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ARTICULO DE INVESTIGACION

Actividad antifungica in vitro
de los extractivos naturales de especies
latifoliadas de la Guayana Venezolana

, . 1 , 1
Jesus Velasquez , Maria Elena Toro ,
. . 2 . 3
Luis Rojas , Osvaldo Encinas

RESUMEN

Se determiné en condiciones de laboratorio el efecto microbiolégico de los metabolitos secun-
darios, desarrollados como mecanismo de defensa pasiva, en la madera de las especies Puy (Tabe-
buia serratifolia (Vahl.) Nicholson), Zapatero (Peltogyne porphyrocardia Griseb.), Algarrobo (Hyme-
naea courbaril L.) y Cartan (Centrolubium paraense Tul. var. orinocense Benth), frente a dos de los
mas comunes microorganismos que causan deterioro de la madera G. traveum y T. versicolor. El
ensayo microbiolégico se realizé empleando el método de dilucién en gel con inoculacién superficial
en placa. Se evaluaron tres tipos de solventes de diferente polaridad para la recuperacion de los
extractivos (acetona, etanol y agua). Se empleé agar extracto de malta como medio de cultivo a tres
niveles de concentracion de extractivo (0,05%, 0,1% y 0,2% v/v). La inhibicion del crecimiento, fue
utilizada como una medida para evaluar la efectividad del producto quimico natural. Los resultados
obtenidos de la evaluacién preliminar demostraron que todos los extractos evaluados presentan acti-
vidad biolégica asociada con los microorganismos de prueba. El perfil de la actividad antifungica del
extracto soluble en agua, sostiene que es el mas tolerable por los microorganismos que deterioran la
madera, posiblemente atribuido a la presencia de materiales organicos sefialados como azucares del
duramen. Los extractos aceténicos y etandlicos demostraron tener la capacidad de extraer la mayor
cantidad de compuestos biolégicamente activos del duramen de las especies evaluadas, al producir
elevados niveles de control en el crecimiento de los microorganismos empleados en el estudio.

PALABRAS CLAVE:
Actividad antifungica, duramen, extractivos, metabolitos secundarios, productos naturales.

ABSTRACT

The microbiological effect of the secondary metabolites developed as mechanism of passive
defense, in the wood of the species Puy (Tabebuia serratifolia (Vahl.) Nicholson), Zapatero (Peltogyne
porphyrocardia Griseb.), Algarrobo (Hymenaea courbaril L.) and Cartan (Centrolubium paraense Tul.
var. orinocense Benth) was evaluated under laboratory conditions, against two common microorga-
nisms that cause deterioration on the wood G. traveum and T. versicolor. Antifungal assay was carried
out using the agar dilution method with superficial inoculation. Solvents, like acetone, ethanol and
water, of different polarity were evaluated for the recovery of the extractives. Malt extract agar was
used in the antifungal assay at concentration of 0,05%, 0,1% and 0,2% (v/v). The growth inhibition was
used as a measure to evaluate the effectiveness of the natural chemical product. Results of the preli-
minary evaluation demonstrated that all the evaluated extracts present biological activity associated
with the microorganisms test. The antifungal activity of the soluble extract in water, sustains that it is
the most tolerant for the microorganisms that deteriorate wood. This may be attributed to the presence
of organic materials called heartwood's sugar. The acetonic and ethanolic extracts showed to have the
capacity to extract the higher quantity of active biologically compound of the heartwood of the species,
producing higher growth inhibition of the microorganisms used in the study.
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INTRODUCCION

