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RESUMEN

La cordillera peruana cuenta con una gran diversidad plantas medicinales
nativas las cuales son se extraidas y comercializadas en las ferias populares. Los
registros de biodiversidad de esta region se basan en la flora y fauna, pero es poco
lo que se conoce de la diversidad microbiana, es por ellos que en la presente
investigacion se planted aislar microorganismos endofiticos de algunas plantas
medicinales nativas para identificar sus propiedades biotecnoldgicas que sustenten

la promocién de su conservacion.

Se estudiando a 6 plantas medicinales de la cordillera Blanca, Werneria
nubigena, Buddleja incana, Xenophyllum dactylophylla, Perezia coerulescens,
Loricaria ferruginea y Senecio calvus colectadas en dos puntos la quebrada de
Quilcayhuanca (3866 msnm) y Punta Olimpica (4875 msnsm), obteniendo 49
microorganismos aislados, 14 hongos y 35 bacterias endofiticas, asimismo se
adiciono a la investigacion 8 cepas del Centro de Investigacion de la Biodiversidad
y Recursos Genéticos de Ancash (CIByRGA) las cuales fueron aisladas de las
plantas medicinales Senecio calvus, Valeriana pycnhantha y Oreocallis grandiflora,

colectadas de la quebrada de Llaganuco y de Pitec.

Estos microorganismos fueron aislados y se les realiz6 pruebas de promocion
de crecimiento vegetal, propiedades antimicrobianas y antioxidantes, y se procedio
con la identificacion taxondémica de las cepas aisladas. Dentro del estudio de
promocion de crecimiento vegetal se realizaron pruebas de solubilizacion de fosfato
de calcio, determinando que 23 cepas de bacterias endofiticas tienen actividad y
siendo la cepa 24H quien presenta mayor porcentaje; prueba de actividad de
produccion de acido indol acético (AlA) encontrando actividad solo en 15 cepas de
hongos endofiticos, siendo la cepa 4H la que presenta mayor actividad; prueba de
actividad de produccién de sideréforos, encontrando que 9 hongos y 22 bacterias
presentan resultados favorables, siendo la cepa HW51a el hongo endofitico y la
cepa 30B la bacteria endofitica las que presentaron mayor actividad de produccion;
prueba de la actividad hidrolitica de Carboximetil celulosa encontrando resultados

solo en 14 hongos endofiticos, siendo la cepa 39H quien presenta mayor actividad;
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prueba de la actividad enzimética proteasa determiné que solo el hongo HBi12H
tiene esta actividad; prueba de la actividad antagdnica de las bacterias endofiticas,
demostrando que 12 bacterias tienen esta actividad, siendo la bacteria BW53T
quien presenta mayor actividad antagonica; prueba de actividad enzimatica de
amilasa encontrando que 21 hongos y 25 bacterias tiene esta actividad, siendo la
cepa HW51b hongo y la cepa 51B bacteria endofiticas quienes presentan mayor
actividad. Para las propiedades antimicrobianas y antioxidantes encontramos que
15 cepas de hongos tienen actividad antimicrobiana, entre antibacteriana y
anticandida, asimismo, para la actividad antioxidante se determind que 9 cepas de
hongos poseen esta caracteristica; asimismo los resultados de la identificacién
taxondmica detallan el género de las cepas de hongos endofiticos, como también

las caracteristicas bioquimicas de las bacterias.

Estos resultados demuestran que los microorganismos endofitico-aislados
poseen propiedades biotecnoldgicas de gran importancia para la promocion de su

conservacion dentro de la cordillera Blanca.

PALABRAS CLAVE: Cordillera Blanca, hongo endofitico, bacteria endofitica,
promotor de crecimiento, antimicrobiana, antioxidante, taxonémica, morfologica,

biodiversidad, diversidad microbiana.
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ABSTRACT

The Peruvian Mountain range has a great diversity of native medicinal plants
which are extracted and marketed at popular fairs. The biodiversity records of this
region are based on the flora and fauna, but little is known about microbial diversity,
it is for them that in the present investigation it was proposed to isolate endophytic
microorganisms from some native medicinal plants to identify their biotechnological

properties that support the promotion of its conservation.

Studying 6 medicinal plants from the Cordillera Blanca, Werneria nubigena,
Buddleja incana, Xenophyllum dactylophylla, Perezia coerulescens, Loricaria
ferruginea and Senecio calvus collected at two points, the Quilcayhuanca ravine
(3866 masl) and Punta Olimpica (4875 masl), obtaining 49 isolated microorganisms,
14 fungi and 35 endophytic bacteria, likewise, 8 strains from the Ancash Biodiversity
and Genetic Resources Research Center (CIByRGA) were added to the
investigation, which were isolated from the medicinal plants Senecio calvus,
Valeriana pycnantha and Oreocallis grandiflora, collected from the Llaganuco and

Pitec ravines.

These microorganisms were isolated and tests for plant growth promotion,
antimicrobial and antioxidant properties were performed, and the taxonomic
identification of the isolated strains was carried out. Within the plant growth
promotion study, calcium phosphate solubilization tests were carried out,
determining that 23 strains of endophytic bacteria have activity and the 24H strain
is the one with the highest percentage; indole acetic acid (IAA) production activity
test, finding activity only in 15 strains of endophytic fungi, the 4H strain being the
one with the highest activity; siderophore production activity test, finding that 9 fungi
and 22 bacteria present favorable results, being the HW51a strain the endophytic
fungus and the 30B strain the endophytic bacteria which presented the highest
production activity; test of the hydrolytic activity of Carboxymethyl cellulose, finding
results only in 14 endophytic fungi, being the 39H strain the one with the highest
activity; protease enzymatic activity test determined that only the fungus HBi12H
has this activity; proof of the antagonistic activity of endophytic bacteria, showing

that 12 bacteria have this activity, being the BW53T bacterium the one that presents
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the greatest antagonistic activity; amylase enzymatic activity test finding that 21
fungi and 25 bacteria have this activity, being the fungus strain HW51b and the
endophytic bacteria strain 51B the ones with the highest activity. For the
antimicrobial and antioxidant properties, we found that 15 strains of fungi have
antimicrobial activity, between antibacterial and anticandida, likewise, for the
antioxidant activity, it was determined that 9 strains of fungi have this characteristic;
Likewise, the results of the taxonomic identification detail the gender of the strains

of endophytic fungi, as well as the biochemical characteristics of the bacteria.

These results show that the isolated endophytic microorganisms have
biotechnological properties of great importance for the promotion of their

conservation within the Cordillera Blanca.

KEY WORDS: Cordillera Blanca, endophytic fungus, endophytic bacteria, growth
promoter, antimicrobial, antioxidant, taxonomic, morphological, biodiversity,
microbial diversity.
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Figura 38. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fangica HW51a,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de
E= T o] = o PP PT TR POPPPPPPPPPPPR 60

Figura 39.Caracteristicas morfoldégicas macroscoépicas de la cepa fungica HW51Db,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

= ] = Vo= L 61

Figura 40.Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fungica HW40, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 41. Caracteristicas morfoldgicas macroscopicas de la cepa fungica HW53T,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de
E= T o] = (o - PP PP TR POPPPPPPPPPPPR 62

Figura 42. Caracteristicas morfolégicas macroscoépicas de la cepa fangica 2H, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 43. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fungica 4H, A:
fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 44.Caracteristicas morfolégicas macroscoépicas de la cepa fungica 22H, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 45. Caracteristicas morfoldégicas macroscoépicas de la cepa fungica 39H, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 46.Caracteristicas morfol6gicas macroscoépicas de la cepa fungica 84H, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Repositorio Institucional - UNASAM - Pera



Figura 47. Caracteristicas morfoldégicas macroscoépicas de la cepa fungica HE14, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 48.Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fungica HE23, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 49. Caracteristicas morfoldégicas macroscépicas de la cepa fungica HE13, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 50. Caracteristicas morfoldégicas macroscoépicas de la cepa fungica HE25, A:
fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 51. Caracteristicas morfoldégicas macroscépicas de la cepa fungica HE24, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 52.Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fungica HE17, A:
fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 53. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fungica HE28, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

Figura 54. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fungica HE28, A:

fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La cordillera peruana cuenta con una gran diversidad plantas medicinales
nativas conocidas y comercializadas por el poblador andino. Una zona
representativa de este ecosistema es la cordillera Blanca, la cual presenta
condiciones hostiles dentro de las diversas quebradas, donde extraen diversas
plantas medicinales silvestres que son comercializadas en las ferias populares de
los poblados del Callejon de Huaylas (Ancash, Peru), entre ellos, la ciudad de

Huaraz.

La cordillera Blanca dia con dia enfrenta amenazas, como la pérdida de la
cobertura vegetal, sobrepastoreo, presion del turismo, actividades mineras, colecta
indiscriminada, efecto del calentamiento global, entre otros, lo cual pone en riesgo
a la biodiversidad que alberga. Actualmente, los registros de biodiversidad se basan
en describir la flora y fauna, pero existe un mundo microbiano menos explorado.
Estudios actuales muestran la importancia de los microorganismos asociados a las
plantas adaptadas a ambientes extremos y resaltan que su participacion es esencial

para el crecimiento y adaptacion en estos ecosistemas.

Por lo tanto, la presente investigacion buscé evaluar a aquellos

microorganismos endofiticos de algunas plantas medicinales nativas que habitan

@ @®®©®  Repositorio Institucional - UNASAM - Pert



en la cordillera Blanca, para identificar sus propiedades biotecnol6gicas, como las
de promocién de crecimiento, propiedades antimicrobianas o antioxidantes, que
sustenten la promocion de conservacion de estas plantas medicinales e incentiven
continuar con la investigacion de los microorganismos endofiticos que habitan en
ellas con la finalidad de encontrar alternativas de soluciones biotecnolégicas para

las problematicas ambientales que enfrenta la cordillera Blanca.
1.1. Objetivos
1.1.1. General:

Evaluar la presencia de propiedades biotecnolégicas que poseen los
microorganismos endofiticos cultivables de algunas plantas medicinales
de la cordillera Blanca que sustenten la promocion de su conservacion.

1.1.2. Especificos:

Aislar microorganismos endéfitos de algunas plantas medicinales de
la cordillera Blanca.

e Evaluar las actividades de promocién de crecimiento vegetal de los

microorganismos aislados.

e Evaluar las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de los

microorganismos aislados.

e Identificar taxondmicamente mediante técnicas moleculares las cepas

estudiadas
1.2. Hipotesis

Existe presencia de microorganismos endofiticos cultivables en alguna
planta medicinal de la cordillera Blanca con propiedades biotecnolégicas, que

permite promover su conservacion.
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1.3. Variables

e V.. Microorganismos endofitos cultivables en algunas plantas

medicinales.

e V.D. Propiedades biotecnoldgicas.

@ @®®®@  Repositorio Institucional - UNASAM - Per



CAPITULO Il
MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

2.1.1. Investigaciones donde aislaron microorganismos endofiticos de

plantas medicinales

Alrededor del mundo se han realizado estudios donde aislaron
microorganismos endofiticos de plantas medicinales con la finalidad de
encontrar el potencial que pudieran ofrecer para la aplicacién en distintos
campos. Por ejemplo, Toghueo et al. (2017) aislé de e identifico hongos
endofiticos de Terminalia catappa, Terminalia mantaly y Cananga
odorato, plantas medicinales utilizadas en Camerun para tratar varias
enfermedades y determiné sus actividades enzimaticas, aislo 21 géneros
de ascomicetos y los caracteriz6 en base a la actividad enzimatica de
amilasa, celulosa, lipasa y lacasa, determinando que podrian ser un
depdsito de valiosos productos quimicos bioactivos Utiles para la

produccion de enzimas de importancia industrial.

Asimismo, Chowdhury et al. (2017) aisl6 e identifico
microorganismos enddfitos bacterianos del Ginseng cultivado en la
montafia en 24 diferentes sitios de Corea, logrando aislar un total de 1886

bacterias de la raiz, el tallo y la hoja, evalué a 252 aislamientos
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bacterianos para determinar sus rasgos beneficiosos para plantas
hospederas, demostrando que algunas bacterias poseen la aptitud de
promover la planta, crecimiento y produccién de R-glucosidasa, lo que
indica sus posibles funciones en la promocion del crecimiento de las
plantas y biotransformacion. En asi, que este estudio proporcion6 no solo
recursos valiosos para la utilizacibn de microorganismos enddfitos
bacterianos en Ginseng sino también informacion sobre comunidades

bacterianas dentro de una planta medicinal muy con gran importancia.

En el Perl, Cervantez Tenorio de Reyna & Reyna Pizan (2019)
estudian los microorganismos endofitos existentes en hojas de Agave
americana, logrando aislar 14 bacterias y 3 hongos pertenecientes a los
géneros Collecotricum y Penicilliumsp e identificaron sus componentes
bioactivo, carbohidratos, aminoacidos, compuestos fendlicos, flavonoides,
lactonas sesquiterpénicas, saponinas y alcaloides, los cuales son de
interés industrial y sus resultados reportan por primera vez la presencia
de microorganismos endofitos tanto bacterias como hongos en la planta

Agave americana.

En Ancash, Ulloa-Mufioz et al. (2020) logré aislar nueve especies de
bacterianas y seis flngicas de Gentianella weberbaueri y Valeriana
pychantha, plantas medicinales altoandinas peruanas, encontrando
microorganismos con propiedades promotoras del crecimiento de las
plantas incluso en condiciones de frio, este estudio es el primer reporte
de microorganismos endofiticos de plantas medicinales del altiplano
peruano, muestra una valiosa diversidad microbiana y su posible papel en

la promocion del crecimiento de cultivos y plantas medicinales silvestres.

2.1.2. Estudios de microorganismos endofiticos con resultados que

promueven su conservacion.

