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En la ciudad de Ayacucho, del dia veinte de noviembre del afio dos mil quince,
siendo las cuatro de la tarde se reunieron el Dr. Jesus De La Cruz Arango en
calidad de Presidente; Dr. Victor Humberto Alegria Valeriano en calidad de
miembro; Mg Serapio Romero Gavilan en calidad de miembro; Blga. Ruth Elsa
Huaman De La Cruz, en calidad de asesora; y la Blga. Laura Aucasime Medina,
en calidad de miembro. Se reunieron para recepcionar la sustentacion de Tesis
de la Bachiller Esther Giovana Gutiérrez Jeri de la tesis “Actividad antifliingica del
extracto etandlico de hojas y raices de Agave americana “cabuya” frente a
Moniliophthora roreri “monilia”. Ayacucho 2014. El presidente luego de observar
la documentacién en orden, dio inicio al acto de sustentacion invitando a la Srta.
Sustentante comience con la sustentacion en un tiempo no mayor de
cuarenticinco minutos. Luego de finalizar la exposicion el decano pasé a la
seccion de preguntas, invitando a la Blga Laura Aucasime Medina para que
formule las preguntas; luego pas6 a realizar aclaraciones el Mg. Serapio Romero
Gavilan, quien sefialé que los aspectos estadisticos explican sus resultados. El
Dr. Victor Alegria, participé realizando aclaraciones y formulando preguntas
relacionadas al tema. Luego participando el presidente sefialando que debe
mejorar con las correcciones sugeridas por los miembros del Jurado evaluador.
Finalmente particip6 la Blga. Ruth Huaman en calidad de asesora para aclarar
algunos aspectos que la sustentante no pudo responder. Seguidamente el sefior
presidente invitdé a la seforita sustentante y al publico en general abandonen
temporalmente el auditorio para las deliberaciones relacionadas con la
evaluacion por parte del Jurado evaluador, resultando el siguiente resultado:

Miembro Jurado Exposicion Rpta a preguntas Promedio
Dr. Jesus De La Cruz Arango 16 16 16
Mg. Serapio Romero Gavilan 16 15 16
Dr. Victor H. Alegria Valeriano 16 15 16
Blga. Laura Aucasime Medina 16 15 16
Blga. Ruth E. Huaman De La Cruz 17 17 17

Promedio 16



Obteniendo una nota aprobatoria de Dieciséis (16) que le permitira obtener el
Titulo Profesional de Bidloga, en la Especialidad de Microbiologia.

El presidente ordeno a la Srta. Sustentante ingresar al auditorio para hacer de su
conocimiento los resultados de la evaluacion. Posteriormente se procedié con la
Juramentacion y reconocimiento al nuevo Profesional Biélogo, imponiéndole la
medalla. Se finalizé el acto siendo las seis de la tarde y en sefal de conformidad

firman al pie del mismo.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 con el objetivo de determinar la
actividad antifingica del extracto etandlico de hojas y raices de Agave americana
“cabuya”, realizado en los Laboratorios de Farmacognosia y Microbiologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga. El tipo de investigacion fue experimental. La muestra de Agave
americana fue recolectada en el Centro Ecoldgico Recreacional y Experimental
“La Totorilla”-CERE-“LT", ubicado en el distrito de Jesus Nazareno, del
departamento de Ayacucho y la cepa de ensayo fue Moniliophthora roreri, fue
aislada de las mazorcas de cacao infectadas con monilia. La actividad
antifungica se determiné por el método de dilucién en agar a concentraciones de
5%, 10%, 20% y 30% del extracto etandlico de hojas y raices, como control se
uso el cupravit, resultando mayor efecto con el extracto etandlico de Ia raiz con
8 mm de diametro del tamafio de colonia. La Concentracion Minima Inhibitoria se
determiné por el método de dilucion en agar, con el extracto etandlico de hojas,
raices de Agave americana y cupravit mediante el cual, se obtuvo como
resultado 320 mg/mL, 300 mg/mL y 420 mg/mL respectivamente. El tamizaje
fitoquimico reporté el siguiente resultado cumarinas, tripterpenos, esteroides,
saponinas, fenoles, taninos, quinonas, flavonoides, alcaloides, aminoacidos
libres, azucares reductores. Se concluyé que el extracto etandlico de hojas y
raices de Agave americana “cabuya” tienen actividad antifungica frente al
cultivo de Moniliophthora roreri.

Palabra clave. Agave americana L, cabuya, Moniliophthora roreri “monilia”,
actividad antifiingica, extracto.



I.  INTRODUCCION

En el Perq, existe una gran variedad de plantas con posibles usos medicinales
basados en conocimientos empiricos sobre su uso terapéutico. Estos
conocimientos para ser validados deben ser probados experimentalmente y ello
conlleva un proceso cientifico’.

Agave americana “cabuya’, es una planta con hojas en roseta, conocida por los
antiguos habitantes del Peri. Se puede emplear como alimento, para la
elaboracién de chicha de la savia del tronco, miel, vinagre, fibra, madera para
techados y lefia®>. También se le emplea como medicina, planta ornamental,
bactericida y plaguicida®. Del cual, en diversas investigaciones se cita que las
saponinas flavonoides, alcaloides contenidas en la planta tienen efecto citotéxico
bactericida y plaguicida®.

Se ha puesto énfasis en la obtencion del cultivo puro de Moniliophthora roreri
agente causal de la moniliasis del fruto del cacao (Theobroma cacao), con la
finalidad de conocer las caracteristicas micologicas, culturales tipicas que
identifican el género, como son el aspecto macroscopico de las colonias y las
estructuras microscopicas observadas en el microcultivo; la colonia presenté
conidiéforos ramificados, dando lugar a una cadena de conidias de forma
globosa.

En efecto, se ha logrado el cultivo de Moniliophthora roreri, de las mazorcas que
presentaban signos y sintomas resaltantes como el ennegrecimiento, manchas
negras, ablandamientos, superficie cubierta en micelio blanco o amarillento,
utiizando como medio de cultivo el agar papa dextrosa para hongos
fitopatégenos.

El extracto etandlico de hojas y raices de Agave americana “cabuya” contiene
varios metabolitos secundarios, con diferentes propiedades bioldgicas, las que

impiden el desarrollo, multiplicacién y las que destruyen al microorganismo. Las



metodologias validas para este fin figuran en la literatura, como es el método de

dilucién en agar, disefiada para que los metabolitos o sustancias quimicas en

general difundan a través del agar e impidan el crecimiento de la colonia del

hongo, el mismo que se aplicé en el presente estudio, evaluando el extracto a

concentraciones crecientes.

En tal sentido se evalué la actividad antifingica del extracto etandlico de hojas y

raices de Agave americana “cabuya” frente a Moniliophthora roreri “monilia”, por

lo que se plantearon los siguientes objetivos: |

Objetivo general

e Evaluar la actividad antifingica del extracto etandlico de hojas y raices de
Agave americana “cabuya” frente a Moniliophthora roreri “monilia”.

