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RESUMEN

El Agave americana es una planta superior que tiene muchas propiedades medicinales y
estd distribuida a nivel de todos los ecosistemas ademds se ha detectado que esta planta

vive en constante interaccion con diferentes microorganismos epifitos y endofitos.

El objetivo del presente trabajo fue determinar los componentes bioactivos y aislar
microorganismos endofitos presentes en las hojas de Agave americana. Para ello se
utilizaron diferentes metodologias como por ejemplo se recolecto una cierta cantidad de
material vegetal del Centro de ensefianza perteneciente a la facultad de agronomia de
la universidad Nacional San Cristébal de Huamanga del departamento de Ayacucho
provincia de Huamanga. El cual fue procesado a través de maceracion para asi obtener
finalmente el extracto seco. A partir de este extracto se realizé una marcha fitoquimica
utilizando diversas pruebas de coloracion y precipitacion. Para el aislamiento de
microorganismos endofitos se utilizaron hojas frescas de Agave americana y distintos
medios de cultivo. Dentro de los resultados de este estudio se determind los
componentes bioactivos se encontré la presencia de metabolitos primarios Yy
secundarios: Carbohidratos, aminodcidos, compuestos fendlicos, flavonoides, lactonas
sesquiterpénicas, saponinas y alcaloides. Con respecto al aislamiento de
microorganismos endoéfitos se encontraron la presencia de 14 bacterias y 3 hongos
perteneciente a los géneros Collecotricum y Penicilliumsp. Conclusiones: Se verifico
cualitativamente la presencia de metabolitos primarios y secundarios ademads este
estudio reporta por primera vez la presencia de microorganismos endofitos tanto

bacterias como hongos.



ABSTRACT

The American Agave is a top plant that has many medicinal properties and is distributed
at the level of all ecosystems also has been detected that this plant lives in constant

interaction with different epiphytic microorganisms and endophytes.

The objective of the present work was to determine the bioactive components and to
isolate endophytic microorganisms present in the leaves of American Agave. For this
purpose, different methodologies were used, such as collecting a certain amount of plant
material from the teaching center belonging to the agronomy faculty of the National
University of San Cristébal de Huamanga in the department of Ayacucho, province of
Huamanga. It was processed through maceration in order to obtain the dry extract. From
this extract, a phytochemical march was carried out using various coloring and
precipitation tests. For the isolation of endophytic microorganisms, fresh leaves of
American Agave and different culture media were used. Within the results of this study
the bioactive components were determined, the presence of primary and secondary
metabolites was found: Carbohydrates, amino acids, phenolic compounds, flavonoids,
sesquiterpenic lactones, saponins and alkaloids. With respect to the isolation of
endophytic microorganisms the presence of 14 bacteria and 3 fungi belonging to the
genera Collecotricum and Penicillium sp were found. Conclusions: The presence of
primary and secondary metabolites was qualitatively verified. In addition, this study
reports for the first time the presence of endophytic microorganisms, both bacteria and

fungi.
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INTRODUCCION

Actualmente, Se ha observado un elevado uso de plantas medicinales utilizadas en la
medicina, la ciencia moderna, nos permite precisar, comparar y clasificar las

propiedades medicinales que estas contienen basdndose en evidencias cientificas.

El Pert es un territorio con una multiplicidad de flora unica en el mundo la misma que
estd representada por mds de 25,000 plantas, de las cuales cerca de la mitad tienen

propiedades curativas usadas desde tiempos muy remotos.

En el departamento de Ayacucho el Agave americano es una planta usada como
antinflamatorio, antibacteriano y anticancerigeno cabe resaltar que no se han realizado
estudios cientificos. Es de suma importancia no sélo rescatar ese saber popular, sino
también validarlo cientificamente. Por ello la importancia de conocer cudles son los
metabolitos segundarios que contiene esta planta es fundamental para conocer los
posibles efectos farmacoldgicos que contenga. Asociada a las plantas se han reportado
la apariciéon de microorganismos de diferentes especies, se ha percibido el papel

fundamental de microorganismos endofitos para la nutricion y el desarrollo de plantas.

El desarrollo bio-econémico de Agave americana en nuestro pais es deficiente debido a
que su cultivo no estd muy difundido y son usados unicamente como cercos. Mediante
nuestro trabajo se busca transformar el conocimiento en innovacién, difundiendo el uso

de esta planta para impulsar su produccién y comercializacion.

Por lo tanto, el presente proyecto de investigacion busca realizar una identificacion

fitoquimica 'y aislar microorganismos enddfitos de Agave americano.



1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1.Planteamiento del problema

Desde tiempos remotos las plantas han sido usadas para tratar
enfermedades puesto que contienen metabolitos segundarios. Del total de
especies existentes usadas como plantas medicinales las dos terceras
partes son silvestres. En el continente europeo solo el 10% de plantas
medicinales comercializadas son cultivadas. Actualmente, hay un
elevado indice de plantas utilizadas en la medicina, la ciencia moderna,
nos permite precisar, comparar y clasificar las propiedades medicinales
que estas contienen basdndose en evidencias cientificas. Agrupando a las
plantas de efectos similares, para conocer los principios activos
responsables de aliviar o curar enfermedades, determinar sus estructuras
quimicas, proponiendo modificaciones estructurales en busca de una

mayor actividad y comprobar su actividad farmacologica(15).

Meéxico es el pais en el cual podemos encontrar el nimero mas elevado
de especies del género Agave. En 2006 la UNESCO reconocié como
patrimonio de la humanidad a los paisajes de Agave americana. Los
agaves fueron fundamentales en la alimentacion y bebida de los antiguos
mexicanos, ademds de proveerles fibras para todo tipo de uso y un

sinnimero de otras aplicaciones (18).