Realizaron estudios dentro de la regién de Ancash, por ejemplo,
Huaman de la Cruz (2018) aisl6 bacterias y hongos rizosféricos a partir de
muestras de suelos asociados a Belloa longifolia, Senecio sp., Senecio
serratifolia y Distichia muscoides, asimismo, aisl6 microorganismos

endofiticos de las raices y tallos de dichas plantas, evalué la produccién

5
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de sideroforos de hierro y aluminio, la concentracién minima de inhibitoria
(CMI), la capacidad para solubilizar CdCO3 y PbCOs, produccion de Acido
Indol Acético (AIA) y solubilizacion de fosfatos, evidenciando que las que
las bacterias y hongos endofiticos y rizosféricos, poseen propiedades
metabodlicas importantes que podrian ayudar a mejorar procesos de

biorremediacion de ambientes contaminados por metales pesados.

2.2. Bases teodricas

2.2.1. Plantas medicinales y su conservacion

Las plantas han sido por mucho tiempo una fuente ejemplar de
medicina, existen diversas literaturas que mencionan el uso de plantas en
tratamiento de diversos malestares (Grover et al., 2002). El Per( permite
contar con mas de 20 000 especies vegetales a razon de por sus multiples
pisos ecoldgicos y ecosistemas, los cuales constituyen aproximadamente
un 8% del total de las existentes sobre la Tierra (Instituto Médico del Peru,
2018).

La medicina tradicional es todo el conjunto de conocimientos,
aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias
indigenas ancestrales de las diferentes culturas, sean o no explicables,
usados para el sostenimiento de la salud, asi como para la prevencion, el
diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o
mentales (OMS, 2010).

2.2.2. Microorganismos endofiticos y sus propiedades metabdlicas

El término "enddfito” es un término topografico que abarca todo y
gue incluye a todos los organismos que, durante un periodo variable de
su vida, colonizan sin sintomas los tejidos internos vivos de sus
huéspedes, esta definicidn es lo suficientemente amplia como para incluir
practicamente cualquier organismo que reside dentro de una planta
huésped (Zhang et al., 2006) , es asi que, los microorganismos endofiticos
se describe a los hongos y bacterias que durante todo o parte de su ciclo

de vida viven sin producir deterioro en la parte interna de las células o

6
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tejidos de plantas superiores, viven en los espacios intercelulares e
intracelularmente, utilizando los nutrientes que sintetiza la planta
favoreciéndose de los metabolitos bioactivos que ellos producen,
actividad que promete adelantos en el area biotecnologica y en sistemas
agricolas (Wilson, 1995).

Los microorganismos endofiticos son un importante reservorio de
diversidad genética y una fuente importante para el descubrimiento de
nuevos metabolitos secundarios bioactivos, es asi como los endofitos son
una rica fuente de productos naturales que muestran un amplio espectro
de actividades bioldgicas y la fitoquimica de los microbios endofiticos

sigue aumentando en importancia (Zhang et al., 2006).
2.2.3. Aplicaciones biotecnoldgicas de los endofiticos.
a. Microorganismos endofiticos en la fitorremediacion

Los microorganismos endofiticos naturales o genéticamente
modificadas se utilizan con éxito para los estudios de
fitorremediacién. Estas bacterias u hongos pueden optimizar la
capacidad de una planta para resistir patdgenos, metales pesados
y herbivoros. Ademas, la mejora del crecimiento de las plantas y el
suministro de nitrégeno fijo contribuyen al rendimiento de las
plantas, esto ocurre debido a que las paredes celulares de hongos
o bacterias pueden secuestrar cantidades sustanciales de metales,
parece posible un aumento en las cargas metalicas de la biomasa

cosechable aérea (Lawrence, 2014).

b. Microorganismos endofiticos como potenciadores del

crecimiento vegetal.

El reino vegetal estd ampliamente colonizado por
microorganismos endofiticos que forman relaciones no patdégenas
con sus huéspedes, uno de los beneficios de esta relacion es la de
proteger a las plantas de las influencias bioticas y abioticas, pero

también se extienden otros beneficios nutricionales de tales
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asociaciones. En la actualidad encontramos evidencia empirica
gue indica que algunos microbios endofiticos pueden actuar como
fertilizantes para las plantas mejorando la fijacién de nitrégeno y la
asimilacion del fosforo, aumento de numerosas especies de
rizobacterias endofiticas (PGPR) la disponibilidad de nutrientes en
la rizosfera, con beneficios directos para el crecimiento y la
morfologia de las raices, y son beneficiosos para muchos aspectos

de las simbiosis planta-endofito (Zhang et al., 2006).

La figura 1 muestran algunos mecanismos de la relacion
microorganismo-hospedero, a éstos se asocian algunos ensayos
para la evaluacion del potencial agricola de los microorganismos,
tales como: la produccibn de acido indol acético (AlA),
solubilizacion de trifosfato de calcio, produccion de sideroforos,
produccion de enzimas hidroliticas, actividad ACC, actividad

antagonica frente a patégenos, entre otras.

Paenibacillus,

Methylobacterium, Pantoea,
Azoarcus

Paenibacillus,

Methylobacterium,
Pantoea
L Biological nitrogen
Paenibacillus, Sixation
Methylobacterium, Production of
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Figura 1. Capacidades de los microorganismos promotores de crecimiento

vegetal con fines de comercializacion (Chauhan et al., 2015).

c. Microorganismos endofiticos como biocontroladores
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Los microorganismos endofiticos logran producir metabolitos
secundarios que le proporcionan resistencia al hospedero contra
factores bidticos como enfermedades causadas por fitopatégenos,
lo cual mejora la resistencia contra insectos herbivoros (Aragon &
Beltran Acosta, 2018)

2.3. Definicion de términos basicos

2.3.1. Acido indol Acético: Es la principal auxina nativa de las plantas
superiores, esta implicado en el crecimiento y desarrollo de las plantas,
principalmente en una serie de procesos fisiolégicos que incluyen el
alargamiento y division celular, diferenciacion de tejido, fototropismo,
gravitropismo y en respuestas defensiva, destacando un importante rol en

la formacion de la xilema y la raiz (Vega Celedon et al., 2016)

2.3.2. Antagonismo: Los microorganismos antagonistas como las bacterias,
levaduras y hongos, tienen la aptitud de ejercer un efecto de biocontrol
sobre diferentes patdgenos de interés y se han empleado para controlar
diversas enfermedades en frutos y vegetales a lo largo de la historia

(Hernandez Lauzardo et al., 2007).

e Bacterias: Son microorganismos unicelulares que se reproducen por fision
binaria. En general, son de vida libre, excepto por alguna vida intracelular
obligada. Tienen los mecanismos para generar la energia y el material
genético necesarios para el desarrollo y crecimiento. Las bacterias forman
parte del reino procariota (pro de primitivo y cariota de nucleo) (M. Pirez

& M. Mota, 2019).

e Conservacion: Es la accién que se realiza para prevenir el deterioro y la

gestion dinamica del cambio, incluyendo todas las conductas de
prolongacion de la vida (Correia, 2007).

e Endofiticos: Son organismos no patogénicos que pueden o0 no colonizar
los tejidos internos de la planta durante su ciclo de vida sin causar ningun
sintoma o dafio notorio (Diaz Gonzalez, 2015).

e Fosfatos: El fésforo inorganico se puede encontrar como parte de

minerales de calcio, hierro y aluminio producidos por mecanismos de
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precipitacion, los cuales también puede liberar fésforo muy lentamente por
meteorizacion (Beltran Pineda, 2014).

e Hongos: Son organismos que presentan caracteristicas Unicas entre
todos los seres vivientes. Tienen capacidades que pueden usarse para
dafar o beneficiar a los organismos vivos y a los ecosistemas.
Evolucionaron con el desarrollo del ser humano y actualmente se utilizan
en diversos campos como alimento, elementos transformadores de los
mismos y tratamiento de enfermedades (Cuevas Moreno, 2016).

e Linea base: Es una investigacién aplicada que tiene como objetivo
describir la situacion inicial de la poblacion objetivo del proyecto, asi como
del contexto relevante, para que esta informacion pueda ser comparada
con posteriormente y asi evaluar objetivamente la magnitud de los
cambios logrados por el proyecto como resultado de la implementacion de
un proyecto (Medianero Burga, 2014).

e Microorganismos: Los microorganismos son la primera y mas vieja

comunidad que existe en la Tierra, se asentaron en todos los ambientes:
agua, tierra y aire, y estan en interaccion permanente con los seres
humanos, los animales y las plantas (Montafio Arias et al., 2010).

e Plantas medicinales: La medicina herbaria se basa en utilizar las plantas

medicinales a modo de substitutas a las drogas quimicas o en conjunto.
Sus extractos vegetales se utilizan en diversas formas de preparacion con
el objetivo de aumentar la salud (Gallegos Zurita, 2016).

e Sideroforos: Esta es una estrategia desarrollada por microorganismos
donde actian como solubilizadores de hierro en compuestos minerales u

organicos a bajo peso molecular del hierro (Rajkumar et al., 2010).
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO
3.1. Tipo de Investigacion

e Segun el manejo de informacion: Descriptiva, porque abarca la descripcion,
registro, analisis e interpretacion de la naturaleza actual, asi como la
comprension de procesos y fendmenos de la realidad estudiada

e Segun el enfoque: Mixto, porque esta investigacion recolectara, analizara y

vinculara datos cuantitativo y cualitativo.

e Segun la temporalidad: Transversal, porque esta investigacion comparara
diferentes grupos de poblacién en un solo punto en el tiempo.

e Segun su orientaciéon: Bésica orientada, porque esta investigacion busca

incrementar el conocimiento sobre los microorganismos endofiticos.

3.2. Diseiio de Investigacion

El trabajo tiene componentes experimentales como descriptivos.

@ ®®®  Repositorio Institucional - UNASAM - Peru




a) Experimentales: Para la evaluacion de las actividades de promocion de
crecimiento vegetal y la evaluacion de las propiedades antimicrobianas
y antioxidantes se empled ensayos in vitro con varias réplicas y su
respectivo grupo control. Estos ensayos implicaron pruebas de
coloracién, formacién de halo y tamafio de colonia. Las pruebas son

semi-cuantificables y cuantificables.

Para ambos casos se usé el diseiio con dos grupos “después’,
donde se hace la toma de datos después del estimulo, desconociéndose

la situacién de “antes” del grupo experimental y testigo.

Antes Después
Grupo experimental X X
Grupo testigo Z Z

En este sentido, el disefio es el siguiente:

Variable Variable dependiente B (Efecto)
independiente A
(Cepa endofitica) Brep1 | Brepz BrepN
AT
Testigo

Tabla 1. Disefio experimental de la investigacion

b) Descriptivos: Aislamiento de microorganismos endofitos se

identificaron taxondmica molecular
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Para aislar microorganismos endofitos de las plantas medicinales
cada planta se seccion6 en 10 - 20 piezas dependiendo de la planta y
su habito (tipo de hojas, tallos, raices; postrado, arbusto, etc.) cada
pieza funciona como sub-muestra, se siembro en medios selectivos y
luego se observa la presencia o ausencia de microorganismo endofitico

en cada una.

Para la identificacion molecular se realiz6 01 muestra con 02
lecturas (forward y reverse), con andlisis estadisticos propios de los

programas bioinformaticos

En ambos casos se hara el disefio sera de una sola casilla, que
nos permitira resolver problemas de identificacioén (codificacion en caso
de presencia) o identificacion taxon6mica (cepas seleccionadas) y se
realiza por cada sub-muestra o cepa.

3.3. Métodos o técnicas

3.3.1. Diagrama general del trabajo
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Figura 2. Diagrama general del trabajo
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3.3.2. Material vegetal

Las muestras enteras o parte aérea se recolectaron en la
guebrada Quilcayhuanca y en la Punta Olimpica (Parque Nacional

Huascaran, Ancash), en las coordenadas mostradas en la tabla 2.

Especie Latitud Longitud Alturamsnm
Buddleja incana, punto 1 9°29.515'S  77° 24.504'0 3866
Buddleja incana, punto 2 9°29.493'S 77° 24.480'0 3853
Werneria nubigena 9°29.568'S 77°24.500'0 3854
Senecio calvus 9° 7'43.48" 77°31'1.20" 4845
Xenophyllum dactylophylla, punto 1~ 9° 7'44.43" 77°31'1.16" 4858
Xenophyllum dactylophylla, punto 2~ 9° 7'47.32"  77°30'52.07" 4875
Loricaria ferruginea 9° 7'43.11" 77°31'1.67" 4842
Perezia coerulescens 9° 7'43.27"  77°30'59.22" 4814

Tabla 2. Colecta de muestras vegetales

Las zonas de corte fueron desinfectadas con alcohol 70° y
selladas con parafilm. Las muestras fueron transportadas en bolsas
de papel estéril directamente al laboratorio y se mantuvieron a 4 °C
durante 24h maximo para proceder con el aislamiento de sus

microorganismos endofiticos.

3.3.3. Aislamiento de microorganismos endofiticos de algunas plantas

medicinales de la cordillera Blanca
a. Limpieza, seleccion y desinfeccion:

Para esta primera parte se procedié segun Olivera Gonzales et

al. (2017) con algunas modificaciones. Las plantas recolectadas se
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lavaron con agua corriente para eliminar las hojas secas y suelo. Las
hojas, tallos cortos y raices de especimenes limpios se separaron y
cortaron aproximadamente a 2 cm de longitud. Luego se lavaron con
solucion jabonosa al 20% por 20 minutos con agitacion constante y se
enjuagd con agua de cafio 3 veces por 3 minutos, repetimos este
lavado 3 veces. Inmediatamente después del lavado, los fragmentos
fueron desinfectados sumergiéndolos en alcohol de 70° por 30
segundos y se volvidé a lavar con agua estéril, se procediéo a una
segunda desinfeccién, la cual fue bajo condiciones de esterilidad
usando HgCl> (0.1% p/v) por 10 minutos, para luego ser lavados 3

veces con agua estéril.