Objetivos especificos

* Determinar la actividad antifiingica del extracto etandlico de las hoja de Agave
americana “cabuya” frente a Moniliophthora roreri “monilia”.

e Determinar la actividad antifingica del extracto etandlico de las raices de
Agave americana “cabuya” frente a Moniliophthora roreri “monilia”.

¢ Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico
de hojas y raices de Agave americana “cabuya”.

» l|dentificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etanélico de
las hojas y raices de Agave americana “cabuya”.



. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Neyra y Velastequi®, concluyeron que los mejores resultados de efectividad y
mortalidad; para el Oidium sp. “Oidio” fue el extracto por maceracion de la raiz
del Agave americana, obteniendo resultados hasta un 100 % de efectividad a
una concentracion de 50%. Ademas el estudio fitoquimico mostré la presencia
de saponinas, flavonoides, alcaloides, taninos y aceites vegetales.

Lagunés y Rodriguez*, evaluaron la toxicidad aguda de las hojas de Agave
americana, Furcrarea andina y frutos de Sapindus saponaria sobre Mystacina
tuberculata. Presentaron la siguiente secuencia en orden de toxicidad
decreciente: Agave americana > Furcrarea andina > Sapindus saponaria. El
extracto acuoso de Agave americanapresentd los mejores efectos
molusquicidas sobre Mystacina tuberculata en comparaciéon a las otras dos
plantas empleadas. '

Valdés y otros®, realizaron estudios para evaluar los efectos toxicos
(antialimentarios, insecticidas) de extractos vegetales de Chenopodium
ambrosioides “epazote”, Tagetes erecta “cempoaxochitl” y Agave americana
“cabuya’. Sobre Scyphophorusa cupunctatus. Obteniendo como resuitado un
40% de mortalidad en larvas y pupas de Scyphophorusa acupunctatus con el
extracto de Chenopodium ambrosioides, con el extracto de Agave americana se
obtuvo un 70% y con el extracto Tagetes erecta un 48%. Considerando estos
resultados, las plantas evaluadas presentan un efecto antialimentario y un
potencial insecticida para el control del insecto.

Obledo y Flores®, utilizaron la fluorescencia inducida por laser como una
herramienta no invasiva y no destructiva para la deteccion del efecto de la
adicién de un extracto comercial de toronja sobre plantas de Agave tequilana in

vitro. Mediante esta técnica se detectaron en tiempo real los cambios en la



actividad fotosintética de las plantas. Los resultados obtenidos indicaron que el
extracto de toronja aplicado por un periodo de 40 dias no afecta
considerablemente la actividad fotosintética de las plantas, por lo que se le
considera como un producto factible de emplearse en el cultivo in vitro de Agave
tequilana para controlar contaminaciones microbianas.

Dias y Pucha’, realizaron estudios sobre la eficiencia de los hongos
biocontroladores para el combate de las enfermedades mas comunes del cacao
por una fase de campo y de laboratorio. Con la finalidad de estudiar a nivel de
bioensayos la capacidad antagbnica de Trichoderma  koninguiopsis
y Trichoderma stromaticum frente a Moniliophthora roreri y Crinipellis perniciosa.
Para el combate de las enfermedades del fruto de cacao y evaluar el
establecimiento de los biocontroladores en las huertas.

Suarez C 2, evaluaron los microorganismos con potencial para control biolégico
de Moniliophthora roreri, los mejores porcentajes de inhibicion de crecimiento
radial se alcanzaron con Paecilomyces sp. vs Moniliophthora roreri, con una
media de 80.72%, seguido del tratamiento con Paecilomyces sp. Vs
Moniliophthora roreri con 79.45%. Se demostré que el hongo Paecilomyces sp.
También tiene un alto potencial antagénico in vitro frente a Moniliophthora roreri.

Leén y Alegria °, evaluaron la actividad antifunfica de los extractos acuoso y
etandlico de hojas de Agave sp “cabuya” sobre los frutos de plantaciones de
Theobroma cacao. Los extractos acuosos y etandlico se prepararon al 10, 20 y
50 % de concentracion. Los resultados de metabolitos secundarios fueron
saponinas, alcaloides y flavonoides. El halo de inhibicién resultante fue de 16,1 2
y 15 mm de diametro, Llegando a la conclusion que el extracto alcohdlico y
acuoso de la Agave sp tiene efecto antifungico, sobre la monilia sp.

2.2. Agave americana “cabuya”

2.2.1. Clasificacion Taxonomica

Divisién : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida

Sub clase : Lilidae

Orden : Liliales

Familia : Agavaceae

Género : Agave

Especie : Agave americana L.

Nombre vulgar : “cabuya azul”

Fuente: constancia emitida por el Herbanium Huamangensis de la Facultad de Ciencias Blologlcas
de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.



2.2.2. Descripcion botanica del Agave americana “cabuya”

Es una planta herbacea, perenne, acaule cuyo tallo es bastante corto y cilindrico
casi al ras del suelo de cuyo apice nace una roseta de hojas simples, grandes
lanceoladas, carnosas, glaucas, de color verde grisaceo, provista de fibras
bastantes resistentes, de bordes espinosos y termina en una espina grande; las
hojas estan provistos de una capa gruesa de cuticula que al desgarrar se
desprende como una membrana delgada que le sirva a la planta para evitar la
demasiada transpiracion que le permita adaptarse en zonas secas y xerofiticas'®.
Cuando la planta alcanza su madures después de muchos afios, se forma un
falso tallo que es el escapo floral, el cual es cilindrico, lefioso a la madurez
provista de pequenas hojas triangulares y mide aproximadamente 6 a 7 metros
de altura. En el apice del escapo floral se forma la inflorescencia en panicula, las
flores son homoclamideas, bisexuales, perigonio formado por 6 tépalos carnosos
y amarillento dispuesto en 2 ciclos: 3 externos y 3 internos, androceo formado
por 6 estambres libres que nacen de la cara interna de los tépalos, gineceo
formado por un ovario infero, tricarpelar, trilocular con numerosos évulos en cada
celda de placentacion axilar. Fruto capsula de dehiscencia valvar con semillas
aplanadas. La planta luego de florecer una sola vez en su vida muere.

Se propaga por via vegetativa mediante bulbillos.

2.2.3. Habitat y distribucion

El Agave americana es una especie posiblemente de origen mexicano se
distribuye desde América Central hasta América del Sur, son propias de climas
templados y sub tropicales, crece en suelos pobres y semiaridos alcanzando un
gran desarrollo hasta los 3400 m.s.n.m.

En nuestra region crece al estado silvestre y cultivado en los bordes de
chacras'.

2.2.4. Usos del Agave americana “cabuya”

Las fibras delgadas y resistentes de las hojas son utilizadas para la confeccion
de cordeles, esteras, costales y cuerdas.

