL). En general, los maximos se evidencian a
20 uL y a concentraciones altas (16-32 mg/mL), destacando Trametes elegans (30,7 mm) y
Cookeina tricholoma (29,3 mm) como los mayores halos, mientras que Ganoderma

applanatum registra el menor valor minimo (7,7 mm).

Tabla 13. ANOVA factorial (Cepa x Concentracion x Dosis) — extracto metanolico (corteza).

Factor F gl p-valor np?
Cepa 398,97 6,112 <0,001 0,955
Concentracion 128,77 3,112 <0,001 0,775
Dosis 1584,1 1,112 <0,001 0,934
Cepa x Concentracion 4,83 18,112 <0,001 0,437
Cepa x Dosis 135,78 6,112 <0,001 0,879
Concentracion x Dosis 0,8 3,112 0,495 0,021
Cepa x Concentracioén x Dosis 2,79 18,112 <0,001 0,309

El ANOVA trifactorial muestra efectos principales significativos de Cepa,
Concentracion y Dosis sobre el halo de inhibicion (p<0,001) del extracto metandlico corteza.
La cepa presenta el mayor efecto estadistico (np?=0,955) seguida de la dosis (np?>=0,934) y la
concentracion (np?=0,775), evidenciando fuerte influencia de estos factores. Las interacciones
Cepa x Concentracion, Cepa x Dosis y la interaccion triple son significativas, lo que indica que
la respuesta antifngica depende de la especie y la combinacion experimental. La interaccion
Concentracion x Dosis no es significativa (p=0,495), sugiriendo que el efecto de la dosis fue

consistente a través de las concentraciones evaluadas (Tabla 13).
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Tabla 14. Resumen de comparaciones (Tukey) — extracto metandlico (corteza).

Cepa ]():3)5 in]lziilz:imcif')tlll.(z:l‘:n) Tendencia observada
Ganoderma applanatum 20 24,2 Efecto a 32 mg/mL
Rigidoporus lineatus 20 223 Respuesta significativa a 20 pL
Cookeina tricholoma 20 254 Diferenciaciéon a 20 pL.
Trametes elegans 10 22,5 Concent;iiccll(';?l treespuesta
Trametes elegans 20 27 Sensibilidad a 32 mg/mL

La prueba de comparaciones multiples de Tukey (a0 = 0,05) evidencié diferencias
significativas entre dosis dentro de cada combinacidon Cepa % Dosis para el extracto metandlico
de corteza. En ambas dosis, las diferencias mas frecuentes involucran a 20 pL, Las mayores
diferencias de halo se observaron en Cookeina tricholoma y Trametes elegans a 20 pL,

alcanzando valores superiores (Tabla 14).

4.3.2.2. Extractos etandlicos
Los extractos etanolicos evidenciaron completa actividad de inhibicién de desarrollo

fingi frente a 7 cepa.

Diametro del halo (mm)

8 16 32 64

Concentracion (mg/mL)

Figura 32. Actividad antifungica de extractos etandlicos de corteza de Inga edulis
frente a Hexagona sp.
Para la cepa 1 Hexagona sp., el halo de inhibicion oscila entre 10,3 y 14,3 mm. La dosis
de 20 pL presento valores superiores en todas las concentraciones, se observa incremento

progresivo del halo con el aumento de concentracion (Figura 32).
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Diametro del halo (mm)

8 16 32 64

Concentracion (mg/mL)

Figura 33. Actividad antifiingica de extractos etanolicos de corteza de Inga edulis

frente a Ganoderma applanatum.

El halo de inhibicion oscila entre 10,0 y 14,0 mm. La dosis de 20 pL presenta valores
superiores en todas las concentraciones. Se observa incremento progresivo del halo con el

aumento de la concentracion (Figura 33).
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Figura 34. Actividad antifingica de extractos etandlicos de corteza de Inga edulis

frente a Trametes sp.
El halo de inhibicion oscilo entre 15,3 y 19,0 mm, la dosis de 20 uL present6 valores
superiores en todas las concentraciones. Se observo incremento progresivo del halo con el

aumento de la concentracion (Figura 34).
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Figura 35. Actividad antifingica de extractos etandlicos de corteza de Inga edulis

frente a Rigidoporus lineatus.