El Peru es un territorio con una multiplicidad de flora tnica en el mundo,
alberga aproximadamente el 10% de todas las plantas existentes en el
planeta, la misma que esta representada por mds de 25,000 plantas, de las
cuales cerca de la mitad tienen propiedades curativas y algunas fueron
usadas desde tiempos muy remotos. Debido a sus cualidades medicinales
que presentan estas plantas se han convertido en el insumo esencial de la

industria farmacéutica a nivel mundial (16).

Asociada a las plantas se han reportado la aparicién de microorganismos
de diferentes especies, se ha percibido el papel fundamental de
microorganismos endoéfitos para la nutricion y el desarrollo de plantas.

Hasta el momento no se han realizado estudios referentes a



microorganismos endofitos en Agave americana, por cual se propone

aislar y caracterizar dichos microorganismos (17).

Por lo tanto, el presente proyecto de investigacion buscard realizar una
identificacion fitoquimica y aislar microorganismos endofitos de Agave

americand.
1.2.Formulacién del problema

1.2.1. Problema general
(Cuéles son los componentes bioactivos y microorganismos endofitos

presentes en las hojas de Agave americana?

1.2.2. Problemas especificos
(Cudles son los componentes bioactivos presentes en el extracto

hidroalcoholico de Agave americana?

(Cuales son los microorganismos endofitos presentes en las hojas de

Agave americana’!
1.3.0bjetivos

1.3.1. Objetivo general
Determinar los componentes bioactivos y aislar microorganismos

enddfitos presentes en las hojas de Agave americana

1.3.2. Objetivos especificos
Identificar los componentes bioactivos presentes en el extracto

hidroalcohdlico de Agave americana.

Aislar microorganismos endofitos presentes en hojas de Agave

americand.
1.4 Justificacion

El Agave americana es una planta que se encuentra en el departamento de
Ayacucho, utilizada como tratamiento empirico de gastritis, problemas
inflamatorios, cicatrizaciones, como materia prima en la fabricacién de sogas,

miel, chancaca y como cercos naturales por su caracteristica espinosa.



También cuenta con una justificacion investigativa porque hasta el momento, no

existen reportes sobre las saponinas presentes en las hojas de Agave americana.

La importancia de conocer cudles son las saponinas que contiene esta planta es
fundamental ya que estas presentan una actividad similar a las hormonas
esteroideas del cuerpo humano, también presentan actividad anti-microbianas y

propiedades anti-bacterianas.

De la misma forma se justifica al nivel tedrico, debido a que generara el
conocimiento necesario sobre las estructuras de saponinas presentes en el Agave,
siendo beneficioso con resultados que beneficiarian a la industria farmacéutica,
impulsando a realizar futuras investigaciones que nos permitan explotar los

recursos naturales de nuestro pais.

El desarrollo bio-econémico de Agave americana en nuestro pais es deficiente
debido a que su cultivo no estd muy difundido y son usados inicamente como
cercos. Mediante nuestro trabajo se busca transformar el conocimiento en
innovacion. Difundiendo el uso de esta planta que impulsaria su produccion y

comercializacion de este recurso natural.



2. MARCO TEORICO
2.1.Antecedentes

2.1.1.

Antecedentes Nacionales

May6n(2), en su estudio analiz6 la actividad antioxidante del aguamiel de
Agave americana. Determiné la actividad antioxidante, composicion
fisicoquimica, bio-componentes, grado de aceptabilidad, en distintos
tiempos de pasteurizacion. Recomienda que, para el consumo del
aguamiel de Agave americana, se debe tener en cuenta para conservar su
actividad antioxidante y los biocomponentes, realizar la pasteurizacién en

los pardmetros 6ptimos de 80°C en 15 y 30 min.

Lujan et al. (3), determinaron la efectividad prebidtica de la penca de
Agave americana, en el tratamiento en ratones con anemia inducida.
Compararon los resultados obtenidos de ratones con anemia tratados con
el extracto de penca cabuya y ratones con anemia sin tratamiento.
Llegaron a la conclusién que el grupo de ratones tratados con el extracto

mostraron elevada efectividad en el tratamiento.

Prado (4), en su estudio analizé el efecto cicatrizante de los compuestos
fendlicos aislados de las flores de Agave americana. Mediante un anélisis
cromatografico y espectral determinaron la existencia de rutina y
flavonoles. El efecto cicatrizante fue determinado mediante el método
tensiométrico administrdndose flavonoides aislados de las flores de
Agave americana a concentraciones de 0,2; 0,5 y 1%, comparadas con el
efecto de una crema cicatrizante. El autor concluyo que la concentracion

con el mayor porcentaje de efecto cicatrizante fue al 0,5%.

Pineda y Uribarri (5), en su estudio determinaron las propiedades
quimicas y creencias curativas populares del Agave americana L.
Identificaron los componentes quimicos del jugo, tomado del hoyo que
queda al centro del racimo de las pencas al extraerse el tallo, teniendo
como resultado: Proteinas 0.7%, Carbohidratos 9.7%, Energia total
41.6% y PH432%.Compararon estos resultados con un estudio realizado
al jugo hervido de la planta en mencién. Concluyeron que en el jugo sin

hervir se encuentran presentes componentes quimicos en mayor cantidad.
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Soto et al. (14), realizaron andlisis fisicoquimico del jugo de Agave
americana. Las técnicas de andlisis utilizadas para determinarlas
propiedades fisicoquimicas fueron: Refractometro de longitud de onda,
Picnémetro, Viscosimetro, Gravimetria. Obtuvieron como resultado
presencia de inulina33.9 %., componente prebidtico importante.
Teniendo como resultado su transformacién industrial, a favor de la
poblacién de las zonas rurales. Concluyeron que Agave americana tiene

un alto contenido de inulina.

2.1.2. Antecedentes Internacionales
Loépez (7), realiz6 el control de calidad y evalué la actividad
antidiabética de la miel Agave americana, comprobando la actividad
antidiabética in vivo en 12 ratones previa induccién de hiperglucemia,
el tratamiento consistié en administrar metformina al control positivo y
la miel de agave a los tratamientos (50° C, 70° C, 90° C), realiz6 el
andlisis sensorial, fisico, quimico y microbioldgico. Finalmente
determino la vida util en condiciones aceleradas distintas, al ambiente y
en refrigeracion. Concluyo que hubo presencia de actividad
antidiabética en la miel de Agave americana que fue obtenida a 70° C

comparable a la del control positivo con la metformina.