La pudricion de la madera es una de
las mayores causas de deterioro micro-
biolégico que ocasiona fallas estructu-
rales de manera rapida, sobre elementos
de madera en servicio (Mora y Encinas,
2001). Los mas importantes y potentes
organismos de pudricion de la madera,
son los hongos de pudricion blanca,
marron, blanda y bacterias. La pudricion
marrén es la mas comun y el tipo mas
destructivo de pudriciéon de madera en
servicio (Eaton y Hale, 1993). Muchas de
las especies latifoliadas que presentan
una transicion abrupta albura-duramen,
poseen una particular resistencia, o mejor
aun, una biorresistencia al deterioro por la
accion de hongos, bacterias e insectos.
Esta resistencia se encuentra general-
mente atribuida a la presencia, en las
paredes celulares de la madera, de
sustancias quimicas activas que juegan
un rol importante en la durabilidad natural.
Estas sustancias proporcionan una
barrera quimica con propiedades fungi-
cidas o fungistaticas, que eliminan o
inhiben el crecimiento y desarrollo de los
agentes xilofagos (Deon, 1983; Suttie y
Orsler, 1996; Harju et al., 2003). El uso de
estos extractivos naturales para el control
de microorganismos que deterioran la
madera ha sido estudiado como una
atractiva alternativa para la proteccion
bioldgica de la misma, cuya principal
ventaja es la de proveer productos natu-
rales efectivos, de baja toxicidad a los
seres humanos y ambientalmente acepta-
bles (Velasquez, 2000). En el futuro, es
posible llegar a remplazar las propie-
dades de las formulaciones de preser-
vantes sintéticos para madera, con formu-
laciones basadas en ingredientes bioac-
tivos naturales, presentes en los extractos

téxicos de la madera o de otros compo-
nentes quimicos resistentes, aislados de
productos naturales (Wong y Singh,
1997). Es relativamente amplia la litera-
tura relacionada con la evaluacion de la
durabilidad natural e inducida de la
madera (Eaton y Hale, 1993; Winandy y
Morel, 1993; Troya et al., 1999; Curling et
al., 2000; Kennedy et al., 2000; Papinutti
et al., 2003; Gierlinger et al., 2004; Velas-
quez et al., 2004; Uzcategui et al., 2004;
Mora et al., 2004). Sin embargo, puede
considerarse limitada la literatura que
relaciona el efecto de los extractivos natu-
rales de especies venezolanas, sobre el
control de los microorganismos que
causan el deterioro de los componentes
estructurales de la pared celular de la
madera.

OBJETIVO

El objetivo del presente estudio fue
evaluar la accion fungicida de los
extractos o productos naturales del
duramen de cuatro especies forestales
latifoliadas de durabilidad natural elevada
provenientes de los bosques de la Region
Guayana, en Venezuela (IFLA, 1987; Mora
y Encinas, 2001; Velasquez et al., 2004),
frente a dos de los microorganismos mas
comunes que causan el deterioro en la
madera: Gloeophylum trabeum (pudricion
marrén) y Trametes versicolor (pudricion
blanca).

METODOLOGIA

Material vegetal

Se emplearon muestras del
duramen de cuatro especies latifoliadas,
comunmente explotadas en la regién
Guayana, Edo. Bolivar, Venezuela. Para
realizar la recuperacion de los extractos,
se tomaron muestras de duramen en la
base de los arboles de las especies Puy
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(Tabebuia serratifolia (Vahl.) Nicholson),
Zapatero (Peltogyne porphyrocardia
Griseb.), Algarrobo (Hymenaea courbaril
L.) y Cartan (Centrolubium paraense Tul.
var. orinocense Benth).

Microorganismo de ensayo

Se emplearon dos hongos filamen-
tosos, uno representante del efecto de
deterioro conocido como pudricién
marrén Gloeophylum trabeum (Fr.) Murr.
(Mad-617-R) y un representante de los
hongos de pudricion blanca Trametes
versicolor (L:Fr) Pilat (FP-133255-R).
Ambos fueron seleccionados por su cono-
cida capacidad como agentes destruc-
tores de madera, de importancia econo-
mica y de empleo comun en evaluaciones
de preservadores para madera. Los
microorganismos fueron suministrados
por la seccién de preservacion de
maderas del Laboratorio Nacional de
Productos Forestales, de la Universidad
de Los Andes, Mérida, Venezuela. Estos
se encontraban desarrollados en
capsulas de Petri sobre agar extracto de
malta al 2,5% y mantenidos en refrigera-
cion (4 °C). Para la prueba de la actividad
microbioldgica, los hongos se activaron
sembrandolos en capsulas de Petri al
2,5% de agar extracto de malta e incu-
bados por seis dias a 26 + 2 °C.