El halo de inhibicion oscil6 entre 16,3 y 19,0 mm. La dosis de 20 pL present6 valores
superiores en todas las concentraciones. Se observo incremento progresivo del halo con el

aumento de la concentracion. (Figura 35).
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Figura 36. Actividad antifungica de extractos etandlicos de corteza de Inga edulis
frente a Cookeina tricoloma.
El halo de inhibicion oscil6 entre 8, y 29,7 mm. La dosis de 20 pL present6 valores
superiores en todas las concentraciones. Se observo incremento progresivo del halo con el

aumento de la concentracion (Figura 36).
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Diametro del halo (mm)

8 16 32 64

Concentracion (mg/mL)

Figura 37. Actividad antifingica de extractos etandlicos de corteza de Inga edulis

frente a Trametes elegans.

El halo de inhibicién oscil6 entre 25 y 32,3 mm. La dosis de 20 uL presentd valores
superiores en todas las concentraciones. Se observo incremento progresivo del halo con el

aumento de la concentracion (Figura 37).
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Figura 38. Actividad antifungica de extractos etandlicos de corteza de Inga edulis

frente a Oudemansiella canarii.

El halo de inhibicion oscil6 entre 10,3 y 14,3 mm. La dosis de 20 pL present6 valores
superiores en todas las concentraciones. Se observo incremento progresivo del halo con el

aumento de la concentracion (Figura 38).
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Tabla 15. Valores promedios del halo de inhibicién (mm) — extracto etandlico (corteza).

Cepa Dosis Conncl‘l?:itg:lon Halo Dosis Cor:lclglg:';l:mn Halo
L) pemly @ D) R mm)
Hexagona sp. 10 16 10,3 20 64 14,3
Ganoderma 10 8 10, 20 64 14,0
applanatum
Trametes sp. 10 8 15,3 20 64 19,0
Rigidoporus lineatus 10 8 16,3 20 32 19,0
Cookeina tricholoma 10 8 8,0 20 64 29,7
Trametes elegans 10 8 25,00 20 64 32,33
OQudemansiella 10 8 10,33 20 32 14,33
canarii

El halo de inhibicion vari6 entre 8,0 mm (Cookeina tricholoma, 10 uL; 8 mg/mL) y
32,3 mm (Trametes elegans, 20 nL; 64 mg/mL) del extracto etandlico corteza. Los mayores
valores se registraron principalmente a 20 pL y en concentraciones altas (32-64 mg/mL),
destacando Trametes elegans (32,3 mm) y Cookeina tricholoma (29,67 mm). El menor valor
correspondio a Cookeina tricholoma (8,00 mm), evidenciando variabilidad entre cepas (Tabla

15).

Tabla 16. Resumen ANOVA factorial (Cepa x Concentracion % Dosis) — extracto etandlico

(corteza).
Factor F gl p-valor np?
Cepa 738,06 6,112 <0,001 0,975
Dosis 571,11 1,112 <0,001 0,836
Concentracion 52,66 3,112 <0,001 0,585
Cepa x Concentracion 88,8 6,112 <0,001 0,826
Cepa x Dosis 5,53 18,112 <0,001 0,471
Concentracion X Dosis 0,18 3,112 0,910 0,005
Cepa x Concentracion x Dosis 2,22 18,112 <0,001 0,263

El ANOVA trifactorial mostr6 efectos principales significativos cepa, concentracion y
dosis del extracto etandlico de corteza. Asimismo, se observaron interacciones significativas
Cepa x Concentracion, Cepa x Dosis y la interaccion triple (p<0,01), indicando que la respuesta
antifingica dependié de la especie y de la combinacion experimental. La interaccion

Concentracion x Dosis no fue significativa (p=0,910).
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Tabla 17. Resumen de comparaciones significativas (Tukey) — extracto etanolico (corteza).

. Diametro de .
Cepa Dosis (nL) inhibicién (mm) Tendencia observada

Cookeina tricholoma 20 24,8 Diferenciacion a 20 uLL
Trametes elegans 10 27,3 Concentracion evidente
Trametes elegans 20 31,1 Concentracion a 64 mg/mL

La prueba de comparaciones multiples de Tukey (a = 0,05) evidenci6 diferencias
significativas dentro de cada combinaciéon Cepa X Concentraciéon x Dosis para el extracto
etandlico de corteza. Las diferencias mas frecuentes involucraron las concentraciones altas (64
mg/mL), confirmando un comportamiento concentracion-dependiente. Las mayores diferencias
de halo se observaron en Cookeina tricholoma a 20 nL, lo que indica una elevada sensibilidad

al incremento de la concentracion del extracto etanolico de corteza (Tabla 17).