Gonzales (1) analiz6 la actividad antibacteriana de 3 especies de la
familia Agavécea, uso el método de extraccion metandlico con la que
detect6 la presencia de: Alquenos y compuestos ciclicos. Obteniendo
como resultado la actividad antibacteriana de las saponinas mediante
métodos espectroscopicos de IR y de masas. De las 3 especies
analizadas el compuesto aislado de A. Lechuguilla contiene saponinas
esteroidales, conformadas por un aglicon que estd unido a un
monosacdridos a través de un enlace glicosidico a la cual se le atribuye

la actividad antibacteriana.

Kumar et al. (13)evaluaron el efecto antiinflamatorio del extracto de A.
americana. La planta contiene flavonoides y geninas que han
demostrado tener efectos anti edematosos en la fase aguda de la

inflamacion. El porcentaje de inhibicion de 400 mg / kg de extracto
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hidroalcoélico de Agave americana a la tercera hora es casi comparable
con el estdndar. Las dosis graduadas (200 y 400 mg / kg) mostraron una
reduccién altamente significativa. Los autores sugirieron utilizar dosis
mds altas de hojas de Agave americana para comprender mejor el

mecanismo de anti inflamacion.

Torres y Quintana (8), realizaron una comparacion descriptiva entre las
plantas  utilizadas en la medicina tradicional de Cuba y Canarias.
Obtuvieron como resultado que el Agave americana tiene propiedades
anti-inflamatorias, antibacteriana y laxantes. Enfatizaron que se deberia
aprovechar esta informacién para la realizacion de tamizaje

fitoquimicos y farmacolégicos las distintas especies.

Martin (9) en su estudio investigd los metabolitos fito-quimicos y los
efectos farmacoldgicos de los extractos hidroalcohdlico y butandlico de
Agave brittoniana. Caracterizé fisico-quimicamente la droga seca y del
extracto hidroalcohdlico, comprobando la presencia de saponinas y
azucares reductores. También estudi6 la actividad antiinflamatoria del
extracto butanodlico. Establecié un modelo crénico de granuloma
inducido por discos de algodén. Los extractos obtenidos a partir del
Agave brittoniana, obtuvo como resultado presencia de actividad

antiinflamatoria en procesos cronicos.

2.2.Base Teodrica

2.2.1.

El género Agave.

El género Agave, cuyo significado es "noble" o "admirable" fue dado a
conocer a la ciencia por Carlos Linneo en 1753. Las plantas del género
Agave son originarias del continente americano, con la mayor agrupacioén
de especies nativas en México, en el que se les conoce con los nombres
comunes de "magueyes" o "mezcales"(6,10).

Son plantas perennes, rizomatosas, con raices duras y fibrosas; ademads
cuentan con un tallo grueso muy corto. Sus hojas son grandes,
suculentas que terminan en una espina y que estan dispuestas en roseta,
los filos de las hojas presentan pequefias espinas rectas. Las
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inflorescencias son un racimo ramificado de flores, las semillas son
planas y negras. Los agaves son semélparos, solo florecen una vez

durante su periodo de vida(1,6)

2.2.1.1. Taxonomia del Agave americana.
Agave americana pertenece a la familia de las agavéceas,
procedente del continente americano , fue publicado por Species
Plantarum en 1753 por el naturalista sueco Carlos Linneo,
proviene del griego Agavos. La palabra Agave significa admirable
o noble. El Agave americana se caracteriza principalmente por
sus hojas verde-grises, espinosas. Es una planta que crece
rapidamente, alcanzando la madurez en pocos afios. (6,11)

v Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Subclase: Liliidae

Orden: Asparagales

Familia: Agavacea

Género: Agave

AN N N N N

Especie: A. americana
v' Hébitat: Continente americano

2.2.1.2.Composicién quimica del Agave.

Los Agaves presenta, solidos en un 33%, de células un 36.20 %,
6975 de fructanos y de lignina un 17.02 %. Su contenido de
humedad es de 67%(12).

Contiene abundantes saponinas, 26 en total. Las que mads resaltan
son la hecogenina, la 9-11- dihidro-hecogenina y la 9-
hidrohecogenina, también contiene compuestos quimicos como la
Ticogenina, la Clorogenina, la Neoticogenina y la Kamogenina.
Las hecogeninasson usadas en la industria farmacéutica como
materia prima para producir corticosteroides (cortisona, etc.) y

otras hormonas relacionadas con farmacos anticonceptivos. La
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produccién de hecogenina se da mediante un proceso de

fermentacion(6).

También contiene una excelente enzima digestiva proteolitica
aminopeptidasa, usada como ablandador de carne ,tratamiento de

heridas necréticas infectadas(6).

2.2.1.3.Propiedades del Agave.
A través de la historia se han descrito diversas propiedades para
esta planta (4,12).