A fin de comprobar la desinfeccion adecuada y descartar los
falsos positivos de microorganismos endofiticos, los fragmentos de las
plantas fueron sumergidas en 3 ml de Caldo Saboraund por 60

segundos.
b. Siembra:

Para esta segunda parte se procedio segun Ulloa Mufioz et al.
(2020), los fragmentos desinfectados se colocaron en placas Petri
estériles con papel absorbente para ser cortados diagonalmente por
la mitad a fin de exponer la parte interna de los tejidos vegetales, una

parte fue usada para aislar hongos y otro para aislar bacterias.

Para la siembra de hongos, por cada fragmento se us6 3 ml de
Agar Sabourand (AS) suplementado con los antibioticos
Estreptomicina al 50 ul/ml y Tetraciclina al 50 pl/m; y para la siembra
de bacterias por cada fragmento se usé 3 ml de Tripticasa de Soya
Agar (TSA) suplementado con Fluconazol.

Los fragmentos sembrados en AS, TSA Y CS (en donde fue

sumergido los fragmentos) se incubaron por 15 dias a 25 °C.

c. Aislamiento:
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Para esta tercera parte se procedié segun Ulloa Mufioz et al.
(2020), una vez que termind el periodo de incubacion, las cepas que
crecieron fueron seleccionadas. Estas cepas fueron purificadas
mediante siembras continuas en Agar Sabouraud para el caso de

hongos y Tripticasa de Soya Agar para bacterias.

Finalmente fueron sembradas en tubos inclinados en medio
nutritivos e incubadas a 25 °C durante 5 a 7 dias para hongos y 24
horas para bacterias, después de este proceso fueron almacenados

a 4 °C para continuar con la evaluacion en diferentes pruebas.

3.3.4. Actividad promotora de crecimiento vegetal de los

microorganismos aislados

3.3.4.1. Evaluaciéon de la actividad de solubilizacién de fosfato de

calcio

La evaluacion cualitativa se realizé siguiendo la
metodologia propuesta por Shekhar Nautiyal (1999) con las

modificaciones de Ulloa Mufioz et al. (2020).

a. Enhongos:

La evaluacion de la solubilizacién con hongos se uso el
medio NBRIP suplementado con Triton X-100 al 0.1%. Se
sembr6 5 mm aproximadamente de micelio del hongo, la
prueba se realizé en placa cuadrada y por duplicado. Las
placas fueron incubadas en oscuridad a 25 °C durante 72

horas.
b. En bacterias:

Para el caso de bacterias, se uso el medio NBRIP sin
suplementacién. Se prepard inoculos jévenes con 0.08 de
densidad o6ptica a 620 nm, se sembré 2 ul del inoculo sobre

discos de papel filtro estéril de 6 mm de diametro, en placas
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cuadradas y se incubaron a 25 °C durante 48 horas hasta la

aparicion de halos alrededor de la colonia.

La capacidad de solubilizar fosfato se determind por el
didametro de formacién del halo transparente alrededor y debajo

de la colonia de acuerdo con la siguiente formula:

A IPS = A/B (Kumar & Narula, 1999)
Doénde:
A: Diametro del halo de solubilizaciéon + diametro
de la colonia

Figura 3. Calculo del indice » ]
de solubilizacion de fosfato.  B: Diametro de la colonia

3.3.4.2. Produccion de acido indol acético (AlA)

La evaluacion de esta prueba se realizé siguiendo el

método aplicado por Ulloa Mufioz et al. (2020).
a. Enhongos:

Se inocularon micelio de hongo fresco en 4 ml de 1/7
Caldo de papa dextrosa (PDB) suplementado con 2 mg/ml de
L-triptéfano y se incubaron durante 7 dias a 30 °C. Después
de la incubacion se extrajo 1 ml de caldo en un microtubo y se
centrifugd por 2 minutos a 1300 rpm, después se separd 100
ul del sobrenadante y se mezcl6 en 100 ul de reactivo
Salkowski (10 ml 35% HCIO4 + 200 pl 1% FeClz) en una

microplaca, finalmente se dejo incubar por 20 minutos.
b. En bacterias:

Las colonias fueron sembradas en tubos de ensayo
conteniendo 4 ml de TSB suplementado con 2 mg/ml de L-

Triptéfano, incubadas a 24 °C durante 48 horas. Las células
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bacterianas se separaron del sobrenadante por centrifugacion
a 1300 rpm durante 2 minutos, la mezcla se realizé en
microplacas, 100 pl del sobrenadante con 100 pl de reactivo

Salkowsky, se incubo por 20 minutos a temperatura ambiente.

Para ambos casos se midieron la absorbancia a 530 nm en

un espectrofotometro.

La concentracion de AlA en cada muestra se determind a
partir de la curva estandar de AIA (medio de 7 valores). Los
patrones que comprenden concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40,
50, 60 y 70 ug/ml; puesto que dentro ese rango se encuentra los

valores promedios de produccion AlA.
3.3.4.3. Produccion de sideroforos

Esta prueba se realiz6 de acuerdo con el método
aplicado por Ulloa Mufioz (2016), con algunas modificaciones.
La solucion reveladora CAS indica la produccion de este
metabolito mediante un cambio de coloracion en el medio, de

azul a naranja.
a. En hongos:

En una misma placa se usaron dos medios de cultivo, el
Agar CAS (Solucién reveladora) y Papa Dextrosa Agar (PDA)
el cual fue el medio nutritivo, se sembrd en medio de la placa

un disco micelial, esta prueba se realizé dos replicas por cepa.
Las placas fueron incubadas a 25 °C por 10 dias.
b. En bacterias:

Para este caso, se usaron dos medios de cultivo, el Agar
CAS (Solucién reveladora) y TSA (medio nutritivo), se prepar6
inoculos joévenes con 0.08 de densidad oOptica a 620 nm, se
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sembré en medio de la placa 2 ul del inoculo sobre discos de
papel filtro estéril de 6 mm de diametro, esta prueba se realiz6

con dos replicas por cepa.

Las placas fueron incubadas a 25 °C por 48 horas.
3.3.4.4. Actividad hidrolitica de carboximetil celulosa

Esta prueba se realiz6 de acuerdo con el método
aplicado por Ulloa Mufioz (2016), con algunas modificaciones.
La capacidad de los microorganismos aislados de hidrolizar
celulosa fue evaluada en placas con medio de -cultivo

modificado.
a. Enhongos:

Se us6 medio de cultivo de PDA (50% papa, 50% H20,
0.5% glucosa, 1.5% Agar Agar) modificado con 0.25% de
carboximetilcelulosa (CMC). Se extrajeron micelio de hongos
sembrados en AS y se inocularon sobre el medio CMC con

dos replicas por cepa.
Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 10 dias.

El revelado de los halos se hizo agregando una solucion
de Rojo Congo al 0.1% en rotacion orbital a 120 rpm por 10
minutos y se lavo con NaCl por 10 minutos, este revelado se

realizd 3 veces por placa.
b. En bacterias:

Para esta prueba se uso6 placas con medio de cultivo
TSA modificado con 0.25% de carboximetilcelulosa (CMC).
Se preparé indculos jévenes con 0.08 de densidad 6ptica a

620 nm, se sembr6 2 pl del inoculo sobre discos de papel
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filtro estéril de 6 mm de didmetro, esta prueba se realizé con

dos replicas por cepa.

Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 48 horas.

El revelado de los halos se hizo agregando una solucion
de Rojo Congo al 0.1% en rotacion orbital a 120 rpm por 10
minutos y se lavo con NaCl por 10 minutos, este revelado se
realizo 3 veces por placa.

La capacidad de degradar la celulosa de las cepas se
demuestra a base de la formacion de los halos de degradacion
de estos compuestos en medio de cultivo sélido. La actividad de
cada sustrato se expresd6 como el didmetro del halo de
degradacion siguiendo la siguiente formula: Indice Ac.
Celulolitica = A/B, donde: A: Didmetro del halo de degradacion +

didmetro de la colonia y B: Diametro de la colonia.
3.3.4.5. Actividad enzimatica proteasa

Esta prueba se realiz6 de acuerdo con el método aplicado
por Ulloa Mufioz (2016) y Hamza Fouda et al. (2015) con
algunas modificaciones. La capacidad de los microorganismos
aislados de sintetizar la proteasa fue evaluada en placas con
medio de cultivo modificado.

a. En hongos:

Se us6 medio de cultivo de AS suplementado con 1%
de gelatina y 0.01% de tritdn. Se extrajeron micelio de hongos
sembrados en AS y se inocularon sobre el medio modificado,

esta prueba se realiz6é con dos replicas por cepa.
Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 7 dias.

b. En bacterias:
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Para esta prueba se usoé placas con medio de cultivo
TSA modificado con 1% de gelatina. Se prepard inéculos
jovenes con 0.08 de densidad éptica a 620 nm, se sembr6 2
ul del inoculo sobre discos de papel filtro estéril de 6 mm de

diametro, esta prueba se realizé con dos replicas por cepa.

Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 48 horas.

La capacidad de degradar la proteina de las cepas se
demuestra a base de la formacién de los halos de degradacién
de estos compuestos en medio de cultivo sélido, para ello se
realiza el revelado agregando una solucién de Cloruro acido de
Mercurio (1.5 g HgCl> + 2 ml HCl¢ + 10 ml H20). La actividad de
cada sustrato se expresé como el diametro del halo de
degradacion siguiendo la siguiente férmula: indice Ac. Proteasa
= A/B, dénde: A: Diametro del halo de degradacién + diametro

de la colonia y B: Didmetro de la colonia

3.3.4.6. Actividad antagonica de las cepas de microorganismos

frente a Hongos patdgenos.

a. Antagonismo: Bacterias endofiticos — Hongos patdégenos
Esta prueba se realiz6 de acuerdo con el método aplicado

por Anith et al. (2021) con algunas modificaciones.

Se usO in6culos frescos de los hongos patdgenos
sembrados en medio de cultivo PDA y cultivo joven
bacteriano en TSA, luego se prepararon indculos de 0.08 de
densidad Optica a 620 nm en agua destilada. El inoculo fue
sembrado en forma de mas (+) en placas de PDA y se dejo
incubando a 25 °C. Después de las 24 horas de incubacion
se sembro solo un disco de micelios de hongos patégenos
en cada cuarto de la placa de forma equidistante de dos
brazos de la placa con forma de “mas”. Se prepararon placas
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de control que contenian los hongos patdgenos en el mismo

orden, pero sin ninguna inoculacion bacteriana.

Para la determinacién del indice de antagonismo se
procedié con la medicion del diametro de crecimiento del
hongo patdgeno sin la presencia de la bacteria endofitica,

antagonista y con la interaccién de la bacteria endofitica.

Los resultados se expresaron como porcentaje de

inhibicion:

Figura 4. Calculo del indice de inhibicion

%Inh.Halo = [(CR-R)/CR]*100
Dénde:
CR: El promedio de CR1 Y CR2, que son los radios
de la colonia de hongos en placas de control
R: El promedio de R1 Y R2, que son los radios de
las colonias fangicas en las placas de ensayo.

Para esta investigacion se dio como bacteria endofitica

inhibidora aquella que tenia un % inh.halo =<50%.
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3.3.4.7. Actividad enzimética de la amilasa.

La capacidad de los microorganismos aislados de
sintetizar la amilasa fue evaluada en placas con medio de

cultivo modificado.

a. En hongos:

Se us6 medio de cultivo de AS suplementado con 0.1%
de almidon y 0.01% tritdbn. Se extrajeron micelio de hongos
sembrados en AS y se inocularon sobre el medio modificado,

esta prueba se realizé con dos replicas por cepa.
Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 7 dias.
b. En bacterias:

Para esta prueba se us6 placas con medio de cultivo
TSA modificado con 0.1% de almidon. Se preparé in6culos
jovenes y se sembrd 2 ul, esta prueba se realizé con dos

replicas por cepa.
Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 48 horas.

La capacidad de sintetizar la amilasa de las cepas se
demuestra a base de la formacion de los halos de degradacion
de estos compuestos en medio de cultivo sélido, para ello se
realiza el revelado agregando una soluciéon de Lugol. La
actividad de cada sustrato se expreso como el didmetro del halo
de degradacion siguiendo la siguiente formula: indice Ac.
Amilasa = A/B, donde: A: Didmetro del halo de degradacion +

didmetro de la colonia y B: Diametro de la colonia.

3.3.5. Propiedades antimicrobiana y antioxidante de los

microorganismos aislados

3.3.5.1. Actividad antimicrobiana
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Se utiliz6 microbios estandarizados de patdgenos
humanos comunes mediante las técnicas de difusion y

dilucion de Tamariz Angeles et al. (2018).

Para esta prueba, se usaron micelios sembrados en
agar extracto de Malta (MEA), agar Czapek autolisado de
levadura (CYA), agar extracto de levadura sacarosa (YES),
agar Sabouraud (AS) y en agar papa dextrosa (PDA); en
placas cuadradas con contenido de Muller and Hinton Agar se
expandié dos veces las bacterias estandarizadas patogenas
humanas e inmediatamente se colocaron los micelios recién

cortados.

Las placas se incubaron durante 24 horas a 35 °C, la
actividad antimicrobiana se midié de acuerdo con los halos de

inhibicion.
3.3.5.2. Actividad antioxidante

Se uso las técnicas de microdilucion de DPPH descrita

por Tamariz Angeles et al. (2018) y modificaciones.
a. En hongos:

Para esta prueba, se usaron micelios sembrados en agar
extracto de Malta (MEA), agar Czapek autolisado de levadura
(CYA), agar extracto de levadura sacarosa (YES), agar
Sabouraud (AS) y en agar papa dextrosa (PDA), los cuales
fueron maceraron en microtubos con metanol de 25 a 2000
ug/ml en oscuridad a temperatura ambiente. Después de la
incubacion se centrifug6 por 2 minutos a 1300 rpm, para luego
separar 100 pl del sobrenadante en una microplaca y se
agrego inmediatamente 10 ul de DPPH fresco (10 mg/l disuelto
en MeOH) sobre el sobrenadante, en otros pocillos de la

microplaca se agreg6 10 ul de MeOH.
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b. En bacteria:

Para esta prueba, se usaron inéculos en TSB incubados a 25
°C, después de la incubacién se centrifugd por 2 minutos a
1300 rpm, para luego separar 100 ul del sobrenadante en una
microplaca y agregar inmediatamente 10 ul de DPPH fresco
(10 mg/l disuelto en MeOH) sobre el sobrenadante, en otros

pocillos de la microplaca agregar 10 ul de MeOH.

