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RESUMEN

Fusarium sp. es un hongo que en la actualidad causa la enfermedad conocida como
Pudricion seca en el cultivo de la papa que causa pérdidas econdmicas considerables, esto
hace que sea un problema para los productores y comercializadores, por tanto se sugiere
una alternativa de control utilizando el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia). Los
objetivos fueron determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Fusarium sp. dentro del rango de
concentracion del 20 a 100 % y determinar la susceptibilidad antimicotica de Fusarium sp.,
frente al aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) comparado con el fungicida
comercial (Carbendazim). La extraccion del aceite esencial se realiz6 por el método de
arrastre a vapor de agua. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial se
determind por el método de Kirby-Bauer (antibiograma antimicético) a concentraciones
(%) de 20, 30, 40, 50, 75, 100 % y un control negativo; para la determinacion de la
susceptibilidad antimicotica se emple6 el mismo método a concentraciones de 20/80, 30/70,
40/60, 50/50, 75/25, 100/0 y un control positivo (Carbendazim). Los resultados encontrados
fue que la CMI del aceite esencial de Minthostachys mollis frente a cepas de Fusarium sp.
es de 50 % con un halo de inhibicién de 14.75 mm, ademas el promedio de halo menor fue
de 853 mm (20%) y el halo mayor fue de 18.18 mm (100%). Por otro lado en la
susceptibilidad antimicotica de Fusarium sp., el porcentaje de inhibicion del aceite esencial
fue menor al del control positivo, como es el caso de las concentraciones de 100/0 y 75/25
con porcentajes de 93 y 87% de inhibicion respecto al control, estos datos fueron
analizados estadisticamente mediante pruebas de andlisis de varianza (ANOVA) y Prueba
estadistica de Tukey para ambos objetivos, en el primero presentaron diferencia estadistica
significativa (Fc=273.15; gl=6; P=0.001<0,05) y para el segundo objetivo presento
diferencia estadistica significativa (Fc=284.20; gl=6; P=0.001<0,05). Concluyendo que el
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) tuvo menor efecto frente a Fusarium sp. a

diferencia del control positivo Carbendazim.

Palabras Clave: Aceite esencial, efecto inhibitorio, Fusarium sp., Minthostachys mollis,

Concentraciéon minima inhibitoria.
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ABSTRACT

Fusarium sp. is a fungus that currently causes the disease known as dry rot in the potato
crop that causes considerable economic losses, this makes it a problem for producers and
marketers, therefore an alternative control using essential oil is suggested of Minthostachys
mollis (mufia). The objectives were to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) of the essential oil of Minthostachys mollis (mufia) in strains of Fusarium sp. within
the concentration range of 20 to 100% and determine the antifungal susceptibility of
Fusarium sp., against the essential oil of Minthostachys mollis (mufia) compared to the
commercial fungicide (Carbendazim). The extraction of the essential oil was carried out by
the method of steam drag. The minimum inhibitory concentration (MIC) of the essential oil
was determined by the Kirby-Bauer method (antimicotic antibiogram) at concentrations
(%) of 20, 30, 40, 50, 75, 100% and a negative control; For the determination of antifungal
susceptibility, the same method was used at concentrations of 20/80, 30/70, 40/60, 50/50,
75/25, 100/0 and a positive control (Carbendazim). The results found that the MIC of the
essential oil of Minthostachys mollis against strains of Fusarium sp. it is 50% with a halo of
inhibition of 14.75 mm, in addition the average of minor halo was 8.53 mm (20%) and the
major halo was 18.18 mm (100%). On the other hand, in the antifungal susceptibility of
Fusarium sp., the percentage of inhibition of the essential oil was lower than that of the
positive control, as in the case of the 100/0 and 75/25 concentrations with percentages of 93
and 87% of inhibition compared to the control, these data were analyzed statistically by
means of tests of analysis of variance (ANOVA) and Tukey's statistical test for both
objectives, in the first presented significant statistical difference (Fc = 273.15, gl =6, P =
0.001 <0.05) and for the second objective | present significant statistical difference ( Fc =
284.20, gl = 6, P = 0.001 <0.05). Concluding that the essential oil of Minthostachys mollis

(mufa) had less effect against Fusarium sp. unlike the Carbendazim positive control.

Key Words: Essential oil, inhibitory effect, Fusarium sp., Minthostachys mollis,

Minimum inhibitory concentration.
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I. INTRODUCCION
El presente trabajo de investigacion se basa en la determinacion del efecto
antimicético del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Fusarium
sp. La mufia es una planta arbustiva lefiosa oriunda del Perd, su nombre cientifico es
Minthostachys mollis. Desde tiempos preincaicos se utilizd para preservar tubérculos.
En épocas prehispanicas, para conservar alimentos de origen vegetal, contra el ataque de
insectos en condiciones de almacenamiento, se preparé como fumigante organico contra

el gorgojo de los Andes y antihongo.

La papa (Solanum tuberosum) es un tubérculo de importancia alimenticia y
econOmica en nuestra region, los cultivos son atacados por la Pudricion seca, efectuados
por el hongo Fusarium sp., el mismo que disminuye la produccién agricola, teniendo en
cuenta el uso de diferentes aceites esenciales de plantas medicinales en el control de
diferentes plagas, tenemos a la mufia (Minthostachys mollis) que es una gran alternativa
para preservar y disminuir los dafios agricolas sobre todo en comunidades aisladas,
constituyendo motivos suficientes para profundizar en el conocimiento de dicha planta

de nuestra region.

El hongo del genero Fusarium sp. produce enfermedades en tubérculos
almacenados, el cual posee estructuras de propagacion (conidias, micelio) o de
conservacioén (esclerocios, clamidosporas, oosporas) que se encuentran presentes en la
superficie de los tubérculos almacenados o en el interior, la presencia de estos se debe a
que los agricultores seleccionan tubérculos enfermos, lo cual origina la Pudricién seca
que es una enfermedad considerada en los tubérculos almacenados. Las pudriciones por
Fusarium sp., constituyen una de las principales enfermedades en bodega, elevandose

en muchos casos sobre el 5 %. Esta enfermedad se encuentra favorecida principalmente
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por dafios mecanicos causados en el cultivo, como la cosecha, transporte, seleccion y

almacenaje. Reduce hasta en 2 % el producto cosechado.

Las pérdidas econdmicas tanto al agricultor como al comerciante proveedor
directo hacia el consumidor, como region exportadora de tubérculos, se ve afectado de
manera directa disminuyendo los estandares de calidad del tubérculo y a la economia de

nuestra region.

Los resultados obtenidos dan respuesta al efecto antimicotico del aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) frente al hongo Fusarium sp. Este aporte contribuira al
conocimiento de un biofungicida natural frente a Fusarium sp., sin costos significativos
y estos datos servirdn como base para su utilizacion en la industria productora de
fungicidas. De esta manera se valida el efecto antifungico de Minthostachys mollis
(mufa) y el valor cientifico de esta investigacion.

En tal sentido se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general:

Determinar el efecto antimicotico del aceite esencial de Minthostachys mollis
(muhfa) en cepas de Fusarium sp. Puno — 2017.

Objetivos especificos:

Determinar la Concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Fusarium sp. dentro del rango de
concentracion del 20 a 100 %.

Determinar la susceptibilidad antimicética de Fusarium sp., frente al aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) comparado con el fungicida comercial

(Carbendazim).
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I1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Duefias (2013) demostré que Minthostachys acris Schmidt-Leb, tuvo efecto
antimicético sobre Sporothrix schenkii, empleando el método de Difusion en agar,
mostrando al 1 % de concentracion en fase levaduriforme y micelial al 10 % de
concentracion, se determino que el didmetro del halo de inhibicion, no hubo crecimiento
a los volumenes de 50 ul, 25 ul, 10 ul, 5 ul, 4 ul, 3 ul y 2 ul, obteniéndose crecimiento al
volumen de 1 ul; por otro lado, Alcala et al. (2011) reportaron que el aceite esencial de
Minthostachys mollis al 100% tuvo efecto contra Candida albicans; ademas, el efecto
antimicético del Fluconazol fue mayor que la Minthostachys mollis al 25 %, y fue el
mismo que la Minthostachys mollis al 50 %. Del mismo modo, Hernandez (2018)
determino el efecto antifingico del aceite esencial de Minthostachys mollis sobre
Candida albicans ATCC10231 se observo que a las 24 y 72 horas las concentraciones
al 75 % y 100 % presentaron efecto antifingico obteniendo un valor mayor a 10 mm de

halo de inhibicion.

Jauregui (2016) demostr6 que el aceite esencial de Minthostachys mollis més el
antifingico fluconazol tiene efecto sinérgico en las diferentes concentraciones. La
concentracion inhibitoria se presentd en todas las concentraciones excepto en el control
(fluconazol) en el que se obtuvo un crecimiento de 4.5 x 103, (p<0.001). Por otro lado,
Salas (2016) obtuvo que Minthostachys mollis en cepas de Candida albicans, la mufia
de 1/250 (T6) tiene mayor efecto contra Candida albicans que el fluconazol. Mientras
Zapata et al. (2009) reporto que Minthostachys mollis y Hyptis mutabillis mostraron
actividad antimicética, Minthostachys mollis frente a Aspergillus fumigatus tuvo rangos

de concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) entre 250 y 375 ug/mL, no fue
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citotoxico sobre células Vero y el principal componente de M. mollis fue epoxido de

cis-piperitona.

Cano et al. (2008) reportd que en hojas de Minthostachys mollis se encontraron
monoterpenos como pulegona, mentona, limoneno y mirceno, los cuales inhibieron el
desarrollo de Trichophytun tonsurans, Trichophytun mentagrophytes y Microsporun
canis, también, para Candida albicans se logr6 un halo de inhibicién de 30 mm para el
aceite esencial al 100 % y de 35 mm al 50 %. Mientras, Moina (2015) demostré que la
actividad antibacteriana del colutorio elaborado con el aceite esencial de Minthostachys
spicata, presento una mayor actividad antibacteriana frente Streptococcus mutans
ATCC 25175. Asimismo Carhuapoma et al. (2009) determinaron que el aceite esencial
de Minthostachys mollis tuvo resultados frente a S. dysenteriae 21,41 mm; H. pylori
17,07 mm; S. typhi 14,25 mm y P. aeroginosa 11,45 mm. La concentracion minima
inhibitoria y la concentracion minima bactericida para H. pylori, resulto 2 pg/mL. Para
S. dysenteriae 4 pg/mL, S. typhy 4 pg/mL, y P. aeroginosa 9 pg/mL de CMI y 10

png/mL de CMB.

Calderon & Guerrero (2013) demostraron el efecto antibacterial de
Minthostachys tomentosa que presenta actividad antibacteriana frente a Escherichia coli
(220 — 470 pg/mL) y Salmonella typhimurium (320 — 776 pg/mL). Incluso Huari (2014)
obtuvo que Minthostachys mollis frente a Streptococcus mutans al 100 % tuvo efecto
antibacteriano, obtuvo un halo promedio de 10.79 mm, al 50 % promedio de 7.6 mm, al
25 % promedio de 5 mm (tamarfio de discos) igual que el control negativo, el control
positivo (amoxicilina) promedio de 49.3 mm. A parte de ello, Pefia & Gutierrez (2017)
demostraron que Minthostachys mollis presento efecto antibacteriano frente a

Staphylococcus aureus con halo de inhibicion 19,3 mm y de 8,0 frente a Klebsiella
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pneumoniae. Streptococcus pneumoniae y Haemophylus influenzae no presento halos

de inhibicioén.

Baca (2017) determind que Minthostachys mollis tiene efecto inhibitorio frente
al género Proteus y a la concentracién minima inhibitoria del 50 % (50 mg/ml) frente a
Proteus vulgaris, tiene un halo de inhibicion de 11.90 mm, Proteus mirabilis con 75 %
(75 mg/ml) tiene un halo de 7.37 mm, P. rettgeri con 75 % (75 mg/ml) tiene un halo de
7.00 mm y Proteus morganii con 75 % (75 mg/ml) tiene un halo de 6.90 mm. De la
misma manera, Ccallo (2013) comprobd que el aceite esencial de mufia inhibe a
Streptococcus mutans y a Porphyromonas gingivalis con una concentracion minima
inhibitoria para Streptococcus mutans es 0.448 g/ml, y para Porphyromonas gingivalis
es mayor a 0.448 g/ml. Ademas, Calixto (2006) menciona que el aceite esencial de
Minthostachys mollis presenta actividad frente a bacterias orales. Sin embargo el
Instituto Nacional de Salud (2011) recomienda tener cuidado en el consumo de la muiia,

ya sea como infusion o cocimiento, ya que no se han realizado estudios clinicos.

Ulloa (2015) demostr6 que Minthostachys mollis es utilizada en Bolivia para
condimentar la sopa de pescado, chupe verde y lagua de maiz. Ademas, Merma (2014)
probo que el aceite esencial de Minthostachys mollis sirve para la conservacion del
filete de trucha arco iris envasada, presentaron ausencia de Escherichia coli y
Salmonella sp. Asimismo, Ccopa (2014) determino que Minthostachys spicata inhibe la
presencia de microorganismos en el Kétchup. Paredes (2009) demostré la efectividad
antibacteriana de la infusion del té verde a base de Camelia sinensis y Minthostachys
mollis que fue similar a la clorhexidina. Ademas, Casas (2011) comprobé la eficacia en
la cicatrizacion del aposito con aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) versus el

aposito quirargico convencional en gingivectomias en Oryctolagus cuniculus (conejos),

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
g i Altiplano

Minthostachys mollis después de las gingivectomias presentaron menor grado de celulas
PMN (polimorfonucleares- neutréfilos) en comparacion con el grupo que se tratd con

aposito quirdrgico convencional y el control.

Castafieda et al. (2008) evalud la capacidad antioxidante, por el método de la
decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), a las concentraciones de
50 ug/mL, el extracto etanolico de hojas de mufia presento una actividad antioxidante en
promedio de 92.41 %. Asi mismo, Granados et al. (2012) encontré que los componentes
mayoritarios de Minthostachys mollis fueron Acetato de a-Eudesmol, Acetato de (-)-
Isolongifolol, Germacreno-D, Eucaliptol y Pulegona. Minthostachys mollis presento la
mayor actividad antioxidante que podria estar asociada a los componentes mayoritarios
de aceite esencial. Ademas, Yapuchura (2010) demostro la capacidad antioxidante de la
inca mufa fue superior (1004.1 pumol TE/g (b.s.)) a la mufia (868.0 umol TE/g (b.s.)),
ya que presentaron contenidos fendlicos, ademés de flavonoles y flavonas. Por otro
lado, Guerrero & Pozo (2016) probaron que Minthostachys mollis presenta capacidad

captadora de radicales libres y actividad antioxidante.

Alegre et al. (2017) demostraron que el extracto acuoso de M. mollis al 20 % de
concentracion, causa mortalidad en T. urticae de 28,9; el extracto etanolico registro la
mayor toxicidad de todos los extractos evaluados a las 75 h de exposicion en C. externa,
con una mortalidad del 75,7 %. También, Gleiser et al. (2007) demostraron la
bioactividad del aceite esencial de Minthostachys mollis contra mosquitos. Los
resultados sugieren que este aceite puede tener potencial como insecticida y merita
mayores estudios. Por otro lado Fuertes et al. (2010) colectaron e investigaron 40
especies vegetales con propiedades biocidas e insecticidas frente a los nauplios de

Artemia salina y entre las plagas Aphis gossypii, Bemisia tabaco y Dysdercus
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peruvianus), mostraron resultados significativos tanto nivel de laboratorio como en los
cultivos de algodonero en el campo, siendo su toxicidad: (CL50 39), (CL50 64) y (CL

50) respectivamente.

Duarte et al. (2013) demostraron que el efecto inhibitorio de diez aceites
esenciales sobre Alternaria solani Sorauer, todos los aceites, excepto Citrus sinensis
(naranjo dulce), inhibieron el crecimiento micelial hasta los 7 dias y a los 14 dias. Por
otro lado Avello et al. (2012) determinaron que los efectos antimicrobianos de extractos
de plantas chilenas de las familias Lauraceae (Cryptocarya alba Looser (Peumo),
Persea lingue (Lingue)) y Atherospermataceae (Laurella sempervirens (laurel chileno)),
los resultados obtenidos indican que los aceites esenciales tienen un efecto selectivo
frente a hongos (Penicillium sp. y Fusarium oxysporum) y bacterias (Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeroginosa y Staphyloccoccus aureus), lo cual sugiere

que su naturaleza quimica diferente tendria un papel en el mecanismo de accion.

Villa et al. (2015), en la investigacion denominada “Situacion actual en el
control de Fusarium spp. y evaluacion de la actividad antifingica de extractos
vegetales”, se discuten y presentan algunos de los muchos estudios realizados alrededor
del mundo sobre la efectividad bioldgica de diversas especies vegetales para el control
de Fusarium spp., ya que ha sido uno de los géneros de hongos fitopatégenos mas
incidentes y devastadores de cultivos en el planeta en los Gltimos afios. Condori (2018),
en su investigacion sobre el control bacteriano del aceite esencial de Minthostachys
mollis frente a Erwinia spp. demuestra la eficiencia del control de mufia (Minthostachys
mollis) a 24 y 72 h, mostrando valores por mercados: Laykakota 10 mm, 15.3 mm,
Central 14.6 mm y 12.8 mm, Union y Dignidad 12.5 mm y 15.2 mm, presentado

diferencias a las 72 h frente al paico (Chenopodium ambrosioides).
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2.2. Marco tedrico
2.2.1. Descripcion de Minthostachys mollis (mufia)

Clasificacion taxondmica

Dominio: Eukarya
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Tubiflorae
Familia: Lamiaceae o Labiatae

Género: Minthostachys
Especie:  Minthostachys mollis

Nombre vulgar: “Chancua”, “Muna” (Condori & Vilca, 2005).