Las principales caracteristicas descritas son:

e Gastritis y ulceras: La savia del Agave tiene propiedades
antisépticas externas e internas, por lo tanto, lo usan en el
tratamiento de trastornos digestivos causados por el
Helicobacter pylori.

e Prebidtico: Es estimulante del crecimiento de la flora
intestinal.

o Disminuye los niveles de colesterol y triglicéridos

e Recomendado para tratamiento de patologias hepdticas,
respiratorias, desinfectante del cuero cabelludo y ténico en
casos de alopecia.

o Las hojas secas en infusion son utilizadas para calmar los
calambres, reumatismo, la irritaciéon ocular, heridas e
irritaciones de la piel para este ultimo se usa el jugo fresco de
las hojas.

e Diurético

e Antisifilitico

e Antiescorbuitico

e Anti cancerigenos

e Antiinflamatorio

e Antimicrobiano

o Reducir osteoporosis

e Reduce el riesgo de cancer de colon



2.2.1.4.Usos del Agave

Se ha mostrado infinidad de usos desde tiempos muy remotos, lo
utilizaban como alimento, para la obtencion de fibras que usaban
para la produccién de vestimentas, en trabajos de construccién y
también para uso doméstico (12).

v Alimenticios: Aguamiel, jarabe, miel, vinagre,
aguardiente, azicar, condimento.

v Tejidos y vestuarios: Hilos, cordeles y tejidos para
costales, bolsas, cefiidores, mantas, telas, tapetes, morrales,
sandalias, mecapales, naguas, huipiles, cinchos, hamacas, petates.
v Construccion: se usa para delimitar terrenos.

v Doméstico: Jabdn para ropa, cepillo, escobas, canastas.

2.2.1.5.Caracteristicas del crecimiento de Agave
La planta crece a una temperatura Optima de 18 a 25°C, es
resistente a las bajas temperaturas de las noches serranas, siempre
que éstas se compensen con el calor del medio dia. El clima mas
ideales un clima con 1200 a 1500 mm de lluvia al afio, tolerando
hasta a 300mm.Es una planta sumamente rustica, soporta variadas
condiciones ecoldgicas, enraiza en distintos tipos de sustratos
desde rocosas hasta arenosas, por lo tanto, es considerada una
especie de suelos marginales y pobres. Sin embargo se ha
preferido suelos arenosos o francos se ha evidenciado un mejor

rendimiento(10).

2.2.2. Microorganismos endofitos
Deriva del griego endon= dentro y phyte = planta De Barry utiliz6 el
termino endoéfito en el afio 1866, cuando se refirié a hongos viviendo
dentro de los tejidos de una planta. Los microorganismos endofitos
permiten colonizar tejidos internos de plantas sin producir signos visibles
de enfermedad, sin embargo, algunas veces pueden mostrar un grado de

patogenicidad ligero. El término endéfito se refiere a los hongos y
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bacterias que durante todo o parte de su ciclo de vida viven sin producir
dafio en la parte interna de las células o tejidos de plantas superiores.
Vivenen los espacios intercelulares e intracelularmente, empleando los
nutrientes que sintetiza la planta favoreciéndose de los metabolitos
bioactivos que ellos producen, actividad que promete adelantos en el 4rea
biotecnolégica y en sistemas agricolas, por lo tanto, le brindan mas

beneficios a su hospedero en comparacién con los rizosféricos (19,22).

2.2.2.1.Actividad farmacolégica
Existen metabolitos secundarios atn por descubrir los cuales
podrian ser dttiles para la humanidad. Como los alcaloides del
ergottipo ergoclavina y ergopeptina establecen metabolitos
secundarios  activos, exclusivos de hongos enddfitos
Clavicipitdceos. Los metabolitos secundarios aislados incorporan
una cifra elevada de agentes novedosos como, por ejemplo:
antiftingicos, antibacterianos, citotéxicos, antivirales,
nematicidas, anticancerigenos, insecticidas y fitotoxicos. La
obtencién de algunos metabolitos con caracteristicas estructurales
novedosas, que podrian influir en el descubrimiento de otros

compuestos (20,22).

2.2.2.2.Relacién Simbidticas de Planta- Hongos
Los hongos enddfitos forman con sus hospederos relaciones
simbidticas complejas resultando desconocido el beneficio que
recibe cada uno de los participantes por estar involucrado en esta
relacién simbidtica. Se han descrito un grupo de hongos endéfitos
en pastos de las zonas templadas que les proveen proteccion
contra herbivora y depredacion de semillas mediante produccion
de toxinas. Obteniendo ellos alimento, un lugar donde vivir

diseminacion a través de la semilla de su hospedero (19).

2.2.2.3.Mecanismo De transmisiéon de Hongos Endoéfitos.
Existen tres mecanismos de transmisién de hongos endéfitos al
tejido  vegetal: Llegada e incorporacion de esporas

aerotransportadas, transmision por semillas y esporas inoculadas
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por insectos directamente en las plantas. El primer mecanismo,
también denominado transmisién horizontal, ocurre en la mayoria
de los casos, mayormente en plantas lefiosas donde el hongo
usualmente se dispersa mediante esporas. La transmisién por
semillas ha sido ampliamente estudiada en gramineas, donde los
hongos se transmiten entre generaciones por medio de las

semillas de la planta hospedera(19).

2.2.2.4.Identificacién y aislamiento de endofitos
Una cantidad reducida de los microorganismos en la naturaleza es
cultivable mediante el uso de métodos microbioldgicos
convencionales. A través del crecimiento en medios de cultivos se
realizaba estudios de diversidad microbiana, que daban como
resultado informacién sobre los grupos de microorganismos

viables y cultivables dentro de la comunidad (21).

El medio de cultivo més utilizado para aislamiento de Hongos
endofitos es el agar PDA. El medio de cultivo PDA enriquecido
con &cido l4ctico tiene la infusién de papa como fuente de
almidones, los cuales, en conjunto con la dextrosa son la base

para el crecimiento de hongos y levaduras (25).

2.2.2.5.Clasificacién morfolégica de los hongos endéfitos
Los hongos enddéfitos son un grupo muy diverso y grupo
taxonémico que tienen en comun una caracteristica que
evolucion6 separadamente en diferentes lugares del arbol
filogénico, estos habitan en diversas partes de las plantas. Los
hongos endofitos se han clasificado de acuerdo a su taxonomia en
Clavicipitiaceos y no Clavicipitdceos. Los grupos Clavicipiticeos
se transmiten verticalmente, incluye especies simbiontes,
relacionadas con hongos insectos junco y juncias, les confieren a
sus hospederos resistencia a herbivoros y resistencia al estrés

bidtico y abidtico (22,24).