4.3.2.3. Extractos acuosos
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Figura 39. Actividad antifiingica de extractos acuosos de corteza de Inga edulis

frente a Hexagona sp.

El halo de inhibicion varié entre 10,0 y 16,3 mm. Se observé tendencia creciente con el
incremento de la concentracion (mg/mL), y la dosis de 20 pL present6 valores superiores en la

mayoria de las condiciones. (Figura 39).
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Figura 40. Actividad antifingica de extractos acuosos de corteza de Inga edulis

frente a Ganoderma applanatum.

El halo de inhibicién varié entre 10,7 y 25,3 mm. Se observo tendencia creciente con el

incremento de la concentracion (mg/mL), y la dosis de 20 pL presento valores superiores en la

mayoria de las condiciones. (Figura 40).
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Figura 41. Actividad antifiingica de extractos acuosos de corteza de Inga edulis

frente a Trametes sp.

El halo de inhibicion vari6 entre 11,7 y 15,0 mm. Se observo tendencia creciente con el

incremento de la concentracion (mg/mL), y la dosis de 20 pL present6 valores superiores en la

mayoria de las condiciones (Figura 41).
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Diametro del halo (mm)
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Concentracion (mg/mL)

Figura 42. Actividad antifungica de extractos acuosos de corteza de Inga edulis frente

a Rigidoporus lineatus.

El halo de inhibicién vari6 entre 16,3 y 22,7 mm. Se observo tendencia creciente con el
incremento de la concentracion (mg/mL), y la dosis de 20 pL presentd valores superiores en la

mayoria de las condiciones (Figura 42).
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Figura 43. Actividad antifiingica de extractos acuosos de corteza de Inga edulis

frente a Cookeina tricoloma.

El halo de inhibicién vari6 entre 9,0 y 18,7 mm. Se observd tendencia creciente con el
incremento de la concentracion, y la dosis de 20 pL presentd valores superiores en la mayoria

de las condiciones.
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Figura 44. Actividad antifingica de extractos acuosos de corteza de Inga edulis

frente a Trametes elegans.

El halo de inhibicién varié entre 23,0 y 32,3 mm. Se observo tendencia creciente con el
incremento de la concentracion (mg/mL), y la dosis de 20 pL presento valores superiores en la

mayoria de las condiciones.
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Figura 45. Actividad antifingica de extractos acuosos de corteza de Inga edulis frente a

Oudemansiella canarii.

El halo de inhibicion vari6 entre 9,7 y 15,3 mm. Se observo tendencia creciente con el
incremento de la concentracion (%), y la dosis de 20 pL presentd valores superiores en la

mayoria de las condiciones (Figura 45).
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Tabla 18. Valores promedios del halo de inhibicién (mm) — extracto acuoso (corteza).

Dosis Concentracion Halo Deosis Concentracion Halo

Cepa (uL) minima (mg/mL) (mm) (pL) maxima (mg/mL) (mm)
Hexagona sp. 10 16 10,0 20 64 16,3
Ganoderma 10 16 10,7 20 128 25,3
applanatum
Trametes sp. 10 32 11,7 20 128 15,0
Rigidoporus 10 16 163 20 128 22.7
lineatus
Cookeina 10 16 9.0 20 128 18,7
tricholoma
Trametes 10 16 230 20 128 32,3
elegans
Qudemansiella 10 16 97 20 128 15,3
canaril

Los valores del halo oscilaron entre 9,0 mm (Cookeina tricholoma, 10 pL; 16 mg/mL)
y 32,3 mm (Trametes elegans, 20 uL; 128 mg/mL) del extracto acuoso de corteza. Los mayores
halos se registraron principalmente a 20 pL y 128 mg/mL, destacando Trametes elegans (32,3
mm) y Ganoderma applanatum (25,3 mm). El menor valor correspondié a Cookeina

tricholoma (9,0 mm), evidenciando variabilidad entre cepas. (Tabla 18).

Tabla 19. Resumen ANOVA factorial (Cepa x Concentracionx Dosis) — extracto acuoso

(corteza).