Sinonimia popular

Se denomina en la lengua Quechua “mufia”, y en la Aymara tiene 2 nombres:
“Coa” y “Huaycha”. Los espafioles la denominaban poleo silvestre por poseer
caracteristicas semejantes al poleo y orégano. Otros nombres vulgares son: “Mufa”,
“Mufa negra”, “Hupaimufa” “Mufia-mufia”, “Arach mufia”, “Kon”, “Orcco-muifia”
“Polco silvestre”, “Coz”, “huayco”, “Coa”, “Chancua”, “Chancua blanca”, “Chancas”,
“Tinto”, “Ayamanchana”, “Poleo” o “Ismufia”, “Poleo blanco”, “Tipo blanco”, “Tifu” y
“Yurac tipo”, siendo estas muy empleadas en Sudamérica. Asi como las siguientes
denominaciones: Per0 (mufia, mufia mufia, arash mufia); Ecuador (Tipo, tipillo);
Paraguay (Burrito); Bolivia (Martin mufia); Argentina y Brasil (Peperina); Venezuela:
(Oreganote) y Colombia (orégano) (Azafa, 2010; Malpartida, 2010;Ordofiez, 2015;

Aigaje, 2016).
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Descripcion botanica

Minthostachys mollis es una planta arbustiva, lefiosa, hemicriptofila y aromatica
(semejante a la menta), mide de 0,80 m. a 1,20 m., tiene aspecto glauco, erecto y
pubescente, posee tallos semilefiosos, con forma prismatica y cuadrilatera. Sus hojas
son opuestas, de aspecto bien tupido, con peciolos de 0,5- 1 cm. de largo y laminas de
1- 5 por 1 — 3 cm., aovadas, agudas, con bordes enteros o irregularmente aserrados en la
mitad superior, cubiertas de una pilosidad breve. El limbo es pubescente tanto en el haz
como en el envés, presenta una coloracion verde palida (Condori & Vilca, 2005; Cano,

2007; Azaiia, 2010; Malpartida, 2010; Ordofiez, 2015; Aigaje, 2016; Salas, 2016).

Inflorescencias plurifloras mas cortas que la hoja axilante, tiene flores
numerosas actinomorfas con caliz y corola pentamera, céliz soldado con 13 venaciones
terminado en 5 I6bulos dentados casi iguales entre si con pelos cerelosos en la base, la
corola raramente es de 6 mm. de largo, dividida en 2 labios: 2 l6bulos o labio superior y
3 lébulos o labio inferior, androceo y 4 estambres, gineceo supero formado por 4
I6bulos y un estilo bifido, con pétalos de color blanco, purpura o violacea, en forma de
tubo y de 0,5 mm. Androceo constituido por 2 estambres concrescentes por sus
filamentos al labio inferior en su parte central e interna. Gineceo superior formado por 4
I6bulos y un estilo bifido, ovario supero, sentado sobre un rodete nectarifero. El fruto es
de tonalidad marron y alberga una semilla, formado por 4 clusas elipsoides, pardas,
finamente reticuladas. Semillas son de 0,5 a 1 mm. de largo y de color marrén (Cano,

2007; Azaia, 2010; Malpartida, 2010; Ccallo, 2013; Aigaje, 2016).
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Distribucion geografica

La mufia, es un recurso natural que tiene un plano altitudinal de crecimiento
entre los 2500 — 3900 msnm, se la puede encontrar distribuida en Colombia, Venezuela,
Brasil, Ecuador, Per(, Bolivia y Argentina. En Per( 6 especies han sido reconocidos,
estos son: M. mollis, M. glabrescens, M. setosa, M. spicata, M. griseb y M. salisifolia.,
crece en lugares cercanos a acequias y manantiales. Habita en laderas abiertas, rocosas,
pedregosas, laderas de arbustos, bordes de carreteras, terrenos pedregosos, borde de
campos de cultivo, cercos, ricos en materia organica, drenados, con retencién de
humedad, pH entre 5 a 8, clima con luminosidad, templado o templado célido,
temperatura (°C): 10 — 26, precipitacion (mm): 500 — 2000 y humedad atmosférica (%):
60 — 90, florece en época de lluvia (Azafia, 2010; Malpartida, 2010; Calderon &

Guerrero, 2013; Ccallo, 2013; Aigaje, 2016).

Principios activos presentes en Minthostachys mollis

Los vegetales elaboran productos propios denominados “principios activos”, que
son sustancias que ejercen una accion farmacoldgica, benéfica o perjudicial, sobre el ser
vivo. El valor medicinal se debe a la presencia del mismo, que produce un efecto
fisiolégico. Muchos de estos son sumamente complejos, desconociéndose aun su
naturaleza quimica; otros han sido purificados, sintetizados o imitados. Por lo general
pertenecen a una de estas categorias: aceites esenciales, alcaloides, gllcidos, taninos,
sapogeninas, fenoles, quinonas, terpenos, carotenoides, cumarinas, flavonoides y resinas

(Huamani, 2015; Salas, 2016).
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Aceite esencial de Minthostachys mollis

El aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia), posee las siguientes
caracteristicas fisicoquimicas, tiene un aspecto liquido, claro y transparente, ademas es
incoloro y tiene un olor caracteristico a menta, asimismo un sabor picante, el
rendimiento es de 0,7 %, la densidad relativa es de 0,92, su indice de refraccion es de
1,4699, solubilidad en alcohol al 70 %: 5; indice de mentona: 33.88%; indice de menta:
22 %; indice de acidez: 1.683; indice de esteres: 5.819; rotacion especifica: -2%45”;
indice de éter: 16.80%; contenido de mentol total: 4.042%; solubilidad en etanol: 95 %

(Azafia, 2010; Huamani, 2015).

Componentes bioquimicos

La composicion de la mufia es: aceite esencial, glucdsidos, mucilagos,
saponinas, taninos, alcaloides y esteroides. Contiene carbohidratos, calcio, fosfato,
hierro, trazas de vitamina B1, esencias y mentdn. Presenta una estructura aldehidica,
cetonica, alcohdlica (mentol y mentona), esteres, éteres y terpenos en mayor porcentaje.
Estd compuesto por monoterpenos como son: pulegona (19,3%), mentona (18,4%),
carvona (1,7%); presenta limoneno, isomentona, a-pineno, B-pineno, &cido piperinico,
mentol y eucaliptol. El aceite esencial se determina un 89,90% para la fraccion
terpenica y 10,20% para la fraccion no terpenica. Existen compuestos volatiles en
proporciones significativas como el: carvacrol, acetato de carvacrilo y trans-f-

cariofileno (Cano, 2007; Malpartida, 2010; Ccallo, 2013; Huamani, 2015; Salas, 2016).

Terpenoides
Los terpenos proceden de la condensacion del isopropeno CsHs, en los mismos
aceites esenciales aparecen compuestos derivados del Isopreno, de modo que la

calificacion de terpeno se extiende a todos aquellos, dividiéndolos en hemiterpenos
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CsHg, terpenos propiamente dichos, sesquiterpenos CisHas, diterpenos CooHsz y
politerpenos (CsHg)n, siendo “n” un nimero elevado. Los productos derivados de los
terpenos que tienen oxigeno reciben el nombre de alcanfores. La pulegona y la
mentona, son los componentes mayoritarios de los géneros Menta y Minthostachys,
generalmente, la pulegona esta presente en mayor porcentaje en contraste con la
Minthostachys. La presencia de pulegona, mentona, limoneno y mentol en trazas en el
aceite esencial de hojas de Minthostachys mollis (mufia) es por lo cual tiene efecto

fungicida (Figura 1) (Cano et al. 2006; Azafia, 2010; Ccallo, 2013; Ordofiez, 2015).

Pulegona.- Es uno de los componentes mas importantes, pero es mejor conocido
por pulegium poleo (Mentha). Es un compuesto organico de origen natural obtenido a
partir de los aceites esenciales de una variedad de plantas, es un monoterpeno, liquido
incoloro, aceitoso transparente y tiene un olor agradable se utiliza en agentes
aromatizantes, es toxico para las ratas si se consume en gran cantidad, es un insecticida
lo que explica la actividad contra plagas, parasitos, dafia el higado y puede provocar el
aborto. Su toxicidad probablemente explica algunos de los efectos del aceite de
Minthostachys contra las plagas y parasitos. La sustancia también se usa en perfumeria,
saborizantes y como conservante de alimentos (Figura 1) (Ccallo, 2013; Ordofiez,

2015; Aigaje, 2016).

Mentona.- Otro componente muy importante, junto con la pulegona a menudo
representa mas del 75% de la composicion del aceite entero. Es un compuesto organico
perteneciente al grupo de las cetonas y monoterpenos, esta relacionado estructuralmente
con el mentol. EI més conocido es la menta (Mentha piperita). Tiene un aroma muy

agradable sabor a menta, se usa en perfumeria, es ampliamente utilizado en la
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fabricacion de productos cosméticos y farmacéuticos pero también tiene propiedades

digestivas y no tiene toxicidad (Figura 1) (Ccallo, 2013; Ordofiez, 2015, Aigaje, 2016).

Carvacrol.- Se han encontrado para ser componentes dominantes en una menor
proporcién de los estudios de los aceites de Minthostachys mollis. También se encuentra
en varias hierbas conocidas como el orégano (Origanum vulgare), la ajedrea de verano
(Satureja hortensis) o tomillo del monte serpolio (Thymus serpyllum), y es sobre todo
un valor para sazonar, tiene la propiedad de ser un “antioxidante” y presenta un alto
nivel de actividad contra microorganismos Gram-negativos con excepcién de P.
aeruginosa. También, es el compuesto mayoritario encontrado en varios articulos de
investigacién, con un porcentaje de abundancia relativa de 21,24 % (Figura 1) (Ccallo,

2013; Ordofiez, 2015; Aigaje, 2016; Torrenegra et al., 2017).

Carvona.- Como su nombre lo sugiere, esta sustancia es conocida como un
producto de semillas de alcaravea (Carum carvi), tiene propiedades digestivas y se
utiliza para dar sabor. Ademas tiene la propiedad de ser un agente fungicida, insecticida
y antibacterial, es una sustancia saborizante ampliamente utilizada en productos
farmacéuticos, goma de mascar, pasta dental, enjuagues bucales, alimentos y bebidas

(Ccallo, 2013; Aigaje, 2016).

Mentol.- Por lo general, es mucho menos importante en Minthostachys mollis,
pero algunas veces se puede encontrar como componente menor de la mezcla de aceite.
Este componente sirve para calmar dolores, por ejemplo en el dolor de garganta, y uno
de los principales usos es que actla como antiséptico, es utilizado también en la
agricultura para prevenir plagas e histéricamente ha sido utilizado en la elaboracién de

perfumes vy licores (Ccallo, 2013; Aigaje, 2016).
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Linalol.- Frecuentemente es uno de los menores componentes del aceite de
Minthostachys mollis, es empleado como condimento y también como insecticida, el
linalol es mas conocido de cilandro (Coriandrum sativum) de la familia Apiaceae.
Muchas veces es un componente menor en el aceite esencial de Minthostachys mollis

(Azafia, 2010; Ccallo, 2013; Baca, 2017).

Timol.- Los aceites de distintas especies de tomillo. Asimismo, el timol es un
compuesto fendlico volatil monoterpeno, el cual tiene eficacia antibacteriana,
antifungica, antioxidante, antiséptico urinario, antiséptico de la cavidad bucofaringea,
antiespasmddico y antioxidante. Este compuesto se usa frente a bacterias Gram-
positivas (S. aureus, L. monocytogenes), Gram-negativas (S. typhi, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, E. coli), hongos filamentosos (A. niger, F. oxysporum y Mucor spp.), Y
levaduras (C. albicans). Respecto al mecanismo de accion, es capaz de desintegrar la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas, liberando lipopolisacaridos (LPS),
aumentando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica, reduciendo la tasa de
sintesis del ATP y permitiendo la liberacion de iones (Figura 1) (Ccallo, 2013; Ordofiez,

2015).
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Figura 1. Estructuras de monoterpenos presentes en hojas de Minthostachys mollis (mufia).

Fuente: Cano et al. (2006); Ordofiez (2015).
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Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de los aceites esenciales no se conoce en toda su
extension. Se sabe que protegen a las plantas contra los agentes externos y que en
general tienen una elevada capacidad antioxidante. Observaciones realizadas al
microscopio electronico han demostrado una rotura de la membrana celular de los
microorganismos sensibles a su accion. Mientras que, se reconoce que dependen de sus
propiedades lipofilicas o hidrofilicas. Los terpenoides pueden servir como un ejemplo
de agentes liposobles, los cuales afectan la actividad de las enzimas catalizadoras a nivel
de la membrana, ciertos componentes del aceite esencial pueden actuar como
desacopladores, los cuales interfieren en la translocacion de protones sobre la membrana
y subsecuentemente interrumpir la fosforilacion del ADP. En sintesis, el modo de
accion dependera del tipo de microorganismos y la estructura de la pared celular y la

membrana externa de los mismos (Azafia, 2010; Malpartida, 2010; Aigaje, 2016).

Usos y aplicaciones

El aceite esencial de Minthostachys mollis posee propiedades medicinales, es un
antibacteriano natural, tiene propiedades comestibles y aromaticas, posee propiedades
preservantes de alimentos, se usa en el campo pecuario, actia como repelente y se usa
como polvora. Desde la antigiiedad se ha empleado en preparaciones culinarias,
aromatizantes y como conservantes naturales inhibiendo el deterioro oxidativo y los
dafos causados por microorganismos. En la medicina natural, industria farmacologica,
industria de alimentos, perfumeria y cosmética, pastas dentifricas, champus, cremas,
aceites para masajes, perfumes, lociones, en maltiples productos de aseo, de higiene
personal, como desinfectantes, o desodorantes. En las industrias, textil y de pinturas;

como saborizantes, gaseosas, aromatizantes y enmascaradores de olores, como fijadores
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y principios activos, componentes en articulos de limpieza, bioinsecticidas entre otros

(Stashenko, 2009; Salas, 2016; Baca, 2017).

El aceite esencial de Mithostachys mollis posee actividad insecticida contra
larvas, pupas y adultos de mosquitos, segin protocolos estandar. Se evaluaron entre 10
y 160 ppm del aceite esencial y se registrd la mortalidad a las 1, 2,3 y 24 h de
exposicion. La dosis de 160 ppm mostro una clara actividad insecticida en larvas y
adultos, pero no en pupas. Asimismo, algunos extractos de Lupinus spp. ricos en
alcaloides poseen actividad fungicida sobre Sclerotium rolfsii, Alternaria solani,
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum. Del mismo modo, el extracto de L. exaltatus
tiene actividad fungicida contra R. solani y S. rolfsii De la misma manera, los aceites
esenciales de tomillo (Thymus vulgaris), limoncillo (Cymbopogon citratus), y sus
componentes mayotitarios, timol y citral, poseen actividad antifungica contra la especie

C. acutatum (Bernal et al.2005; Gleiser et al. 2007; Alzate et al. 2009).

Meétodos de extraccidn por destilacion

El termino destilar proviene del latin “destillare”: separar por medio de calor,
alambiques u otros vasos, una sustancia volatil llamada esencia, de otras mas fijas,
enfriando luego su vapor para reducirla nuevamente a liquido. Por la temperatura del
vapor (100°C) en un cierto tiempo, el tejido vegetal se rompe liberando el aceite
esencial. La destilacién por arrastre de vapor es una técnica aplicada en la separacién de
sustancias poco solubles en agua y se emplea para separar una sustancia de una mezcla
que posee un punto de ebullicién muy alto y que se descomponen al destilar. Es el méas
sencillo de los métodos y se asemeja a la obtencion de licores en los antiguos
alambiques. Este método usa gracias a la propiedad que tienen las moléculas de agua en

estado de asociarse con moléculas de aceite (Stashenko, 2009; Araneda et al. 2014).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
|| Attiplano

Arrastre con vapor

El método de arrastre con vapor se usa para extraer aceites de rizomas, raices,
semillas (vetiver, valeriana, jengibre, anis, cardamomo, etc.) y hojas secas o0
fermentadas. Esta técnica es una de las méas simples y econdmicas para obtener el aceite
esencial. Las ventajas son su simplicidad, bajo costo y poder maniobrar grandes
voliumenes de materia prima. En la destilacion por arrastre de vapor de agua se da la
vaporizacion selectiva del componente volatil de una mezcla (vapor de agua y aceite) y
otros no volatiles. Lo anterior se logra por medio de la inyeccion de vapor de agua en el
seno de la mezcla, denominandose “vapor de arrastre”, pero, su funcion no es la de
arrastrar el componente volatil, si no condensarse formando otra fase inmiscible que
cedera su calor latente a la mezcla a destilar para lograr su evaporacion (Figura 2)

(Stashenko, 2009; Azafia, 2010; Aigaje, 2016).

El equipo de destilacion estd compuesto de doble baldn, uno de los balones
contiene agua y es sometido al calor directo; mientras, el segundo baldén contiene la
planta licuada, recibe los vapores de agua, para liberar el vapor mixto (agua-aceite
esencial) hacia el condensador. Este método requiere de un generador de vapor externo
(caldero), el cual genera vapor que puede ser transportado por tuberias hacia la camara
de extraccion (vapor seco o himedo), debe tener una presion promedio de 3 kg-f/cm?.
El agua al hervir puede arrastrar todo liquido no miscible, debido a que la presién de
vapor es igual a la presion atmosférica, el sistema entra en ebullicidn y la presion parcial
de cada vapor sera inferior a la presion externa, en consecuencia cada liquido entra en
ebullicién a una temperatura inferior (Figura 2) (Azafia, 2010; Huamani, 2015; Aigaje,

2016).
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Refrigerante

Figura 2. Destilacion por arrastre de vapor de agua en el laboratorio.
Fuente: Aigaje (2016).
2.2.2. Descripcién del hongo Fusarium

Los hongos del género Fusarium tienen una amplia distribucion en el mundo,
son ascomicetos filamentosos y cosmopolitas que se encuentran ampliamente
distribuidos en el suelo, aire, agua y plantas; debido a su capacidad de crecer a 37°C son
considerados oportunistas. Ademas, poseen un micelio bien desarrollado, septado y
conidioforos caracteristicos, aunque algunas especies tienen un talo unicelular. Puede
sobrevivir por largos periodos en el suelo, debido a sus estructuras de resistencia
denominadas clamidosporas. Por esta razon, se les considera hongos de campo con
capacidad de sobrevivir en materia organica en descomposicién y de manera saprofita.
Tienen la capacidad de infectar especies vegetales cuando sufren algun tipo de
desbalance, colonizan las partes aéreas y subterraneas de las plantas. Algunas especies
del genero Fusarium son benéficas en la agricultura y se han utilizado en el control
bioldgico de ciertas especies patogénicas, se ha utilizado como micoherbicida por su
potencial de destruir algunas malezas (Garcés et al. 2001; Marin, 2010; Tapia & Amaro,

2014; Villa et al., 2015; Retana et al. 2018).
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Estos hongos son considerados fitopatdgenos porque infectan a una amplia
gama de cultivos, ya que poseen mecanismos para vencer las defensas de muchas
plantas, ademas la dispersion del patogeno se da por movimientos de suelo infectado,
agua de escorrentia y el uso de almacigo infectado. A parte de ello, esto reduce la
calidad y el rendimiento de plantas originando perdidas economicas considerables, ya
que causan un sin nimero de enfermedades en el hospedante, asi como también una
serie de afecciones generalmente de caracter irreversible. Es evidente que producen
micotoxinas responsables de enfermedades en seres humanos y animales, del mismo
modo pueden causar infecciones sistémicas en pacientes inmunocomprometidos, con
una alta mortalidad (Alexopoulos & Mims, 1985; Tapia & Amaro, 2014; Bonifaz, 2015;

Villa et al., 2015; Forero et al., 2017; Leyva et al., 2017).