Preparacion de los extractos

Las muestras de duramen fueron
molidas y tamizadas hasta obtener un
tamafo de particulas adecuado para el
proceso de extraccion (40-60 mesh),
basado en la norma TAPPI T 264 om-97
(1998). Para obtener los extractos, se
empaquetaron 30 g de material lignocelu-
I6sico molido por cada especie, y se colo-
caron en reflujo en extractores Soxhlet,
empleando como solventes acetona y
etanol (95%). La extraccién con cada
solvente se realizé con muestras nuevas y
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por separado para cada tipo de madera. El
extracto en agua se recuperd de acuerdo
con lo establecido por la norma TAPPI T
207 om-93 (1998). La mezcla solvente-
extractivo recuperada vy filtrada en cada
proceso de extraccion, fue concentrado
hasta un residuo viscoso, bajo presion
reducida a una temperatura no mayor de
50 °C, luego se coloco en estufa por una
hora a 50 + 2 °C. El residuo sélido obtenido
fue disuelto completamente en 30 ml de
etanol (95%) y mantenido en refrigeracion
(4 °C), en botellas ambar hasta el
momento de su uso.

Ensayo microbiolégico

La evaluacion de la actividad anti-
fungica de los diferentes extractos obte-
nidos se realizé por el método de dilucion
en gel con inoculacion superficial en
placa (Jansser et al.,1987; Garcia et
al.,1995; Ajaiyeoba et al.,1998). En cada
capsula de Petri de diez centimetros de
diametro, se vertieron 20 ml de agar
extracto de malta con el extracto incorpo-
rado, obteniéndose una concentracion
final del medio de 0,05%, 0,1% y 0,2%
(v/v). Simultaneamente, se adicion6
etanol (95%) al medio de cultivo el cual
funcion6 como blanco o control. El nuevo
medio de cultivo, con el extracto incorpo-
rado, se dejo solidificar a temperatura
ambiente durante una hora y posterior-
mente fue inoculado, colocando sobre
éste, y en el centro de cada capsula, un
in6culo circular del microorganismo de
prueba (10 mm), e incubadas durante
seis dias a 26 + 2 °C, tiempo en el cual el
testigo cubre completamente la capsula
de Petri. Las determinaciones se reali-
zaron por triplicado para cada concentra-
cion, extracto y hongo de prueba. El creci-
miento diametral de cada microorganismo
(mm) fue medido al final del periodo de
incubacion (6 dias), y el porcentaje de
inhibicion fue expresado en funcién del
crecimiento total del control, de acuerdo
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con la metodologia sefialada por Gopala-
krishnam et al. (1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 1 muestra la cuantificacion
porcentual de los extractivos recupe-
rados, a partir de las muestras del
duramen de las cuatro especies fores-
tales evaluadas (Algarrobo, Cartan, Puy,
y Zapatero), empleando como solventes
acetona, etanol y agua.

En estos resultados se observa, que
las especies Algarrobo, Cartan y Zapa-
tero, presentaron la mayor proporcion de
extracto recuperados con los diferentes
solventes empleados. El extracto recupe-
rado con etanol mostré la mayor produc-
ciéon de extractivo entre las especies
evaluadas (15,2%(A), 16,5%(B) vy
10,9%(C)), con excepcién de la especie
Zapatero, cuyo mayor porcentaje estuvo
representado por el extracto soluble en
agua (14,68% del peso seco).

Los resultados obtenidos de la
evaluacioén preliminar sobre la actividad
microbiolégica de los diferentes
extractos, empleando el método de dilu-
cion en gel con inoculacion superficial
en placa, después de seis dias de incu-
bacion, se observan en la tabla 2. Estos
resultados evidencian que todos los
extractos de las especies evaluadas

presentan actividad biolégica asociada
con T. versicolory G. trabeum, indicando
ademas, que los principios activos
toxicos presentes en el duramen varian
con la especie y con el tipo o sistema de
solvente empleado en la recuperacion
de los extractivos. Sin embargo, solo los
extractos etanodlicos y acetdnicos recu-
perados de la especie Puy fueron mas
toxicos, inclusive a niveles de concen-
tracién mas bajos (0,05%), con un
porcentaje de inhibicién de crecimiento
del 85 y 94%, respectivamente para G.
trabeum, y 78-83%, para T. versicolor.
Estos resultados confirman lo reportado
en investigaciones previas, en las
cuales se plantean que los extractivos
del duramen muestran propiedades
fungicidas que contribuyen con las
propiedades de biorresistencia y durabi-
lidad natural de cada especie (Deon,
1983; Schultz y Darrel, 1997; Bhargava
et al., 1998).