Para esta investigacion, tanto para hongos como para

bacterias, utilizamos el &cido ascdorbico como estandar.

Las microplacas se incubaron a 25 °C en oscuridad durante
30 minutos y se midieron la absorbancia a 517 nm en un

espectrofotometro, se realiz6 dos mediciones.

La actividad antioxidante de cada cepa se determind a
partir de la curva estandar de DPPH, el cual se calcul6 a partir

del porcentaje de inhibicion versus la concentracion del extracto.

3.3.6. Identificacién taxondmica de las cepas estudiadas
3.3.6.1 Caracterizacion bioquimica de bacterias

La caracterizacion bioquimica incluye: actividad de
gelatinasa, produccion de lisina-hierro, glucosa, citrato, y
metabolismo de la urea. Cada ensayo se realiz6 siguiendo los

protocolos estandar de Ulloa Mufioz (2016).
3.3.6.2 Identificacion molecular y morfologia de Hongos

a. La identificacién taxondmica de los hongos se realiz6

analizando su ADNTr.

Para la identificacion taxondmica, se analiz6 el

ITS1/ITS4 para hongos segun protocolos del fabricante, la
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3.4.

3.5.

extraccion de los ADN se emplearon pallets producto de la
centrifugacion a 13400 RPM por 2 minutos de los cultivos de
7 dias. El secuenciamiento de productos de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) de ADN se realizé en
Macrogen Korea. Finalmente, se utiliz6 programas

informaticos para la edicién y ensamblaje.

b. ldentificacion morfolégica

Se cultivé en placas de agar extracto de Malta (MEA),
agar Czapek autolisado de levadura (CYA) y agar extracto de
levadura sacarosa (YES), tres micelios de las cepas de hongo
endofiticos estudiados en esta investigacion. Todas las placas
fueron conservadas a 25 °C durante 5 dias y 7 dias.

Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion:

Los microorganismos endofiticos de las plantas medicinales

nativas que habitan en la cordillera Blanca.
3.4.2. Muestra:

Los microorganismos endofiticos de dos especies de plantas
medicinales nativas colectadas en la quebrada Quilcayhuanca y tres
especies de plantas medicinales nativas colectadas en la Punta

Olimpica.

Asimismo, los microorganismos endofiticos del banco del
Centro de Investigacion de la Biodiversidad y Recursos Genéticos
de Ancash (CIByRGA) pertenecientes a una planta medicinal nativa
colectada en la quebrada de Llanganuco y dos plantas medicinales

nativas colectadas de Pitec.

Instrumentos validados de recoleccion de datos
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No hay normas estandarizadas para la recopilaciéon de informacion

dado que este trabajo es experimental en que se recogeran datos de los

ensayos aplicados, mas no contiene encuestas que si requieren ser

validados.

La informacién fue recopilada en cuadros en Excel, fotografias,

documentos y archivos en programas bioinformaticos.

Los instrumentos de recoleccién de datos se sefalan en la tabla 3.

Evaluaciones

Equipos Materiales

e Fichas de campo

e GPS .
Recoleccién de e Alcohol 70
plantas medicinales ¢ Camara _
- e Parafilm
fotogréfica
e Bolsa de papel
e Alcohol 70°
e Solucion jabonosa
e Agua para lavado
Aislamiento de ] e Agua esteril
. . e Camara
microorganismos _ _
fotografica e Viales

endofiticos

e Placas petri
e Papel absorbente

e Medio de cultivo (TSA,

caldo y agar Saboraund)
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e Placas petri
e Microtubo
e Microplaca

e Placas cuadradas

e Camara e Reactivo Salkowski

fotogréfica

Actividad e Solucion reveladora CAS

promotora de e Espectrofotdmetro

crecimiento vegetal * Solucion de NaCl
9 Centrifuga

e Rojo Congo
e Triton al 1%
e Lugol

¢ Medio de cultivo (NBRIP,
PDA, PDB, TSB, TSA,
CMC, AS, agar Gelatina)

e Microtubos

e Placas petri

e Camara
e Placas cuadradas

fotogréfica
Actividad
antimicrobianay

antioxidante e Centrifuga e MeOH

) e DPPH
e Espectrofotometro

e Medio de cultivo (MEA,
CYA, YES, AS, PDA,
Agar Muller and Hilton y
TSB)
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e Placas petri
e Camara e Placas cuadradas
fotogréfica
e Medio de cultivo (Agar
e Espectrofotémetro gelatina, agar LIA, caldo
Identificacion glucosa, agar citrato y
taxonémica e Centrifuga caldo urea, MEA, CYA,
YES)

e Termociclador

e Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) de
ADN

Tabla 3. Instrumentos de recoleccién de datos

3.6. Plan de procesamiento y andlisis estadistico de la informacion

Se aplicé el analisis de varianza ANOVA a un solo factor, de clasificacion
unidireccional con efectos paramétricos, ademas se realiz6 la prueba de
comparacién de medias multiples de Tukey (p = 0,05), los tratamientos y

repeticiones dependen del tipo de prueba realizadas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1. Aislamiento de microorganismos endofiticos de algunas plantas

medicinales de la cordillera Blanca

En total se obtuvieron 49 microorganismos entre hongos y bacterias
provenientes de los tejidos de las plantas Werneria nubigena, Buddleja
incana, Xenophyllum dactylophylla, Perezia coerulescens, Loricaria

ferruginea y Senecio calvus.

En el siguiente cuadro se presenta el resumen de los

microorganismos encontrados por muestra.

Numeros de cepas aisladas

"
(@]
e © %)
3 o g 2 =22 w9 8 o T
o [T = E\ S N O s £ (@]
o £ o S c O IS o @ o
o ¢ 2 ) o> O3 5 2 3]
g =2 3 5§ *g “J& ¢
b
Hongos 7 2 2 2 1
Bacterias 10 - 4 12 0 9
Total 17 2 6 14 1 9

Tabla 4.Numero de cepas aisladas por planta
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Asimismo, 8 hongos del banco CIByRGA, aislados del Senecio calvus
(1), recolectado de la quebrada de Llanganuco, Oreocallis grandiflora (6) y
Valeriana Pycnantha (1), recolectados de Pitec, ambos puntos dentro de la

Cordillera Blanca.

Resumen de las cepas aisladas:

¢ Hongos endofiticos aisladas:

POBLACION MUESTRA CEPAS AISLADAS
HW40
HwW47
HW48T
Werneria nubigena HW49
QUILCAYHUANCA HW51a
HW51b
HW53T
HBi12H
Buddleja incana
HBi21T
Xenophyllum 2H
dactylophylla 4H
PUNTA OLIMPICA 22H
Perezia coerulescens
39H
Loricaria ferruginea 84H
Tabla 5. Hongos endofiticos aislados
e Bacterias endofiticas aisladas:
POBLACION MUESTRA CEPAS AISLADAS
_ _ BW36H
QUILCAYHUANCA Werneria nubigena
BW40T
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BW41T
BWA47T
BW49Ta
BW49Thb
BWSOT
BW51T
BW52T
BW53T

2B
Xenophyllum 3B
dactylophylla 5B
16B
22B
24B
26B
27B
29B
30B
36B
37B
38B
39B
40B
81B

PUNTA OLIMPICA

Perezia coerulescens

41B
42B
43B
44B
Senecio calvus 45B
46B
51B
53B
54B

Tabla 6. Bacterias endofiticas aisladas

@ @®®®@  Repositorio Institucional - UNASAM - Per



¢ Hongos endofiticos del banco CIByRGA:

POBLACION MUESTRA CEPAS DEL BANCO

LLANGANUCO Senecio calvus HE13

HE14
HE17

HE22
Oreocallis grandiflora

PITEC HE23
HE25

HE28

Valeriana pycnantha HE24

Tabla 7. Hongos endofiticos del banco CIByRGA

4.2. Actividad promotora de crecimiento vegetal de los

microorganismos aislados

4.2.1. Evaluacion de la actividad de solubilizacién de fosfato de

calcio:
a. En hongos:

Las pruebas realizadas con hongos aislados resultaron
negativas, no habiendo ninguna cepa con capacidad de solubilizar

fosfato de calcio.

b. En bacterias:
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Figura 5. Corresponde a la formacion del halo por las cepas de Werneria

nubigena(i); Xenophyllum dactylophylla, Perezia coerulescens y Senecio Calvus

De las 35 cepas de bacterias endofiticas aisladas, 23 cepas
gue fueron capaces de solubilizar el fosfato de calcio in vitro, como
se puede apreciar en la figura 6, el IPS de las cepas tiene valores
entre 1.38 a 3.60 y siendo la cepa BW47T quien presenta el

minimo IPS y la cepa 24B quien presenta el maximo IPS.
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Hps

Figura 6. indice de solubilizacion de fosfato de bacterias endofiticas

Nota: Los valores corresponden al promedio de 2 repeticiones +/- desviacion
estandar. De acuerdo con el Andlisis de varianza ANOVA se mostré que
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encontramos diferencias estadisticas significativas. Promedios con diferente
letra son significantemente diferente (Prueba Tunkey, p<0.05).

4.2.2. Produccién de acido indol acético (AlIA)

a. En hongos:

De los 22 hongos endofiticos aislados, 15 cepas producen
AlA en un rango de 6.3 a 763.8 ug/ml, como se puede apreciar en
la figura 7, siendo la cepa 4H el hongo endofitico que tiene mayor
produccion de AIA, seguida de HBi1l2H y HBIi21T con una
produccion de 668.6 y 584.8 ug/ml respectivamente, y la HE24 el

hongo que tiene menor produccion de AlA.
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Cepas de hongos endofiiticos
I Produccion de AIA

Figura 7.Concentracion AIA producidos por hongos endofiticos (los valores

b. En bacterias:

Se realiz6 la prueba inicial para la seleccion de las cepas,
teniendo como resultados que ninguna de las cepas cambie de
color a purpura que es sefial de AIA, concluyendo asi que las

bacterias endofiticas aisladas en esta investigacién no producen
AlA.

4.2.3. Produccion de sideroforos
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a. En hongos:

Después de realizar las pruebas a las 22 cepas endofiticas
aisladas, se determind que 9 cepas tienen la capacidad de producir
sideréforos, como podemos apreciar en la figura 8, el rango de
produccion de siderdforos va de 2.33 a 3.50 mm, siendo la cepa
HWH51a, la que presenta mayor indice de produccién (3.50 mm) y
la HE14 es la que tiene menor produccién de sider6foros (2.33
mm).

5.00

A A A
4.00 A A
A
3.00
A
2.00
1.00
0.00

HW47 HWA48T HW49 HW5la HW51b HE13 HE14  HE17  HE28

{NDICE DE SIDEROFOROS (mm)

CEPAS DE HONGOS ENDOFITICOS

M iNDICE DE SIDEROFOROS

Figura 8. indice de produccion de Sideréforos de hongos endofiticos

Nota: Los valores corresponden al promedio de 2 repeticiones +/- desviacion
estandar. De acuerdo con el Analisis de varianza ANOVA se mostré que no
encontramos diferencias estadisticas significativas. Promedios con diferente

letra son significantemente diferente (Prueba Tunkey, p<0.05).
b. En bacterias:

De las 35 bacterias endofiticos aisladas, se determin6 que 22
cepas tienen la capacidad de producir sideroforos, como se aprecia
en la figura 9, el rango de produccién de sider6foros va de 1.25 a
12.50 mm, siendo la cepa 30B quien produce mayor indice (12.50

mm) y la cepa 24B con menor produccion (1.25 mm).
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Figura 9. indice de produccion de Sider6foros de bacterias endofiticos

Nota: Los valores corresponden al promedio de 2 repeticiones +/- desviacion
estandar. De acuerdo con el Analisis de varianza ANOVA se mostré que no
encontramos diferencias estadisticas significativas. Promedios con diferente

letra son significantemente diferente (Prueba Tunkey, p<0.05).
4.2.4. Actividad hidrolitica de Carboximetil Celulosa
a. Enhongos:

De las 22 cepas de hongos endofiticos aislados, se
determiné que 14 cepas tienen la capacidad para degradar CMC,
como se puede apreciar en la figura 10, los resultados tienen un
rango de 1.14 a 10.42 mm, siendo la cepa 39H quien presenta
mayor indice de actividad celulolitica (10.42 mm) y la cepa 22H

quien presenta el menor indice (1.14 mm).
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Figura 10. indice de actividad de celulolitica de hongos endofiticos

Nota: Los valores corresponden al promedio de 2 repeticiones +/- desviacion
estandar. De acuerdo con el Andlisis de varianza ANOVA se mostr6 que no
encontramos diferencias estadisticas significativas. Promedios con diferente

letra son significantemente diferente (Prueba Tunkey, p<0.

b. Bacteria

Las pruebas realizadas con cepas aisladas de bacterias
endofiticas resultaron negativas, no se encontré ninguna cepa con
la capacidad de degradar CMC.

4.2.5. Actividad enzimética proteasa
a. En hongos:

Después de realizar las pruebas a las 22 cepas, se
determind que solo un hongo endofitico aislado tiene actividad,
como se muestra en la figura 11, la cepa HBi12H tiene un indice
de actividad de 1.35 mm.
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Figura 11. indice de actividad de proteasa
Nota: Los valores corresponden al promedio de 2 repeticiones +/- desviacion

estandar.

b. En bacterias:

Las pruebas realizadas con cepas aisladas de bacterias
endofiticas resultaron negativas, no se encontré ninguna cepa con

la actividad enziméatica de proteasa.