No Clavicipitaceos colonizan las plantas no vasculares, helechos,

coniferas y angiospermas. Se divide en tres clases. La primera
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clase conformado por el subreino Dikarya, con la capacidad de
colonizarse por penetracién hifal de los tejidos vegetales,
transmisién horizontal es por medio de esporas y vertical via
tegumentos de semillas y/o rizoma. Dentro de sus principales
caracteristicas se encuentran colonizacién asintomadtica, ripida
esporulacion y envejecimiento rdpido de la planta. La segunda
clase pertenece principalmente al subreino Dikarya, comprende
una amplia diversidad en tejidos aéreos, plantas y poblaciones de
arboles tropicales, coniferos, angiospermos lefiosos y herbéceos,
no vasculares y vasculares sin semilla. Su transmision es
horizontal formando infecciones localizadas en tejidos
vegetativos y reproductivos. En la tercera clase se encuentran
principalmente hongos Ascomycetes conidiales o estériles los
cuales forman estructuras melanizadas como hifas inter e
intracelulares y microesclerocios en las raices, colonizan
especificamente las raices a pesar de tener poca especificidad de

huésped y habitat; su transmision es horizontal (22,24).

2.2.2.6.Clasificacion genética de los hongos enddfitos
La clasificacion genética de los endéfitos aislados se da a través
andlisis de la similitud de las secuencias de la region ITS1-5.8S-
ITS2 y del gen de B-tubulina con otras presentes en la base de
datos Genbank. Se utiliza el programa BLAST® (Basic Local
Alignment Search Tool, National Center for Biotechnology
Information) para alinear la secuencia. La relacion entre
morfologia y genética ha sido confirmada por estudios realizados.
Elérbol filogenético se construye a partir de la utilizacién de datos
moleculares que pueden generar diferentes grupos filogenéticos

(23).
2.3.Definicion de términos basicos

v Antimicrobiano: Sustancias que tienen la capacidad de disminuir la

presencia de microorganismos, como bacterias y hongos.
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2.4 Hipdtesis

Implicita

Antibacteriana: Sustancias que tienen la propiedad de eliminar o
inhibir agentes bacterianos.

Aguamiel: Es la savia que se encuentra en el centro de la planta
pertenecientes a la familia de los agaves.

Bioactivos: Los compuestos que se encuentran en estudio para ser
usados en la prevencion del cédncer, las patologias del corazon y
otras enfermedades.

Bioeconomia: Es el conjunto de actividades econdmicas que
utilizan recursos biolégicos para generar un valor econdmico.
Tiene como objetivo la produccién y comercializacion de
productos forestales.

Endéfitos: Son organismos no patogénicos, los cuales durante
algin momento de su ciclo de vida colonizan o no los tejidos
internos de la planta sin causar ningin sintoma.

Metabolitos secundario: Son compuestos orgdnicos sintetizados por
el organismo los cuales no tienen una funcién directa en
el crecimiento o reproducciéon del mismo. La ausencia de
algin metabolito secundario no le impide la supervivencia.
Microbiota vegetal: Agrupacion de microorganismos que habitan
en lugares permanentes y realizan funciones especificasasociados a
tejidos sanos del cuerpo humano.

Rizosféricos: Es una caracteristica de la planta, el cual resiste al
déficit de agua en zonas semidridas mecanismos implicados.
Semélparo: Organismo que se reproduce una sola vez a lo largo de

su vida.
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3. METODOLOGIA

3.1.Tipo de investigacion

Basico

3.2.Nivel de investigacion

Exploratorio

3.3.Disefio de la investigacion

Descriptivo simple

3.4.Area de estudio

Plantas provenientes del departamento de Ayacucho provincia de Huamanga. Se

extrajo la muestra del Centro de ensefianza de la facultad de agronomia de la

universidad Nacional San Cristobal de Huamanga.

3.5.Poblacién y muestra: Criterios de inclusion y exclusion

Poblacién: Plantas de Agave americana del departamento de Ayacucho
de la provincia de Huamanga.
Muestra:5kg de hojas deAgave americana enteras y en buen estado.
Criterios de inclusion:

¢ Hojas en buen estado de conservacion.

¢+ Hojas en estadio adulto.

¢ Hojas geo- referenciadas.
La especie vegetal ha sido identificada en el herbario San Marcos, del
museo de Historia Natural de la UNMSM, el cual otorgé una constancia
de la planta de estudio (Anexo 02)
Criterios de exclusion

++ Hojas en mal estado.

% Hojas con microorganismos en estadios de crecimiento.

% Hojas que no correspondan a la especie Agave americana
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3.6.Variables y operacionalizacion de variables

DEFINICION DEFINICION
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL INDICADORES INDICE
*  Carbohidratos
*  Azicares reductores
*  Aminoécidos
*  Compuestos fendlicos
Compuestos  orgdnicos | Componentes quimicos «  Flavonoides
biosintetizados por el | identificadospor
Metabolitos primarios | organismo, que no tienen | diferentes reacciones *  Taninos + positivo
y secundarios un rol directo en el | quimicas de «  Quinonas - negativo
crecimiento o | coloracidn,
reproduccion del mismo. | precipitacion u otras *  Lactonas sesquiterpenicas
+  Saponinas
*  Alcaloides
microorganismos que
pasan la mayor parte o Crecimiento de
Microorganismos todo su ciclo de vida . . Presencia de hongos y bacterias endéfitas . .
p . .. Aislamiento microorganismos en
endoéfitos colonizando los tejidos

de la planta hospedera,
sin causar dafio evidente

medios de cultivo
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3.7.Procedimiento de recoleccion de datos

3.7.1.

Material vegetal:

Hojas de Agave americana
Recoleccion:

Hojas frescas del Agave americano fueron recolectadas del Centro
de ensefanza perteneciente a la facultad de agronomia de la
universidad Nacional San Cristébal de Huamanga del departamento

de Ayacucho provincia de Huamanga.