No se observé una relacién directa
entre el contenido de extractivo soluble
en acetona, etanol y agua del duramen
de las diferentes especies evaluadas (en
un rango 3,5%-16,57%) y la inhibicién
del crecimiento de los microorganismos
de prueba. Estos resultados difieren de
otras investigaciones, como la desarro-
llada por Viitanen et al. (1997), quienes
encontraron una relacion directa entre la
resistencia de la madera y el contenido
de extractivos en diversas especies de

Tabla 1. Cuantificacion de extractivos (%) con base en el peso seco de la madera

ESPECIES SOLVENTES

ACETONA (%) ETANOL (%) AGUA (%)
Algarrobo (A) 11,0 15,24 13,48
Cartan (B) 11,0 16,57 8,68
Puy (C) 6,85 10,96 3,50
Zapatero (D) 7,10 11,43 14,68
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Larix en un rango de 3,2%-20,5%,
demostrando que a menores niveles de
extractivos menor es la resistencia de
esta madera, y viceversa. Esta falta de
relacion entre la resistencia al deterioro y
el contenido de extractivo puede ser atri-
buida a la composicion quimica intrin-
seca de cada especie y de cada extracto
en particular (elevado nivel de com-
puestos que muestran actividad fungi-
cida sobre los hongos de deterioro).

En los resultados resumidos en la
tabla 2 se evidencian diferentes niveles
de respuestas de los microorganismos
de prueba frente al nuevo medio de
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cultivo (con extractos), para ser
empleado como fuente de carbono. Este
comportamiento, puede ser atribuido a la
diferencias enzimaticas y metabdlicas
existentes entre ambos hongos de pudri-
cion (marrén y blanca). Estos tienen la
propiedad de producir una variedad de
enzimas especificas para promover la
degradacion del sustrato, y luego una
incorporacion de estos productos de
degradacién a los ciclos metabdlicos de
los microorganismos, dentro de las que
se sefalan celulasas, ligninasas, lacasa,
manganeso peroxidasa, entre otras
(Goodell et al., 1997; Papinutti et al.,
2003).

Tabla 2. Valor medio y desviacion estandar de la inhibicién del crecimiento (%) de los
extractos recuperados con acetona, etanol y agua después de seis dias de incubacién

Gloeophylum trabeum Trametes versicolor
Solvente % Algar. Cartan Puy Zapat. Algar. Cartan Puy Zapat.
0.05 16 62 85 10 35 39 78 18
' (4,21) (2,25) (2,07) (3,55) (5,62) (6,78) (3,56) (1,19)
18 73 92 17 62 73 90 40
Acetona | 0,10
(2,11) (1,92) (2,41) (1,91) (2,54) (2,31) (0,75) (2,75)
0.20 37 93 96 23 67 81 90 40
' (1,08) (0,79) (1,38) (2,82) (2,89) (3,46) (2,51) (1,08)
0.05 29 69 94 36 65 67 83 22
' (3,32) (1,14) (0,60) (4,11) (2,01) (5,16) (0,23) (6,28)
44 80 96 60 75 76 95 39
Etanol 0,10
(2,56) (1,22) (1,70) (3,45) (6,91) (3,68) (1,65) (8,12)
0.20 70 100 100 65 79 92 97 55
’ (0,87) | (0.69) (0,30) (1,06) (0,59) (1,57) (1.21) | (411)
0.05 0 8 5 0 0 0 0 0
' (0,35) (2,21) (3,50) (0,12) (0.11) (1,35) (0,26) (0,23)
0 20 18 11 0 5 2 0
Agua 0,10
(0,23) (3,18) (2,18) (2,61) (0,56) (5,69) (0,98) (1,54)
0.20 0 49 30 20 0 12 7 0
' (0,11) (2,33) (3,01) (3.46) (0,33) (4,87) (4,42) (1,79)