4.2.6. Actividad antagonica de las cepas bacterianas de

microorganismos frente a Hongos patdgenos.

a. Antagonismo: Bacterias endofiticos — Hongos patégenos

Los hongos patégenos pertenecen al banco de
microorganismos del CIByRGA, los cuales pertenecen a la familia
de los Fusarium oxysporium, Phytophthora infestans y Aspergillus

oryzae.
Hongos patégenos:

Fusarium sp (FG)
Fusarium sp (FH)
Fusarium sp (T3)

AN

Fusarium oxysporum (CTLM12)
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5. Geotrichum candidum (P1)
6. Alternaria sp (T2)
7. Aspergillus niger

En lafigura 12, se aprecia el crecimiento que tuvieron los hongos

patdgenos sin presencia de la bacteria endofitica antagonica.

Figura 12. Placas control de hongos patégenos. (i)FG (ii)FH (iii))T3 (iv)CTLM12 (v)P1 (vi)T2
(vii)Aspergillus niger

Y en la siguiente figura 13 se precia el resultado de los
promedios de diametros medidos de cada hongo patégeno,
teniendo que el patdogeno FG es quien tiene mayor

crecimiento.
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Figura 13. Crecimiento de los hongos patégenos sin antagonismo

Se consideraron antagonistas para aquellas bacterias
endofiticas que presentaron inhibicion mayor o igual a 50%,
resultando que 12 bacterias endofiticas de las 35 aisladas tiene

caracteristicas antagonistas a los hongos patégenos.

Como podemos apreciar en la figura 14, el % de inhibicion
de cada cepa aislada versus los hongos patdgenos, resultando
gue la cepa BW53T tiene % de inhibicion hacia 4 hongos

patdégenos.
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Estos resultados lo podemos resumir en la tabla 8:

Bacteria Endofitica Hongo Patégeno que inhibe

5B T3

22B FGyT3

24B FG

29B T3

36B T3

38B FGyT3

40B T3

43B T3
BW40T FG, T3y P1
BW41T FGyT3
BWA47T FG, T3y P1
BW49Tb T3yT2
BW53T FG, T3, CTLM12y T2

Tabla 8. Resumen de resultados del antagonismo de las bacterias

endofiticas

4.2.7. Actividad enzimatica de la amilasa.
a. En hongos:

De las 35 cepas de hongos endofiticos, 21 cepas tienen la
capacidad sintetizar la amilasa, como se aprecia en la figura 15,
los resultados tienen un rango de 1.08 a 5.93 mm, siento la cepa
HW51b quien presenta mayor indice (5.93 mm) y la cepa 84H

quien presenta el menor indice de actividad amilasa (1.04 mm).
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Figura 15. indice de actividad amilasa de los hongos endofiticos

Nota: Los valores corresponden al promedio de 2 repeticiones +/- desviaciéon
estandar. De acuerdo con el Andlisis de varianza ANOVA se mostré que
encontramos diferencias estadisticas significativas. Promedios con diferente
letra son significantemente diferente (Prueba Tunkey, p<0.05).

b. En bacterias:

Se determiné que 25 bacterias endofiticas tienen la capacidad
sintetizar la amilasa, como se aprecia en la figura 16, los resultados
tienen un rango de 1.42 a 5.75 mm, siendo la cepa BW49Ta la que
presenta menor indice (1.42 mm) y la cepa de 51B la que presenta

mayor indice de actividad de amilasa (5.75 mm).
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Figura 16. indice de actividad amilasa de las bacterias endofiticas

Nota: Los valores corresponden al promedio de 2 repeticiones +/- desviaciéon
estandar. De acuerdo con el Andlisis de varianza ANOVA se mostré que
encontramos diferencias estadisticas significativas. Promedios con diferente

letra son significantemente diferente (Prueba Tunkey, p<0.05).

4.3. Actividad antimicrobiana y antioxidante de los microorganismos

aislados

4.3.1. Actividad antimicrobiana:

Los microbios estandarizados patdgenos humanos comunes

utilizadas en esta investigacion las dividimos en dos, las bacterianas

y candidas.
BACTERIAS CANDIDA ALBICANS
e Staphylococcus epidermis (SEP) e Candida albicans ATCC10231 (CAN)

e Staphylococcus aureus ATCC 43300 (STO0) | e Candida albicans ATCC90028 (CA)
e Staphylococcus aureus ATCC 29213 (ST13) | e Candida tropicalis ATCC750 (CT)

e Staphylococcus aureus ATCC 25923 (ST23)
e Staphylococcus aureus ATCC 43300 (ST99)
e Enterococcus faecalis ATCC29212 (EF)

e E. coliATCC35218 (EC18)

Tabla 9. Microbios estandarizados de patégenos humanos comunes
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Halo de inhibicion (mm)

Halo de inhibicién (mm)

Los resultados de la siembra nos arrojan que 15 de las 22 las cepas

aisladas tienen actividad antimicrobiana.

Como podemos apreciar en la figura 17, la actividad antimicrobiana
de la cepa HWA47 (sembrada en 5 medios diferentes), inhibe el
crecimiento de las bacterias SEP, ST00, ST13 y ST23.

2
0

SEP STO0  ST13 ST23 ST99 EF EC18 CAN CA CT

Microbios
B CYA B MEA W PDA "' SA B YES

Figura 17. Actividad antimicrobiana de la cepa HW47

Como podemos apreciar en la figura 18, la actividad
antimicrobiana de la cepa HW49 (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP y ST13.

4
| |

ST0O0  ST13  ST23  ST99 EF EC18 CAN CA CT

N

[EnY

o

Microbios

BCYA M MEA MPDA M SA BYES

Figura 18. Actividad antimicrobiana de la cepa HW49
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Como podemos apreciar en la figura 19, la actividad
antimicrobiana de la cepa HBi12H (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP, ST00, ST13 y ST99,
ademas a las candidas CAN y CA.

SEP  STOO  ST13  ST23  §T99 EF EC18  CAN

N W B U

[EEN

Halo de inhibicién (mm)

o

Microbio

B CYA MMEA BPDA B SA BYES

Figura 19.Actividad antimicrobiana de la cepa HBi12H

Como podemos apreciar en la figura 20, la actividad
antimicrobiana de la cepa HBi21T (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP, ST00, ST13 y ST99,
ademas a las candidas CAN y CA.
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Microbio
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Figura 20.Actividad antimicrobiana de la cepa HBIi21T
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Como podemos apreciar en la figura 21, la actividad
antimicrobiana de la cepa 2H (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias ST00, ST13 y EF, ademas a las
candidas CAN, CAy CT.

8.0
7.0
6.0
5.0

40
3.0
1.0 I
10 |
EF cT

SEP  STOO ST13 ST23  ST99 EC18 CAN CA
Microbio

Halo de inhibicién (mm)

B CyA B\VEA BpDA B SA BYES

Figura 21. Actividad antimicrobiana de la cepa 2H

Como podemos apreciar en la figura 22, la actividad
antimicrobiana de la cepa 4H (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de la bacteria ST23.

3.0
2.0

1.0

Halo de inhibicién (mm)

0.0
SEP  STOO ST13 ST23 ST99  EF EC18 CAN CA cT

Microbio
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Figura 22. Actividad antimicrobiana de la cepa 4H
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Como podemos apreciar en la figura 23, la actividad
antimicrobiana de la cepa 22H (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP, ST00, ST13, ST23y ST99.
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Figura 23. Actividad antimicrobiana de la cepa 22H

Como podemos apreciar en la figura 24, la actividad
antimicrobiana de la cepa 39H (sembrada en 5 medios diferentes),

inhibe el crecimiento de la bacteria ST23.
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3.0
2.0
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Halo de inhibicién (mm)

0.0
SEP  STOO ST13 ST23 ST99 EF  EC1I8 CAN CA T

Microbio
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Figura 24. Actividad antimicrobiana de la cepa 39H
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Como podemos apreciar en la figura 25, la actividad
antimicrobiana de la cepa H13 (sembrada en 5 medios diferentes),

inhibe el crecimiento de la bacteria SEP.

Halo de inhibicién (mm)
[

SEP ST0O0O  ST13  ST23  ST99 EF EC18 CAN CA CcT

Microbio

ECYA mMEA mPDA ESA EmYES

Figura 25. Actividad antimicrobiana de la cepa H13

Como podemos apreciar en la figura 26, la actividad
antimicrobiana de la cepa H14 (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP, ST13y ST23.
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Figura 26. Actividad antimicrobiana de la cepa H14
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Como podemos apreciar en la figura 27, la actividad
antimicrobiana de la cepa H17 (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP, ST00, ST13, ST23 y EF.
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Microbio
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Figura 27. Actividad antimicrobiana de la cepa H17

Como podemos apreciar en la figura 28, la actividad
antimicrobiana de la cepa H22 (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP, STOO y ST13.
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1.0

Halo de inhibicién (mm)

0.0
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Microbio
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Figura 28. Actividad antimicrobiana de la cepa H22
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Como podemos apreciar en la figura 29, la actividad
antimicrobiana de la cepa H24 (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP, ST00, ST13, ST23, ST99

y EF.
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Figura 29. Actividad antimicrobiana de la cepa H24

Como podemos apreciar en la figura 30, la actividad
antimicrobiana de la cepa H25 (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP, ST00, ST13, ST23, ST99
y EF, y de las candidas CAN, CAy CT.
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Figura 30. Actividad antimicrobiana de la cepa H25
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Como podemos apreciar en la figura 31, la actividad
antimicrobiana de la cepa H28 (sembrada en 5 medios diferentes),
inhibe el crecimiento de las bacterias SEP, ST00, ST13, ST23, ST99
y EF, y de las candidas CAN, CAy CT.
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Microbio
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Figura 31. Actividad antimicrobiana de la cepa H28

4.3.2. Actividad antioxidante:
a. En hongos:

De las 22 cepas estudiadas, se encontré que 9 cepas tienen
actividad antioxidante, como se puede apreciar en la figura 32, el
resultado obteniendo de la siembra en 5 medios diferentes (CYA,
MEA, PDA, SA, YES) nos muestra que, en el medio CYA se obtuvo
el porcentaje de inhibicion entre los rangos de 22 y 102%, siendo
la cepa HW47 y HW49 quienes presentan mayor porcentaje; en el
medio MEA se obtuvo el % de inhibicion entre los rangos de 14 y
80%, siento la cepa HE17 quien presenta mayor porcentaje; en el
medio PDA se obtuvo el % de inhibicién entre los rangos de 25y
84%, siento la cepa HBi21T quien presenta mayor porcentaje; en
el medio SA se obtuvo el % de inhibicion entre los rangos de 15y
85%, siento la cepa HE17 quien presenta mayor porcentaje y en el
medio YES se obtuvo el % de inhibicion entre los rangos de 12 y

97%, siento la cepa HE17 quien presenta mayor porcentaje.
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Figura 32. Actividad antioxidante de las cepas de hongos endofiticos

b. En bacterias:

Se realiz6 la prueba inicial para la seleccion de las cepas,
teniendo como resultados que ninguna de las cepas cambio de
color que es seinal de actividad antioxidante, resultando que las
bacterias endofiticas aisladas en esta investigacion tienen dicha

actividad.

4.4. ldentificacion taxondmica mediante técnicas moleculares
4.4.1. Caracterizacion bioquimica de bacterias

Se aislaron 35 bacterias, en la tabla 10 se muestra los

resultados de las pruebas bioquimicas realizadas.

MUESTRA CEPAS AISLADAS Citrato LIA UREA Glucosa Gelatina
BW36H + K/K + - -
BW40T + A/A + - -
BWA41T + A/A + - -
Werneria
) BWATT + A/A + - .
nubigena
BW49Ta + A/A + - -
BW49Tb + A/A + - -
BW50T + K/K - + -
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BW51T - K/A + - -
BW52T + K/K - + .
BW53T - A/A - + -
2B + A/K - + -
Xenophyllum 3B + A/A - + -
dactylophylla 5B + K/K - + -
16B - A/A + - -
22B + K/K - + R
248 + K/K - + .
268 - A/A - + .
27B + K/K - + -
29B + K/K - + -
Perezia 30B - K/K - + -
coerulescens 36B - K/K - + -
37B + K/K - + -
38B + K/K - + -
398 - K/K + - -
408 + A/K + - -
81B + K/K - + _
41B + A/K + - -
42B + K/K + - -
43B + K/K + - -
44B + K/K + - -
Senecio
calvus 458 ¥ KK i * )
46B - A/A + - -
51B - K/K + - -
53B + K/K + - -
54B + K/K + - -

Tabla 10. Reporte de los resultados de las pruebas bioquimicas

4.4.2. ldentificacion molecular y morfolégica de los hongos
a. ldentificacion taxonémica de hongos:

La identificacion taxonomica de los microorganismos
endofiticos se realizé mediante la técnica molecular de gen 16Sr

DNA e ITS, los andlisis de identidad realizados en el BlasTN
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mostraron porcentajes de identidad del 88-100% con algunas
cepas del GenBank y el andlisis de alineamiento filogenético
muestra la presencia de especies como Philophora sp., Beaveria
sp., Aspergillus sp., Chaetomium sp., Penicillium sp., Didymella
sp., Diaphorte sp., Alternaria sp., Epicoccum sp., Absidia sp.,

Plenodomus sp. y hongo endofitico.

En la siguiente tabla 11, se aprecia la identificacion taxonémica

de los hongos aislados.

CEPAS AISLADAS GENERO SEGUN BLASTN % DE IDENTIDAD
HW40 Phialophora 92.12
HwWA47 Plenodomus 98.68
HW48T Absidia 88.07
HW49 Beaveria 100
HW51a Phialophora. 99.12
HW51b Phialophora 99.13
HW53T Phialophora 98.94

HBi12H Epicoccum 100
HBi21T Epicoccum 100
2H Hongo endofitico
4H Diaphorte 97.84
22H Alternaria 100
39H Penicillium 99.79
84H Didymella 100
HE13ct Penicillium 100
HE14ct Penicillium 100
HE17ct Penicillium 100
HE22ct Aspergillus 99.78
HE23ct Chaetomium 100
HE25ct Aspergillus 99.78
HE?28ct Hongo endofitico
HE24ct Aspergillus 99.78

Tabla 11. Identificacion taxonémica de hongos

b. ldentificacion morfolégica de hongos:

En las siguientes figuras se observan el efecto de la
composicion nutricional de los medios de cultivo agar extracto de

Malta (MEA), agar Czapek autolisado de levadura (CYA) y agar
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extracto de levadura sacarosa (YES) sobre la expresiéon
morfologica de las cepas de hongos aislados después de 5 dias
de cultivo a 25 °C.