Taxonomia de Fusarium.

La clasificacion taxonomica del género Fusarium es controvertida segun
diversos taxbnomos en su identificacion hasta especie porque existe variacion en las
caracteristicas culturales de las colonias del hongo y tamafio de las esporas; el sistema
taxondmico estd basado en dichas caracteristicas y la clasificacion se centra en el
estudio de la morfologia y ausencia o presencia de tres tipos de esporas asexuales que
son: macroconidios, microconidios y clamidosporas. Otras claves son la morfologia de
la colonia, pigmentacion y presencia de peritecios, es por eso que, debe ser hecha por
expertos para evitar errores. Las especies con mayor variacion son: F. avenaceum, F.
graminearum, F. moniliforme y F. solani. A pesar de la taxonomia molecular y
metodologias como MALDI-TOF, la taxonomia clasica continua vigente. A pesar de
es0, no existe ningin manual disponible (Alexopoulos & Mims, 1985; Arbeldez, 2000;
Estupifidan & Ossa, 2007; Marin, 2010; Tapia & Amaro, 2014; Bonifaz, 2015; Forero et

al., 2017; Leyva et al., 2017).
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Pertenece al Phyllum Ascomycota, Orden Hypocreales y existen 160 géneros de
Tuberculariaceas, se han reconocido entre nueve y 78 especies, ademas se han descrito
alrededor de 150 especies morfoldgicas y/o filogenéticamente diferentes, de las
patogenas para el ser humano, destacan F. solani, F. oxysporum y F. verticilloides.
También, en Estados Unidos se han registrado 30 especies y en Colombia cuatro.
Asimismo, 120 diferentes formas especiales que no se pueden diferenciar por su
morfologia o por las caracteristicas culturales de las colonias, sin embargo son
fisiolégicamente diferentes debido a la infeccidn que produce el patdégeno en un
hospedante especifico. A parte de ello las variaciones en la patogenicidad son poco
frecuentes y consisten principalmente en la pérdida o en la disminucion de la virulencia.
Asimismo, se subdividen en razas por la habilidad de infectar diferentes haplotipos o
variedades en una especie hospedante (Alexopoulos & Mims, 1985; Arbelaez, 2000;
Estupifian & Ossa, 2007; Marin, 2010; Tapia & Amaro, 2014; Bonifaz, 2015; Forero et

al., 2017; Leyva et al., 2017).

Estructura

Las células micoticas poseen al menos un nucleo con un nucléolo, membrana
nuclear, un reticulo endoplasmico, ribosomas, organelos como las mitocondrias, aparato
de Golgi y cromosomas lineales ya que son organismos eucarioticos; el citoplasma
contiene un citoesqueleto con microfilamentos de actina y microtdbulos que contienen
tubulina. Ademas tienen una pared celular rigida externa a la membrana citoplasmatica;
una diferencia importante es que las membranas citoplasmicas estan constituidas por
esteroles, en los hongos el esterol dominante es el ergosterol. Muchos son aerobios
obligados o facultativos, son quimiotrofos, secretores de enzimas que degradan una

amplia variedad de sustratos organicos en nutrientes solubles que luego son absorbidos
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pasivamente o integrados a la célula por transporte activo (Brooks et al. 2011; Kenneth
& George, 2011).

Todos los hongos cuentan con una pared esencial rigida que les da su forma. Las
paredes estan compuestas en gran medida de capas de carbohidratos (cadenas largas de
polisacaridos), también glucoproteinas y lipidos. La estructura quimica de la pared
celular en los hongos poseen polisacaridos manano, glucano (polimeros de glucosilo,
algunos de los cuales forman fibrillas que incrementan la fuerza de la pared celular
micotica), quitina (que es el componente principal de la pared celular que esta
compuesta de cadenas largas, no ramificadas, de poli-N-acetilglucosamina) y proteinas
estructurales. Las manoproteinas son polimeros de manosa que se encuentran en la
superficie de la matriz estructural de la pared celular, donde se encuentran unidas a
proteinas. En la Figura 3, se muestra la superposicion de elementos de manano,
glucanos, quitina y elementos proteinicos. Las proteinas que forman complejos con el
manano (manoproteinas) se extienden mas alla de la pared celular (Brooks et al., 2011;

Kenneth & George, 2011).

Proteinas fibrilares

— -
i / }Manoproteinas

Glucanos A\ $ \ Ergosterol

Quitina

Membrana
citoplasmica

Figura 3. Pared celular de un hongo.
Fuente: Kenneth & George (2011).
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Metabolismo

El metabolismo de los hongos es heterotrofo, pues degradan sustratos organicos
como fuente exdgena de carbono ya que viven en la naturaleza y proliferan facilmente si
tienen una fuente sencilla de nitrogeno y carbohidratos. La diversidad metabolica es
grande, pero la mayor parte de los hongos crecen solo con fuentes de carbono organico
y amonio o iones nitrato. En esencia, los nutrientes para los hongos de vida libre se
derivan de la descomposicion de la materia organica. EI medio tradicional en micologia,
el agar de Sabouraud, que contiene glucosa y peptona modificada (pH 7.0). Una
diferencia fundamental entre hongos y plantas es que los hongos carecen ce cloroplastos
y de mecanismos fotosintéticos productores de energia. En su mayor parte son aerobios
estrictos, aunque algunos pueden crecer en condiciones anaerobias. Solo unos pocos son
anaerobios, ninguno de los cuales es patdgeno para los seres humanos (Brooks et al.,

2011;Kenneth & George, 2011).

Caracteristicas macroscopicas del genero Fusarium sp.

La morfologia de las colonias es muy variable, puede presentar dos tipos: una de
tipo pionotal con la formacion de poco o ningin micelio aéreo y otra de tipo micelial
caracterizada por la produccion de abundante micelio aéreo, poseen un tamafio
ilimitado, con textura algodonosa o lanosa ,tiene forma vellosa y aspecto seco, y
muchas veces se adhiere a las paredes del tubo, en el lado anverso del medio de cultivo
posee coloracién variable, es de color blanco en un inicio, (uno a tres dias), luego se
torna en tonalidades con diversos pigmentos segln la especie aislada como crema,
naranja, rosado durazno, amarillo, salmén, café, morado, lila, pero usualmente con un
tinte purpura o violeta mas intenso en la superficie del agar, pardo claro o pardo rojizo

mezcladas con zonas de color purpura. Al lado reverso del cultivo en placa presenta
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color naranja, café o violeta, todos difusibles al medio (Garces et al., 2001; Estupifian &

Ossa, 2007; Guevara et al. 2007; Onan, 2013; Martinez et al. 2014; Bonifaz, 2015).

Macromorfologia de las principales especies de Fusarium.

Las especies de Fusarium poseen colonias de rapido desarrollo a 25 y 37°C
(siete dias). Posee colonias de color crema, pardo claro o pardo rojizo mezcladas con
zonas de color purpura, la textura es algodonosa o lanosa; Fusarium solani tiene
colonias vellosas, planas y blancas que se tornan de verde a café azulado y violeta, el
reverso sin pigmento. Fusarium oxysporum posee colonias vellosas, planas y blancas,
que se tornan violeta, el reverso puede ser sin pigmentos o de color azul o purpura
oscuro. Fusarium verticillioides tiene colonias vellosas, planas y blancas, que se tornan
a purpura, reverso sin pigmentos. Fusarium dimerum tiene colonias vellosas, de
crecimiento lento, planas, de color naranja y el reverso sin pigmentos. Fusarium
chlamydosporum posee colonias vellosas, planas y blancas que se tornan rosa oscuro,
rojo y ocre; el reverso con pigmento de rojo carmin a café (Guevara et al., 2007;

Bonifaz, 2015).

Caracteristicas microscopicas del genero Fusarium sp.

Los miembros del género Fusarium poseen hifas hialinas que varian en
diametro, generalmente en angulaciones de 45 y 90°, asi como también tienen conidios
(fialosporas) hialinas, variables, principalmente de dos tipos, a menudo sostenidas en
pequefias cabezas parecidas a gotas, que son las microconidias y las macroconidias,
aparecen sobre la superficie de las plantas que han sido destruidas por el patégeno,
ademas pueden sobrevivir en estado de reposo en el suelo durante muchos afios e
incluso infectar después de 20 a 40 afios a través de estas estructuras de resistencia. Este
género posee un micelio macrosifonado de 1 a 2 um de diametro, septado y hialino, y la

modalidad de micelio es que las hifas se organizan en coremium, también participa en la
36
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identificacion e incluso sugerir una especie o genero de hongo (Figura 4) (Alexopoulos

& Mims, 1985; Kenneth & George, 2011; Onan, 2013; Bonifaz, 2015).

Reproduccion de Fusarium
Fase sexual

Los Ascomycetes forman esporas sexuales conocidas como ascosporas, mediante
la fusién de dos células del mismo micelio o de dos micelios distintos, en este tipo de
reproduccion los nacleos haploides de las células donadoras y receptoras se fusionan
para formar un nucleo diploide, el cual se divide por meiosis clasica. Las esporas
resultantes de la division de la célula formada una vez han tenido lugar la conjugacion
se encuentran en el interior de un asca, o receptaculo que suele contener ocho esporas.
Las ascas pueden ser simples o estar agrupadas dentro de una envoltura comin
denominada ascocarpo, el cual se forma por ramificacién y entrecruzamiento de hifas
contiguas. Algunas especies del genero Fusarium suelen reproducirse por procesos
sexuales conocida como fase sexual (teleomorfica o perfecta), siendo Gibberella el
género que agrupa la mayoria de los teleomorfos de Fusarium, las especies restantes de
Fusarium son Neocosmospora (0 Haematonectria), Cosmospora y Albonectria (Frazier

& Westhoff, 1993; Kenneth & George, 2011).

Fase asexual

La mayoria de las especies del genero Fusarium, presentan fase asexual
(anamorfica o forma imperfecta) ya que aparentemente ha perdido el estado perfecto o
sexual, y su elemento reproductor se llama “conidia” formada de manera exdgena,
puede originarse directamente de la hifa o de una estructura especial en forma de tallo,
el conidiéforo. En el cual se incluye la division mitética del ndcleo haploide con la

reproduccion asociada de conidias con forma de esporas por gemacion o la separacion
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de elementos de las hifas. Existen tres tipos de conidias que son microconidias,
macroconidias y clamidosporas; estas estructuras asumen una gran variedad de tamafos,
formas relaciones con la hifa progenitora, y la morfologia, asi como también el
desarrollo de estas estructuras son la base primaria para la identificacion. Asimismo,
estas unidades reproductoras cumplen funciones tales como multiplicacion y
diseminacion en la planta (Arbelaez, 2000; Garcés et al., 2001; Estupifian & Ossa,

2007; Marin, 2010; Kenneth & George, 2011; Martinez et al., 2014).

En términos microscopicos, se reproduce por microconidios y macroconidios
fusiformes que varian en forma y numero segun la especie aislada. Se utilizan términos
como macroconidia y microconidia para indicar el tamafio y complejidad de estas
conidias que se desarrollan en el interior de la hifa se denominan clamidoconidia o
artroconidia. La clamidoconidia se vuelve mas grande que la hifa misma; son
estructuras redondeadas, de pared gruesa, que pueden ubicarse en el extremo terminal
de la hifa o en su trayecto. La artroconidias adquiere la forma y tamafio de unidades de
hifa, pero se encuentran engrosadas o diferenciadas de alguna manera. Las artroconidias
pueden formar un grupo de conidias delicadamente unidas que se separan y diseminan
cunado se agitan (Arbeléez, 2000; Garcés et al., 2001; Estupifian & Ossa, 2007; Marin,

2010; Kenneth & George, 2011; Martinez et al., 2014).

Fialide

Al microscopio, la fialide es generalmente fina, con forma de botella; simple o
ramificada; cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un poro de la
fialide) o polifialidica (de varios poros). Las Tuberculariaceas estan caracterizadas

porque todas ellas producen esporodoquios. Probablemente los géneros mas conocidos
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son Tubercularia, Votulella y Fusarium, ademas en los tres géneros, los conidios se

producen a partir de fialides (Alexopoulos & Mims, 1985; Tapia & Amaro, 2014).

Conididforo

El género Fusarium se caracteriza por presentar conidiéforos de hifas aéreas
generalmente no ramificados, muy largos, variables, delgados, simples, cortos, con
ramificaciones irregulares o con fialides simples mas o menos cilindricas, en cuyo apice
se puede encontrar un conidio no desprendido; o agrupadas en esporodoquios los cuales
son una formacién de conidios al medio de cultivo mediante estroma y agregaciones
filamentosas, que pueden ser cortos o ramificados (Guevara et al., 2007; Onan, 2013;

Bonifaz, 2015).

Microconidios

Es frecuente encontrar algunas conidias que parecen intermedias de 2 a 3 células
entre los microconidios y los macroconidios, oblongos o ligeramente curveados. Los
microconidios estan ausentes en algunas especies, son pequefias agrupaciones
(estructuras mucoides llamadas “falsas cabezas™), suelen ser esporas unicelulares,
simples o en cadenas (largas o cortas) todas observables a la lupa (40x), sin septas,
hialinas, lisas, de forma variable dependiendo de la especie por ejemplo: esférica,
ovalada, clavada, ovoide, oblonga, elipsoidal a cilindrica o subcilindrica , recta o
ligeramente curvada, fusiformes, entre otras, ademas pueden variar en tamafio de 1 a 3
pum de largo por 1 um de ancho; otros autores refieren que el largo es de 5-12 0 7 — 16
pMm y tienen un ancho de 2.5- 3.5 0 2,5- 4,5 pm; se forman sobre fialides laterales,
cortas, simples o sobre conidi6foros poco ramificados (Figura 4 y Figura 5)
(Alexopoulos & Mims, 1985; Garces et al., 2001; Estupifian & Ossa, 2007; Guevara et

al., 2007; Onan, 2013; Tapia & Amaro, 2014; Bonifaz, 2015).
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Macroconidios

Reciben la denominacion debido a su tamafio y es producido a partir de fialides.
Ademas, son masas mucosas que son esporas de paredes delgadas, hialinas, largas,
multicelular, multiseptadas (3 a 5), célula basal elongada y célula apical atenuada, en
forma de media luna o de canoa, moderadamente curvados en forma de hoz o doblados
en las en las puntas, tienen un tamafio de 27-60 x 3-5 um, con extremos mas 0 menos
redondeados 28-50 x 4-6 um, fusiformes de 5-8 pum de largo por 1-2 um de ancho, otros
autores indican de 27 a 46 um de largo por 3.0 a 4.5 um de ancho, ubicadas en los
esporodoquios, algunos géneros no forman esporodoquios y pueden encontrarse
separados, hecho que hace que la inclusion de Fusarium en las Tuberculariaceas sea
algo arbitraria. Para su correcta clasificacion es importante el largo, ancho, curvatura,
septos, agrupaciones mucoides (esporodoquios) y detalles de las células de los extremos
(célula apical y pie) (Figura 4 y Figura 5) (Alexopoulos & Mims, 1985; Garcés et al.,
2001; Estupifian & Ossa, 2007; Guevara et al., 2007; Onan, 2013; Tapia & Amaro,

2014; Bonifaz, 2015).

Clamidosporas

El hongo sobrevive en condiciones ambientales desfavorables y en el suelo
como saprofito de vida libre en tejidos muertos de plantas hospedantes por largos
periodos con estructuras llamadas clamidosporas terminales e intercalares, las cuales
son esporas formadas a partir de la condensacién del contenido de las hifas y las
conidias, se caracterizan por poseer doble pared gruesa, lisa 0 rugosa, parduzca, son
globosas; de manera aislada, en pareja o en grupo, lo que las hace muy resistentes, estas
se forman simples o en pares, son terminales o intercalares, su tamafio varia de 5 a 15

pum de diametro, 10 um de ancho. Del mismo modo, la estructura y las caracteristicas de
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las clamidosporas son muy importantes para la identificacion de las especies (Figura 5)

(Arbelédez, 2000; Garcés et al., 2001; Estupifian & Ossa, 2007; Guevara et al., 2007).

Micromorfologia de las principales especies de Fusarium.

El género Fusarium presenta conidiéforos de esporodoquios cortos, ramificados,
conidioforos de hifas aéreas no ramificados largos, reducidos a una fialide. F. solani
tiene hifas delgadas y tabicadas, conidiéforos, macroconidios abundantes (3-5),
microconidios fusiformes y clamidoconidios. F. oxysporum posee hifas delgadas y
tabicadas, conidiéforos, macroconidios (3-5) y microconidios abundantes. F.
verticillioides tiene hifas delgadas y tabicadas, conididforos, con monofialides y
macroconidios fusiformes (3-5), microconidios solos y en cadenas. F. dimerum posee
hifas delgadas y tabicadas, conidioforos ramificados cortos, con macroconidios
fusiformes (1-2) y sin microconidios, puede presentar clamidoconidios. F.
chlamydosporum poseen hifas delgadas y tabicadas, conidioforos ramificados cortos y
dispersos, con macroconidios fusiformes (4-6), microconidios y escasos blastoconidios,
presenta abundantes calmidoconidios rugosos (solos o juntos) (Figura 4 y Figura 5)

(Guevara et al., 2007; Bonifaz, 2015).