La savia del tronco se usa para la elaboracion de bebidas refrescantes y
fermentadas (tequila) especialmente en Meéxico, chicha, vinagre, para la
elaboracién de chancaca.

El escapo floral es usado para viga de las viviendas, las hojas secas como

combustibles'?.



En medicina el zumo de las hojas se usan para curar el mal de rabia de animales
y humanos, para curar llagas, para enfermedades hepaticas y renales, para
controlar colesterol, triglicéridos'2.

Las raices machacadas se usan para lavarse la cabeza por las saponinas que
contienen y como biocida para el control de insecto, plagas y hongos.

2.2.5. Metabolitos presentes en Agave americana “cabuya”

Agave americana empleado en la elaboracién de extractos, poseen en su
composicion saponinas, tanto en las hojas como en la raiz, pero en mayor
cantidad en la raiz en comparacién con las hojas. Esto indica que el efecto
antifungico del extracto de cabuya se debe a la cantidad de saponinas presentes
en cada parte de la planta, debido a ello el extracto de la raiz de la cabuya es
mucho mas efectivo para el control de oidio que el de las hojas, ya que posee
una cantidad mayor de saponinas. Las saponinas son glucésidos que aparecen
en una gran variedad de plantas, triterpenoso esteroles unidos a una o mas
cadenas de azlcar y el escualeno es el precursor clave en la sintesis de estos
compuestos®. Las saponinas son compuestos relacionados con la alelopatia de
raices que contienen glucésidos del acido médica génica, el principal metabolito
alelopatico con efectos fitotéxicos, antifingicos y antimicrobianos'. De ahi que
se les puede atribuir a las saponinas el efecto antifiungico observado con el
extracto de cabuya, las saponinas han sido intensamente estudiadas en la
blisqueda de nuevas alternativas de control de enfermedades'.

2.3. Taxonomia de Moniliophthora roreri “monilia”

REINO : Fungi

PHYLLUM : Basidiomycota
CLASE : Basidiomycetes
ORDEN : Agaricales
FAMILIA : Tricholomataceae

GENERO  : Moniliophthora

ESPECIE : Moniliophthora roreri

N.V : monilia

(x) Fuente: Servicio Nacional de Sanidad Agropecuaria®.

2.3.1. Moniliophthora roreri “monilia”

Microorganismo que afecta de manera exclusiva a los frutos del cacao, penetra
a través del epicarpio, desarrollandose sobre la superficie antes de penetrar al
fruto. Sus sintomas externos son en frutos entre la primera y tercera semana se



presenta madurez prematura y muerte de la mazorca; los afectados antes de los
tres meses de edad, se deforman presentando jorobas que antes de 20 a 25
dias, toman una coloracién café. En frutos mayores se presenta una serie de
puntos oscuros bajo la epidermis, dando origen a manchas marrones, después
de 7- 10 dias, los frutos pasan a un color café-marrén y poco tiempo después
son cubiertos con una capa algodonosa blanca que finalmente se torna cremosa,
la que se presenta cuando el hongo esta en la fase de esporulacién®. Entre el
desarrollo de la mancha café y la esporulacién transcurren maximo 10 dias por lo
que es conveniente, la remocién de los frutos enfermos con una frecuencia
maxima de 7 dias.

Los sintomas internos de la moniliasis son la pulpa y los granos forman una sola
masa compacta, pegados unos a otros. Estos tejidos se llenan de una sustancia
acuosa viscosa en proceso de descomposicion de color café oscuro con
apariencia de pudricién. La lluvia, condiciones humedas y altas temperaturas
favorecen el desarrollo de la enfermedad; el viento es su gran diseminador,
trasladando las esporas hasta 20 o 30 metros a partir de la fuente de infeccion'.
La severidad del ataque de la moniliasis varia de una zona a otra de afio en afo
de acuerdo a las condiciones del clima, y/o microclima o presion del indculo. A
pesar de que solo afecta al fruto, su ataque es a menudo muy severo que se
considera que la enfermedad constituye uno de los factores limitantes y de
mayor importancia en la produccién del cacao en América tropical. Se ha
informado que en Ecuador y Colombia la enfermedad ha ocasionado pérdidas
en la produccion entre 16 hasta el 80% e incluso con promedios que fluctuan
entre el 20 a 22 % anual™,

2.3.2. Morfologia de Moniliophthora roreri

Moniliophthora roreri posee micelios septados con doliporos. Las esporas se
producen en cadenas con maduracion basipétala, se desprenden facilmente del
micelio, su pared es gruesa, forman masas de esporas. Las esporas
principalmente globosas y elipsoides®.

2.3.3. Condiciones que favorecen la enfermedad

Las condiciones climaticas 6ptimas para el desarrollo de la enfermedad se
presentan cuando las temperaturas son mayores de 25°C y existe una humedad
relativa de 80% la reproduccion y dispersion del hongo es favorecida por el
manejo inadecuado de la plantacion, el exceso de lluvias, las altas temperaturas
y una humedad relativa elevada. En este sentido, las plantaciones con sombrio



excesivo, carentes de drenajes, control inadecuado de malezas y plantas de
cacao mal podadas, presentan las condiciones favorables para que la humedad
se mantenga alta, lo que contribuye al desarrollo de la enfermedad'®.
La precipitacién incide de manera decisiva en la produccién del inéculo (espdras)
y su dispersion posterior en la plantacion. Las esporas se desprenden mediante
el impacto de las gotas de lluvia, las cuales también contribuyen con la
germinacion y ayudan a la penetracion de las esporas en el tejido de la planta.
La propagacion del hongo ocurre mediante la accion de diversos agentes, entre
los que se destacan: el agua, los insectos, el viento y el hombre'®
El chinche negro Antiteuchus tripterus (Hemiptera: Pentatomidae) es el pnncupal
insecto vector de la enfermedad. Se ha demostrado que su presencia en la
plantacion aumenta en 100% el grado de infeccién desde una planta a otra. Las
mazorcas enfermas colgadas del arbol, son la principal fuente de infeccion
durante los primeros 90 dias de vida de los frutos nuevos. En efecto, un
centimetro cuadrado de superficie esporulada en un fruto contiene hasta 57
millones de esporas, las cuales se pueden dispersar hasta 30 metros de
distancia por la accidn de la lluvia y del viento; ademas, un fruto enfermo tiene la
capacidad de esporular hasta 20 veces antes de descomponerse totalmente'®
2.3.4. Manejo integrado de la moniliasis del cacao
La monilia requiere de un manejo integrado, permanente y sistematico a través
de todo el afo, pero se debe tener especial cuidado en la época de lluvias y
durante la etapa de formacion de frutos, es decir, desde la floracién hasta
cuando los frutos promedien los 4 meses de edad®.
El manejo directo consiste en remover semanalmente del arbol los frutos
enfermos, que presenten cualquier sintoma. Se depositan en el suelo y se tépan
con hojarasca. La mazorca enferma en el suelo es atacada por microorganismos
que evitan su esporulacion y reducen su viabilidad para infectar nuevos frutos.
La remocion de los frutos debe hacerse antes de la esporulacion'®
El manejo indirecto comprende todas las actividades del cultivo que conduzcan a
reducir la humedad relativa del ambiente:
* Realizar la poda del cultivo, bajar la altura de los arboles antes de la época de
formacién de frutos. |
e Arreglar el sombrio para favorecer la entrada de luz, calor y mayor circulapién
del aire. |

e Realizar un efectivo control de malezas.