Figura 33. Caracteristicas morfol6gicas macroscépicas de la cepa fungica
HWA48T, A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la

espalda de la placa.

Figura 34. Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de la cepa fingica HW47,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.
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Figura 35. Caracteristicas morfolégicas macroscoépicas de la cepa flngica
HBi12H, A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la

espalda de la placa.

Figura 36. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fangica HBi21T,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.
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Figura 37. Caracteristicas morfolégicas macroscdépicas de la cepa fangica HW49,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.

CYA

Figura 38. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fangica
HW51a, A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la

espalda de la placa.
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Figura 39.Caracteristicas morfologicas macroscopicas de la cepa fungica HW51b, A:
fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la
placa.

Figura 40.Caracteristicas morfolégicas macroscoépicas de la cepa fingica HW40,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.
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Figura 41. Caracteristicas morfolégicas macroscoépicas de la cepa fingica HW53T,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de la

placa.

Figura 42. Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de la cepa fungica 2H,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda
de la placa.
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Figura 43. Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de la cepa flngica 4H,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda

de la placa.

Figura 44.Caracteristicas morfoldgicas macroscoépicas de la cepa fungica 22H,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda

de la placa.
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Figura 45. Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de la cepa fungica 39H,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda

de la placa.

CYA

Figura 46.Caracteristicas morfoldgicas macroscépicas de la cepa fungica 84H,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda
de la placa.
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Figura 47. Caracteristicas morfolégicas macroscépicas de la cepa fungica HE14,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.

~ CYA

Figura 48.Caracteristicas morfolégicas macroscdépicas de la cepa fingica HE23,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.
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Figura 49. Caracteristicas morfol6gicas macroscépicas de la cepa fungica HE13,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de
la placa.

Figura 50. Caracteristicas morfol6gicas macroscépicas de la cepa fingica HE25,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.
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Figura 51. Caracteristicas morfol6gicas macroscépicas de la cepa fingica HE24,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.

Figura 52.Caracteristicas morfolégicas macroscopicas de la cepa fungica HE17,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.

Repositorio Institucional - UNASAM - Peru



CYA  MEA

Figura 53. Caracteristicas morfoldgicas macroscépicas de la cepa fungica HE28,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.

Figura 54. Caracteristicas morfolégicas macroscoépicas de la cepa fingica HE28,
A: fotografia tomada de la cara de la placa, B: fotografia tomada de la espalda de

la placa.

45. Resumen deresultados

4.5.1. Resultados de los hongos endofiticos estudiados:
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IDENTIFICACION
% PROMOTORAS DE CRECIMIENTO PROPIEDADES
o 3 CEPAS TAXONOMICA
< MUESTRA GENERO
o AISLADAS SOL. 1 PROD | PROD. 1 ) i oLimica | PROTEASA | AMILASA ACT. ACT. MORFOLOGIA
e FOSFATO | .1AA | SID ANTIMICROBIANA | ANTIOXIDANTE
Philophora sp. HW40 - + - + - + - - I
Plenodomus sp. HW47 - + + - - + + + I
Absidia sp. HW48T - - + - - - - - I
S Werneria 5 . HW49 |]
Z nubigena eaveria sp. - - + - - + + +
)
E Philophora sp. HW51a - + + + - + - - I
(S}
§ Philophora sp. HW51b - + + + - + - - I
Philophora sp. HW53T - + - + - + - - 0
Epicoccum sp. HBi12H - + - - + + + + I
Buddleja P P
incana Epicoccum sp. HBi21T - + - - - + + + I
Xenophyllum Hongo endofitico 2H - + - + - + + - I
S dactylophylla | piaphorte sp. 4H - + - + - + + . 0
Q.
S .
3 Perezia Alternaria sp. 22H - + - + - + + - I
E coerulescens | penigillium sp. 39H . . - + - + + ) I
2
Loricari .
ericana Didymella sp. 84H - + - + - + - - I
ferruginea

SIDEPENDE|ELPRO)

(o}
£
m
il
()
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o]
O
2 Seneci
S enecio Penicillium sp. HE13 - - + + - + + - I
9 Calvus
-t
-
Penicillium sp. HE14 - - + + - + + + 0
Penicillium sp. HE17 - + + + - + + + I
Oreocallis Aspergillus sp. HE22 - + - - - + + - I
(@] .
w grandiflora [~ chaetomium sp. HE23 - + - + - + + + 0
a.
Aspergillus sp. HE25 - - - - - + + + 0
Hongo endofitico HE28 - - + + - + + - 0
Valeriana .
pycnantha Aspergillus sp. HE24 - + - - - + + + I

Tabla 12. Resumen de resultado de los hongos endofiticos aislados
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>
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4.5.2. Resultados de las bacterias endofiticas estudiadas

CARACTERIZACION
PROMOTORAS DE CRECIMIENTO PROPIEDAD BIOQUIMICA DE
0 BACTERIAS

z <D( L

o) < < S E

= o 3 O < O Z

O [ ) = O < =z <
< N = < < o = ) @) < o) o ©
i w < Ll < | 0|5 | <| 0|9 < = < % =
o S n wn : . = w < < ®) S < LLi = =
(@) S < @) o o O = = _1 > pa = o o <
o a L. O (@) — o) > = [ = — 5 S <
w . x @ D x = Z ) O 0]

) 8 5 -

O

< <
BW36H + - + - - + - + | KIK | + - -
BW40T + - - - + + - + | AIA | + - -
5 g BW41T i I i B e - + | AIA | + - -
Z S BWATT + - - - + | AA| | - :
2 2 BW49Ta S I G R I I - + AA+ |- -
g g BW49Tb - - - - - + + - + | AA |+ - -
= S BW50T + - + - - - + - + | KK | - + -
o = BW51T - - - ] - - + - - KIA |+ - -
BW52T - - + - - - + - + | KK | - + -
BW53T + - - - - + + - - | AIA | - + -
EZ 2B + - - - - - + - + | AK | - + -

< =
< O 22

E a > S 3B + - - - - - + - + | AIA | - + -
52 53 56 N N N N N N3 N B
o %S 168 - - - - - S - - AA |+ - ;

HIIOS|DEPENDEIELPRO,

ElJRrELR)

E
&
)
65
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22B + | -+ o] - + - KIK | - + -
24B + - -] - - - KIK | - + -
26B B e - VN + -
= 27B + -+ - - - - + | KK | - + -
2 29B + - o -+ - + | KIK | - + -
E 308 -+ - I
§ 36B T - - KK |- + -
'g 37B + - + - - - + - + K/K - + -
9 38B I - + | KK | - + -
398 + - - - - - - | KK - -
40B e - + | AK - -
81B + - - - - -+ - + | KK | - + -
41B + -+ -] - - - + | AK |+ - -
42B - - + - - - + - + | KIK | + - -
@ 43B B e - + kK |+ - -
TE 44B B e - + | kK |+ - ]
g 45B - - - - -+ - + | KK | - + -
2 46B + - + - - - + - - | AA |+ - -
3 51B e - - KK |+ - -
53B Y g - + | KK | + - -
54B T - + | KK | + - -

Tabla 13. Resumen de resultados de las bacterias endofiticas aislada

HIIOS|DEPENDEIELPRO,

12

5
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CAPITULO V

DISCUSION DE RESULTADOS

El Cordillera Blanca , en las 340 mil hectareas que abarca, presenta
amenazas, una de ellas es, la pérdida de cobertura vegetal, presencia de ganado
en su interior, presion del turismo, actividades mineras, caza furtiva, proyectos de
hidroenergia, limitaciones en la gestion del area y la reduccién de glaciares por
efecto del calentamiento global (Shoobridge, 2005), pero aun no se considera los
grandes potenciales que tiene a nivel microscopico, los cuales podrian ser capaces
de brindar caracteristicas especiales a la vegetacidén y promover una conservacion

adecuada de nuestra flora.

En este estudio se realizaron diversas pruebas en laboratorio de propiedades
metabdlicas a nivel semicuantitativo, las cuales marcan un inicio a la investigacion
de microorganismos endéfitos que habitan en plantas medicinales de la cordillera
Blanca. Los resultados revelaron diferencias en las propiedades entre hongos y
bacterias, asi como también, entre microorganismos aislados de distintas especies
de plantas, esto demuestra la importancia de la conservacion de la diversidad de
plantas medicinales nativas y nos anima a continuar la investigacion a lo largo de
la cordillera Blanca, especialmente en zonas con estrés bidtico alto (contaminacion

con metales pesados, temperaturas extremas, radiacién solar, disponibilidad de
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nutrientes bajo, etc). Asimismo, brinda una linea base para promover la

conservacion de las plantas medicinales nativas estudiadas.

5.1. Aislamiento de microorganismos endofiticos de algunas plantas

medicinales de la cordillera Blanca

En este estudio se obtuvo 49 microorganismos endofiticos entre
hongos y bacterias provenientes de los tejidos de las plantas medicinales
Werneria nubigena, Buddleja incana, Xenophyllum dactylophylla, Perezia
coerulescens, Loricaria ferruginea y Senecio calvus; estas plantas
medicinales se encuentran dentro de la cordillera Blanca, en el estudio
realizado por (Ulloa Muiioz, 2016) obtiene 14 microorganismos endofiticos
entre hongos y bacterias provenientes de las plantas medicinales Valeriana
sp. y Gentianella weberbaueri gil, este estudio también fue realizado dentro
de la cordillera Blanca.

5.2. Actividad promotora de crecimiento vegetal de los

microorganismos aislados
5.2.1. Evaluacion de la actividad de solubilizacion de fosfato de calcio

El fosfato juega un papel importante en el proceso que
transferencia de energia del suelo a la planta (Munuera & Meza, 2012)
y la interaccién que existe entre el fosforo y el calcio es fundamental
puesto que se ha encontrado una accion estimulante del calcio en la

absorcion de fésforo (Fernandez, 2007).

Segun Constanza et al. (2014), la solubilizacién del fosfato de
calcio se debe a la produccién extracelular de acidos orgénicos, los
cuales, entre otras funciones, intervienen en la detoxificacion de los
metales y en la quimiotaxis microbiana, respuesta eficiente y rapida a

cambios de la composicion quimica en su ambiente.

En el presente estudio obtuvo como resultado que los hongos
endofiticos aislados no solubilizan el fosfato de calcio, a diferencia de

las bacterias endofiticas aisladas, este resultado concuerda con la
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investigacion de Ulloa Mufioz (2016), asi como también con Palacios
Robles (2018), a diferencia de la investigacion realizada por Huaman
de la Cruz (2018), donde si encuentra resultados para uno de los

hongos endofiticos aislados del Senecio sp.

Se determino que 23 cepas aisladas fueron capaces de
solubilizar el fosfato de calcio en distintos indices de solubilizacion de
fosfatos, teniendo a la bacteria endofitica 24B con mayor resultado;
esta cepa también es productora de sideréforos y tiene caracteristicas

antagonicas al Fusarium Geo.

Por lo que nos da una lectura interesante y se determina que
esta cepa es promotora de crecimiento vegetal, por lo cual es buena
opcion para procesos biotecnolégicos como: fitorremediacion de
suelos y agua por metales pesados, biolixiviacion de minerales,
agricultura ecoldgica entre otras (Oteino et al., 2015), lo que sustenta
la conservacién de la biodiversidad de las presentes plantas

medicinales.
5.2.2. Produccién de acido indol acético (AlA)

El AIA esta involucrado en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, principalmente en el proceso fisioldgicos, pero no solo se da
a nivel de plantas superiores sino también a nivel microscoépico,
puesto que la produccién de AlA lo pueden realizar bacterias, hongos
y algas, los cuales pueden afectar directamente sobre procesos
fisiol6gicos como la elongacién y division celular (Vega Celedén et al.,
2016).

En esta investigacion obtuvimos resultados de los hongos
endofiticos aislados, 15 cepas, mas no de las bacterias endofiticas, a
diferencia del estudio realizado por Huaman de la Cruz (2018) y
Palacios Robles (2018), quienes registraron AlA positivo en bacterias

y hongos endofiticos.

@ ®®®  Repositorio Institucional - UNASAM - Peru



Los resultados obtenidos tienen un rango de 6.3 a 763.8 pug/ml,
siendo el hongo endofitico 4H quien presenta el mayor valor, sin
embargo, es valido resaltar que Huaman de la Cruz (2018) en la
investigacion que realiz6 obtuvo el maximo valor de 5.68 ug/ml del

hongo endofiticos HEPOG6 aislado desde Senecio sp.

En definitiva, la capacidad de produccion de AlA de las 15 cepas
aisladas brinda evidencia de asociacién benéfica el cual podria
promover el crecimiento y desarrollo de las plantas, lo que
proporcionaria una herramienta muy importante para la conservacion

de la biodiversidad dentro de la Cordillera Blanca.
5.2.3. Produccién de sideré6foros

Los microorganismos productores de sideréforos desempefan
un papel importante en la defensa de la planta frente a patégenos,
puesto que existe una competencia por el hierro disponible (Manias et
al., 2020); asimismo, también se ha encontrado reporte como
responsables de la regulacion y generacion de hormonas de
crecimiento de plantas bajo estrés de metales, puesto que a través
del proceso de quelacion se unen a metales téxicos, evitando que
estos inhiban la sintesis de la fitohormona y el hierro sea asimilado
por la planta (Ma et al., 2016).