Identificacion taxonémica:

Una muestra significativa de la planta en estudio, fue identificada en
el herbario San Marcos, del museo de Historia Natural de la
UNMSM, para su identificaciéon taxondmica.

Tamizaje fito-quimico:

Posteriormente a la extraccion de los principios activos en el
solvente, se dejo secar en bandejas con 200 ml c/u del macerado a
temperatura de 40° C para la evaporacién del solvente y realizar la

recoleccion del producto resultante.

Para el reconocimiento de los metabolitos primarios y secundarios en
hoja deAgave americana, sepreparé un extracto de la muestra
problema.

La cantidad que seutiliz6 de la muestra fuede la siguiente manera: se
macero por 7 a 15 dias ,2 kg de la muestra con 3000 mL de etanol

70°, Posteriormente se filtr6 para los ensayos correspondientes.

3.7.2. Descripcion de la técnica

3.7.2.1.Aislamiento de microorganismos endoéfitosmodificado de Rojas

M. et al (25).

e Se seleccionaron aleatoriamentehojas del Agave americana.
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Los tejidos vegetales fueron colocados en frascos de vidrios
estériles en el laboratorio de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Maria Auxiliadora.

Se realizo el proceso de esterilizacion de material vegetal
(hojas) con una solucién de etanol 70%por 3min. Seguido de 3
enjuagues sucesivos con agua destilada. Acontinuacion, la
muestra fue encubada en hipoclorito de sodio al 3 % por un
periodo de 6 min seguido de 6 enjuagues con agua destilada,
con el fin de esterilizar la superficie y evitar el aislamiento de
microorganismos epifitos, fito-patdgenos y transitorios.

Se utilizé6 una porcion de 4x4 cm® del material vegetal, se
trituro usando un mortero esterilizado afiadiendo aliquotas
deuna solucién isotdnica (solucién salina al 0.9%).

Se tomo una aliquota 1 ml y se realizaron diluciones en 9 ml
de una dilucién isoténica (1/10).

Se realizarondiluciones sucesivas hasta la 10~

500 ul de cultivo diluido, fueron agregados a las placas con
medios de cultivo (Agar Dextrosa Papa, Agar Manitol, Agar
Bacto Peptona, Agar LB, Agar Nutritivo, Agar Sabouraud).
Sedistribuyo utilizandoel asadigralskypreviamente esterilizado.
Finalmente, las placas fueron encubadasa una temperatura 25
°C por 5 — 10 dias.

Para comprobar el crecimiento se realizaron observaciones
diarias a los cultivos, para el posterior conteo de colonias.
Aislamiento e identificaciéon: Una vez visualizado el
crecimiento se realizd una observaciéon microscopica de las
principales estructuras fungicas y bacterianas. En estas ultimas

se realiz6 tincion gran.

3.7.2.2.Identificacion fito-quimica

Se seleccionaron las hojas frescas, sanas y limpias del Agave
americana luego fueron lavadas a chorro con agua destilada
para eliminar particulas extrafias y desinfectadas con alcohol

de 70°.
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* La muestra fue secada en un recipiente limpio y desinfectado
con alcohol de 70°.

» Se peso 2000 g de hojas frescas de Agave americana las cuales
fueron cortadas y trituradas.

* Se vacidé en un frasco de color dmbar dondese le afiadi6
3000ml de etanol 70°, sobrepasando la muestra.

* La maceracién se encubo durante 7-15 dias a una temperatura
ambiente con agitacion periddica.

* Luego se filtré y fue encubado a 40 °C.

* Una vez obtenida el extracto seco se almaceno en un frasco de

vidrio ambar.

Fundamento: La extraccion hidroalcohdlica se basa en utilizar
agua y etanol al 70% mediante el método por maceracién, con el

fin de extraer metabolitos polares y algunos apolares.

Tamizaje fito-quimico se realizé en el Laboratorio de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Maria Auxiliadora,
de acuerdo al método descrito por Lock O (26) debido a que

ofrece mayor reproducibilidad y ser de facil ejecucion.

Para el andlisis del perfil cualitativo fito-quimico se realizaron
pruebas de coloracién y precipitacion, se utilizé 3g de la muestra
del extracto de las hojas Agave americana diluida en 100 mL de
solvente acuoso (agua destilada). Se coloco 1 mL del extracto en
cada tubo de ensayo y se agregé los reactivos respectivos, donde
se identificé los metabolitos primarios y secundarios de esta

especie.

Fundamento: El andlisis del perfil cualitativo fito-quimico se basa
en la determinacién cualitativa de los metabolitos primarios y
secundarios mediante ensayos de coloracidén y precipitacion, lo
cual ayuda a su posterior aislamiento y caracterizacion. También,

estan basados en los modelos propuestos por Lock. O (26)

Segun este método se realizd la marcha del extracto etandlico,

utilizando los reactivos:
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Prueba de Molish: Carbohidratos

Prueba de Fehling A y Fehling B: Azdcares reductores
Pruebade Benedict: Azicares reductores

Pruebade Ninhidrina: Aminoacidos

Pruebade Tricloruro férrico: Compuestos fendlicos
PruebadeShinoda: Flavonoides

Pruebade Gelatina: Taninos

Pruebade Borntrager: Quinonas

Pruebade Baljet: Lactonas sesquiterpénicas
Pruebacon agua caliente: Saponinas

Pruebade Dragendorff: Alcaloides

Pruebade Mayer: Alcaloides
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4. RESULTADOS

4.1.Identificacién fitoquimica

Tabla 1 Andlisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Agave

Americana.
Reactivos Metabolitos 1° y 2° Resultados
Prueba de Molish Carbohidratos +
Prueba de Fehling a y b Azucares reductores +
Prueba de Benedict azucares reductores +
Prueba de Ninhidrina aminoécidos +
Prueba de tricloruro férrico compuestos fendlicos +
Prueba de Shinoda flavonoides +
Prueba de gelatina taninos -
Prueba de Borntrager quinonas +
Prueba de Baljet lactonas sesquiterpenicas +
Prueba con agua caliente saponinas +
Prueba de Mayer alcaloides +
Prueba deDragendorff alcaloides -

Leyenda: Presencia (+)

Ausencia (-)
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Interpretacion:

Se realizaron las pruebas de coloracidn y precipitacion, evidencidndose la presencia
de metabolitos primarios y secundarios: Carbohidratos, aminodcidos, compuestos
fendlicos, flavonoides, quinonas, lactonas sesquiterpénicas, saponinas y alcaloides;

como se observa en la tabla 1 y figura 1.