* Hacer mantenimiento a los drenajes. o

« Aplicar un Plan de Nutricién acorde con las necesidades™.

2.3.5. Epidemiologia

Estudios especiales han demostrado que las infecciones de esta enfermedad
son favorecidas por condiciones de alta humedad relativa y temperaturas.

Las esporas que se producen sobre mazorcas enfermas son facilmente
transportadas por el viento y otros agentes, incluidos los seres humanos, hacia
otras mazorcas donde reinician la infeccion'®.

Experimentalmente se ha establecido, que las esporas que permanecen en los
frutos momificados pendientes de los arboles conservan su viabilidad hasta
nueve meses después, por lo que se considera la principal fuente de indculo. En
cambio, si las mencionadas mazorcas se separan del arbol, dejandolas sobre el
suelo, la viabilidad disminuye rapidamente desapareciendo en dos o tres
meses'®.

2.4. Fungicida

Los fungicidas son compuestos quimicos u organismos biolégicos utilizados para
eliminar, inhibir hongos o esporas de estos. Los hongos pueden causar graves
dafos en la agricultura, lo que resulta en graves pérdidas de rendimiento,
calidad y rentabilidad. Los fungicidas se utilizan tanto en la agricultura como para
luchar contra las infecciones por hongos en los animales'®.

2.4.1. Método de aplicacion de los fungicidas

Se aplican mediante rociado, pulverizado, revestimiento (ejemplo: para semillas)
o por fumigacién de los locales (ejemplo: en invernaderos y almacenes) y en
tratamientos de otros materiales como madera, papel, cuero, etc. Se aplican
mediante impregnacion. Otra forma de administrarse es a modo de
medicamentos ingeridos o aplicados en tratamientos de enfermedades humanas
o animales®.

2.4.2. Hidroxido de cobre (Cupravit).

Polvo de color azul verdoso, inaiterable en contacto del aire y del agua, soluble
en los acidos y en el amoniaco, asi como en las lejias alcalinas en presencia de
glucosa, glicerina o tartratos. Su formula quimica es Cu(OH)2. Se emplea como
color mineral en la pintura a la acuarela y a la cola o temple, y como color verde
en la pintura al 6leo, pues se combina con los acidos grasos del aceite
originando un jabén de cobre de color verde. Se obtiene tratando en frio y



agitando una disolucion de una sal clprica con otra disolucién diluida de
hidréxido sédico®. |

No puede operarse en caliente porque en este caso sobrevendria la
descomposicién del hidréxido clprico, que se convertiria en éxido cuprico
hidratado, de color negro; esta descomposicién también se verifica parcialmente
a la temperatura ordinaria con largo tiempo de reposo, sobre todo si el liquido
tiene reaccion alcalina®.

2.4.3. Composicion quimica

A continuacion se presenta la féormula quimica basica de los compuestos de
cobre, en las formas organica e inorganica.

Cu # (X) o Cu * (X) en donde X puede ser:

C;H30; , CO5*", SO4*u otros aniones.

2.4.4. Propiedades fisicas y quimicas |
Polvo cristalino de color azul a verde, sin olor. Tiene una densidad relativa igual
a 3.37. Su solubilidad en agua es igual a 2.9 mg/L a 25 °C con un pH neutro.

Es muy soluble en amoniaco acuoso y soluble en acidos y en soluciones basicas
concentradas, pero es insoluble en disolventes organicos. Se descompone en su
punto de fusién con la pérdida de agua'®.

2.4.5. Mecanismos de accion sobre el organismo

La accion de todas las formulaciones de cobre contra enfermedades (hongos) es
debido a la presencia de iones Cu®* en solucién acuosa. ‘
Fenamidone interfiere en el proceso de respiracién celular a nivel de
mitocondrias, bloqueando el trasporte de electrones en el complejo lil y por lo
tanto inhibe la formacién del ATP, afectando la disponibilidad de energia para el
hongo®.

El propamocarb interfiere en la sintesis de fosfolipido y acidos grasos causando
interrupcién en la formacién de la pared celular del hongo.

El cobre provoca una accion multiple en las células:

* Bloqueo del proceso respiratorio.

« Inhibicion de la sintesis de proteinas.

* Reduccion de las actividades de la membrana y transferencia de sustancia.
Esta accion multi-site del cobre implica a diferentes procesos controladosipor
diferentes genes, por lo que la aparicion de resistencias es muy poco probable.
La reduccién del tamafio de particula aumenta la adherencia del producto a la

planta, gracias a la mayor capacidad de dispersion y a la mayor afinidad coh la

10



superficie vegetal. Las particulas se unen en sus puntos de contacto formando
un entramado extenso de gran resistencia®.

La reduccion del tamafio de particulas aumenta la eficacia del producto, gracias
a una mejor distribucion de este sobre el area de accién y a una mayor
superficie especifica que reacciona con mayor rapidez, liberando mas cobre y de
forma regular.

La estructura amorfa le confiere gran capacidad de adherencia y persistencia,
superior a la del oxicloruro de cobre cuyas particulas tienen estructura de tipo
cristalino.

Las preparaciones en forma de polvo irritan la piel y las mucosas con las que
entran en contacto. Las sales solubles, tales como el sulfato y el acetato de
cobre, son corrosivas para las membranas mucosas y la cérnea. El cobre
divalente es capaz de fijarse a las proteinas formando compuestos con

capacidad antigénica por enlace con la histamina®.
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ll. MATERIALES Y METODOS