Factor F gl p-valor np’

Cepa 1043,6 6,112 <0,001 0,982
Concentracion 115,91 3,112 <0,001 0,756
Dosis 1179,6 1,112 <0,001 0,913
Cepa x Concentracion 5,64 18,112 <0,001 0,476
Cepa x Dosis 60,69 6,112 <0,001 0,765
Concentracion X Dosis 3,29 3,112 0,023 0,081
Cepa x Concentracioén x Dosis 1,74 18,112 <0,001 0,219

El ANOVA trifactorial (Tabla 19) mostrd efectos principales significativos de Cepa,
Concentracion y Dosis sobre el halo de inhibicion (p<0,001) del extracto acuoso corteza. El
mayor tamafio de efecto correspondio a Cepa (Mp*=0,982), seguido de Dosis (np*=0,913) y
Concentracion (np*=0,756), evidenciando fuerte influencia de estos factores. Las interacciones

Cepa x Concentracion y Cepa x Dosis fueron altamente significativas, y la interaccion triple
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también resulté significativa (p=0,042), indicando que la respuesta antifingica dependi6 de la
especiec y de la combinacion experimental. La interaccion Concentracion x Dosis fue

significativa, pero con tamafio de efecto pequefio (np*=0,081).

Tabla 20. Resumen de comparaciones significativas (Tukey) — extracto acuoso (corteza).

. Diametro de .
Cepa Dosis (uL) inhibicién (mm) Tendencia observada

Diferencia significativa a

Ganoderma applanatum 20 23,1 concentracion de 128 mg/mL
Rigidoporus lineatus 20 21,6 Respuesta significativa a 20 pL
Trametes elegans 10 27,0 Sensibilidad a 128 mg/mL
Trametes elegans 20 30,4 Sensibilidad a 128 mg/mL

La prueba de comparaciones multiples de Tukey (a = 0,05) evidenci6 diferencias
significativas. En ambas dosis muestran un comportamiento concentracion dependiente. Las
mayores diferencias de halo se observaron en Trametes elegans a 20 pL con diametro de 30,4
mm, lo que evidencia una elevada sensibilidad al incremento de la concentracion del extracto

acuoso de corteza (Tabla 20).

Tabla 21. Valores promedios de la sensibilidad (halo de inhibicion >20 mm) de cepas

indicadoras frente a extractos crudos de hojas y corteza a dosis de 20 pL.

Cepa Met-OH Met-OH Eta-OH Eta-OH H:0 H20

Hoja Corteza Hoja Corteza Hoja Corteza
anoderma
Spplanatum - 24,2 - - 23 23,1
Rigidoporus lineatus 21,5 22,3 21,6 - - 21,6
Cookeina tricholoma 21,5 254 25,6 24,8 22,7 -
Trametes elegans 23,5 24.8 27,2 29,2 23,5 29,0

* Valores expresados como halo maximo de inhibicion (mm).

En la Tabla 21 se presentan los valores promedio de sensibilidad (halo de inhibicién >
20 mm) de las cepas indicadoras frente a los extractos crudos de hojas y corteza de Inga edulis,
evaluados a una dosis de 20 pL. En términos generales, los diametros de inhibicidon oscilaron
entre 21 y 29 mm, lo que evidencia una actividad antifingica significativa en todos los extractos
evaluados, independientemente del solvente utilizado (metanoélico, etandlico o acuoso) y de la

parte vegetal empleada. Se observa que Trametes elegans presentd los mayores valores de
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inhibicion, alcanzando hasta 29,2 mm en el extracto etandlico de corteza, seguido de valores
elevados en corteza y en extractos acuosos. De manera similar, Cookeina tricholoma mostrd
una alta sensibilidad, con halos superiores a 21,5 mm en distintos extractos, lo que sugiere una
elevada susceptibilidad frente a los compuestos bioactivos presentes en la especie evaluada. En
contraste, Rigidoporus lineatus y Ganoderma applanatum mostraron respuestas mas variables,

aunque aun dentro del rango considerado de actividad significativa.

Estos resultados son consistentes con lo reportado por Mendoza et al. (2022), quienes
observaron halos de inhibicion entre 23 y 26 mm en extractos etanolicos de Solanum hispidum,
confirmando que los extractos vegetales ricos en metabolitos secundarios pueden generar
actividad antifingica comparable o incluso superior a la observada en este estudio. De manera
complementaria, Caceres Iparraguirre et al. (2025) reportaron que multiples extractos vegetales
presentan capacidad inhibitoria frente a hongos fitopatégenos in vitro, lo cual respalda la

efectividad observada en el presente trabajo frente a hongos de pudricion blanca.