Figura 1 Andlisis fitoquimico de los metabolitos primarios y secundarios del

extracto hidroalcohélico de las hojas de Agave americana
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4.2.Aislamiento de microorganismos endofitos

Tabla 2 Resultado de crecimiento de las siembras realizadas.

DILUCIONES | 10" 10! 10° 10° 10* 10°
MEDIO
DE CULTIVO

AN 7 v v v
AGAR v v
SABOURAUD

AMS v v

PDA v
BPAAGAR BACTO v 7 v v
PEPTONA

LB v v v v

Leyenda:

v/ Crecimiento de microorganismos

Interpretacion:

De las 36 siembras solo se pudo observar el crecimiento en 17 placas de agar. De
las cuales se observo el crecimiento de microorganismos endoéfitos en mayor
cantidad sobre agar nutritivo, Bacto Peptona y agar LB. La dilucién que permitié el

o A
mayor crecimiento fue la dilucién 10™.
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Tabla 3 Bacterias y hongos observados macroscopicamente.

DILUCIONES

10" 10! 102 10° 10* 10°
MEDIOS

AGAR
SABOURAUD

AMS

PDA

AGAR BACTO
PEPTONA

LB

Leyenda:

-Bacterias

Hongos

Interpretacion:

Macroscépicamente se observéel crecimiento de hongos en 3 placas de agar (agar
nutritivo, agarSabouraud y agar papa dextrosa) y 14 placas con crecimiento
bacteriano. Podemos resaltar que se obtuvo mayor crecimiento bacteriano en las

placas con agar Bacto Peptona y agar LB.

24



Vot

Figura 2 Bacteria endéfita aislada de hojas de Agave americanaA .bacteria enddfita
visto a 40x .B vista macroscopica de la bacteria crecida sobre agar AMS una

dilucién10

En la figura2.Se puede visualizarmacroscopicamente y microscopicamente la forma
de una bacteria endéfitala cual fue aislada de las hojas de Agave americana que por

suscaracteristicasmorfoldgicas es un Cocobacilo gran negativo.

Figura 3 Bacteria enddfita aislada de hojas de Agave americana.A bacteria endoéfita
visto a 40x .B vista macroscopica de la bacteria crecida sobre agar AMS una

dilucién 10

En la figura3.Se puede visualizar macroscOpicamente y microscopicamente la forma
de una bacteria endoéfitala cual fue aislada de las hojas de Agave americana que por

sus caracteristicasmorfoldgicas es un Cocobacilo gran positivo.
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Figura 4Bacteria enddfita aislada de hojas de Agave americana.A bacteria enddfita
visto a 40x .B vista macroscopica de la bacteria crecida sobre agar LB una

dilucién10™,

En la figura4.Se puede visualizar macroscOpicamente y microscopicamente la forma
de una bacteria enddfitala cual fue aislada de las hojas de Agave americana que por

sus caracteristicasmorfoldgicas es un Cocobacilo gran positivo.

Figura 5 Bacteria enddfita aislada de hojas de Agave americana.A bacteria endodfita
visto a 40x .B vista macroscopica de la bacteria crecida sobre agar LB una dilucién

1073,

En la figuraS.Se puede visualizar macroscépicamente y microscopicamente la forma
de una bacteria endéfitala cual fue aislada de las hojas de Agave americana que por

sus caracteristicasmorfoldgicas es un Cocobacilo gran positivo.
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Figura 6 Bacteria enddfita aislada de hojas de Agave americana.A bacteria endoéfita
visto a 40x .B vista macroscopica de la bacteria crecida sobre agar LB una dilucién

107,

En la figura6.Se puede visualizar macroscOpicamente y microscOpicamente la forma
de una bacteria enddfitala cual que fue aislada de las hojas de Agave americana que

por sus caracteristicasmorfoldgicas es un Cocobacilo gran positivo.

Figura 7 Bacteria enddfita aislada de hojas de Agave americana.A bacteria endoéfita

visto a 40x .B vista macroscopica de la bacteria crecida sobre agar AN una dilucién

10,

En la figura7.Se puede visualizar macroscépicamente y microscopicamente la forma
de una bacteria enddfitala cual fue aislada de las hojas de Agave americana que por

sus caracteristicasmorfoldgicas es un Cocobacilo gran positivo.
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Figura 8 Hongo endofito aislado de hojas de Agave americana.A.Hongo endofito

visto a 40x .B vista macroscopica del hongo crecido sobre agar AN una dilucién 10°
3

En la figura8.Se puede visualizar macroscépicamente y microscopicamente la forma
de un hongo endofito que fue aislado de las hojas de Agave americana que por su

morfologia probablemente pertenece al género Penicilliumsp.

Figura 9 Hongo endofito aislado de hojas de Agave americana.A.Hongo endofito
visto a 40x .B vista macroscopica del hongo crecida sobre agar Sabouraud una

dilucién 1072,

En la figura 9.Se puede visualizar macroscépicamente y microscpicamente la
forma de un hongo endofito que fue aislado de las hojas de Agave americana que

por su morfologia probablemente pertenece al género Penicilliumsp.
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Figura 10 Hongo endofito aislado de hojas de Agave americana.AHongo endofito
visto a 40x .B vista macroscopica del hongo crecida sobre agar PDA una dilucién

107,

En la figural0.Se puede visualizar macroscépicamente y microscpicamente la
forma de un hongo endofito que fue aislado de las hojas de Agave americana que

por su morfologia probablemente pertenece al géneroCollecotricum.
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5. DISCUSION

En el andlisis del perfil cualitativo fitoquimico (tabla 1 y figura 1) del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Agave americanase evidencié la presencia de
metabolitos primarios (carbohidratos, aminodcidos) y metabolitos secundarios
(compuestos fendlicos, flavonoides, quinonas, lactonas sesquiterpénicas, saponinas
y alcaloides) Loscuales fueron analizados mediante distintas  pruebas de
coloracién y precipitacion.