- 3.1 Lugar de ejecucion
El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en los Laboratorios de
Microbiologia y Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Biolégicas, durante
los meses de enero a julio del 2015.
3.2 Materiales
3.2.1 Muestra biolégica.
Las hojas y raices de Agave americana “cabuya” fueron recolectadas en el
Centro Ecologico Recreacional y Experimental “La Totorilla”-CERE-‘LT”, ubicado
en el distrito de Jests Nazareno, provincia de Huamanga, del departamento de
Ayacucho.
3.2.2. Microorganismo de ensayo
La cepa fungica utilizada para determinar la actividad antifingica del extracto
etandlico de hojas y raices de Agave americana “cabuya” fue Moniliophthora
roreri aislado de las mazorcas de cacao infectadas con moniliasis, recolectadas
de la localidad de Kimbiri - VRAEM.
3.3 DISENO METODOLOGICO
3.3.1. Tipo de investigaciéon
Experimental
3.3.2. Diseiio experimental
Se utilizé el disefio cuasi-experimental, para cada tratamiento con cuatro
repeticiones para cada uno de ellos, los que fueron sometidos a los siguientes
tratamientos:
e Grupol :Control positivo con cupravit
e Grupoll : Tratado con extracto a 5% de concentraciéon
e Grupoll : Tratado con extracto a 10% de concentracion

e Grupo lll : Tratado con extracto a 20% de concentracion
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e Grupo IV : Tratado con extracto a 30% de concentracion
3.3.3. Metodologia
3.3.3.1 Aislamiento de la Moniliophthora roreri.
Se tomaron mazorcas de cacao infectadas con moniliasis recolectadas del
distrito de Kimbiri — Valle Rio Apurimac Ene y Mantaro.
Se cortaron trozos de epidermis del fruto de 0.5 cm en los limites del area
enferma en la zona donde no existia crecimiento fungico. A continuacion se
realizé la desinfeccion en solucion de hipoclorito de sodio al 2% por 2 minutos,
luego se enjuago con agua destilada estéril por 5 veces; luego se sembraron los
trozos de epidermis en placas de Petri con medio de cultivo agar papa dextrosa
las cuales fueron incubaron a 25°C por 7 dias®. Cuando se observaron las
colonias compatibles macroscépicamente al hongo Moniliohthora roreri se
repicaron en placas con agar papa dextrosa para la identificaciéon de las cepas
de hongos®.

a. Identificacion

a.1. identificacién macroscopica

Se realizé por las caracteristicas macroscépicas como el color de la colonia, su

textura, la velocidad de crecimiento, caracteristicas microscépicas y claves

taxonémicas®.

a.2. identificacion microscopica

Técnica de microcultivo

e Se separaron los dispositivos para el microcultivo y se llevaron a esterilizar.

e En condiciones estériles se colocaron una pequefia porcion de agar papa
dextrosa sobre la lamina portaobjetos.

e Se sembraron las colonias caracteristicas de hongos con ayuda de un asa
de kolle en los extremos del agar.

e Se cubrié luego con una laminilla previamente desinfectados con metanol.

e Se agregaron a la placa una pequefia cantidad de agua destilada estéril.

e Se incubaron a 25°C por 7 a 14 dias hasta observar la presencia de
crecimiento del hongo y la formacion de estructuras de reproduccién, una
vez sucedido esto se realizé el montaje de la siguiente manera: ‘

e Se retir6 el cubreobjeto y se colocé sobre una lamina limpia con la cara
inferior (zona de crecimiento) hacia arriba. |

e Se retird el agar con un estilete y se eliminé en un recipiente éon fenol al
5%.
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e Se seco la lamina en una estufa de 30°C a 40°C por 15 minutos

e Se retiré la lamina de la estufa y se adicionaron gotas de metanol neutro
sobre la zona del crecimiento del hongo, luego se esperd que se evapore.

e Se colocd una gota de azul de tripan con lactofenol, se dejé actuar entre 15
a 30 minutos.

e Se tomé el cubreobjeto con ayuda de una pinza y se colocaron en una forma
invertida (zona de crecimiento hacia abajo) evitando el ingreso del aire.

e Se sellaron los extremos con esmalte de uiia trasparente.

e Se observaron en el microscopio a 40X para la identificacion.

3.3.3.2. Recoleccion y procesamiento de la muestra Agave americana

Las hojas y raices fueron recolectadas de plantas adultas las cuales fueron

sometidas a un tratamiento de limpieza y seleccion para eliminar todo elemento

extrafio, luego fueron desecados a temperatura ambiente bajo ventilacion y

sombra, extendiéndole sobre el papel kraff aproximadamente por un periodo de

2 semanas y posteriormente se procedié a la estabilizacion en la estufa a

400021,23.

a. Molienda

Una vez secas se procediéo a moler, con la ayuda de un mortero de porcelana,

posteriormente fueron tamizados empleando una malla de 5 mm de diametro,

obteniendo asi un polvo fino?"#,

b. Obtencion de los extractos

b.1. Preparacion de extracto etandlico de hojas de Agave americana

“cabuya”

Se pes6 500 g de muestra pulverizada de hojas y raices de Agave americana

“cabuya” luego se afiadi6 4 L de etanol al 96% en un frasco de color ambar en

un periodo de dos semanas con agitacion diaria. Seguidamente se filtré en un

sistema al vacio y se procedié a concentrar utilizando el equipo de bafio maria a

una temperatura de 45°C hasta obtener un estado de miel*"?.

b.2. Determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios

Se realizd las pruebas de: baljet, liebermann-burchard, espuma, cloruro férrico,

borntager, shinoda, kedde, catequinas, dragendorff, fehling y antocianidina, para

la identificacion cualitativa de los principales grupos de metabolitos secundarios,

directamente sobre el extracto de la planta con reacciones simples especificos

de la coloracién y precipitaciéon®.
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3.3.3.3. Determinacion de la actividad antifiingica

Para determinar la actividad antifingica de los extractos etandlicos de hojas y
raices de Agave americana “‘cabuya” frente al hongo en estudio se utiliz6 el
método de dilucién en agar®. La actividad antifingica sobre el microorganismo
esta representada por la presencia del diametro del tamafio de las colonias del
hongo en (mm). Mientras menor es el diametro del tamafio de la colonia mejor es
la actividad antifungica del extracto en estudio.

a.1. Preparacion del medio de cultivo agar papa dextrosa

Se cocind 200 g de papas en 500 mL de agua destilada por una hora, luego se
colé el extracto de papas a través de varias capas de gasa.

En otros 500 mL se disolvié los 17 g de agér, se mezcl6 el extracto obtenido de
papas mas el agar disuelto, completando a un litro con agua destilada en
seguida se disolvié la dextrosa, luego se reparti6 en matraces de 500 ml del
medio preparado para esterilizarlo®.

b.1. Preparacion del inéculo de Moniliophthora roreri

Los in6culos consistieron en bloques de agar con el hongo crecido en agar papa
dextrosa de 3 mm de didmetro®, ver (Anexo 7)

b.2. Inoculacion del extracto

Se vertieron 10 mL de medio de cultivo mezclado con los extractos en las placas
de Petri hasta su solidificacion. El inéculo fue sembrado en las placas que
contenian concentraciones de 5%, 10%, 20% y 30%; con cuatro repeticiones
para cada concentracion. Las placas fueron incubadas a 25°C y se leyeron los
resultados al séptimo dia de su incubacién®, ver (Anexo 8)

3.3.3.4. Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI)

Para determinar la CMI se utilizé la técnica de dilucién en agar, la técnica
consistié en adicionar 10 mL de medio de cultivo mezclado con los extractos en
las placas de Petri hasta su solidificacion, luego el indculo fue sembrado en las
placas que contenian las concentraciones. Las placas fueron incubadas a 25°C y
se leyeron los resultados al séptimo dia de su incubacion®.