En el presente estudio obtuvimos resultados positivos de 9
cepas de hongos endofiticas y de 22 cepas de bacterias endofiticas,
lo que demuestra que existen microrganismos endofiticos productores
de sideréforos dentro de las plantas medicinales de la Cordillera
Blanca, resultando concordante con el estudio realizado por Huaman
de la Cruz (2018).

En definitiva, la capacidad de produccién de sider6foros de las 9
cepas de hongos y 22 cepas de baterias aisladas brinda

caracteristicas de resistencia a las plantas estudiadas, lo que
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proporcionaria una herramienta muy importante para la conservaciéon

de la biodiversidad dentro de la Cordillera Blanca.
5.2.4. Actividad hidrolitica de Carboximetil celulosa

La celulosa es considerada como uno de los componentes mas
abundantes de la biomasa vegetal que puede ser degradado por una
serie de microorganismos (Ramirez & Coha, 2003), la utilizacion de la
celulosa por estos microorganismos ocasiona mayor flujo de
materiales a la biosfera y es de gran interés en relacion con la
transformacion y el movimiento del carbono (Galvan Quintero, 2018),
es por ello que se propone que las enzimas celuliticas producidas por
microorganismos endofiticos contribuyen a procesos de infeccion en
las plantas puesto que en el proceso de colonizacién microbiana
penetra y dafa los tejidos de las plantas, lo que ocasiona que se active
sus genes de defensa para protegerse de los dafos (Ulloa Mufioz,
2016).

En la presente investigacion obtuvimos resultados de los hongos
endofiticos aislados, 14 cepas, mas no de las bacterias endofiticas, lo

gue concuerda el estudio realizado por Ulloa Mufioz (2016).

Siendo el género Penicillium sp. el que presenta mayor indice de
actividad celulolitica, no se han encontrado reportes de esta

interaccion.

Pero que segun literatura se determina que estas 14 cepas de
hongos endofiticos tienen gran relevancia para la promocion del
crecimiento vegetal de sus hospedadoras y conservacion de estas

dentro de la cordillera Blanca.
5.2.5. Actividad enzimatica proteasa

Las enzimas proteasa son las responsables de catalizar la
hidrolisis de los enlaces peptidicos, estan involucradas en todo el ciclo

de vida de las proteinas distribuidas en las plantas (Vigueras Morales,

i
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2019), la produccion de estas enzimas por parte de los endofiticos
puede implicar una estrategia de resistencia de la planta hospedadora
frente a los microorganismos patdégenos, asi mismo mejora el estado
nutricional de la planta (Fouda et al., 2015), lo cual es una herramienta
necesaria para la conservacion de las especies utilizando la

biotecnologia.

En el presente estudio la cepa Buddleja incana HBi12H fue el
unico hongo endofitico aislado que logré producir enzimas proteasas,
a diferencia del estudio realizado por (Amirita et al., 2016), quien
describe que el 65% de los hongos endofiticos que aisl6 son buenos

productores de proteasa.

5.2.6. Actividad antagonica de las cepas de microorganismos frente a

Hongos patégenos.

Los microorganismos endofiticos con actividad
antagonica frente a hongos patdgenos se les denomina agentes de
biocontrol, una alternativa al control quimico (Nair & Padmavathy,
2014) los patégenos fungicos son aquellos que limitan la produccion
de cultivos, enfermando a la planta, dentro de estos patdgenos
fungicos la familia de los Fusarium es la mas son las mas

representativa (Ulloa Mufioz, 2016).

En el presente estudio, encontramos a 12 bacterias
endofiticas con actividad antagonica, siendo la Werneria nubigena
BWH53T la que tiene mayor actividad frente a 5 de los 7 patégenos

fungicos estudiados, siendo estos de la familia Fusarium.

Ademas, la bacteria endofitica Werneria nubigena
BW53T ha demostrado tener actividad de solubilizacion de fosfato,
por lo que se coincide con los resultados obtenido en el estudio de
Ulloa Mufioz et al. (2020) donde también la cepa con mayor

antagonismo tiene esta caracteristica.
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Esta relacién se hace realmente interesante y atribuye
herramientas importantes para el biocontrol de los patdégenos, el

crecimiento y la conservacion de las plantas.
5.2.7. Actividad enzimatica de la amilasa.

Las enzimas de amilasa son comunmente utilizadas en la
industria biotecnolégica, puesto que permiten la bioconversion de
diferentes sustratos ricos en almidon (Sanchez Castelblanco et al.,
2020).

Son escasos los estudios que relacionen los microorganismos
endofiticos de las plantas con la actividad enzimatica de la amilasa,
pero en el presente estudio encontramos actividad tanto de hongos
como bacterias endofiticas, obteniendo que el 60% de las cepas de
hongos y el 71% de cepas de bacterias aisladas tienen actividad

enziméatica de la amilasa.

Es asi como, el hongo endofitico Werneria nubigena HW51b
tiene mayor indice de actividad amilasa, resultando que este hongo
mencionado también presenta producciéon de AIlA, produce
sideréforos y actividad celulolitica, haciendo de este hongo endofitico
un promotor de crecimiento y potencial opcion para el aporte de la

conservacion de las plantas de la Cordillera Blanca.

En el caso de las bacterias, tenemos a la cepa endofitica
Senecio calvus 51B, el cual presenta el mayor indice de actividad
amilasa, el cual a su vez produce sideroforos, haciendo que esta
bacteria sea promotora de crecimiento con caracteristicas potenciales

para la conservacion de las plantas.

5.3. Actividad antimicrobiana y antioxidante de los microorganismos
aislados

5.3.1. Actividad antimicrobiana:
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Los microorganismos endofiticos aislados de plantas son
conocidos por su actividad microbiana, la cual ayuda a controlar los

patogenos microbianos en plantas (Nair & Padmavathy, 2014).

En el presente estudio, el 68% de las cepas de hongos
endofiticos aislados de las plantas medicinales tienen actividad
antimicrobiana, dividiendo estas en dos subactividades, como
actividad antibacterial y anticandida, demostrando que 45% de las
cepas aisladas tienen actividad antibacterial y el 23% de las cepas

aisladas tienen actividad antibacterial y anticandida.

Siendo la cepa Valeriana pycnantha HE24 el cual presenta
mayor actividad antimicrobiana inhibiendo a hasta 6 bacterias
patdogenas humanas comunes y la cepa Oreocallis grandiflora HE25
es aquella que presenta mayor actividad antibacterial y anticandida,
inhibiendo hasta 6 bacterias patdgenas y 3 candidas, siendo estas dos
cepas de género Aspergillus sp.

La Valeriana pycnantha y Oreocallis grandiflora son plantas
medicinales, usualmente utilizado y colectados de la Cordillera
Blanca, los cuales tienen actividad antimicrobiana (Tamariz Angeles
et al., 2018).

La cepa Valeriana pycnantha HE24, aparte de tener actividad
antimicrobiana, es productora de AIA, tiene actividad amilolitica y
actividad antioxidante, la cual hace que esta cepa pueda afectar
positivamente sobre el crecimiento y resistencia a la planta
hospedadora, proporcionando una herramienta importante para la
conservacion de la biodiversidad haciéndola resistente hacia
cualquier cambio climatico y del suelo.

Y la cepa Oreocallis grandiflora HE25, aparte de tener actividad
antimicrobiana, tiene actividad amilolitica y actividad antioxidante,
haciendo que esta cepa pueda afectar positivamente a la planta

hospedadora, proporcionando una herramienta importante para la
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5.4.

resistencia ante fitopatdgenos que podrian existir, lo cual aporta a la

conservacion de la biodiversidad dentro de la Cordillera Blanca.
5.3.2. Actividad antioxidante:

La oxidacién de las moléculas biolégicas es inducida por el
oxigeno activo y mediada por radicales libres, este proceso
degenerativo es normal y naturales en los seres vivos (Castafieda et
al., 2008).

En el presente estudio, el 41% de las cepas aisladas tienen
actividad antioxidante, siendo las especies con mayor %inhibicion son
las cepas de Werneria nubigena HW47 y Werneria nubigena HW49,
del género Plenodomus sp. y Beaveria sp. respectivamente.

La cepa Werneria nubigena HW47, aparte de tener actividad
antioxidante, es productora de AIA, es productora de sideroforos,
tiene actividad amilolitica y actividad antimicrobiana, y la cepa
Werneria nubigena HW49, aparte de tener actividad antioxidante, es
productora de sideroforos, tiene actividad amilolitica y actividad
antimicrobiana, estas combinaciones hacen que estas cepas puedan
afectar positivamente sobre el crecimiento y resistencia a la planta
hospedadora, proporcionando una herramienta importante para la
conservacion de la biodiversidad y haciéndola resistente hacia el

cambio climético.

Identificacién taxonédmica mediante técnicas moleculares

Las cepas estudiadas pertenecen a distintos géneros, Philophora
sp., Beaveria sp., Aspergillus sp., Chaetomium sp., Penicillium sp.,
Didymella sp., Diaphorte sp., Alternaria sp., Epicoccum sp., Absidia sp.,
Plenodomus sp. y hongo endofitico, predominando ligeramente el género
Philophora sp., encontrada en cuatro cepas aisladas de la Werneria

nubigena.
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Huaman de la Cruz (2018), en su estudio realizado dentro de la
Cordillera Blanca encontré especie de género Penicilum sp., Hydroxylon
monticulosum y Tolypocladium cylindrosporum, coincidiendo con este
estudio con el género Penicilum sp., el cual fue identificado de las cepas

aisladas de la Perezia coerulescens y Senecio Calvus.

Asimismo, la identificacion morfoldgica realizada en el presente
estudio brinda una base de datos de crecimiento de los hongos endofiticos
aislados de plantas medicinales de la cordillera Blanca, el cual puede ser

utilizado en otras investigaciones.

5.5.Prueba de hipétesis

Segun los resultados obtenidos nos muestra que si existe presencia
de microorganismos endofiticos cultivables en algunas plantas
medicinales de la cordillera Blanca con propiedades biotecnolégicas, que

permite promover su conservacion.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

Se evidencio que algunas plantas medicinales que habitan dentro de
la Cordillera Blanca presentan microorganismos endofiticos, con
caracteristicas biotecnoldgicas potenciales que podria ser utilizado como

linea base para promover su conservacion.

e Se aislaron un total de 49 microorganismos endofiticos, 14 hongos y 35
bacterias, asociados a las plantas medicinales que habitan la cordillera
Blanca.

e Se demuestra que los microorganismos endofiticos estudiados tienen
actividades de promocioén de crecimiento vegetal, obteniendo resultados
positivos para las siguientes pruebas: solubilizacién de fosfato de calcio,
producciéon de acido indol acético (AlA), produccion de sideréforos,
actividad hidrolitica de Carboximetil celulosa, actividad enzimatica
proteasa, actividad antagoOnica, actividad enzimatica de amilasa,
encontrando diferencias significativas de estas propiedades entre
hongos y bacterias, y las cepas aisladas de diferentes especies de

plantas medicinales.
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e Se encontr6 actividad antimicrobiana en 15 hongos endofiticos
estudiados, evidenciando que algunas cepas presentaron actividad
antibacteriana y anticandida. Asimismo, se encontr6 actividad
antioxidante en 9 hongos endofiticos, no encontrando actividad en

bacterias.

e Se identificé taxonOmicamente las cepas y se determind que las cepas
aisladas pertenecen a los geéneros, Philophora sp., Beaveria sp.,
Aspergillus sp., Chaetomium sp., Penicilium sp., Didymella sp.,
Diaphorte sp., Alternaria sp., Epicoccum sp., Absidia sp. y Plenodomus

sp.

6.2. Recomendaciones

Continuar con los estudios de los microorganismos endofiticos que
obtuvieron los mejores resultados en las diferentes pruebas de
promocion de crecimiento vegetal.

Realizar estudios para la evaluacién cuantitativa de las cepas que
presentan actividad en este estudio.

Continuar con el aislamiento de microorganismos endofiticos de las
plantas medicinales que habitan en la cordillera Blanca, se pueden
encontrar grandes potencialidades metabdlicas que podrian influenciar

en la conservacion de la biodiversidad.

Tomar de referencia esta investigacion que brinda una linea base para
promover la conservacion de las plantas medicinales nativas,
demostrando el potencial de los microorganismos endofiticos cultivables

para futuros proyectos de impacto dentro de la cordillera Blanca.
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ANEXOS
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ANEXO N° 01

MAPA DE UBICACION DE LOS PUNTOS COLECTADOS
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ANEXO N° 02

CURVAS DE CALIBRACION
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ANEXO N° 03

PANEL FOTOGRAFICO

@ @®®©®  Repositorio Institucional - UNASAM - Peru



.

‘ym-‘--—7 \\ \ ;\‘

:

Figura 59. Fotografia de trabajo de campo y laboratorio. A: Recoleccion de las especies
en punta olimpica, acompafiada de la Dr. Tamariz, asesora de la investigacion, B:
Aislamiento de los hongos y bacterias endofiticas.

Figura 60. Prueba antimicrobiana de los hongos endofiticos aislados
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Figura 61. Preparacién de micelios para macerarlos - prueba antioxidantes (DPPH).