En comparacién al trabajo realizado porGonzales (1) donde analizo tres tipos de
Agave encontré la presencia de carbohidratos, saponinas y alcaloides sin embargo
en nuestro trabajo el andlisis fitoquimico dio como resultado la presencia ademas de
los anteriormente mencionados compuestos fendlicos, lactonas sesquiterpénicas.
Esta diferencia probablemente estérelacionada con el dmbito geografico, el clima,
el factorambiental ya que sus genotipos podran ser iguales pero el factor ambiental
diferente.

Con respecto al aislamiento de microorganismos endofitos se reporta por primera
vez la presencia de hongos y bacterias endofitas que pueden tener una posible
relacién con la biologia de la planta proporciondndole cierta resistencia a algunas
plagasy mejorando la produccién de las plantas. interaccion simbidtica entre el

microorganismo y la planta.
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6. CONCLUSIONES
e Se verific6 la presencia de metabolitos primarios y secundarios como:
Carbohidratos, azucares reductores, aminodcidos, compuestos fendlicos,
flavonoides, lactonas sesquiterpénicas, saponinas y alcaloides.
e Se reporta por primera vez la presencia de microorganismos endofitos tanto

bacterias como hongos.
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7. RECOMENDACIONES

e Se recomienda realizar estudios con los metabolitos presentes en la planta que
tengan posible efecto antiinflamatorio, antibacteriano, anticancerigeno.

e Se recomienda realizar mds estudios con respecto al uso de la planta a nivel
tecnoldgico en nuestro pais.

e Se recomienda realizar la caracterizacién molecular de los microorganismos

aislados para identificar el género y la especie.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Matriz de consistencia

TITULO DEL FORMULACION DEL
PROYECTO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA
Identificacién | PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL Implicita TIPO DE INVESTIGACION
fitoquimica y | ;Cudles son los componentes | Determinar los componentes Bisico
aislamiento de | bioactivos y microorganismos | bioactivos y aislar
microorganism | endéfitos presentes en las hojas | microorganismos endofitos
os endéfitos de | de Agave americana? presentes en las hojas de Agave
Agave americana
americana PROBLEMASESPECIFICOS NIVEL DE INVESTIGA CION
(Cudles son los componentes OBJETIVOS ESPECIFICOS .
) . . Exploratorio
bioactivos presentes en el extracto | Identificar los componentes
hidroalcohdlico de Agave bioactivos presentes en el
americana? extracto hidroalcohélico

deAgave americana.

(Cudles son los microorganismos
endofitos presentes en las hojas
de Agave americana?

Aislar microorganismos
endofitos presentes en hojas de
Agave americana.

DISENO DE LA INVESTIGACION

Descriptivo simple

AREA DE ESTUDIO
Plantas provenientes del departamento de Ayacucho provincia de
Huamanga. Se extrajo la muestra del Centro de ensefianza de la facultad

de agronomia de la universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.

POBLACION Y MUESTRA:
*Poblacion: Plantas de Agave americana del departamento de Ayacucho
de la provincia de Huamanga.

*Muestra: 5kg de hojas de Agave americana enteras y en buen estado.

36




Anexo 2.Constancia de identificacion taxondmica

P UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS }%?\ 'OO%

/\',,\A Universidad tl\\lrl’(rn DEC \\},l)l AMERICA r/ ‘—\9/‘.\'::';,,:3: 9
Po's'a ¥ VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO Historlg
L UNMSM
VICERRECTORADO DE
INVESTIGRCION ¥ POSGRADD MUSEO DE HISTORIA NATURAL

“Afio de la lucha contra la corrupciéon y la impunidad”

CONSTANCIA 302-USM-2019

LA (e) JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (hoja), recibida de Rocio Miriam Cervantes Tenorio y Tony
Narciso Reyna Pizan; estudiantes de la Universidad Maria Auxiliadora; ha sido estudiada
y clasificada como: Agave americana L., y tiene la siguiente posicién taxonémica, segun
el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1981)
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: LILIOPSIDA
SUB CLASE: LILIIDAE
ORDEN: LILIALES
FAMILIA: AGAVACEAE
GENERO: Agave
ESPECIE: Agave americana L
Nombre vulgar: “Cabuya”
Determinado por: Mag. Hamilton Beltran Santiago
Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que

estime conveniente.

Lima, 17 setiembre de 2019

(e

Dra. Joaquina Alban (/i
JEFE (e) DEL HERBARIO SAN M

JAC/ddb
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Anexo 3.Recoleccion del material vegetal

Figura 11 Recoleccion del material vegetal. AUniversidad Nacional San Cristébal
de Huamanga.B Agave americana en su hdbitat natural.C Recoleccién de la

muestra.
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Anexo 4. Preparacion del extracto

Figura 12Preparacién del extracto A Seleccién de la muestra vegetal. B limpieza

de la muestra vegetal C filtracién del macerado.
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Anexo 5. Preparacion de la aliquota

Figura 13 Preparacion de la aliquota. A Material a usar.B Pomos de vidrio donde
se realizaran los enjuagues respectivos.C Muestra vegetal en proceso de encubacién
en hipoclorito.D Material vegetal, se tritur6 usando un mortero esterilizado

afiadiendo aliquotas de una solucién isoténica.
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Anexo 6.Siembra de microorganismos endofitos en los medios de cultivo

Figura 14Siembra de microorganismos endofitos en los medios de cultivo.
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