3.4. Analisis de datos

Con los datos obtenidos del diametro de tamafio de las colonias de
Moniliophthora roreri frente al extracto etandlico de hojas y raices de Agave
americana “cabuya”, se procedid6 a determinar la existencia de posibles
diferencias entre los tratamientos, utilizando el analisis estadistico de ANVA
factorial al 95% de confianza y su prueba complementaria de Tukey.
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Tabla 1.- Identificaciéon de metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de hojas y raices de Agave americana “cabuya”’. Ayacucho 2015.

Metabolitos Ensayo E. etandlico
Secundarios Hoja Raiz
Lactonas y Baljet +++ +4++
Cumarinas

Triterpenoides y Lieberman- +++ +++
Esteroides Burchard

Saponinas Espumas +++ o
Fenoles y Taninos Cloruro férrico +++ +4++
Alcaloides Dragendorff +++ +4++
Quinonas Borntrager ++ o
Flavonoides Shinoda +++ +++
Azucares reductores Fehling +++ +++
Aminoacidos libres Ninhidrina +++ ++

Leyenda:

(+) : Escasa
(++) :Regular
(+++) :Abundante
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americana “cabuya’. Ayacucho 2015.
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Tabla 2.- Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de Hojas

y raices de Agave americana “cabuya” y el cupravit frente a Moniliophthora roreri
“monilia”. Ayacucho 2015. ‘

Hongo en estudio Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
Moniliophthora roreri extracto de hoja extracto de raiz Cupravit-
“monilia”

320 mg/mL 300 mg/mL 400 mg/mL
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V. DISCUSION

En la tabla 1, se muestra los resultados de la identificacion de los diferentes
metabolitos secundarios presentes en las hojas y raices de Agave americana
“cabuya”; del tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de Agave
americana “cabuya”, se puede apreciar la presencia de cumarinas, tripterpenos,
esteroides, saponinas, fenoles, taninos, quinonas, flavonoides, alcaloides,
aminoacidos libres, azucares reductores. Resultados similares fueron
reportados por Ledn y Alegria (2013); para el extracto acuoso y etandlico de las
hojas Agave sp. Con presencia de saponinas, alcaloides y flavonoides con las
pruebas de la espuma, reaccion de wagner, kedde, dragendorf y shinoda
respectivamente. La presencia de estos metabolitos también se hizo evidente en
la muestra usada para este trabajo.

Barron R. (2008); reportd que las saponinas triterpénicos y esterdidicos son
heterosidicos que se caracterizan por tener propiedades tensoactivas y
afrégenas. En contacto con la sangre son hemoliticos, ya que son capaces de
interaccionar con los lipidos de la membrana de los eritrocitos y por tanto
resultan toxicos si se administran por via intravenosa. Se trata de estructuras
formadas por una parte glucidica denominada sapogenina.

En el extracto etandlico de la raiz de Agave americana “cabuya”, se observa la
presencia de cumarinas, tripterpenos, esteroides, saponinas, fenoles, taninos,
quinonas, flavonoides, aminodacidos libres, azucares reductores y alcaloides.
Neira y Velastegui (2009); reporté la presencia de saponinas, flavonoides,
alcaloides, taninos y aceites vegetales en la raiz del Agave americana “cabuya’.
La presencia de estos metabolitos también se hizo evidente en la muestra usada
para este trabajo.

Rosas y Santos ( 2007); reportaron que la savia de Agave es una fuente de
metabolitos secundarios y mediante su calentamiento se pueden obtener
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concentrados de savia con diversos fitoquimicos como flavonoides,
policosanoles y sapogeninas, a los cuales se les atribuye su capacidad
antioxidante y anticancerigena. '
Lastra y Ponce (2001); sefialan que estos metabolitos secundarios ya sean de
manera independiente o posiblemente al efecto sinérgico entre ellos, son los
responsables de la actividad antifingica a través de diferentes mecanismos.

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran la presencia de dichos
compuestos en las hojas y raices de Agave americana “cabuya”, que ofrecen
una fuente natural de antimicético sugiriendo asi la potencialidad de uso
terapéutico.

En la figura 1 se observa los promedios del tamafio de colonias de
Moniliophthora roreri “monilia” frente a un blanco, un control y dos tipos de
extracto de Agave americana “cabuya”. Reportando que el promedio para el
extracto de hojas y el extracto de la raiz fue de 26 mm y 18,4 mm
respectivamente, siendo valores menores al cupravit que mostré ser un buen
control positivo en los ensayos, que tiene un promedio de diametro de tamaiio
de la colonia fue 29.5 mm, mientras tanto el diametro del tamafio de la colonia
del testigo fue de 56,3mm. Frente a la prueba de ANVA, existe diferencia entre
los tratamientos ensayados a un nivel de confianza del 95% (anexo 15). Se
realizo las comparaciones multiples de las medidas del diametro del tamafio de
las colonias con la prueba de Tukey (anexo 16), basado en el grado de parecido
existentes entre sus medias, los tratamientos no difieren significativamente es
decir tienen el mismo comportamiento, a excepcion del blanco que difiere
significativamente frente a los otros tratamientos.

Los reportes la Direccién General de Recursos Agricolas y Ganaderos donde se
indica que el cupravit (hidréxido de cobre) presenta efecto sobre las infecciones
fitopatoégenas.

En la figura 2, se observa que los extractos de concentraciones 5%, 10%, 20% y
30% de las hojas, muestran promedios del diametro de tamafio de la colonia de
41 mm, 32,3 mm, 19 mm y 11,8 mm respectivamente. Al realizar el anéiisié de
varianza (ANVA) ver (anexo 17) presenta un valor estadisticamente significétiva
entre los tratamientos, asimismo se realizé la prueba de Tukey (anexo 18)
donde los tratamientos difieren de manera significativa, es decir no tienen el
mismo comportamiento en el didmetro del tamafio de las colonias. Teniendo
mayor efecto a una concentracion de 30%. ‘

24



La figura 3, presenta el resultado de los promedios del tamarfio de las colonias
de Moniliophthora roreri, frente al extracto de la raiz de Agave americana
‘cabuya” a concentraciones de 5%, 10%, 20% y 30% las cuales, muestran
promedios de 28,8 mm, 21,8 mm, 15 mm y 8 mm respectivamente. Al realizar
el analisis de varianza (ANVA) ver (anexo 19) presenta un valor estadisticamente
significativa entre los tratamientos, asimismo se realizd la prueba de Tukey
(anexo 20), donde los tratamientos difieren significativamente, es decir no tienen
el mismo comportamiento en diametro del tamafio de las colonias, teniendo
mayor efecto a una concentracion de 30%.

Neira y Velastegui (2009), reportaron que los mejores resultados de efectividad y
mortalidad; para el Oidium sp. “Oidio” fue el extracto por maceracién de la raiz
del Agave americana, obteniendo resultados hasta un 100 % de efectividad a
una concentracion de 50%.