El valor entre paréntesis corresponde a la desviacién estandar
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El perfil de la actividad antifungica
del extracto soluble en agua, muestra que
es el mas tolerable por los microorga-
nismos de prueba y presenta una redu-
cida actividad inhibitoria sobre G. trabeum
y T. versicolor. Posiblemente esto se atri-
buye a la composicion quimica de los
extractos recuperados con este solvente.
Investigaciones previas reportan que el
agua fria y caliente, en la madera, tienen
la propiedad de remover y extraer una
gran cantidad de materiales organicos
sefialados como azucares del duramen,
representados mayormente por arabi-
nosa, galactosa, glucosa, proteinas,
trazas de xilosa y unidades de acidos
glucurénicos entre otros (Hillis, 1987;
Sarampaa y Holl, 1989; Sarampaa y
Nyberg 1989; Fischer y Holl, 1992;
Viitanen et al., 1997; Willfor et al., 1999).
Estos pueden ser facilmente metaboli-
zados por los microorganismos de dete-
rioro de la madera e incrementar, mas
que inhibir, el crecimiento de los mismos,
tal y como fue observado; ya que en
muchas oportunidades, los microorga-
nismos lograron crecer con mayor rapidez
e incluso cubrir completamente la capsula
de Petri mas rapido que los testigos. Con
base en estas observaciones es posible
predecir que los compuestos hidrofilicos
presentes en el duramen de las especies
evaluadas muestran un minimo de
efectos inhibitorios sobre los organismos
que causan su deterioro.

Dentro de los extractos solubles en
agua, el extracto de la especie Cartan
fue, entre las cuatro especies, el mas
efectivo para el control de los microorga-
nismos (49% de inhibicién). Posiblemente
debido a que dentro de su composicion
quimica, es el extracto que presenta la
menor cantidad de carbohidratos no
estructurales. En esa especie predomina
mayor proporcion del ingrediente activo, a
diferencia de las especies Zapatero y
Algarrobo las cuales presentaron un
minimo de efectos inhibitorios.

En la tabla 2 es evidente que los
extractos acetonico y etandlico tienen la
capacidad de extraer la mayor cantidad
de compuestos bioldgicamente activos
del duramen de las especies evaluadas,
en comparacion con el extracto recupe-
rado en agua. Estas observaciones
concuerdan con los resultados obtenidos
en las investigaciones desarrolladas por
French et al. (1983), Li et al. (1995) y Eloff
(1998), quienes sefialan que los
compuestos biolégicamente activos
presentes en el duramen de las especies
forestales, se encuentran distribuidos,
tanto en el lumen, como en los microcapi-
lares de la pared celular de las fibras.
Estos en su mayoria son solubles en
alcohol y acetona, siendo compuestos
hidrofébicos, de polaridad intermedia o
compuestos poco polares. Adicional-
mente, muestran pequefas variaciones
sobre la actividad biologica de los
extractos acetonico y etandlico. Estas
diferencias, evidencian el hecho de que el
extracto en acetona presente una acti-
vidad biolégica menor, posiblemente,
debido a que este solvente tiene la capa-
cidad de disolver y extraer muchos
compuestos lipofilicos como grasas,
ceras, gomas, resinas, acidos grasos,
materiales colorantes, fenoles, di- y trigli-
céridos, compuestos hidrofilicos alta-
mente polares y compuestos fendlicos de
bajo peso molecular (Rydholm, 1965;
River et al., 1994; Gao y Breuil, 1995;
Sutie y Osler, 1996; Eloff, 1998; Harju et
al., 2003). Estos componentes pueden
ser facilmente asimilables por los microor-
ganismos de prueba, de modo que la
efectividad o accién de las sustancias
bioldgicamente activas presentes en este
extracto se vean levemente inhibidas por
la presencia de tales sustancias
(compuestos menos activos en mayores
proporciones).