Maceaconidiss
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Microconidios
Conididforo

p ’ o —— —
Microconidios
[ Fasarium solani. ] [ Fusarium oxysporum. ]

Figura 4. Micromorfologias de diferentes especies de Fusarium (microconidias, macroconidias y
clamidosporas).
Fuente: Alexopoulos & Mims (1985); Bonifaz (2015).
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Figura 5. Micromorfologia de diferentes especies de Fusarium (microconidias, macroconidias y
clamidosporas).
Fuente: Alexopoulos & Mims (1985); Bravo et al. (2012); Bonifaz (2015).
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Micotoxinas del genero Fusarium

El género Fusarium produce metabolitos secundarios conocidas como
micotoxinas, actualmente se conocen cerca de 300 micotoxinas, muchos han sido
aislados de alimentos sometidos a deterioro, semillas, materias primas agricolas,
productos derivados y almacenados. Aquellas que actlan sobre las plantas de manera
directa se denominan fitotoxinas. Por otro lado, estas sustancias producen micotoxicosis
graves, agudas o crénicas en animales y en el ser humano, debido a la ingestion o
inhalacion de estas. Su toxicidad es variada, puede afectar al sistema nervioso central,
cardiovascular, pulmonar y tracto digestivo. Ademas actlan como agentes cancerigenos,
mutagénicos, teratogenicos e inmunodepresores. En paises en desarrollo son
susceptibles de contaminacion de forma significativa por la morbilidad y las muertes
prematuras relacionadas con las micotoxinas (Wainwright, 1992; Marin, 2010; Bonifaz,

2015; Villa et al., 2015).

Fumonisinas

Las fumonisina (FBs) es una micotoxina frecuente y toxica para animales y
humanos, producida por el género Fusarium spp., pues sus efectos van desde
carcin6bgeno, mutagenico, teratogenico, citotoxico, neurotoxico, nefrotoxico,
gastrotoxico, neumotoxico, hasta inmuno-supresores y estrogenico. Las especies mas
comunes son F. moniliforme F. verticillioides y F. proliferatum que son patdgenos del
maiz. Ademas en la estructura quimica encontramos que son aminopolioles con una
cadena lineal de 20 atomos de carbono, la cual tiene un grupo amino en el carbono 2,
junto con grupos metilo, hidroxilo y &cido tricarboxilo en diferentes posiciones a lo
largo del esqueleto carbonado. Se pueden clasificar en cuatro series: fumonisinas A, B,
C y P. Las de serie B son de cuatro tipos FB1, FB2, FB3 y FB4, siendo la mas importante

la fumonisina FB1 (Marin, 2010; Murray et al. 2014; Bonifaz, 2015).
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Tricotecenos

Los tricotecenos son producidas por F. graminearum, F. acuminatum y F.
avenaceum, contaminan cereales de grano pequefio, como el trigo, centeno, cebada,
maiz, avena y semillas de girasol. Ademas, la ingestion de estos cereales contaminados
causa enfermedades en el hombre y animales, sus efectos en el hombre van desde
carcindgenos, mutagenicos, teratogenicos, citotoxicos, neurotoxicoa, nefrotoxicas, hasta
inmuno-supresores y estrogenicos; en los animales producen efectos gastricos (nauseas
y vomitos), neurotoxicos, afecta a cerdos, perros, gatos y patos. La estructura quimica
estd constituida por 60 metabolitos sesquiterpenoides, ademas comparten un ndcleo
triciclico llamado tricodieno caracterizado por un doble enlace en la posicion 9, 10 y un
grupo epoxido entre los carbonos 12 y 13, responsable de su toxicidad. Existen cuatro
tipos que son de tipo A, B, C y D (Wainwright, 1992; Marin, 2010; Bonifaz, 2015; Villa

et al., 2015).

Los del tipo A son mas toxicos que los del tipo B, ya los del tipo B poseen un
grupo ceto en el carbono 8. Al contrario a los de tipo A que se caracterizan por la
ausencia de un grupo ceto en el carbono 8, estan representados por la toxina T-2 y la
toxina HT-2. Los méas importantes son el deoxinivalenol (DON), también conocida por
vomitoxina o toxina Rd y el nivalenol; ademas estan considerados como factores de
virulencia; su toxicidad se debe a la sintesis proteica en eucariotas, al unirse al ribosoma
e inhibir la actividad peptidil-transferasa. Ademas, es la responsable de la “aleukia
toxica alimentaria” (ATA), Los sintomas producidos por la toxina T-2 serian
gastrointestinales, dermatoldgicos (necrosis dérmica, irritacion), neuroldgicos Yy
carcinogénica, el cual afecta a ganado vacuno y al ser humano (Wainwright, 1992;

Marin, 2010; Bonifaz, 2015; Villa et al., 2015).
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Zearalenona

La zearalenona (ZEA) o toxina F-2, son producidas por F. graminearum, F.
verticilloides y F. oxysporum contaminan los cereales como trigo, cebada, maiz, frutos y
semillas. La ingestion de alimentos contaminados no tiene asociado graves
micotoxicosis en el ser humano, pero tiene toxicidad estrogenica y abortiva, ademas
afecta a ganado porcino y bovino. La zearalenona es un macrolido que se describe como
6-(10-hidroxi-6-oxo-trans-1-undecenil)-B-acido resorciclico. Su toxicidad se debe a que
tienen estructura de lactonas, ademas de actividad estrogenica, por su similitud con la -
estructura quimica del 17-p-estradiol y otros estrogenos. A pesar de su escasa semejanza
estructural aparente con los estrégenos fisioldgicos. Sin embargo, la estructura
tridimensional del anillo de lactona sitda un grupo OH en una posicion tal que puede
interactuar con los receptores de estrégenos (Wainwright, 1992; Marin, 2010; Bonifaz,

2015; Villa et al., 2015).

Eniantinas

Las eniantinas (ENs) estdn producidas por diversas especies del genero
Fusarium. Puesto que estas especies colonizan cereales, estas toxinas se pueden
acumular en el grano. Sin embargo, ain no se las ha asociado a ningin brote o
enfermedad animal trascendente via natural. Las eniantinas son depsipeptidos
hexaciclicos no ribosomales. En funcion de los grupos funcionales que pueden unirse a
los residuos acido N-metilamino se han aislado hasta 10 eniantinas diferentes. La mas
importante de todas es la beauvericina (BEA), por aislarse predominantemente de trigo.
Su toxicidad es leve o moderada y se debe a que producen un aumento de la
permeabilidad de las membranas a los iones. Ademas son desacopladores de la
fosforilacion oxidativa. Concretamente, la beauverina es altamente toxica en células de

mamifero, y se ha demostrado que son capaces de inducir la apoptosis en lineas
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celulares humanas y de ratdn, asi como en otras especies (Wainwright, 1992; Marin,

2010).

Moniliformina y Fusaproliferina

La “moniliformina” es una micotoxina producida por distintas especies de
Fusarium, se ha aislado de trigo y de maiz. Su estructura quimica es de una sal sddica o
potasica de 1-hidroxiciclobut-1-en-3,4-diona. Su toxicidad consiste en la inhibicion del
sistema enzimatico de la piruvato deshidrogenasa, y como consecuencia en la inhibicién
del ciclo de Krebs y por tanto, la respiracion celular. Las manifestaciones toxicas
incluyen hipertrofia cardiaca y desordenes hematoldgicos. Se ha descrito una alta
mortalidad asociada al consumo de piensos contaminados con moniliformina en pollos.
Asimismo tenemos a la micotoxina conocida como “fusaproliferina” que es un terpeno
que se aislo por primera vez en 1995 de un cultivo de F. proliferatum procedente de
maiz del norte de Italia. Posteriormente se comprobd que también podia ser sintetizado
po F. subglutinans. La fusaproliferina es toxica para linfocitos B humanos y causa

efectos teratogenicos en embriones de pollo (Wainwright, 1992; Marin, 2010).

Otras micotoxinas

Se han descrito otras micotoxinas producidas por Fusarium, como el
“butenilido” que es producido por F. graminearum o F. nivale, el cual se encuentra en
avena y cereales, el tipo de toxicidad es neurotdxica y gastrotoxica, afecta a caballos y
el ser humano. Es moderadamente toxico frente a ratones, aunque también se ha
descrito una enfermedad del ganado que se conoce con el nombre de “fescue foot”, se
caracteriza por edemas y gangrena en las extremidades. Tenemos también la
“equitesina” es de particular interés debido a su actividad contra el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH). Se ha descrito que la producen F. equiseti y F.
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semitectum. También tiene una leve actividad contra bacterias gram positivas y

moderada toxicidad frente a ratones (Wainwright, 1992; Marin, 2010; Bonifaz, 2015).

Otra micotoxina es la “fusarina C” que ha estado asociada con brotes
epidémicos, a pesar de que nunca se ha llegado a esclarecer esta relacion. En
determinadas condiciones es capaz de tener caracter mutagénico, aungue nunca
derivado de la ingesta de alimentos contaminados con esta micotoxina. La “fusarina” es
producida por los hongos F. roseum, F. tricinctum, F. poae, Stachybotrys sp.,
Trichoderma y Trichothecium. La fusarina se puede encontrar en maiz, trigo, cebada,
avena, sorgo, arroz, ajonjoli, frutos y verduras (tomates, citricos), semillas y piensos. El
tipo de toxicidad es que es estrogenica y abortiva, inmunodepresora, la cual afecta a
ganado porcino y bovino. También se puede encontrar la “fusarina T-2, fusarina HT-2,
fusarina HT-2 y DAS”. Por ultimo podemos encontrar “alcaloides de ergot, eniatinas y

acido fusarico”, que son fitotoxinas (Wainwright, 1992; Marin, 2010; Bonifaz, 2015).

Diagnostico por laboratorio
Examenes directos y tinciones

El método méas simple consiste en realizar un frotis colocandolo entre
portaobjetos y cubreobjetos con hidréxido de potasio (KOH) al 10%. EI KOH disuelve
mas rapidamente los elementos celulares que los hongos (protegidos por la pared
celular). Los alcalis digieren los elementos histicos pero no las paredes celulares rigidas
de mohos o levaduras, después de la digestion del material, el hongo puede observarse
bajo microscopia de luz con o sin tincién. Para el examen directo puede afadirse
fluoruro de calcio blanco, un colorante que tifie los polisacéaridos en la celulosa y

quitina. Bajo luz ultravioleta, el fluoruro de calcio blanco adquiere un color

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ' Nacional del
: Altiplano

fluorescente, incrementando la deteccion de hongos en liquidos o cortes de tejido

(Figura 6 y Figura 7) (Llovo & Pontdn, 2007; Kenneth & George, 2011; Bonifaz, 2015).

Se realiza un frotis que pueden tefiirse con diversas técnicas como Giemsa, PAS,
naranja de acridina, Grocott y Papanicolau; la tincién de azul de lactofenol preserva e
identifica a los componentes estructurales de los hongos, tifie hifas, conidias y esporas,
puede observarse produccién de conidias por dias o semanas después del crecimiento
inicial del moho, ademas la coloracion de tinta china es un método de contraste el cual
permite visualizar la capsula de polisacarido de Cryptococcus neoformans, mediante la
presencia de un halo claro y nitido alrededor de la levadura. Por otro lado, la coloracion
de Giemsa es util para el diagndstico de histoplasmosis, neumocistosis y otras micosis;
asimismo, la coloracién Gram permite observar blastoconidias y pseudomicelios de las
especies del genero Candida, Malassezia y Cryptococcus (Figura 8 y Figura 9)
(Guevara, Urcia, & Casquero, 2010; Kenneth & George, 2011; Ldpez et al., 2014;

Bonifaz, 2015).
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Figura 6. Observaciones de examenes directos de diferentes especies de Fusarium.
Fuente: Marin (2010); Bonifaz (2015); Retana et al. (2018).
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Microconidios del hongo Clamidosporas  del  hongo
Fusarium oxysporum f. sp. Fusarium oxysporum f. sp. apii

Figura 7. Observaciones de examenes directos de diferentes especies de Fusarium.
Fuente: Marin (2010); Bonifaz (2015); Retana et al. (2018).
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Figura 8. Micromorfologia de Fusarium, en tincion azul de algodén y microscopia electronica de barrido.

Fuente: Murray et al. (2014); Bravo et al. (2012); Bonifaz (2015).
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Biopelicula de Fusarium
Macroconidios y solani (12 horas de
microconidios. incubacién).

Figura 9. Microscopia electronica de barrido, se observa a Fusarium.
Fuente: Bonifaz (2015).

Cultivo

El cultivo se considera la prueba de oro para el diagnostico, el género Fusarium
se caracteriza por producir colonias de crecimiento rapido, se obtienen en
aproximadamente 60% de los casos y necesitan mayor tiempo para desarrollarse y poder
realizar su posterior identificacion; sin embargo, son de utilidad no solo para demostrar
la especie, sino que también esta puede ser procesada para pruebas de susceptibilidad in
vitro. Una vez que se ha aislado el hongo, los procedimientos de identificacién
dependen de si el hongo es una levadura o un moho, si es una levadura se realizan
pruebas bioquimicas similares a las utilizadas para bacterias, asimismo se usa la
capacidad de formar seudohifas; y en el caso de hongos saprofitos se utiliza la
observacién en el microscopio de la morfologia de las conidias (Figura 10) (Kenneth &

George, 2011; Bonifaz, 2015).
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Las colonias se desarrollan con rapidez, entre tres a cinco dias a temperatura de
25 a 28 °C, algunos crecen mejor en 25 a 30 °C y temperaturas en este intervalo se
utilizan para el aislamiento primario. Los cultivos pareados que incuban a 30 y 35 °C
pueden utilizarse para demostrar dimorfismo. Sin embargo, muchos cultivos de hongos
requieren dias a semanas de incubacion para lograr el crecimiento inicial; las bacterias
presentes en la muestra crecen con mayor rapidez y pueden interferir con el aislamiento
de un hongo lento. Requieren también la nutricion minima, humedad, buena aireacion y
temperatura ambiental favorecen el desarrollo de conidias (Garcés et al., 2001; Guevara
et al., 2007; Martinez et al., 2014; Kenneth & George, 2011; Tapia & Amaro, 2014;

Bonifaz, 2015; Retana et al., 2018).

Crecen en medios de cultivos habituales ordinarios sin antibidticos como
actidione (ciclohexamida), de la misma manera pueden ser inhibidos por la misma al ser
usadas, como es el caso del papa dextrosa agar (PDA), extracto de levadura, Sabouraud
dextrosa agar, agar Clavel (CLA), agar de Spezieller Nahrstof-farmer (SNA) y agar
avena. Ademas, el medio méas utilizado méas a menudo para el cultivo de hongos es el
agar Sabouraud, que contiene solo glucosa y peptonas como nutrientes. Tiene un pH de
5.6, que es Optimo para el crecimiento de dermatofitos y satisfactorio para el
crecimiento de otros hongos. La mayor parte de las bacterias no proliferan o muestran
proliferacion inadecuada en el agar de Sabouraud (Garcés et al., 2001; Guevara et al.,
2007; Kenneth & George, 2011; Martinez et al., 2014; Tapia & Amaro, 2014; Bonifaz,

2015; Retana et al., 2018).
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Asimismo, las colonias de este género tienen una tasa de rapido desarrollo diario
cercano a un centimetro en medio de cultivo papa-dextrosa agar (PDA) a 25 y 37 °C
(siete dias). Asi como en el agar Sabouraud, el agar papa dextrosa PDA, permite
observar el diametro de la colonia, morfologia y pigmento (café, rojo, violeta, naranja,
gris, blanco) difusible al medio. En cada uno de los aislamientos en medio sintético
PDA, se observa el crecimiento de colonias de apariencia algodonosa y de color
blanquesino-rosado en los primeros estados de desarrollo. Posteriormente, conforme el
micelio se desarrolla, se torna de un color levemente purpura en el centro del mismo.
Por el reverso de la caja Petri se observa un color morado oscuro hacia el centro y de un
tono mas claro hacia el borde externo (Garcés et al., 2001; Guevara et al., 2007;
Kenneth & George, 2011; Martinez et al., 2014; Tapia & Amaro, 2014; Bonifaz, 2015;

Retana et al., 2018).

Mientras que en el medio de cultivo CLA se da una produccion abundante de
conidias, permite observar el desarrollo de cadenas de microconidios y morfologia en
detalle de macroconidios los cuales presentan la forma tipica de los macroconidios de
Fusarium, en el caso de los microconidios se observa mas cominmente la forma oval,
la mayoria sin septos y que se forman sobre monofialides cortas. Las clamidosporas de
tipo verrugosas en cadena, encontradas en el medio de clavel. No obstante, el agar
sangre u otros medios bacterioldgicos enriquecidos se utilizan cuando se esperan
cultivos puros. Se crea un medio selectivo para hongos mediante la adicién de
antibidticos con actividad antibacteriana como el cloranfenicol y gentamicina. La
cicloheximida es un antibidtico que inhibe a los hongos saprofitos y en ocasiones se
afiade al agar Sabouraud para evitar la proliferacion excesiva de mohos contaminantes
del medio ambiente. El crecimiento ocurre con facilidad en medios bacterioldgicos

enriquecidos como Agar chocolate y agar sangre que son utilizados a menudo en
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laboratorios (Garcés et al., 2001; Guevara et al., 2007; Kenneth & George, 2011;

Martinez et al., 2014; Tapia & Amaro, 2014; Retana et al., 2018).

[ Cultivo de Fusarium solani. ] Cultivo de Fusarium en placa
Petri anverso.

Cultivo de Fusarium en placa
Petri reverso.

Figura 10. Crecimiento de las colonias y caracteristicas macromorfologicas de Fusarium sp.
Fuente: Bonifaz (2015); Retana et al. (2018).
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Pruebas de susceptibilidad antifungica

Las pruebas de susceptibilidad con antimicéticos han evolucionado rapidamente
desde 1982. Ademas el conocimiento actual de estas pruebas en levaduras y hongos
filamentosos es comparable al de las realizadas con bacterias. Existe una cierta
controversia sobre la utilidad clinica de las pruebas de sensibilidad a los antifingicos.
La mayoria de los expertos coinciden en sefialar que los estudios de sensibilidad no son
necesarios en todos los enfermos, ya que la informacion epidemioldgica establece cual
puede ser el tratamiento empirico mas adecuado. Hay cuatro principios basicos a tomar
en cuenta en la interpretacion de los resultados en las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana las cuales son: una CMI no es una medicion fisica o quimica, la
susceptibilidad in vitro no siempre predice el éxito de una terapia especifica y la
resistencia in vitro con frecuencia se correlaciona con fracaso en el tratamiento

(Cercenado & Canton, 2006; Bonifaz, 2015).