Fernandez B. (2005), Senala que la existencia del diametro de inhibicion aunque
sea pequefa cuando se frabaja con material, determina cierta actividad
antifingica del extracto, que puede ser mejorada con el uso de nuevas técnicas
de extracciéon con el propésito de obtener mayor concentracién de los principios
activos y alcanzar mejores resultados.

En ambos casos se observa que existe diferencia en el uso del tipo de extracto,
mostrandose de efecto superior el extracto de la hoja a comparacion del extracto
de la raiz de Agave americana “cabuya”. Ademas existe significancia en las
diferentes concentraciones utilizadas, ya que a mayor concentracién menor sera
el crecimiento del tamafio del hongo.

La tabla 2, presenta los resultados del estudio de la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de hojas y raices de Agave americana
“cabuya” y cupravit frente a Moniliophthora roreri, realizado mediante el método
de dilucién en agar, obteniéndose con el extracto de hojas fue 320 mg/mL; con
el extracto de raices al 300 mg/mL y con el cupravit al 400 mg/mL.

Fernandez B, (2005), define a la CMI como la mejor concentracion al principio
activo que inhibe el crecimiento in vitro de las hongos ensayadas, por lo tanto;
podemos decir que se obtuvieron mejores resultados con el extracto etandlico de
las raiz a una concentracion de 300 mg/mL.

Donde podemos observar que la concentracibn mas baja que inhibié el
crecimiento de Moniliophthora roreri, fue con el extracto de la raiz a una

concentracion de 300 mg/mL.
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Los flavonoides y taninos en la planta han sido reportados por Bernabas y
Nagarajan®, y Barapedjo y Bunchoo®, con actividad antifiingica. ‘

La actividad de los flavonoides probablemente se debe a que forman complejos
con las proteinas solubles, extracelulares y complejos con la pared celulaf; la
quercetina y kaemferol mostraron tener actividad antifingica®. Los taninos se
combinan con las proteinas de la piel y de la mucosa formando compuestos
insolubles, eliminando la base de cultivo a bacterias y hongos; por otro lado,
también se debe a que estos forman complejos con los aminoacidos
nucleofilicos, lo que conduce a su inactivacion y por lo tanto a la inhibicién de la
sintesis de proteinas®.

Los compuestos fendlicos explicarian probablemente el efecto del extracto de
Agave americana, al ser rico en estos metabolitos secundarios, como lo
evidencia lo hallado en la presente investigacién; posiblemente debido al lugar y
el numero de grupos hidroxilos (OH) en el anillo de los compuestos fendlicos,
estan relacionados directamente con la toxicidad frente a los microorganismos,
de forma que un aumento en la hidroxilacion esta ligado a una mayor toxicidad.
También parece estar relacionado con la inhibicibn enzimatica de los
compuestos oxidados, posiblemente mediante la accién sobre los grupos
sulfihidrilo de los aminoacidos o por interacciones no especificos con proteinas®.
Las quinonas forman complejos irreversibles con los aminoacidos hidrofilicoé de
las proteinas y se unen con las enzimas de la membrana; por lo tanto, inactivan
y anulan sus funciones®. Las cumarinas interaccionan con el ADN eucariota®.
Las saponinas forman complejos con los esteroles en las membranas de los
hongos lo cual ocasiona la desintegracion de la membrana®. A los alcaloides se
les atribuye la propiedad de intercalarse a la pared celular y a la doble cadena
del ADN lo que tendra efectos en los microorganismos; asimismo pueden
penetrar en la membrana plasmatica combinandola y precipitando las proteinas
protoplasmaticas y desnaturalizandolas®.

Estos resultados demostraron que los extractos de las hojas y raices de Agave
americana ‘“cabuya” tienen actividad antifingica, lo cual representa hna

alternativa eficaz para controlar la propagacion de la moniliasis del cacao.
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VI. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de las hojas de Agave americana “cabuya” al 30%
presenta mayor actividad antifungica, respecto a las demas
concentraciones, se obtuvo como resultado 11,8 mm de diametro del
tamano de la colonia.

El extracto etandlico de raices de Agave americana “cabuya” al 30%
presenta mayor actividad antifingica, respecto a las demas
concentraciones, se obtuvo como resultado 8 mm de diametro del
tamafio de la colonia.

La Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de
hojas y raices de Agave americana “cabuya” y cupravit frente a
Moniliophthora roreri fueron 320, 300 y 400 mg/mL respectivamente.

El extracto etandlico de hojas y raices de Agave americana “cabuya”
contiene: lactonas, cumarinas, triterpenoides, esteroides, saponinas,
fenoles, taninos, alcaloides, quinonas, flavonoides y azucares reductores.
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Vil. RECOMENDACIONES
Continuar el trabajo de investigacion de Agave americana “cabuya” con la
finalidad de determinar si tiene efecto en otras especies de hongos.
Aislar los principios activos que le confieren la actividad antifingica al
Agave americana “cabuya” para un mejor estudio.
Realizar estudios utilizando el extracto etanélico de las raices de Agave
americana ‘“cabuya” para el tratamiento de las enfermedades
fitopatégenas.
Seguir investigando plantas medicinales con la actividad antifingica para
lograr alternativas en el tratamiento de enfermedades fitopatégenas.
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Anexo 1
Certificado de la clasificacion taxonémica

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Srta. Esther Giovana, GUTIERREZ JERi ha solicitado la
identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : LILIOPSIDA

SUB CLASE : LILIDAE

ORDEN : LILIALES

FAMILIA : AGAVACEAE
GENERO : Agave

ESPECIE : Agave americana L
N.V. : “ cabuya azul "

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 01 de Octubre del 2014

UNIVERSIDAD NACIONAL nE

SANC =1
PACULTL 19 dk o HUAMANG

YVl .Umm:u'c;s"‘ gisf
1 ?-.gl
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_. Anexo 2

Hojas de Agave americana L, “cabuya", del Centro Ecoldgico Recreacional y
Experimental “La Totorilla-CERE-“LT".
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Anexo 3

Raiz de Agave americana L, “cabuya”, del Centro Ecolégico Recreacional y

Experimental “La Totorilla’-CERE-"LT".
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Flujograma; preparaciéon del extracto etandlico de hojas y raices del Agave

americana “cabuya”.

Anexo 4

RECOLECCION DE LA

MUESTRA
Limpieza y selecciéon
Desecacién
— Molienda
POLVO SECO

=== Maceracion en etanol (14 dias)

EXTRACTO ETANOLICO

= Concentracién (Bafio Maria a 45°C)

EXTRACTO FLUIDO

— PESar

=== Disolver en agua destilada estéril

EXTRACTO
ETANOLICO
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Anexo 5

Flujograma; Aislamiento de Moniliophthora roreri.

o ™
Muestra
Mazorcas del cultivo obtenidas en
L campo. )

|

Se cortaron trozos de epidermis
del fruto de 0.5 cm en los limites
del area enferma con la zona
donde no existia crecimiento
fungico

\. J

T

A continuaciébn se realizé Ila
desinfeccion en solucion de

\

hipoclorito de sodio al 2% por 2.
\

4

Enjuagar con agua destilada estéril

por 5 veces.
N

Con la ayuda de una pinza estéril
colocar los pequerios trozos en
una placa con agar papa dextrosa

'

g

|

Incubar a 25°C por 5 - 10 dias

| S

Observacion de las
caracteristicas morfolégicas
macroscopicas de las colonias

|

,
Identificaciéon — técnica del
microcultivo
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Anexo 6

Flujograma; técnica del microcultivo

Colocar una pequefia porcion de
APD sobre la lamina portaobietos.