Asimismo, la variabilidad en la sensibilidad fingica observada entre especies puede
explicarse por diferencias estructurales y fisioldgicas propias de cada hongo. En este sentido,
Pinto et al. (2010) senalan que factores como el contenido de quitina, glucanos y la presencia
de enzimas protectoras influyen directamente en la resistencia de los hongos frente a agentes
antifingicos. Esto podria explicar por qué especies como Trametes elegans y Cookeina
tricholoma muestran mayor sensibilidad, mientras que otras presentan respuestas mas

moderadas.

4.4. Establecimiento de patron de concentracion inhibidora minima de los extractos

crudos de Inga edulis sobre cepas indicadores de fungi de la pudricion blanca

CIM para Cepa 1 Hexagona sp.:
Met HR 19 EtHR 19, AcHR 1) MetHR 2%, EtH® 20, AcH® 29, Met CR 10, EtCR 10,

AcCh 10, MetCh 2%, EtC 29, AcCR

CIM para Cepa 2 Ganoderma applanatum:
Met HR 10, EtHR: 10, AcH'6% 1128, 10 £ forR 20 BHR- 20 AcHS16-128, 20 ot CR 10,

EtCR 10 AcCh 10 MetCS 20, EtCR 20, AcCS: 20
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CIM para Cepa 3 Trametes sp:
Met H® 10 EtHY 19, AcHR 10 MetHR 20, EtH" 2%, AcH®> 2%, Met C& 10, EtCh 10, AcCR

10’ MetCl’ 20, EtCI, 20’ ACCI’ 20

CIM para Cepa 4 Rigidoporus lineatus:
Met HR 10 EtHR 19 AcHY 10 MetHS 20, EtH> 20, AcHS 20, Met C 19, EtCl 19, AcCR

10’ MetCl’ 20, EtCI, 20’ ACCI’ 20

CIM para Cepa 5 Cookenia tricholoma:
Met HR 10, EtHS32 86410 AcHL 10 MetHS 20, EHS!6 S32 864, 20 A (pyS16-128,20 )

CR, 10’ EtCI’ 10, ACCS’ 10’ MetCS’ 20’ EtCS’ 20’ ACCR’ 20

CIM para Cepa 6 Trametes elegans:
Met HS432 10 S804, 10 A S16-128, 10\ fopyS4-32, 20 pyyS8-64, 20 p (pqS16-128, 20

Met C3 19 EtCS 10 AcCS 10 MetCS 20, EtCS 20, AcCS 20

CIM para Cepa 7 Oudiemansiella canarii:
Met HR 19 EtHR 19, AcH® 19, MetH® 2%, EtH® 20 AcH® 29, Met C® 10, EtCR 10,

AcCR 10 MetCl 20 iR 20, AcCR-20

El establecimiento del patron de concentracion inhibitoria minima (CIM) evidencid que
la actividad antifiingica de los extractos crudos de hojas y corteza de Inga edulis frente a hongos
de pudricién blanca depende de manera directa del tipo de extracto, el 6rgano vegetal utilizado
y la dosis aplicada. En términos generales, se observo que los extractos metanolicos y etanolicos
presentaron actividad inhibitoria a concentraciones menores en comparacion con los extractos
acuosos, lo que sugiere una mayor eficiencia en la extraccion de compuestos bioactivos con

potencial antifingico en solventes organicos.

Asimismo, se evidencié una marcada variabilidad en la respuesta de las siete cepas
evaluadas, lo que indica diferencias en los niveles de susceptibilidad frente a los extractos.
Cepas como Trametes elegans y Cookeina tricholoma mostraron una mayor sensibilidad,
evidenciando inhibicion incluso a concentraciones relativamente bajas, mientras que otras
como Ganoderma applanatum y Oudemansiella canarii presentaron respuestas mas variables
o dependientes de concentraciones mas elevadas. Este comportamiento sugiere que la eficacia
del extracto no es uniforme, sino que esta fuertemente influenciada por la fisiologia y capacidad

adaptativa de cada hongo.
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Estos resultados son consistentes con lo reportado por Roca (2019), quien determin6
que los extractos metandlicos y etanolicos presentan mayor efectividad antifungica y
antibacteriana que los extractos acuosos, alcanzando inhibicion del crecimiento fingico a
concentraciones del orden de 250 mg/mL. De manera similar, dicho autor evidenci6 que los
extractos de corteza suelen presentar una mayor actividad biologica que los de hoja, lo que
podria atribuirse a una mayor acumulacion de metabolitos secundarios en tejidos estructurales

de la planta.

Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que los extractos de Inga edulis contienen
compuestos bioactivos con capacidad inhibitoria frente a hongos lignoceluloliticos, siendo mas
efectivos aquellos obtenidos mediante solventes organicos. Este comportamiento es coherente
con la tendencia observada en estudios previos, donde la presencia de metabolitos como

flavonoides, taninos y compuestos fenolicos se asocia con una mayor capacidad antifingica.



V. CONCLUSIONES

Se aislaron siete (7) cepas de hongos causantes de pudricion blanca a partir de troncos de

arboles localizados en el BRUNAS vy el Jardin Botanico.

Se prepararon extractos vegetales crudos metanolicos, etanolicos y acuosos a partir de
hojas y corteza de Inga edulis, evidenciando la viabilidad del uso de diferentes solventes

para la obtencidén de compuestos bioactivos con potencial antifingico.

Se determin6 la actividad antifingica de los extractos en cuatro concentraciones,
observandose una respuesta diferencial segun la dosis. A 20 pL, se registr6 mayor
sensibilidad en Ganoderma applanatum, Cookeina tricholoma y Trametes elegans frente
a los extractos metanolicos, etanolicos y acuosos; asimismo, los extractos obtenidos de

hojas lograron inhibir el crecimiento de Rigidoporus lineatus.

La cepa Trametes elegans presentd sensibilidad total frente a todos los extractos evaluados,

independientemente del tipo de solvente y del 6rgano vegetal utilizado de Inga edulis.

El patron de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) evidencid que la actividad
antifingica de los extractos de Inga edulis depende del tipo de extracto, del 6rgano vegetal
y de la concentracion, destacando los extractos metandlicos y etandlicos por su mayor
eficacia a menores dosis, lo que confirma su potencial antifingico selectivo frente a las

cepas evaluadas.



VI. PROPUESTAS A FUTURO

Realizar estudios de identificacion taxondmica y molecular de hongos del género

Hexagona, debido a la recoleccion de multiples morfotipos con caracteristicas similares.

Realizar estudios de actividad antifungica con diferentes especies forestales para lograr

preservar.

Proponer investigaciones orientadas al aislamiento, purificacion e identificacion de
metabolitos secundarios responsables de la actividad antifungica de Inga edulis, mediante
técnicas cromatograficas y espectroscopicas, con el fin de determinar los compuestos

activos implicados en el efecto inhibitorio.

Evaluar el potencial de Inga edulis en aplicaciones biotecnoldgicas, como el desarrollo de
agentes de biocontrol frente a hongos degradadores de madera, considerando su eficacia

frente a especies como Trametes elegans.
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Anexo A. Formato de registro de muestras e identificacion taxondmica.

74

CoOdigo: .o Fecha: .........................
Especie:

Recolector:

Figura 46. Registro de fungi.
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Figura 47. Constancia de identificacion de fungis.
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Anexo B. Ubicacion de las especies recolectadas.
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Trametes elegans.
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Anexo C. Lectura de halos de inhibicidn cultivados.
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Anexo D. Panel fotografico.

Figura 50. Secado en estufa del material vegetativo de hojas y corteza de Inga edulis.

Figura 51. Material vegetativo de hojas y corteza pulverizado.



Figura 52. Extraccion de extracto puro crudo de hojas y corteza de Inga edulis.

Figura 53. Tindalizacion de extractos crudos puros de hojas y corteza de Inga edulis.
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Figura 54. Centrifugado de extractos crudos puro de hojas y corteza de Inga edulis.

Figura 55. Concentraciones de extractos metanolico crudo puro de corteza de Inga edulis
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Figura 56. Concentraciones de extracto etanolico crudo puro de hojas de Inga edulis.
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Figura 57. Concentracion de extracto acuoso crudo puro de corteza de Inga edulis.



Figura 58. Aplicacion de medios de cultivo en placa petri y siembra de fungis.

Figura 59. Siembra de fungi, aplicacion de dosis y concentracion.
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Figura 60. Lectura de halos de inhibicion.
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