Métodos de dilucion en caldo para hongos filamentosos

Los métodos de dilucion en caldo para hongos filamentosos constituyen el
estandar de oro para determinar la susceptibilidad in vitro, tanto de levaduras como de
hongos filamentosos y miden CIM a distintos farmacos antifungicos, como
Anfotericina B, fluocitosina, fluconazol, ketoconazol, itraconazol y los nuevos triazoles
como voriconazol, posaconazol y ravuconazol. En 1998 el CLSI publico el documento
M38 — P que alcanzd el nivel de aprobacion en 2002. El procedimiento detalla la
metodologia de macrodilucion y microdilucion en caldo para la determinacion de
susceptibilidad en los hongos filamentosos. En la actualidad se dispone de dos
estandares, uno es el documento M27-A2, de la CLSI y otro es el estandar europeo
EUCAST-AFST, cuya version definitiva se publico el afio 2007 (Tapia, 2009; Bonifaz,

2015).
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Metodo de difusion en disco para hongos no dermatofitos

En 2009, el CLSI publico el documento de propuesta conocido como M51 — P,
el cual alcanzo el nivel de aprobacion en 2010 (M51 - A). Fue desarrollado para
diferentes especies de hongos filamentosos dentro de los cuales se encuentra Fusarium
spp. Los antifungicos que pueden utilizarse son anfotericina B, itraconazol,
posaconazol, caspofungina y voriconazol. En la prueba de difusion por disco se observa
el didmetro de la zona de inhibicion del cultivo alrededor de un disco con un contenido
antimicrobiano fijo es inversamente proporcional a la concentracion inhibitoria minima
(CIM) para ese antimicrobiano; es decir, mientras mas amplia la zona, menor la CIM
(Figura 11). Los diametros de las zonas de inhibicién obtenidas con los diversos

antibidticos se convierten en categorias “susceptible”, “moderadamente susceptible” y

“resistente” (Tapia, 2009; Kenneth & George, 2011; Bonifaz, 2015).

li Zona de inhibicién

e
o~ ot — Crecimiento -~ Tira con
bacteriano ﬁ.«” gradiente de
: antibiético
CIM

Disco de
antibiético

Figura 11. A. Prueba de difusion. B. Prueba E con una tira gradiente del antimicrobiano.
Fuente: Kenneth & George (2011).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del
|| Attiplano

Accidn de los farmacos antimicoéticos en la membrana citoplasmica
Polienos

La Anfotericina B es el farmaco mas eficaz contra las micosis sistémicas graves
ya que posee espectro amplio y rara vez genera resistencia porque casi todos los hongos
son ‘“‘susceptibles” a la anfotericina B. Ademads tiene mayor afinidad por el ergosterol
que es el esterol predominante en la membrana. Los polienos como la nistatina y
anfotericina B son compuestos lipofilos y se unen al ergosterol dominante en la
membrana citoplasmica de las células micoticas. EI mecanismo de accion de los
polienicos entrafia la formacion de complejos con ergosterol en la membrana del hongo,
después de su unién, forman conductos anulares que penetran en la membrana y
ocasionan la fuga de moléculas pequefias esenciales desde el citoplasma, con muerte

celular (Figura 12) (Brooks et al., 2011; Kenneth & George, 2011).

Compuestos azolicos

Los compuestos azolicos son compuestos azolicos antimicéticos de importancia
son cetoconazol, fluconazol, itraconazol y voriconazol. El clotrimazol y miconazol se
limitan al uso tdpico. Los azolicos interfieren en la sintesis de ergosterol; bloquean la
desmetilacién 14a, que depende del citocromo P450, del lanosterol, precursor del
ergosterol en los hongos. Sin embargo, los citocromos P450 de hongos son 100 a 1000
veces mas sensibles a los azolicos. Otros compuestos azolicos se encuentran bajo
desarrollo 0 valoracion. Su actividad se basa en la inhibicion de la enzima 14 a-
desmetilasa, que produce la conversion de lanosterol a ergosterol, el principal
componente de la membrana citoplasmica micotica. Esto ocasiona acumulacion de
lanosterol y formacion de membrana defectuosa. En la Figura 12 se observan los sitios
donde actuan los principales farmacos antimicéticos (Brooks et al., 2011; Kenneth &

George, 2011).
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Figura 12. Accion de los farmacos antimicoticos.
Fuente: Kenneth & George (2011).

Resistencia antimicotica
Resistencia a los polienos

La anfotericina B se une directamente a la membrana citoplasmica y, por tanto el
Gnico método para resistir esta accion es modificar la composicion de la membrana. Se
ha comunicado la disminucién de la sensibilidad a la Anfotericina B en cepas de
Candida. De forma global, el género Aspergillus es sensible a la Anfotericina B; los
mecanismos de resistencia a la Anfotericina B parecen deberse a modificaciones cuali y
cuantitativas de la célula fungica. Los mutantes resistentes a Anfotericina B del genero
Céandida poseen un menor contenido en ergosterol, han sustituido los esteroles de unién
a polienos por otros con menor afinidad por estas moléculas (fecosterol) o han
enmascaradado el ergosterol presente en sus membranas celulares, de modo que
impiden la unién de los polienos a través de diversos factores (Kenneth & George,

2011; Murray et al., 2014).
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Resistencia a los compuestos azolicos

Hay cuatro mecanismos principales de resistencia que incluyen a todos los
compuestos azolicos. Los dos mas importantes incluyen bombas de expulsion y
modificacion del sitio de accion. Las bombas de expulsion transportan farmacos del
interior al exterior de la célula. Algunas bombas actlan para todos los compuestos
azolicos, en tanto que otras solo tienen actividad contra uno de ellos. La alteracion de
subunidades de la enzima desmetilasa por mutacion disminuye la afinidad del
compuesto azolico para la enzima. Multiples mutaciones pueden tener efectos aditivos.
La resistencia a los azoles en el género Candida se debe a una modificacion de la
estructura de las enzimas diana, reduccion del acceso del farmaco a su diana; o alguna
combinacion de ambos mecanismos. Las mutaciones puntuales del gen (ERG11) que
codifica la enzima diana, lanosterol 14 a-desmetilasa, genera una diana modificada con

una menor afinidad por los azoles (Kenneth & George, 2011; Murray et al., 2014).

Patogenicidad sobre la papa

Las especies del genero Fusarium son consideradas de importancia
fitopatoldgica, capaces de colonizar plantas y materias primas agricolas o como
saprofitos sobre restos vegetales. Asimismo, Fusarium es capaz de colonizar una gran
variedad de hospedadores vegetales como la “papa” causando una enfermedad conocida
como “Pudricion seca o Fusariosis”. Ocasionan pérdidas econdémicas porque
disminuyen la cantidad y calidad del tubérculo. Ademas de mostrar una elevada
resistencia a los agentes antifungicos y fungicidas. También, emplea diversas estrategias
de infeccidon que puede iniciar en las raices, partes de la planta por encima del suelo,
semillas, a través del aire o el agua; ademas la descomposicidon enzimatica de barreras
fisicas, la defensa contra los compuestos antifingicos del anfitrion, la inactivacién y la

muerte de las células huésped estd dada por micotoxinas, ademas posee enzimas liticas

60
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que despolimerizan la pared celular de plantas (Arbeldez, 2000; Cueto, 2010; Marin,

2010; Villa et al., 2015; Acuiia & Araya, 2017).

Pudricion seca o Fusariosis

La “Pudricion seca” es causada por especies del genero Fusarium, son visibles
en campo y almacenaje. Ademas la pudricién se inicia en cualquier parte del tubérculo,
sobre todo si se han producido diferentes lesiones como ataques de larvas que hacen
heridas cuando se alimentan. Un mismo tubérculo puede tener varios puntos de
infeccion, una vez que el hongo ha entrado en contacto con el tejido del tubérculo, se
desarrolla formando cavidades circulares tapizadas de un tejido micelial algodonoso
tenue de color blanco, con lesiones oscuras, pudricion firme de 3 a 5 cm, ligeramente
hundidas que se extienden hacia el interior, dejando cavidades dentro de la papa. La
cavidad crece hasta que al final el tubérculo se deshidrata y queda reducido a su minima
expresion; es simplemente un residuo momificado de color negro y consistencia dura
(Figura 13 y Figura 14) (Ames, 1997; Alvarado, 2005; Castro & Contreras, 2011;

Acuiia & Araya, 2017).

Otro tipo de pudricion seca se inicia en lesiones sobre los tubérculos (dafio
mecanico, de insecto, otros patdgenos), se vuelven evidentes alrededor de un mes de
almacenaje, ademas sobre las lesiones es posible observar pequefias zonas con micelio
blanco. No obstante, al principio se observan manchas sobre la piel del tubérculo las
cuales evolucionan en zonas hundidas blandas, de color més oscuro, contrastando con
las zonas sanas. La piel y la pulpa del tubérculo se van arrugando y ademas la infeccion
se va expandiendo lentamente con formacion de areas redondas recubiertas de un
micelio algodonoso de color blanco sucio o ligeramente rosado con una gran cantidad

de conidias y las partes lesionadas se hunden, arrugan y se van secando. Asimismo, en
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este tipo de pudricion el tejido afectado es de consistencia corchosa y presenta anillos
concentricos, finalmente se momifican y queda reducido a una pasa (Figura 13 y Figura
14) (Moscardi & Garcia, 1987; Ames, 1997; Alvarado, 2005; Castro & Contreras,

2011).

Epidemiologia

Fusarium es un organismo eficiente en la descomposicion de materia organica.
Vive en el suelo en su forma saprofitica, en ausencia de un hospedante apropiado, o0 se
mantiene latente como clamidospora en cultivos como papa, banano, platano, tomate,
algodén, clavel, crisantemo, lenteja y garbanzo, entre otros. No se conocen los factores
que influyen en el desarrollo de la enfermedad en el campo, pero en el almacén, donde
la temperatura prevalente es de 15-18 °C y la humedad es alta, producto de la
transpiracion de los tubérculos, Fusarium es sumamente activo, pues consume el
sustrato en un tiempo relativamente corto. En medio de cultivo de laboratorio crece a
temperatura ambiental (22°C). La enfermedad se inicia en el campo antes de la cosecha,
esto es, durante la cosecha se recogen los tubérculos que ya estan infectados, sobre todo
en campos donde hay larvas de insectos noctuideos que al alimentarse dejan heridas, las
mismas que son invadidas por Fusarium y otros hongos patdégenos (Ames, 1997;

Arbeléez, 2000).

Ciclo de la enfermedad (Pudricion seca o Fusariosis)

De manera general, el ciclo infectivo de Fusarium en tubérculos parte de un
inoculo primario que procede de los residuos de la cosecha, ademas puede sobrevivir de
manera saprofita en forma de peritecios, clamidosporas, macro y microconidias.
Asimismo estos se encuentran en la superficie de los tubérculos enteros o fraccionados,

envases, sacos, bolsas, equipo usado para la recoleccion, infraestructura con deficientes
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manejos sanitarios (galpones donde se maneja la papa, paredes y pisos), que fueron
utilizados con semillas infectadas; su presencia es en el momento de la cosecha y
transporte, Los tubérculos son resistentes a la infeccion, al momento de la cosecha; la
susceptibilidad aumenta durante el almacenaje. Las condiciones de alta humedad
relativa y temperatura entre 15 y 20 °C en almacenaje, ya que el parasito penetra en el
tubérculo a través de heridas causadas por dafios mecanicos en la cosecha y transporte,
0 por otros organismos (Figura 15) (Moscardi & Garcia, 1987; Marin, 2010; Castro &

Contreras, 2011; Acufia & Araya, 2017).

Importancia econémica

Las pudriciones por Fusarium, constituyen una de las principales enfermedades
en bodega, elevdndose en muchos casos sobre el 5%. Es favorecida por dafios
mecénicos causados por précticas en el cultivo, cosecha, transporte, seleccion y
almacenaje o lesiones causadas por otros patdgenos. La enfermedad se manifiesta en
tubérculos de papa, donde causa una necrosis 0 pudricion. Causan una gran pérdida
econdémica anual de alimentos, en USA un 25% de la cosecha y a nivel mundial un
50%. Ataca diversos tipos de plantas, causando marchitamientos vasculares y muerte de
las plantas. En hortalizas se registra atacando entre otras plantas al tomate, apio, pepino
cohombro, cebolla, repollo, esparrago y remolacha (Wainwright, 1992; Arbeléez, 2000;

Castro & Contreras, 2011).

Métodos de control preventivo

Es importante desarrollar estrategias de prevencion y control que permitan
reducir los riesgos de contaminacion por especies del genero Fusarium. Para llevar a
cabo esto, debemos tener informacion de los factores ecofisioldgicos que condicionan el

crecimiento de los hongos y la produccién de las micotoxinas. Del mismo modo, evitar
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plantar y cosechar en suelos muy frios, calientes, saturados o secos. Asimismo debe
usarse semillas certificadas y transplantes sanos, o variedades resistentes. También
puede realizarse técnicas culturales como la rotacién de cultivos; en el sistema
integrado, el suelo es tratado selectivamente con un agente que aumenta la poblacién
natural de un hongo agente del biocontrol, pero generalmente es un agente quimico
utilizado que da lugar a un desequilibrio temporal donde la mayor parte de las
poblaciones microbianas del suelo mueren con el tratamiento (Wainwright, 1992;

Torres, 2002; Cueto, 2010; Castro & Contreras, 2011; Acufia & Araya, 2017).

Durante la cosecha de debe desinfectar las estructuras y Utiles de trabajo.
Igualmente evitar cortar papas grandes para aumentar la papa-semilla. Es clave
considerar para el control de esta enfermedad que debemos prevenir heridas en
tubérculos, magulladuras, golpes y heridas en cosecha, seleccién y transporte. De la
misma manera, se debe eliminar las plantas enfermas y restos del cultivo. Durante el
almacenamiento de tubérculos se debe tener ventilacion por al menos 14 dias
postcosecha para que la piel de la papa cicatrice pronto, desinfectar herramientas y
cajones, limpiar y desinfectar la bodega. De la misma manera, almacenar en ambientes
donde los tubérculos pierdan peso lo menos posible por defecto del almacenamiento,
ademas tener una temperatura de 10 a 13°C con una humedad de 80 a 90%, y buena
ventilacién por al menos 14 dias postcosecha (Wainwright, 1992; Torres, 2002; Cueto,

2010; Castro & Contreras, 2011).

Durante el almacenamiento se desinfectan los tubérculos con fungicidas que
pueden ser utilizados como soluciones. Sin embargo incrementan la poblacion de
organismos fitopatdgenos resistentes, con lo que hay un aumento significativo de los

costos de produccion y problemas graves de contaminacion ambiental. De la misma
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manera, el tratamiento quimico al tubérculo semilla la protege de nuevas infecciones, no
curan las ya establecidas. La desinfeccion de tubérculos se recomienda especialmente
para aquellos que van a ser utilizados como semilla, se debe desinfectar los tubérculos
con una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante 3 minutos, luego, el hipoclorito
precipita la tierra adherida a la superficie de los tubérculos y elimina las células
bacterianas de Erwinia, se trata con una mezcla de carbendazim + dithane en polvo,
hasta que la mezcla de fungicidas cubra totalmente la superficie de los tubérculos

(Wainwright, 1992; Torres, 2002; Bernal et al., 2005; Villa et al., 2015).

Efecto fungicida del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia)

Como se ha demostrado, en la busqueda de alternativas confiables y benéficas
para el control del hongo Fusarium, se ha investigado acerca del aceite esencial de
Minthostachys mollis, el cual posee componentes bioquimicos que constituyen una
alternativa para contrarrestar el efecto negativo de este hongo, ademas de poseer un bajo
costo, y por cuidar el medio ambiente y la salud en general. La actividad bioldgica
dichos metabolitos puede ofrecer una alternativa para el control de esta plaga, por
ejemplo la “pulegona” es toxica para ratas y es insecticida. Por otra parte, el “carvacrol”
presenta actividad contra microorganismos Gram-negativos. Ademas, la “carvona” tiene
la propiedad de ser un agente fungicida, insecticida y antibacterial. Tambien, el
“mentol” actiia como antiséptico, es utilizado en agricultura para prevenir plagas y el
“linalol” es usado como condimento ¢ insecticida (Ccallo, 2013; Ordofiez, 2015; Villa

et al., 2015; Aigaje, 2016; Torrenegra et al., 2017; Baca, 2017).

Los metabolitos de aceite esencial de mufia presentan actividad antibacteriana y
antimicotica. La presencia de terpenoides en trazas en el aceite esencial tienen amplio

espectro fungicida y fungistatico frente a cepas de hongos tales como: Candida
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albicans, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsurans, Fusarium Yy
Microsporum canis. Ademas el “timol” tiene eficacia antibacteriana, “antifungica”,
antioxidante, antiséptico urinario, antiseptico, antiespasmodico y antioxidante. Este
compuesto se usa frente a bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, hongos
filamentosos (A. niger, F. oxysporum y Mucor spp.), y levadura. Respecto al
mecanismo de accion sobre hongos se explica por la destruccion de la pared del hongo y
la membrana citoplasmatica, los cuales resultan en el rompimiento de la membrana y
coagulacién del citoplasma. El aceite esencial también inhibe la sintesis de ADN, ARN,
proteinas y polisacaridos en los hongos (Cano et al., 2006; Ccallo, 2013; Ordofiez,

2015).

Sensibilidad

El mecanismo de accion de los aceites esenciales no se conoce en toda su
extension. Se sabe que protegen a las plantas contra los agentes externos y que en
general tienen una elevada capacidad antioxidante. Observaciones realizadas al
microscopio electronico han demostrado una rotura de la membrana celular de los
microorganismos sensibles a su accion. Mientras que, se reconoce que dependen de sus
propiedades lipofilicas o hidrofilicas. Los terpenoides pueden servir como un ejemplo
de agentes liposobles, los cuales afectan la actividad de las enzimas catalizadoras a nivel
de la membrana, ciertos componentes del aceite esencial pueden actuar como
desacopladores, los cuales interfieren en la translocacion de protones sobre la membrana
y subsecuentemente interrumpir la fosforilacion del ADP. En sintesis, el modo de
accion dependera del tipo de microorganismos y la estructura de la pared celular y la

membrana externa de los mismos (Azafia, 2010; Malpartida, 2010; Aigaje, 2016).
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Tubérculos con evidente dafio producido por una
inadecuada cosecha.