1

Sembrar las colonias de hongos con
ayuda de un asa de kolle en los
extremos del agar

/3

e cubrir con una laminilla
desinfectada con metanol.

e agregar a la placa una pequefia
cantidad de agua destilada estéril.

1

Incubar a 25°C de 7 a 14 dias hasta
observar la presencia de crecimiento

del hongo
3

Retirar el agar con un estilete y se
elimind en un recipiente con lejia.

i

Secar la lamina en una estufa a 40°C
por 15 minutos

L

Colocar una gota de azul de tripan
con lactofenol, dejar x 15’

|

Tomar el cubreobjeto con una
pinza y colocar en una forma

invertida.
I

Sellar los extremos con esmalte
trasparente luego observar en el
microscopio a 40X para la
identificacién.
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Anexo 7

Flujograma; preparacion del inéculo de Moniliophthora roreri.

Cepa

Moniliophthora roreri

!

Crecimiento de
Moniliophthora roreri en
e 4

un tubo inclinado para la
esporulacion

T

Cosechar las esporas
en 2mL de solucion

salina con un hisopo

agotamiento en
superficie.

5 dias

Sembrar en APD por]

[ Se incubo a 25°C por

e Crecimiento en tapete
® Que sirve de indculo
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Anexo 8

Flujograma; determinacion de la actividad antifungica

Se vertieron 10mL de

medio de cultivo
mezclado con los
extractos en las placas de
Petri.

¥
N
B

Luego el inéculo fue
sembrado en placas que
contenian
concentraciones de
extractos

Las placas fueron W
incubadas a 25°C J

leyeron séptimo

[ resultados se /,/ Wi
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Anexo 9

Observacién macroscoépica de la colonia de Moniliophthora roreri, en agar papa

dextrosa. Laboratorio de Fitopatologia y Microbiologia Ambiental FCB.UNSCH.
Ayacucho, 2015.
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Anexo 10

Observacion microscépica de Moniliophthora roreri, observacion de hifas
septadas y conidias en cadena, tefidas con lactofenol y azul de tripan, a 400x.
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Anexo 11

Diametro del crecimiento de la colonia de Moniliophthora roreri, en extracto
etandlico de raiz al 5% y 30%. Laboratorio de Microbiologia. FCB. UNSCH.
AYACUCHO.2015.
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Anexo 12

Diametro del crecimiento de la colonia de Moniliophthora roreri, en extracto
etandlico de las hojas al 5% y 30%. Laboratorio de Microbiologia. FCB. UNSCH.
AYACUCHO.2015.
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Anexo 13

Diametro del tamafio de la colonia de Momhophthora roreri frente al extracto
etandlico de la raiz de Agave americana “cabuya’. P

Concentraciones del extracto de la raiz

Repeticiones Diametro del tamaiio de la colonia en (mm)
5% 10 % 20% 30 %

1 30 23 16 9

2 29 22 15 8

3 28 22 15 8

4 28 20 14 7

Media 28,8 21,8 15,0 8,0
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Anexo 14

Diametro del tamarfio de la colonia Moniliophthora roreri, frente al extracto
etandlico de hojas de Agave americana “cabuya”.

Concentraciones del extracto de las hojas

Repeticiones Diametro del tamaiio de la colonia en (mm)
5% 10% 20 % 30 %

1 42 33 20 13

2 41 33 19 12

3 41 32 19 11

4 40 31 18 11

Media 41,0 32,3 19,0 11,8
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Anexo 15

Analisis de varianza para comparar el tamafo de las colonias de Moniliophthora
roreri “monilia” segun un blanco, un control y dos tipos de extracto de Agave
americana “cabuya’.

_ ANOVA
Didmetro de colonia (mm)

Suma de cuadrados Gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 4635,275 3 1545,092 18,157 0.000
Dentro de grupos 3063,500 36 85,097
Total 7698,775 39
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Anexo 16
Test de Tukey (a=0,05) para comparar las medias del tamafio de las colonias de
Moniliophthora roreri “monilia” segun un blanco, un control y dos tipos de
extracto de Agave americana “cabuya”

Diametro de colonia (mm)

HSD Tukey®®

] Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamientos N

1 2

Extracto raiz 16 18,375
Extracto de hoja 16 26,000
Control (Cupravit) 4 29,500
Blanco 4 56,250
Sig. ,155 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 6,400.

b. Los tamaiios de grupo no son iguales. Se utiliza la media arménica de los tamafios de grupo.
Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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Anexo 17

Analisis de varianza para comparar el tamafio de las colonias de Moniliophthora
roreri “monilia” sometidas a cuatro concentraciones del extracto de la hoja de
Agave americana “cabuya”.

ANOVA
Didametro de colonia (mm)
Media |
Suma de cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2064,500 3 688,167 869,263 ,000
Dentro de grupos 9,500 12 0,792
Total 2074,000 15
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Anexo 18
Test de Tukey (a=0,05) para comparar las medias del tamano de las colonias de

Moniliophthora roreri “monilia” sometidas a cuatro concentraciones del extracto
de la hoja de Agave americana “cabuya”.

Didmetro de colonia (mm)

HSD Tukey”
. Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracion del extracto (%) N
1 2 3 4

30,0 4 11,750

20,0 4 19,000

10,0 4 32,250

50 4 41,000

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamanio de la muestra de la media arménica = 4,000.
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Anexo 19

Andlisis de varianza para comparar el tamano de las colonias de Moniliophthora
roreri “monilia” sometidas a cuatro concentraciones del extracto de la raiz de
Agave americana “cabuya’.

ANOVA
Didmetro de colonia (mm)
‘ Suma de Media !
cuadrados Gl _ cuadratica F Sig.
Entre grupos 952,250 3 317,417 331,217 1,000
Dentro de grupos 11,500 12 0,958
Total 963,750 15
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Anexo 20

Test de Tukey (a=0,05) para comparar las medias del tamafio de las colonias de
Moniliophthora roreri “monilia” sometidas a cuatro concentraciones del extracto

de la raiz de Agave americana “cabuya’.

Didmetro de colonia (mm)

HSD Tukey®
. Subconjunto para alfa = 0.05
Concentracion del extracto (%) N
1 2 3 4

30,0 4 8,000

20,0 4 15,000

10,0 4 21,750

5,0 4 28,750

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 4,000.
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