Figura 62. Preparacién del espectrofotometro para las pruebas.
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Figura 63. Fotografia de la primera prueba de descarte de AIA

B

Figura 64. Fotografia representativa de los resultados de la actividad de produccion de sideréforos

de las bacterias endofiticas aisladas (A 'y B)
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Figura 65. Fotografia representativa de los resultados de la actividad de produccion
de siderdforos de los hongos endofiticos aislados, A: HW48T y B: HW49

A

Figura 66. Fotografia representativa de los resultados de la Actividad hidrolitica de

carboximetil celulosa de los hongos endofiticos A: H17 Y B: HW40
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Figura 67. Fotografia representativa de los resultados de la Actividad antagonica de
la cepa BW53T bacterias endofiticos A: (i)Fus. geo (ii)Fus.H (iii)F.Tom (3) B: (iv)Fus
12 (v)Phy (vi)F.Tom (2) (vii)Asp.Dis

Figura 68. Fotografia representativa de los resultados de la Actividad

antimicrobiana A: hongos endofiticos vs SEP13 Y B: hongos endofiticos vs CA
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ANEXO N° 04

COMPARACION MULTIPLE DE MEDIAS A TRAVES LA PRUEBA TUNKEY DE
LAS DIFERENTES PRUEBAS
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e SOLUBILIZACION DE FOSFATOS DE CALCIO

Anédlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Factor 22 16.9475 0.77034 38.64 0.000
Error 23 0.4586 0.01994

Total 45 17.4060

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.141200 97.37% 94.85% 89.46%
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
BW36H 2 1.4167 0.1179 (1.2101; 1.6232)
BW40T 2 2.000 0.000 ( 1.793; 2.207)
BW41T 2 1.6190 0.0673 (1.4125; 1.8256)
BW47T 2 1.375 0.177 ( 1.168; 1.582)
BW49Ta 2 1.625 0.177 ( 1.418; 1.832)
BW50T 2 1.5833 0.1179 (1.3768; 1.7899)
BW53T 2 2.429 0.000 ( 2.222; 2.635)
2B 2 2.700 0.141 ( 2.493; 2.907)
3B 2 2.458 0.295 ( 2.252; 2.665)
5B 2 2.250 0.000 ( 2.043; 2.457)
22B 2 3.000 0.000 ( 2.793; 3.207)
24B 2 3.600 0.000 ( 3.393; 3.807)
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27B 2 1.500 0.000 ( 1.293; 1.707)
29B 2 2.000 0.000 ( 1.793; 2.207)
30B 2 2.667 0.000 ( 2.460; 2.873)
36B 2 2.333 0.000 ( 2.127; 2.540)
37B 2 1.500 0.236  (1.293; 1.707)
38B 2 2.000 0.000 ( 1.793; 2.207)
39B 2 2.125 0.177 ( 1.918; 2.332)
40B 2 3.042 0.412 ( 2.835; 3.248)
81B 2 1.500 0.000 ( 1.293; 1.707)
41B 2 1.500 0.000 ( 1.293; 1.707)
46B 2 1.500 0.000 ( 1.293; 1.707)

Desv.Est. agrupada = 0.141200

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacidn

24B 2 3.600 A

40B 2 3.042 A B

22B 2 3.000 B C

2B 2 2.700 BCD

30B 2 2.667 B CDE

3B 2 2.458 CDETF
BWS3T 2 2.429 CDEF
36B 2 2.333 D EF
5B 2 2.250 DEF
39B 2 2.125 EFG
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38B 2 2.000 FGH

29B 2 2.000 FGH

BW40T 2 2.000 FGH

BW49Ta 2 1.625 GHI
BW41T 2 1.6190 GHI
BW50T 2 1.5833 GHTI
46B 2 1.500 HI
41B 2 1.500 HI
81B 2 1.500 HI
37B 2 1.500 HI
27B 2 1.500 HI
BW36H 2 1.4167 I
BW47T 2 1.375 I

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

e PRODUCCION DE SIDEROFOROS PARA HONGOS

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 8 6.637 0.8296 2.17 0.063
Error 27 10.308 0.3818
Total 35 16.945

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)

E @ ®®®  Repositorio Institucional - UNASAM - Peru



0.617880 39.17% 21.14% 0.00%
Medias

Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
HW47 4 2.804 0.704 (2.170; 3.437)
HW48T 4 3.463 0.838 (2.829; 4.097)
HW49 4 3.358 0.540 (2.724; 3.992)
HwW51la 4 3.500 0.408 (2.866; 4.134)
HW51b 4 2.500 0.430 (1.866; 3.134)
HE13 4 2.729 0.550 (2.095; 3.363)
HE14 4 2.333 0.000 (1.699; 2.967)
HE17 4 3.375 0.750 (2.741; 4.009)
HE28 4 3.375 0.854 (2.741; 4.0009)

Desv.Est. agrupada = 0.617880
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%
Factor N Media Agrupacidén
HWS1la 4 3.500 A

HW48T 4 3.463 A

HE28 4 3.375 A
HE17 4 3.375 A
HW49 4 3.358 A
HW47 4 2.804 A
HE13 4 2.729 A

HW51b 4 2.500 A

HE14 4 2.333 A
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

e PRODUCCION DE SIDEROFOROS PARA BACTERIAS

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 21 356.119 16.9581 65.04 0.000
Error 22 5.736 0.2607
Total 43 361.855

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.510620 98.41% 96.90% 93.66%
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
BW36H 2 2.250 0.354 ( 1.501; 2.999)
BW49Ta 2 1.500 0.354 ( 0.751; 2.249)
BW50T 2 2.250 0.354 ( 1.501; 2.999)
BW52T 2 1.833 0.236 ( 1.085; 2.582)
5B 2 4.333 0.471 ( 3.585; 5.082)
22B 2 2.167 0.236 ( 1.418; 2.915)
24B 2 1.250 0.000 ( 0.501; 1.999)
27B 2 6.000 0.707 ( 5.251; 6.749)
29B 2 3.667 0.471 ( 2.918; 4.415)
30B 2 12.500 0.707 (11.751; 13.249)
36B 2 11.500 0.707 (10.751; 12.249)
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37B 2 2.250 0.354 ( 1.501; 2.999)
38B 2 4.333 0.000 ( 3.585; 5.082)
39B 2 4.167 0.236 ( 3.418; 4.915)
40B 2 4.333 0.000 ( 3.585; 5.082)
41B 2 3.000 0.000 ( 2.251; 3.749)
42B 2 2.000 0.000 ( 1.251; 2.749)
44B 2 2.500 0.707 ( 1.751; 3.249)
43B 2 2.500 0.707 ( 1.751; 3.249)
46B 2 2.250 0.354 ( 1.501; 2.999)
51B 2 3.000 0.000 ( 2.251; 3.749)
53B 2 5.00 1.41 ( 4.25; 5.75)

Desv.Est. agrupada = 0.510620

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacidn

30B 2 12.500 A

36B 2 11.500 A

27B 2 6.000 B

53B 2 5.00 B C

5B 2 4.333 BCD

40B 2 4.333 B CD

38B 2 4.333 BCD

39B 2 4.167 B CDE

29B 2 3.667 CDEF
51B 2 3.000 CDETFG
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41B 2 3.000 CDEFG
43B 2 2.500 DEFG
44B 2 2.500 DEFG
46B 2 2.250 EF G
37B 2 2.250 EFG
BW50T 2 2.250 EFG
BW36H 2 2.250 EFG
22B 2 2.167 EFG
42B 2 2.000 F G
BW52T 2 1.833 F G
BW49Ta 2 1.500 G
24B 2 1.250 G

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

e ACTIVIDAD HIDROLITICA DE CARBOXIMETIL CELULOSA PARA
HONGOS

Anédlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 13 169.874 13.0672 20.92 0.000
Error 14 8.746 0.6247
Total 27 178.619

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)

0.790380 95.10% 90.56% 80.41%

Medias
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Factor N Media Desv.Est. IC de 95%

HW40 2 1.7418 0.0389 ( 0.5431; 2.9404)
HWS1la 2 1.4643 0.0505 ( 0.2656; 2.6630)
HW51b 2 1.7841 0.0482 ( 0.5854; 2.9828)
HW53 2 1.600 0.000 ¢ 0.401; 2.799)
2H 2 2.571 0.000 ¢ 1.373; 3.770)
4H 2 6.333 0.000 ¢ 5.135; 7.532)
22H 2 1.13961 0.00459 (-0.05907; 2.33830)
39H 2 10.42 2.95 ( 9.22; 11.62)
84H 2 1.233 0.141 ¢ 0.035; 2.432)
HE14 2 1.8159 0.0427 ( 0.6172; 3.0146)
HE17 2 2.1611 0.0864 ( 0.9624; 3.3598)
HE13 2 2.1611 0.0864 ( 0.9624; 3.3598)
HE23 2 1.3709 0.0194 ( 0.1722; 2.5696)
HE28 2 2.771 0.147 ( 1.572; 3.970)

Desv.Est. agrupada = 0.790380

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacién
39H 2 10.42 A

4H 2 6.333 B

HE28 2 2.771 C

2H 2 2.571 C

HE13 2 2.1611 C

HE17 2 2.1611 C
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HE14 2 1.8159 C
HW51b 2 1.7841 C
HW40 2 1.7418 C
HW53 2 1.600 C
HW51la 2 1.4643 C
HE23 2 1.3709 C
84H 2 1.233 C
22H 2 1.139e61 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

e ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA AMILASA PARA HONGOS

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 20 67.099 3.35494 45.42 0.000
Error 21 1.551 0.07386
Total 41 68.650

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)
0.271772 97.74% 95.59% 90.96%
Medias
Factor N Media Desv.Est. IC de 95%
HW40 2 3.631 0.286 ( 3.231; 4.031)
HW47 2 1.2250 0.0354 ( 0.8254; 1.62406)
HW49 2 1.3467 0.0189 ( 0.9470; 1.7463)
HW51a 2 3.300 0.141 ( 2.900; 3.700)
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HW51b 2 5.925 0.955 ( 5.525; 6.325)
HWS3T 2 2.5000 0.0643 ( 2.1004; 2.8996)
HBil2H 2 1.5458 0.1120 ( 1.1462; 1.9455)
HBi21T 2 1.483 0.212 ( 1.084; 1.883)
2H 2 2.143 0.000 ( 1.743; 2.543)
4H 2 2.667 0.471 ( 2.267; 3.066)
22H 2 1.19722 0.00393 (0.79758; 1.59687)
39H 2 4.667 0.471 ( 4.267; 5.066)
84H 2 1.0817 0.0213 ( 0.6821; 1.4814)
HE13 2 1.5869 0.0892 ( 1.1873; 1.9865)
HE14 2 1.2896 0.0430 ( 0.8900; 1.6893)
HE17 2 1.4167 0.1179 ( 1.0170; 1.8163)
HE22 2 1.3452 0.0168 ( 0.9456; 1.7449)

HE23 2 1.04006 0.00227 (0.64042; 1.43971)

HE25 2 1.385 0.000 ( 0.985; 1.784)
HE28 2 1.5524 0.0269 ( 1.1527; 1.9520)
HE24 2 1.5500 0.0707 ( 1.1504; 1.9496)

Desv.Est. agrupada = 0.271772

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacién
HW51b 2 5.925 A

39H 2 4.667 B

HW40 2 3.631 B C
HwW51la 2 3.300 CcCD
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4H 2 2.667 C DE

HW53T 2 2.5000 D EF

2H 2 2.143 EFG
HE13 2 1.5869 EF GH
HE28 2 1.5524 FGH
HE24 2 1.5500 FGH
HBil2H 2 1.5458 FGH
HBi21T 2 1.483 FGH
HE17 2 1.4167 F GH
HE25 2 1.385 G H
HW49 2 1.3467 G H
HE22 2 1.3452 G H
HE14 2 1.2896 G H
HW47 2 1.2250 G H
22H 2 1.19722 G H
84H 2 1.0817 G H
HE23 2 1.04006 H

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

e ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA AMILASA PARA BACTERIAS

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Factor 24 39.654 1.65224 26.48 0.000
Error 25 1.560 0.06239
Total 49 41.213
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UNASAN

Resumen del modelo

S R-cuad.
0.249777 96.22%
Medias
Factor N Media
BW36H 2 2.1250
BW40T 2 2.490
BW41T 2 2.5222

BW47T 2 1.800
BW49Ta 2 1.417
BW49Tb 2 2.453
BWS0T 2 2.133
BWS1T 2 2.595
BWS2T 2 2.2333
BW53T 2 2.539
2B 2 2.9063
3B 2 2.6769
16B 2 2.0625
22B 2 2.625
26B 2 2.3260
37B 2 3.143
81B 2 3.429
42B 2 4.000
43B 2 4.000
44B 2 3.250

(ajustado)

92.58%

Desv.Est.

0.0589

0.564

0.1100

0.283

0.354

0.145

0.189

0.572

0.0471

0.338

0.1326

0.0641

0.0884

0.530

0.0889

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000
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R-cuad.
(pred)
84.86%
IC de 95%
(1.7612; 2.4888)
2.126; 2.854)
(2.1585; 2.8860)
1.436; 2.164)
1.053; 1.780)
2.089; 2.817)
1.770; 2.497)
2.231; 2.959)
(1.8696; 2.5971)
2.175; 2.903)
(2.5425; 3.2700)
(2.3131; 3.0407)
(1.6987; 2.4263)
2.261; 2.989)
(1.9623; 2.6898)
2.779; 3.507)
3.065; 3.792)
3.636; 4.364)
3.636; 4.364)
2.886; 3.614)
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45B 2 3.571 0.000 ( 3.208; 3.935)
46B 2 3.800 0.000 ( 3.436; 4.164)
51B 2 5.750 0.354 ( 5.386; 6.114)
53B 2 3.667 0.000 ( 3.303; 4.030)
54B 2 3.105 0.276 ( 2.741; 3.468)

Desv.Est. agrupada = 0.249777
Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Factor N Media Agrupacidn

51B 2 5.750 A

43B 2 4.000 B

42B 2 4.000 B

46B 2 3.800 B C

53B 2 3.667 B CD

45B 2 3.571 B CDE

81B 2 3.429 BCDETF

44B 2 3.250 BCDETFG

37B 2 3.143 BCDETFGH

54B 2 3.105 BCDETFGH

2B 2 2.9063 CDEFGHTI
3B 2 2.6769 DEFGHTIUJ
22B 2 2.625 EFGHIUJ
BWS1T 2 2.595 EFGHIUJ
BW53T 2 2.539 FGHTIUJ
BW41T 2 2.5222 FGHTIUJ
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UNASAN

BW40T

BW49TDb

26B

BW52T

BW50T

BW36H

16B

BW47T

BW49Ta

2

2

2

2.490

2.453

2.3260

2.2333

2.133

2.1250

2.0625

1.800

1.417

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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