]

[

Tubérculo afectado por pudricion seca (Fusarium
spp-)-

1

Corte transversal de un tubérculo afectado por
pudricion seca (Fusarium spp).

1

Figura 13. Signos y sintomas de Pudricion seca o Fusariosis en tubérculos almacenados.
Fuente: Torres (2002); Castro & Contreras (2011); Acufia & Araya (2017).
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Pudricion seca o Fusariosis en tubérculo de papa

con micelios visibles.

Tubérculo con pudricion seca e infeccion
secundaria por Pectobacterim spp.

Figura 14. Tubérculos con pudricién seca con micelios visibles.
Fuente: Acufia & Araya (2017).

\ Las lesiones que se inician
en heridas se hacen evidentes
en almacenamiento, donde el
Heridas causadas enla hongo es diseminade
cosecha y manipulacion, a tub&rculos aparentemente
permiten el ingreso 5anos.

del hongo. \

- . =
= {ﬂﬁp = = e e Tubérculo de papa enfermo usado como semilla,

el AP T generalmente, se pudre e infecta el suelo, afectando
g T el establecimiento del cultivo.

Elindculo (micelio o esporas de resistencial puede sobrevivir
varios afos en el suelo, pero el indculo primario se mantiene
en la superficie de los tubérculos.

Planta es mas susceptible en
brotacion al ataque del patégeno.

Figura 15. Ciclo biol6gico de Fusarium sp.
Fuente: Acufia & Araya (2017).
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Marco conceptual

Aceite esencial.- Liquido oleoso volatil, generalmente insaponificable, algo soluble,
contiene terpenos, alcoholes, cetonas, fenoles, acidos, aldehidos, éteres, se encuentran
generalmente en las flores, hojas y tallos de plantas (Stashenko, 2009).

Antimicético.- Sustancia que tiene la capacidad de inhibir o eliminar el crecimiento de
hongos (Salas, 2016).

Antimicrobiano.-Cualquier sustancia con suficiente actividad antimicrobiana que se
emplea para el tratamiento de las enfermedades (Kenneth & George, 2011).
Aseptado.-Referente al filamento flngico, que carece de septos (Zurita et al. 2017).
Blastoconidio.- Conidio holoblastico que se produce en forma solitaria (Zurita et al.,
2017).

Concentracién minima inhibitoria (CIM).- Termino de laboratorio que define la
menor concentracion (ug/mL) que puede inhibir el crecimiento del microorganismo
(Kenneth & George, 2011).

Destilacion.- Separacion de una mezcla de varios componentes aprovechando sus
distintas volatilidades, o bien separar los materiales volatiles de los no volatiles (Salas,
2016).

Destilacion por arrastre de vapor con agua.- Destilacion por medio de una corriente
de vapor que arrastra selectivamente algunos compuestos de la mezcla (Stashenko,
2009).

Efecto inhibidor.- Es el impedimento del crecimiento o destruccion (muerte) de
bacteria u hongos, por la actividad de un agente antibacteriano o antimicético natural o
sintético (Malpartida, 2010).

Hongo.- Organismo eucariota que pertenece al reino fungi (Salas, 2016).
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Halo de inhibicion.- Este es un resultado cualitativo, cuyo diametro serd directamente
proporcional a la potencia del antifingico frente al hongo en cuestion es inversamente
proporcional a la concentracion inhibitoria minima (CIM) del agente antifungico (Zurita
etal., 2017).

Hidréoxido de potasio al 10 %.-Es una solucion que disuelve la queratina y aclara la
capa cornea de la piel y los anexos cutaneos, sin afectar la morfologia de los elementos
fangicos, permitiendo una mejor visualizacion de los mismos (Zurita et al., 2017).
Inhibicion.- Impedir o reprimir el ejercicio de facultades o habitos (Salas, 2016).
Metodo kirby — Bauer.- Método utilizado para determinar la sensibilidad de agentes
patdgenos ante nuevas sustancias en investigacion (Salas, 2016).

Metabolitos primarios.- Son proteinas, lipidos, azucares, etc. en las plantas son vitales
para que la planta crezca, se multiplique y viva (Stashenko, 2009).

Micelio.-Conjunto de hifas que constituye el cuerpo de un hongo (Zurita et al., 2017).
Resistente.-Organismos que no se inhiben por las concentraciones clinicamente
posibles de un agente antimicrobiano (Kenneth & George, 2011).

Susceptibilidad antifungica.-Proceso conocido habitualmente como antifungigrama,
guia de eleccion del tratamiento antimicético. Se utilizan diferentes métodos como
difusion con discos y la microdilucion (Zurita et al., 2017).

Susceptible o sensible.- Términos aplicados a los microorganismos que indican que se
les inhibird con concentraciones de la sustancia antimicrobiana utilizando las dosis
generalmente recomendadas (Kenneth & George, 2011).

Pudricion seca.- es la enfermedad causada por especies del genero Fusarium consisten
en pudricion de tubérculos (Torres, 2002).

Queratina.- Proteina fibrosa y resistente (Zurita et al., 2017).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO i 4/L3F Nacional del
Altiplano

I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

La recoleccion de la planta Minthostachys mollis (mufia) se realizé a 3820 msnm
en el distrito de Capachica — Puno, dicha area presenta un clima seco y templado,
variante en diferentes épocas del afo, teniendo una temperatura maxima de 20 °C y una
temperatura minima de 5 °C, se encuentra al norte de Puno. La recoleccion de
tubérculos con pudricion seca, fue en el CIP Camacani, ubicado en el distrito de
Plateria, Centro Poblado de Camacani, a una altura de 3826 msnm (Google Maps). La
obtencion del aceite esencial, se realiz6 en el Laboratorio de Frutas y Hortalizas de la
Facultad de Ingenieria Agroindustrial. El aislamiento e identificacion de cepas de
Fusarium sp. y el efecto antimicotico en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del Altiplano — Puno

(Figura 16, Figura 17 y Figura 18).

:l:’r(l)cgso de extraccion de ageite @
‘g[gﬁﬁnthostach_rs mollis (muia)
-~ ,Qi-’jhg%nieria Agroindustr'ix_f
= ; r
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Figura 16. Zona de procesamiento y ejecucion de la investigacion, Universidad Nacional del Altiplano
Puno, Facultad de Biologia.

Fuente: Google Maps.
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Figura 17. Zona de coleccion de la planta Minthostachys mollis, Distrito de Capachica.

Fuente: Google Maps.
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Figura 18. Zona de coleccién de los tubérculos. Distrito de Plateria, Centro Poblado de Camacani, CIP
Camacani.

Fuente: Google Maps.
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3.2. Disefioy tipo de estudio
El trabajo de investigacion es de tipo descriptivo, analitico y experimental.
3.3. Muestra
Constituida por:
- Cepas de Fusarium sp.
- Aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia).
3.4. Disefio de investigacion
La distribucion de las unidades experimentales para el estudio del efecto del
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) frente a Fusarium sp.

Tabla 1. Disefio de investigacion para determinar la CMI del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Fusarium sp.

Repet. Control Concentraciones de Aceite esencial de “muiia” (%)
negativo 20 30 40 50 75 100 Total
1 1 1 1 1 1 1 1 7
2 1 1 1 1 1 1 1 7
3 1 1 1 1 1 1 1 7
4 1 1 1 1 1 1 1 7
Total 4 4 4 4 4 4 4 28

Control negativo: Medio de cultivo Agar Sabouraud Dextrosa (con agua
destilada esteril), sin concentracion de aceite esencial de Minthostachys mollis (mufa).

Para determinar el primer objetivo, se trabajo con 28 unidades experimentales,
conformado por 4 repeticiones para cada dosis utilizada, ademas se utilizd un control
negativo (medio de cultivo sin aceite esencial), cada unidad experimental estuvo
constituida por determinados porcentajes de aceite esencial 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 75

%y 100 % (Tabla 1).
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Tabla 2. Disefio de investigacion para la susceptibilidad del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) frente a cepas de Fusarium sp.

Repet.  Control Concentraciones de Aceite esencial de “muiia”
Positivo 20/80  30/70 40/60 50/50 75/25 100/0  Total
1 1 1 1 1 1 1 1 7
2 1 1 1 1 1 1 1 7
3 1 1 1 1 1 1 1 7
4 1 1 1 1 1 1 1 7
Total 4 4 4 4 4 4 4 28

Para determinar la susceptibilidad del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) frente a cepas de Fusarium sp. se trabajé con 28 unidades experimentales
conformado por 4 repeticiones para cada concentracion utilizada, ademas se us6 un
control positivo, el fungicida comercial Carbendazim para Fusarium sp., que sirvieron
para comparar el efecto inhibitorio, ya que se conoce que dicho hongo es sensible a este
antifingico (Tabla 2).

3.5. Metodologia
La investigacion se realizd en tres fases:
Fase pre analitica
Obtencion de muestra de Minthostachys mollis (mufia)

Se recolecto plantas en buenas condiciones, en estado fresco y estado fenoldgico
de crecimiento, se colecto 7 Kg, de planta entera, en el distrito de Capachica (Zona
alta). Utilizando un objeto punzocortante (tijera de podar), se seleccion6 las impurezas
(ramas secas, tallos secos o dafiados, tierra, etc.). Ademas estas fueron guardadas en
sacos enmallados. El proceso de secado del material vegetal se realiz6 en un ambiente
bajo sombra, con ventilaciobn ambiental durante 10 dias, en este tiempo las hojas
seleccionadas pierden humedad. Después de los 10 dias de secado se empaquetaron

solamente las hojas secas, con respectivo rotulo, la cantidad fue de 6 kg de muestra.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
Altiplano

Metodo de Destilacion por arrastre de vapor de agua para la obtencion de aceite
esencial

Se colocd los 6 Kg. de mufa seca (hojas) empaquetada en paquetes de papel
kraft, en el hidrodestilador, posteriormente se calenté con el equipo generador de vapor
Ilegando a un punto de ebullicion de 84 °C, el vapor atraveso las hojas de la mufia que
se encontraban en el hidrodestilador, aceite y agua se separaron de la mufia, en vapor
saliendo estos por un conducto, el cual se condenso en un sistema de refrigeracion, por
diferencia de densidades el aceite se separ0 del agua en una pera de decantacion, se
obtuvo un total de 5 ml de aceite esencial de mufia. Finalmente para su conservacion se
colocé en un frasco color ambar a temperatura baja; todo el proceso se realizd en
periodo de 2 horas y 30 minutos.
Preparacion de los discos de sensibilidad

Para la preparacion de concentraciones con aceite esencial de mufia y controles
(positivo y negativo), se obtuvo discos a partir de papel filtro Watman N° de 5 mm de
diametro con un perforador, los cuales se colocaron en frascos estériles. Se realizaron
las concentraciones (%) con aceite esencial de mufia se realizé en tubos de ensayo de la
siguiente manera: 1° concentracién (20 %) = 0.4 ml de aceite esencial de mufia + 1.6
ml de etanol, 2° concentracién (30 %) = 0.6 ml de aceite esencial de mufia + 1.4 ml de
etanol, 3° concentracion (40 %) = 0.8 ml de aceite esencial de mufia + 1.2 ml de
etanol, 4° concentracién (50 %) = 1 ml de aceite esencial de mufia + 1 ml de etanol, 5°
concentracion (75 %) = 1.5 ml de aceite esencial de mufia + 0.5 ml de etanol y 6°
concentracion (100 %) = 2 ml de aceite esencial de mufia + 0 ml de etanol.

Finalmente se prepar0 los controles siendo estos los siguientes: Carbendazim
0.5ml + 1 ml de agua destilada, para el control negativo solo se us6 2 ml de agua estéril

(Figura 19).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

Universidad

Nacional del
Altiplano

Concentracién

Concentracién

Concentracién
40%

Concentracién
50%

Concentracidn
75%

Concentracién
100%

Discos en

20% 30%
| I |
OQ0O I | | |
OQ0O
O0CO0

\.__/"I A _,/ \_/"I \_/"I \_/"I
frascos
s | 2ml | | 2ml | | 2ml | | 2ml | | 2ml | 2ml |
Disco con ﬂ
30ul 0.4 ml aceite 0.6 ml aceite | 0.8 ml aceite 1 ml aceite 1.5 ml aceite 2 ml aceite
o + + + + + +
1.6 mletanol | lL4mletanol | 1.2 mletanol 1 ml etanol 0.5 ml etanol 0 ml etanol
h 4 v v v v v
(N (N N ) N N
( ( | ( | | |
—/ / N \_/ N\ \_/

Figura 19. Preparacién de discos de sensibilidad con concentraciones de aceite esencia de Minthostachys

mollis.

Fase Analitica

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
mufa (Minthostachys mollis) frente a cepas de Fusarium sp., se realizd los
siguientes procedimientos:

Aislamiento e identificacion de Fusarium sp.

Las muestras de papa se recolectaron en el Distrito de Camacani, se
seleccionaron papas con caracteristicas de “pudricion seca”, fueron examinadas con el
fin de detectar la infeccion de Fusarium. En el laboratorio de Microbiologia de
Alimentos, cada muestra se lavd con agua destilada; los tubérculos fueron
acondicionados en “camaras humedas” (algodon humedecido, con una abertura en la

tapa), en un lapso de 7 a més dias con el fin de inducir la aparicion de hifas. Despues de

ese lapso de tiempo, para el aislamiento se prepard 8.45 gramos de Agar Sabouraud
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Dextrosa en 130 ml de agua destilada para 6 placas. Luego se llevo el medio a
esterilizacion en autoclave a 120 °C por 30 minutos. Antes que el medio de cultivo se
enfrie, se realizo el plaqueo, vertiendo aproximadamente 20 ml de medio Sabouraud

Dextrosa en cada placa estéril vacia, luego se esperd su solidificacion.

Una vez solidificado se procedio a sembrar el hongo a partir de las 20 muestras
que se encontraban en las “camaras himedas”, en las 6 placas con Agar Sabouraud
Dextrosa, se cortd con la ayuda de un bisturi estéril un pedazo de zona dafiada del
tubérculo, con las caracteristicas de la infeccion y se procedié al sembrado. Se incubo a
25°C por 7 dias. Después, de los 7 dias se observo colonias entre blancas y rosadas. En
este lapso de tiempo las colonias crecieron pero algunas no eran del genero Fusarium
sp., se observé cada género primero con cinta adhesiva y luego con lugol, es por eso que
nuevamente se preparé 4.55 gramos de Agar Sabouraud Dextrosa en 70 ml de agua
destilada para 3 placas. Luego se llevé el medio a esterilizacion en autoclave a 120 °C
por 30 minutos. Antes que el medio de cultivo se enfrie, se realizo el plaqueo, vertiendo
aproximadamente 20 ml de medio Sabouraud Dextrosa en cada placa estéril vacia,

luego se espero6 su solidificacion.

Para el aislamiento de la cepa de Fusarium sp., se escogio el género que contaba
con las caracteristicas macroscopicas y microscopicas se tomé una colonia de cada
placa, y sembré con el asa de kolle, se incubo a 25°C por 7 dias. Después, del lapso de

tiempo se observo colonias entre blancas y rosadas.

Asimismo para la identificacién se observd primero con cinta adhesiva y luego
con lugol para lo cual se coloc6 2 o 3 gotas de la suspension en una lamina portaobjeto
y se cubrié con lamina cubreobjetos, asimismo se observd al microscopio con el

objetivo de 40X, se observo conidias, macroconidias con tres septos en forma de media

77

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO ([ Nacional del
Altiplano

luna, y microconidias en forma de media luna sin septos como lo indica en la

bibliografia.

Preparacion del inoculo

Para estandarizar la densidad del inoculo se utilizé una suspension de sulfato de
bario (0.5 en la escala de Mac. Farland) como estandar de turbidez, se agreg6 0.5 ml de
BaCl; en 99.5 ml de agua de una solucion de H2SOa, se verifico la densidad correcta del
estandar. Una vez preparada el estandar de turbidez, se estandarizaron las muestras. En
un tubo de ensayo estéril con tapa se colocaron 4 ml de solucion salina estéril, se
recogio 3 a 5 colonias con el asa de kolle y se colocé en el respectivo tubo de ensayo.
Luego se homogenizo la suspension inmediatamente ajustada a la escala 0.5 de Mc.

Farland, correspondiente a una suspension aproximada de 1 x 108 ufc/ml.

Preparacion de los voliumenes de aceite esencial

Inicialmente se dividieron las placas con un rotulador por la mitad con la ayuda
de una regla. Se prepar6 18.85 gramos de agar en 290 ml de agua destilada para 14
placas. Luego se llevo el medio a esterilizacion en autoclave a 120 °C por 30 minutos.
Antes que el medio cultivo se enfrie, se realizé el plaqueo, vertiendo aproximadamente
20 ml de medio Sabourad Dextrosa en cada placa estéril vacia, luego se esperd su
solidificacion. Seguidamente, del tubo de ensayo estandarizado con la escala de Mc
Farland con el inoculo de cepa de Fusarium sp., con la ayuda de hisopos estériles se
sembrd en placas preparadas de agar Sabouraud Dextrosa, extendiéndolo en forma
horizontal y vertical rotando la placa en cada extension hasta que esté totalmente

dispersa y cubierta la superficie de la placa.

Se realizo el procedimiento repitiendo todo, en cada placa preparada con medio

de Agar Sabourad Dextrosa. Luego se realiz6 pozos con pinzas estériles (2 por cada
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placa), se coloco el papel filtro perforado, que se encontraba en frascos esteriles, con la
ayuda de pinzas estériles (2 discos por cada placa), para luego colocar 30 ul de aceite a
diferentes concentraciones (%) con la ayuda de micropipeta calibrada a 30 ul, en la
primera placa las concentraciones de (20 % y 30 %), luego (40 % y 50 %), (75 % y 100

%), y asi sucesivamente se repitio el procedimiento en todas las placas.