De acuerdo con investigaciones
realizadas por Kurita y Kioke (1983) y
Abdelrhafour et al. (1993), la actividad
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antimicrobial de diversos productos
naturales se rige por el siguiente orden
de mayores constituyentes: fenoles >
alcoholes > aldehidos > ketonas > éteres
> hidrocarburos. La mayor actividad
microbioldgica del extracto etandlico en
comparacion con los extractos acuoso y
acetoénico, podria estar en concordancia
con estos resultados. De acuerdo con lo
reportado por Sjostrom (1981), Eaton y
Hale (1993) y River et al. (1994), el
etanol, como solvente, tiene la propiedad
de extraer compuestos ciclicos, aroma-
ticos, principalmente fenoles, polifenoles
y compuestos relacionados, ademas de
extraer fracciones de lignina de bajo
peso molecular (Rydholm, 1965; Pereira
et al., 1986); los cuales tienen una
marcada influencia en la biorresistencia
de la madera (Erikson et al., 1990; Eaton
y Hale, 1993; Schultz y Darrel, 1997;
Singh y Kim,1997). Adicionalmente,
Abdelrhafour et al. (1993), Schultz et al.
(1995) y Schultz y Darrel (1997),
mencionan que la efectividad bioldgica
de un extracto sobre otro, entre espe-
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cies, e inclusive dentro de una misma
especie, puede deberse en gran parte a
la presencia de componentes minorita-
rios especificos que actdan sinergética-
mente con los compuestos mas activos,
incrementando la efectividad de cada
extracto.

En la figura 1 se muestra el efecto
fungicida existente entre los extractos
etandlicos de las cuatro especies emplea-
das, a la menor concentracion del
extracto (0,05% p/v). En ella se observa
el orden decreciente de actividad biold-
gica-especies de los extractos asociado
con T. versicolory G. trabeum, donde las
especies con mayores actividades fueron
Puy y Cartan, y Algarrobo y Zapatero
como las menos activas. Este mismo
orden decreciente fue observado en el
extracto en acetona. En cambio, en el
extracto soluble en agua, las especies
Cartan y Puy presentaron mayor actividad
biolégica frente a los dos microorga-
nismos de prueba en comparacion a las
especies Algarrobo y Zapatero.

(%)

Inhibicién de crrecimiento

Algarrobo Cartan

Puy Zapatero

Especies

0 Gloeophylum trabeum

B Trametes versicolor

Figura 1. Actividad antifungica del extracto etandlico (0,05%), asociado a los dos
microorganismos de prueba, al sexto dia de incubacion



58 Actividad fungica in vitro de los extractivos naturales de especies latioliadas...

Dentro de las especies evaluadas se
destaca por su amplia actividad biolégica
la especie Puy (Tabebuia serratifolia
(Vahl.) Nicholson). Los resultados de
estas evaluaciones concuerdan con
investigaciones realizadas empleando
diversas especies de la familia Bignonia-
ceae, pertenecientes a un grupo conocido
como Lapachol, que incluye a la especie
Puy, en las cuales se ha logrado demos-
trar que el extracto proveniente de estas
especies se caracteriza por poseer
propiedades insecticidas, antibacte-
rianas, antifungicas, anticancerigenas,
antitumorales, antiinflamatorias, contra
Ulceras y gastritis, entre otras (Girard et
al., 1987; Goel et al., 1987; Grazziotin et
al., 1992), atribuidos a la presencia en
este género (Tabebuia), de compuestos
conocidos comunmente como lapachol y
sus derivados (quinonas de amplio
espectro). La presencia de sustancias
biolégicamente activas y de elevada
importancia en la especie Puy, hace de
ésta una fuente promisoria de posibles
fungicidas naturales, por lo que amerita
profundizar en el aislamiento e identifica-
cion de las sustancias responsables de
dicha bioactividad.

CONCLUSIONES

Los extractos crudos provenientes
del duramen de las especies Tabebuia
serratifolia, Peltogyne porphyrocardia,
Hymenaea courbaril 'y Centrolubium
paraense, evaluados en la investigacion,
mostraron actividad antifungica frente a
los hongos utilizados en el ensayo. El
extracto acuoso evidencié ser el mas tole-
rante por los microorganismos de prueba,
posiblemente debido a su composicion
quimica. Los extractos acetonicos y
etandlicos al 0,10% y 0,20%, presentaron
un comportamiento similar en el control
de G trabeum y T. versicolor. Sin
embargo, el extracto etandlico del
duramen de T. serratifolia, mostré supe-

rioridad al controlar el desarrollo total del
micelio, de los microorganismos a una
concentracién de 0,20%.
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