En el caso del control positivo se us6 una placa y al igual que las
concentraciones también se realizaron pozos en el agar, se tomo el tubo de ensayo con
la concentracion de Carbendazim y agua, se coloc6 un disco de papel watman de 5 mm,
y con la ayuda de una micropipeta de 10 ul se colocé esa cantidad. Y para la
concentracion del control negativo también se realizé pozos en el agar con un disco de
papel watman de 5 mm, y con la ayuda de una micropipeta de 30 ul se colocé agua
destilada estéril. Todas las placas se colocaron las 14 placas Petri por especie a 25°C en

la incubadora por 7 dias. Asi como las placas de controles positivo y negativo.

Fase Post Analitica
Para la determinacion de la susceptibilidad antimicotica de Fusarium sp., frente al
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) comparado con el fungicida

comercial (Carbendazim).

Lectura e interpretacion de halos de inhibicion

El diametro de cada zona de inhibicién se midié con una escala de Vernier o pie
de rey, también con una regla milimetrada. Para su interpretacion de acuerdo al
siguiente cuadro estandarizado recomendado por el Instituto estandarizado de
laboratorios clinicos (Clinical and Laboratory Standars Institute - CLSI) (Tabla 3)

(Cercenado & Canton, 2006).
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Tabla 3. Cuadro estandarizado de medida de halos de inhibicion (mm).

Antifangico Concentracién Halo de inhibicién (mm)
R S-DD S
Fluconazol 25 Ug <14 15-18 >19
Anfotericina B 10 pg <10 11-14 >15
Itraconazol 8 ug <10 11-14 >15
ketoconazol 15 pg <20 21-27 >28
Voriconazol 1 pg <13 14 -16 >17

Fuente: Cercenado & Canton, (2006).

3.6. Método estadistico
Se utilizé el Disefio Completamente al Azar (DCA) para demostrar del efecto
antimicético del aceite esencial de la mufia (Minthostachys mollis) en cepas de
Fusarium sp.
Disefio Completamente al Azar (DCA):
Modelo lineal simple
En este disefio el valor de cada unidad experimental Yjj se aplica segun el

siguiente modelo estadistico lineal:

i=1,2,3......... 7,t
V= p+ it &
1 1
ij =K VL =123 15,
Donde:
Yij = Es la observacion en la j-esima unidad experimental, sujeta al i-esimo

concentracion.
T; = Efecto del i — esimo concentracion.

1 = Es el efecto de la media general o constante comdn.
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Eij = Efecto verdadero de la j-esima unidad experimental (replica), sujeta al i-esima
concentracion (error experimental).
Hipotesis a probarse son:
Ho: Ti = 0 (todos los tratamientos tienen el mismo efecto).
Ha: Ti # 0 (al menos uno de los tratamientos es diferente de los otros).
Nivel de significacion:
a=0.05,0

a=0.01
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Determinacion de la Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Fusarium sp. dentro del rango
de concentracion del 20 a 100 %.

En los resultados del crecimiento de Fusarium sp. frente a las diferentes
concentraciones de aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) determin6 que la
concentracion minima inhibitoria en todos los bioensayos fue del 50 % con una media
del didmetro total del halo de inhibicién (14.75 mm), evidenciado por la inhibicion del
crecimiento fungico. En los resultados de 4 repeticiones se observo que en el rango de
concentracion del aceite esencial de 30 % hasta 100 % presento halos de inhibicion, es
decir estas concentraciones fueron suficientes para inhibir el crecimiento de dicho
hongo, también se puede observar que las placas testigo (Control negativo) sin
concentracion alguna para cada una de las cuatro repeticiones, no obtuvo halos de
inhibicidn en ninguna de las cuatro repeticiones (Tabla 4).

Tabla 4. Crecimiento de cepas de Fusarium sp. frente al aceite esencial de
Minthostachys mollis dentro del rango de concentracion del 20 a 100 %.

Repeticiones Didmetro total del halo de inhibicion (mm) en diferentes
concentraciones
Control 20 % 30 % 40 % 50 % 75% 100 %

negativo
R1 0 8.9 9.8 13.6 15.5 16.9 18.9
R2 0 8.8 9.9 13.5 15.3 16.8 18.7
R3 0 8.9 9.8 13.5 14.1 16.7 175
R4 0 7.5 10.1 14.7 14.1 17.7 17.6
Promedio 0 8.53 9.90 13.83 14.75 17.03 18.18
DE 0 0.68 0.14 0.59 0.75 0.46 0.73
LI (95) 0 7.44 9.67 12.89 13.55 16.30 17.02
LS (95) 0 9.61 10.13 14.76 15.95 17.75 19.33
T 0 24.89 140.01 47.25 39.07 74.45 49.97
P 0 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
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Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Fusarium sp. dentro del rango de
concentracion del 20 a 100 %, se realizo primero el anélisis de varianza (ANOVA) para
determinar la significancia de la prueba y si al menos una de las concentraciones es
diferente a los demas; que posteriormente se corroboro con la prueba de contraste de
Tukey.

Tabla 5. Analisis de varianza (ANOVA) para la determinacion del efecto antimicético
del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Fusarium sp.

Anadlisis de Varianza (ANOVA) a = 0.05

Fuente G.L S.C. C.M. F-Valor Pr>F
Modelo 6 453.43 75.57 273.15 <0.0001
Tratamiento 6 453.43 75.57 273.15 <0.0001
Error 21 5.81 0.28

Total corregido 27 459.24

En la Tabla 5, de un total de 6 concentraciones utilizadas para la determinacion
de la concentracion minima inhibitoria (CMI), el estadistico F = 273.15 con el valor de
P = 0.0001 resulto menor a 0.05 el cual estadisticamente es altamente “significativo”
entre las medias del halo de inhibicion, demuestra que al menos una de las
concentraciones es diferente y que el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia)
posee efecto antimicético frente a cepas de Fusarium sp., por lo cual rechazamos la
hip6tesis nula y aceptamos la hipdtesis alterna, la cual indica que existe diferencias
entre las 6 concentraciones de aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) con

respecto a los halos de inhibicion.
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El andlisis de varianza (ANOVA) determind que existe diferencia significativa
en todas las concentraciones (%) y en la Prueba estadistica de Tukey se determiné que
los promedios de los halos de inhibicion de las diferentes concentraciones (%) de aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) a una dosis de 30 pL, comparado con el
fungicida Carbendazim a dosis de 10 L, las concentraciones variaron estadisticamente,
ademas se determind el grado de significancia 0=0.05, demostrandonos que si existe
diferencia significativa entre las concentraciones (%) y control positivo Carbendazim.
La Prueba estadistica de Tukey indica que medias con una letra comin no son

significativamente diferentes (p > 0.05).

20,504

17.164 ——

—=C
13,821

Halo de inhibicion (mm)

10,481

V.14 [ I

T

T T T T
Control 100% 5% S0% a0% 30% 20%
Concentracionas %

El Halo de inhibicién (mm)

Figura 20. Concentracién minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia)

en cepas de Fusarium sp. dentro del rango de concentracion del 20 a 100%.
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En la Figura 20, el fungicida Carbendazim con un halo de inhibicion de 19.63
mm, esta representado de color amarillo por la letra “A” que no se repite con las demas
letras, lo cual indica que posee diferencia significativa al no repetirse con las demas
letras; en cambio, la concentracion (%) de aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) de 100 % de color verde y 75 % de color rojo, con halos de inhibicion de 18.18
y 17.03 mm respectivamente, no son significativamente diferentes ya que tienen la
misma letra “B” ambos; de la misma manera, las concentraciones de 50 % con un halo
de inhibicion de 14.75 mm, representado por el color plomo y 40 % con un halo de
inhibicién de 13.83, de color amarillo claro poseen la misma letra “C”, es por eso que
no son significativamente diferentes porque poseen la misma letra, por otro lado en la
concentracion del 30 % representado por la letra “D” de color verde claro, con un halo
de inhibiciobn de 9.90 mm, es significativamente diferente a las demas y la
concentracion del 20 % representada por la letra “E” de color verde palido, con un halo
de inhibicion de 8.53 mm, también es significativamente diferente de las demas ya que

es una letra diferente.

Teniendo en cuenta la prueba estadistica de Tukey resulto que el Carbendazim
posee un mejor efecto antimicético que las demas por ser significativamente diferente
con las demas letras y la concentracion del 20 % de aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) tuvo menor efecto antimicotico como de observa en la Figura 20 la cual

se encuentra ordenada de acuerdo a su media en forma descendente (A, B, C, Dy E).

De los resultados observados se evidencia que la respuesta es distinta frente a las
diferentes concentraciones del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia), lo que
indica que a mayor concentracion de aceite esencial mayor sera el efecto inhibitorio,
esto se expresa en el aumento proporcional del didmetro de halo de inhibicion.
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Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) de acuerdo a un antibiograma estandarizado.

Concentraciones (%) de  Halos de inhibicion (mm) Categorizacion
aceite esencial de
Minthostachys mollis

20 % 9mm Resistente
30 % 10 mm Resistente
40 % 14 mm Intermedio
50 % 15 mm Sensible
75 % 17 mm Sensible
100 % 18 mm Sensible

En la Tabla 6 se determin0 que la concentracion minima inhibitoria de acuerdo a
un antibiograma estandarizado que esta dada por el halo de inhibicion a la cual esta es
“sensible”, podemos decir que la concentracion del 50 % de aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) sera considerada como concentracion minima inhibitoria.
A la concentracién del 50 %, Fusarium sp. no mostro resistencia ya que hubo formacién
de halo de inhibicion de 14.75 mm, siendo redondeado para la lectura con nimeros
enteros, lo cual nos permite usarlo como un importante biofungicida natural frente a los

fungicidas convencionales que son utilizados por parte de la poblacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion respecto al efecto antimicético
fueron similares a los obtenidos por Alcala et al. (2011) quienes reportaron que el aceite
esencial de Minthostachys mollis al 100% tuvo efecto contra Candida albicans, el
efecto antimicético del Fluconazol fue mayor que la de Minthostachys mollis al 25% y
fue el mismo al 50 %, Zapata et al. (2009) quienes reportaron que Minthostachys mollis
y Hyptis mutabillis mostraron actividad antimicotica frente al hongo Aspergillus

fumigatus ya que tuvo rangos de concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) entre 250
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y 375 ug/mL, Cano et al. (2008) encontraron los metabolitos del aceite esencial de las
hojas de Minthostachys mollis (mufia) que son pulegona, mentona, limoneno y mirceno
, ademés demostraron el efecto antimicotico del aceite esencial de mufia que inhibid
completamente el desarrollo de Trichophytun tonsurans, Trichophytun mentagrophytes
y Microsporun canis, para Candida albicans se logré un halo de inhibicién de 30 mm
para el aceite esencial al 100 % y de 35 mm al 50 %, se demostrd la actividad
antimicdtica del aceite esencial de mufa, probablemente por la accion de los

monoterpenos encontrados.

Los resultados obtenidos en esta investigacion fueron similares respecto a la
concentracion y al efecto antimic6tico obtenidos por Lizcano (2007) quien evalud la
actividad antifangica del extracto de tomillo (Thymus vulgaris) contra Botrytis cinerea,
Fusarium oxysporum y Sclerotinia sclerotiorum el cual presento resultados favorables
para la actividad fungicida y fungistética obtuvieron en que el aceite esencial presento
menor efectividad fungicida en la concentracion 6250 mg/L y fungistatica de 1560
mg/L lo cual indica que a menor concentracion la inhibicion es menor a diferencia de
una concentracion mucho mayor el cual inhibe mucho mejor, Cérdenas (2018) demostrd
que los aceites esenciales de hierba luisa (Cymbopogon citratus), cedron (Lippia
citriodora) y guarmi poleo (Clinopodium spp.) controlan el crecimiento de Fusarium,
estableciendo como el aceite mas efectivo el obtenido de la hierba luisa (Cymbopogon
citratus) en una dosis minima de 1.65 uL, el cual difiere al resultado obtenido en esta
investigacion ya que la concentracion minima fue del 50 % (1000 uL), Cueto (2010)
determind que los extractos de orégano mexicano Lippia. berlandieri mostraron
actividad fungicida sobre Fusarium oxysporum a concentraciones de 250-1000 ppm.

Los resultados obtenidos en la investigacion respecto a la concentracion son

parecidos a los obtenidos por Ruano & Vallejo (2014) evalud el extracto esencial de
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Lippia origanoides como componente de un biofungicida capaz de disminuir la
incidencia de enfermedad aplicando un biopolimero del aceite de orégano mas
carboximetil — celulosa 0,3 % mas alginato de sodio acido 1,5% el cual presento buenos
resultados a una concentracion de 800 uLmL™? el cual disminuyo la incidencia de
marchitez vascular, Villa et al. (2015) presento algunos de los muchos estudios
realizados alrededor del mundo sobre la efectividad bioldgica de diversas especies

vegetales para el control de Fusarium spp.

Resultados similares respecto al efecto antimicotico sobre otras especies de
microorganismos obtuvo Jauregui (2016) quien demostr6 que el aceite esencial de
Minthostachys mollis més el antifungico fluconazol tiene efecto sinérgico en las
diferentes concentraciones. La concentracion inhibitoria se presentd en todas las
concentraciones excepto en el control (fluconazol) en el que se obtuvo un crecimiento
de 4.5 x 103 (p<0.001), Salas (2016) obtuvo que Minthostachys mollis en cepas de
Candida albicans, la mufia de 1/250 (T6) tiene mayor efecto contra Candida albicans
que el fluconazol, Pefia & Gutierrez (2017) demostraron que Minthostachys mollis
presento efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus con halo de inhibicién
19,3 mm y de 8,0 frente a Klebsiella pneumoniae. Streptococcus pneumoniae y
Haemophylus influenzae no presento halos de inhibicién, Baca (2017) determino que
Minthostachys mollis tiene efecto inhibitorio frente al género Proteus y una
concentracion minima inhibitoria del 50 % (50 mg/ml) frente a Proteus vulgaris, tiene
un halo de inhibicion de 11.90 mm, Proteus mirabilis con 75 % (75 mg/ml) tiene un
halo de 7.37 mm, P. rettgeri con 75 % (75 mg/ml) tiene un halo de 7.00 mm y Proteus

morganii con 75 % (75 mg/ml) tiene un halo de 6.90 mm.
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4.2. Determinacion de la susceptibilidad antimicotica de Fusarium sp., frente al
aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) comparado con el fungicida
comercial (Carbendazim).

En la Tabla 7, se puede observar las lecturas del ensayo de disco difusién a dosis
de 30 uL de aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) frente a Fusarium sp.,
resultaron de la siguiente manera: el control positivo (Carbendazim 10 uL), obtuvo un
promedio de diametro de halo de inhibicién de 19.63 mm, el cual representa el 99 % de
inhibicidn, para los discos con aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) a dosis
de 30 uL cada disco, se obtuvieron los siguientes resultados para la concentracion de
20/80 obtuvo un promedio de halo de inhibicion de 8.53 mm que representa el 39 % de

inhibicidn respecto al control positivo.

Se puede observar ademas que para la concentracién de 30/70 se tuvo un
promedio de halo de inhibicién de 9.90 mm el cual es el 50 % de inhibicion; para la
concentracion del 40/60 que tuvo un promedio de 13.83 mm de halo de inhibicion que
es el 70 % de inhibicion respecto al control; de la misma manera para la concentracion
del 50/50 obtuvo un halo de inhibicion de 14.75 mm que es el 75 % de inhibicion
respecto al control; ademas para la concentracion del 75/25 se obtuvo un promedio de
halo de inhibicion de 17.03 mm que representa un 87 % de inhibicion y por ultimo
tenemos a la concentracion de 100/0 que obtuvo un promedio de halo de 18.18 mm que

representa el 93 % de efecto inhibitorio respecto al control positivo (Tabla 7).

En la Tabla 7, se observo que los porcentajes de inhibicion del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) frente a Fusarium sp., se observd que son mayores para la

concentracion de 100/0, seguidos por las concentraciones de 75/25, 50/50, 40/60, 30/70
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y el menor porcentaje de inhibicion fue para 20/80, respecto al control positivo el
fungicida Carbendazim.
Tabla 7. Porcentajes de inhibicion, tratados con diferentes concentraciones de aceite

esencial de Minthostachys mollis, comparado con el control positivo Carbendazim
frente a Fusarium sp.

Repeticiones Diametro total del halo de inhibicion (mm) y porcentajes de
inhibicion, tratados con diferentes concentraciones
20/80  30/70  40/60 50/50 75/25  100/0 Control

positivo
R1 8.9 9.8 13.6 15.5 16.9 18.9 19.9
R2 8.8 9.9 135 15.3 16.8 18.7 19.8
R3 8.9 9.8 13.5 14.1 16.7 17.5 19.9
R4 7.5 10.1 14.7 14.1 17.7 17.6 18.9
Promedio 8.53 990 1383 1475 17.03 18.18 19.63
(mm)
% de 39% 50% 70% 75% 87% 93% 99 %
inhibicién

Para determinar la susceptibilidad antimicética de Fusarium sp., frente al aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) comparado con el fungicida comercial
(Carbendazim), se realiz6 primeramente el analisis de varianza (ANOVA) para
determinar la significancia de la prueba y si al menos una de las concentraciones es
diferente a los demas; que en lo posterior se corroboro con la prueba de contraste de
Tukey.

Tabla 8. Analisis de varianza (ANOVA) para la determinacion de la susceptibilidad

antimicotica de Fusarium sp., frente al aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia)
comparado con el fungicida comercial (Carbendazim).

Anédlisis de Varianza (ANOVA) a = 0.05

Fuente G.L. S.C. C.M. F-Valor Pr>F
Modelo 6 11580.42 1930.07 284.20 <0.0001
Concentraciones 6 11580.42 1930.07 284.20 <0.0001
Error 21 142.61 6.79

Total 27 11723.03
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En la Tabla 8, de un total de 6 concentraciones utilizadas para la determinacién
de la susceptibilidad antimicotica de Fusarium sp., frente al aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) comparado con el fungicida comercial (Carbendazim), el
estadistico F = 284.20 con el valor de P= 0.0001 resulto menor a 0.05 el cual
estadisticamente es “altamente significativo” entre las medias de los porcentajes de
inhibicidn respecto al control positivo que es el fungicida Carbendazim, asi como
también existe diferencia significativa con las diferentes concentraciones del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia). Con estos resultados podemos rechazar la
hipdtesis de que no existen diferencias entre las medias de los porcentajes de inhibicion
del Carbendazim y las concentraciones del aceite esencial de Minthostachys mollis

(mufa) frente a Fusarium sp.

En la Figura 21, se puede observar la Prueba estadistica de Tukey, el control
positivo Carbendazim que esta de color rojo tiene diferencia significativa ya que posee
una letra diferente que no se repite que es “A”, la cual tiene un porcentaje de 99 %; por
el contrario, las concentraciones de aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia)
obtuvieron los siguientes resultados: para la concentracién de 100/0 que se encuentra de
color rosado y la concentracion de 75/25 que esta de color verde no tienen diferencia
significativa ya que tienen la misma letra que es “B”, ademas representan un 93 y 87 %
de porcentaje de inhibicidn respectivamente respecto al control positivo Carbendazim;
del mismo modo las concentraciones de 50/50 que esta de color anaranjado y la
concentracion de 40/60 de color celeste tienen un porcentaje de inhibicion de 75y 70 %
respecto al control positivo, ademas tienen la misma letra que es “C” lo cual indica que
no son significativamente diferentes; por otro lado, la concentracion de 30/70 representa
un porcentaje de 50 % respecto al control el cual se encuentra de color verde oscuro y

posee una letra diferente que es “D” lo que indica que es significativamente diferente de
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las demas y por ultimo tenemos la concentracion de 20/80 que representa un porcentaje
de inhibicion de 39 % respecto al control, que esta de un color azul, ademéas posee una

letra diferente que es E lo que indica que es significativamente diferente.

Teniendo en cuenta la significancia de la prueba de analisis de varianza, la
prueba de Tukey resulto que el mejor tratamiento es del control positivo de
Carbendazim con la letra A y el tratamiento con menor efecto antimicotico fue la

concentracion 20/80 como se observa en la figura con la letra E (Figura 21).
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Figura 21. Susceptibilidad antimicdtica de Fusarium sp., frente al aceite esencial de Minthostachys

mollis (mufia) comparado con el fungicida comercial (Carbendazim).

La categorizacion segun el CLSI ha publicado cuatro documentos con
informacion de las pruebas de susceptibilidad con antifingicos, ademas indica que una
cepa es Resistente al antibidtico Anfotericina B (10 pg) con valores <10, Intermedio
=11-14 y Sensible con valores > 15. Esto estd estandarizado de acuerdo a tablas

establecidas de sensibilidad para el tratamiento control (Anfotericina B), el cual estamos
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adecuando al fungicida (Carbendazim) (Bonifaz, 2015; Salas, 2016); Cercenado &

Canton (2006).

Para establecer la categorizacién de la susceptibilidad antimicética del aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) y el fungicida Carbendazim frente a Fusarium
sp., se procedio a llevar los promedios a “ndmeros enteros”, los cuales se pueden
observar en la Tabla 9, en la cual se obtuvieron los nimeros enteros de todos los
diametros de los halos de inhibicion de las cuatro repeticiones en cada caso, obteniendo
un promedio final de cada concentracién empezando por el control positivo que es el
Carbendazim en cual se obtuvo una media de 20 mm, de la misma manera para la
concentracion de 100/0 se obtuvo una media de 18 mm, por otro lado para la
concentracion de 75/25 se obtuvo una media de 17 mm, ademas para la concentracion
de 50/50 se tuvo una media de 15 mm, asimismo para la concentracion de 40/60 se
obtuvo una media de 14 mm, ademas para la concentracion de 30/70 se tuvo una media
de 10 mm, por otro lado para la concentracion de 20/80 se obtuvo una media de 9 mm.
Tabla 9. Datos redondeados de las diferentes concentraciones, de medias del didmetro

de los halos de inhibicibn en (mm). Comparando con el control positivo (6
concentraciones y 28 repeticiones).

Concentraciones (tratamientos) v/v

Repeticiones 20/80 30/70 40/60 50/50 75/25 100/0 Control (+)

R1 9 10 14 16 17 19 20

R2 9 10 14 15 17 19 20

R3 9 10 14 14 17 18 20

R4 8 10 15 14 18 18 19

Media 9 10 14 15 17 18 20
(promedio)
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En la Tabla 10, se observa que el tratamiento control positivo obtuvo un
diametro de inhibicion de 20 mm, lo cual se categoriza como “Sensible” segun el CLSI,
asi como también los tratamientos con concentraciones de 50/50, 75/25 y 100/0 a dosis
de 30 pL del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufa), obtuvieron valores
mayores o iguales a “15 mm”, por lo cual se categorizan como “Sensible”, y existe una
susceptibilidad “Intermedia” para el tratamiento con concentraciones de 40/60 a dosis
de 30 pL que resulto con 14 mm de halo de inhibicion. Por ultimo resultaron
“Resistente” para los tratamientos de con concentraciones de 20/80 y 30/70 a dosis de
30 L de aceite esencial de mufia, quienes formaron halos de inhibicién de 9 y 10 mm
respectivamente.

Tabla 10. Categorizacion de la susceptibilidad de Fusarium sp. frente al aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) segun el diametro del halo de inhibicién.

Concentraciones de aceite esencial (30 Halos de Categorizacion

pL)  de  Minthostachys mollis y inhibicion

Carbendazim (10 pL). (mm)
20/80 (30 uL) 9 Resistente
30/70 (30 uL) 10 Resistente
40/60 (30 uL) 14 Intermedio
50/50 (30 uL) 15 Sensible
75/25 (30 uL) 17 Sensible
100/0 (30 uL) 18 Sensible

Carbendazim (10 pL) 20 Sensible

Los resultados obtenidos en la investigacion respecto a la susceptibilidad, fueron
similares a los obtenidos por Scalvenzi et al. (2016) quienes demostraron que Fusarium
solani es sensible al aceite esencial de Cymbopogon citratus ya que mostro una

significativa actividad antifingica dependiente de la dosis, registro una inhibicién del
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crecimiento del 95 %, a la concentracion maxima (500 uL/mL), asi como también es
sensible al aceite esencial de Citrus limon ya que logro inhibir en un 72 % a Fusarium
solani, a la concentracion de 500 ul/mL. Al igual que en ambos aceites el hongo
Fusarium sp. se mostro sensible a Minthostachys mollis a la concentracion de 50 % con
un halo de inhibicién de 15 mm, Aceves et al. (2008) demostraron que Fusarium
oxysporum es sensible al propdleos, Sanabria et al. (2006) determinaron que Fusarium
oxysporum f. sp. cuebense y Colletotrichum gloeosporioides son sensibles a Lippia
origanoides indujo entre 70 y 90 % de inhibicion.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son similares respecto a la
susceptibilidad de otras especies de microorganismos, Hernandez (2018) determino el
efecto antifungico del aceite esencial de Minthostachys mollis sobre Candida albicans
ATCC10231 se observo que a las 24 y 72 horas las concentraciones al 75 % y 100 %
presentaron efecto antifungico obteniendo un valor mayor a 10 mm de halo de
inhibicién, Condori (2018) demostro la eficiencia del control de Minthostachys mollis
frente a Erwinia spp. 24 y 72 h, mostrando valores por mercados: Laykakota 10 mm,
15.3 mm, Central 14.6 mmy 12.8 mm, Unién y Dignidad 12.5 mm y 15.2 mm.

Los resultados obtenidos en esta investigacion son semejantes respecto a la
sensibilidad de otros microorganismos, Moina (2015) demostré que la actividad
antibacteriana del colutorio elaborado con el aceite esencial de Minthostachys spicata,
presento una mayor actividad antibacteriana frente Streptococcus mutans ATCC 25175,
Huari (2014) obtuvo que Minthostachys mollis frente a Streptococcus mutans al 100 %
tuvo efecto antibacteriano, obtuvo un halo promedio de 10.79 mm, al 50 % promedio de
7.6 mm, al 25 % promedio de 5 mm (tamafio de discos) igual que el control negativo, el

control positivo (amoxicilina) promedio de 49.3 mm.
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V. CONCLUSIONES

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) en cepas de Fusarium sp. dentro del rango de
concentracion del 20 a 100 % siendo esta 50 % de concentracion con un halo de
inhibicidn de 14.75 mm, en el analisis de varianza resulto que el estadistico F = 273.15
con el valor de P = 0.001 resulto menor a 0,05 el cual estadisticamente es altamente
significativo entre las medias del halo de inhibicién, con la prueba de comparacion de
Tukey la media mayor fue del aceite esencial de mufia a una concentracion del 100 %
con un halo de inhibicién de 18.18 mm vy la concentracién del 20 % tuvo el halo de

inhibicién menor de 8.53 mm.

Se determind la susceptibilidad antimicética de Fusarium sp. frente al aceite
esencial de Minthostachys mollis (mufia) comparado con el fungicida comercial
(Carbendazim) siendo este “sensible” a las concentraciones de 100/0,75/25 y 50/50,
“intermedia” a la concentracion de 40/60 y “Resistente” a las concentraciones de 30/70
y 20/80, en el analisis de varianza resulto que el estadistico F = 284.20 con el valor de P
= 0.001 resulto menor a 0.05 el cual estadisticamente es altamente significativo entre
los porcentajes de inhibicion respecto al control, con la prueba de Tukey el porcentaje
mayor fue del fungicida Carbendazim con porcentaje de 99% ademas de ser altamente
sensible respecto a las concentraciones de aceite esencial de Minthostachys mollis

(mufa).
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V1. RECOMENDACIONES
Se recomienda aislar e identificar especies mas patogenas sobre la papa en la
region de Puno, como Fusarium oxysporum y Fusarium solani en fase estacionaria para
observar el efecto antimicotico de Minthostachys mollis (mufia) en las concentraciones

del 20 al 100 %.

Se recomienda realizar investigaciones in vivo con la aplicacion del biofungicida
Minthostachys mollis (mufia) en papa como muestra piloto en laboratorio, utilizar
concentraciones menores al 20/80 a una cantidad de 30 ul. Luego de la prueba piloto
hacer un estudio de campo en parcelas pequefias de infeccion, para luego aplicar el

producto con las investigaciones correspondientes.
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ANEXOS

Figura 22. Minthostachys mollis en su habitat natural, Distrito de Capachica, Provincia
de Puno, Abril - 2018.

Figura 23. Obtencion del aceite esencial de hojas de Minthostachys mollis (mufia) por
el método de destilacion de arrastre por vapor.
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Figura 24. Aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) en frasco color &mbar.

Figura 25. A. Materiales e instrumentos de Laboratorio; B. Fungicida “Carbendazim”.

Figura 26. Papa con caracteristicas de infeccion por Fusarium sp. (Pudricion seca).
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Figura 27. A. Cepa aislada de papa infectada de Fusarium sp. en Agar Sabouraud; B.

Cepa de Fusarium sp.

Figura 28. A. Observacion en el microscopio dptico para corroborar la presencia de

Fusarium sp.; B. Fusarium sp. a 40 X. en tincién de lugol.
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Figura 29. A. Dilucion del aceite esencial de Mufia las concentraciones de 20 a 100 %,

en etanol de 96°; B. Aplicacion de aceite esencial de Mufia con micropipeta.

Figura 30. A y B: Halos de inhibicion de aceite esencial de Mufia a concentraciones de
100 %, 75 %, 50 % y 40 %.

Figura 31. Halos de inhibicion de aceite esencial de Mufia a concentraciones de 30 %y
20 %.
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Figura 32. A. Control negativo B. Control positivo (Fungicida Carbendazim).

Figura 33. Medicion de halos de inhibicion utilizando vernier.

Cepas obtenidas a partir de

Muestra de papa infectada Papa infectada colocada en
la muestra de papa

con Fusarium sp. Cémara Himeda

Observacién en
el microscopio

Cepa pura de Fusarium sp.
obtenida de repique.

para identificar a
Fusarium sp.

Figura 34. Aislamiento e identificacion de las cepas del genero Fusarium sp. a partir de

muestras de papa infectada.
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Tabla 11. Andlisis de varianza (ANOVA) y Prueba de Tukey para inhibicion
antifungica de las diferentes concentraciones del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) en cepas de Fusarium sp.

Frueba t para una media

Valor de la media bajo la hipotesis nmla: 0O

Variable n Media DE LI(25) L5(95) T p{Bilateral)
Control 4 19.63 0.45 18.85 20.40 80.82 <0.0001
100% 4 18.18 0.73 17.02 1%.33 495.97 <0.0001
T5% 4 17.03 0.4 16.30 17.75 7T4.45 <0.0001
S0% 4 14.75 0.75 13.55 15.85 35.07 <0.0001
40% 4 13.83 0.589 12.89 14.76 47.25 <0.0001
30% 4 9,90 0.14 9.67 10.13 140.01 <0.0001
20% 4 8.53 0.&8 7.44 S.61 24.89 0.0001

Variable H R ER*®* A7 CW

Halo de inhibicién (mm) 28 0.5% 0.98 3.64

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CM F p—-valor
Modelo. 453.43 & 75.57 273.15 <£0.0001
Tratamiento 453.43 &€ 75.57 273.15 <0.,0001
Error S5.81 21 0.28
Total 459.24 27

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.205%07
Error: 0.2767 gl: 21
Tratamiento Medias n E.E.

Control 19.63 4 0.26 A

100% 15.18 4 0.26 B

T3% 17.03 4 0.26 B

50% 14.75 4 0.26 C

40% 13.83 4 0.2e C

30% 9.90 4 0.2g D
20% T7.75 4 0.2a E

Msdias con una letra comin no son significativamente difersntes (p = 0.05)
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Tabla 12. Andlisis de varianza (ANOVA) y Prueba de Tukey para porcentaje de
inhibicion de las diferentes concentraciones del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) en cepas de Fusarium sp.

Pruebha t para una media

Valor de la media bajo la hipotesis nmla: 0

Variable n Media DE LI(95) L5(95) T p(Bilateral)
Control 4 99, .08 1.85 96.14 102.01 107.40 <0.0001
100/0 4 92.81 3.71 8e.71 ©88.52 49,893 <0.0001
T5/25 4 86.75 2.33 83.05 90.4e 7T4.51 <0.0001
50/50 4 75.16 3.84 &£9.04 821.28 39.10 <0.0001
40/60 4 70.45 2.98 &5.70 7T5.19 47,28 <0.0001
30/70 4 50.45 0.72 48,31 51.58% 140.81 <0.0001
20/80 4 39.495 0.88 38.09% 40.85% 85.71 <0.0001

Cuonadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p—-valor
Modelo. 11580.42 & 1930.07 284.20 «0.0001
Concentraciones 11580.42 & 1930.07 284.20 «0.0001
Error 142.861 21 6.79
Total 11723.03 27

Te=t:Tokey Alfa=0.05 DMS=5.99026
Error: &.7912 gl: 21

Concentraciones Medias n E.E.

Control 95.08 4 1.30 &

100/0 92.61 4 1.30 B

TE/25 86.75 4 1.30 B

50/50 T75.16 4 1.30 C

40/60 T70.45 4 1.30 C

30/70 50.45 4 1.30 L
20/80 39.49 4 1.30 E

Medias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Anexo 01. Constancia de obtencion de aceite esencial de Minthostachys mollis (mufa).

@l WNDUg ,4)
7

Universidad Nacional del Altiplano - Puno R >

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS .\
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL '%,° /

Unp oW~

Ciudad Universitaria, Av. Sesquicentenario N° 1150, Telf.: (051)599430 7 1P. 10301 /(051) 366080

Neoor

CONSTANCIA

EL DIRECTOR DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA
AGROINDUSTRIAL DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS,
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO.

HACE CONSTAR:

Que, la Srta. KATHERINE KARINA QUISPE FLORES, identificado con DNI N°
48040957, egresada de la Escuela Profesional de BIOLOGIA DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS, ha realizado la extraccion de ACEITE ESENCIAL
de la planta de Mufla (Minthostachys mollis), realizado en el Destilador de Aceites
del Taller de Frutas y Hortalizas de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Facultad de Ciencias Agrarias.

Se le expide la presente constancia, a solicitud de la interesada para los fines que
estime por conveniente.

Puno, 25 de

Ce
Arch -
ACPI

E-mail: direccion.epiai @unap.edu.pe
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Anexo 02. Constancia de ejecucién en el laboratorio de Microbiologia de Alimentos de
la Facultad de Ciencias Biologicas.

" M UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO PUNO

R i FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS

CONSTANCIA

LA JEFE DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO (UNA) PUNO
HACE CONSTAR :

Que la Srta. BACHILLER KATHERINE KARINA QUISPE FLORES, egresada de la Facultad de
Ciencias Biologicas, Especialidad Microbiologia y Laboratorio Clinico ha realizado su trabajo
de investigacién motivo de tésis, intitulado: EFECTO ANTIMICOTICO DEL ACEITE ESENCIAL
DE Minthostachys mollis (Mufia) EN CEPAS DE FUSARIUM SP. PUNO 2017, ejecutando el
trabajo experimental en el laboratorio, desempefiandose con responsabilidad, dedicacion y

puntualidad.

Se expide el presente a solicitud del interesado y para los fines convenientes.

Puno, 29 de Marzo del 2019.
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FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

indad Universitana, Av. Sesquicent 1150, Telf.: (051 '/ IP i

Universidad
Nacional del
Altiplano

CONSTANCIA

EL DIRECTOR DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA
AGROINDUSTRIAL DE LA FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS,
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO.

HACE CONSTAR:

Que, la Srta. KATHERINE KARINA QUISPE FLORES, identificado con DNI N°
48040957, egresada de la Escuela Profesional de BIOLOGIA DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS BIOLOGICAS, ha realizado la extraccion de ACEITE ESENCIAL
de la planta de Mufia (Minthostachys mollis), realizado en el Destilador de Aceites
del Taller de Frutas y Hortalizas de la Escuela Profesional de Ingenieria
Agroindustrial de la Facuiltad de Ciencias Agrarias

Se le expide la presente constancia, a solicitud de la interesada para los fines que
estime por conveniente

Puno, 25 de

R
Wok N 4}‘ o)
-y

ril de 2018

<Oo
-
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- UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO PUNO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS

CONSTANCIA

LA JEFE DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DE ALIMENTOS DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO (UNA) PUNO
HACE CONSTAR :

Que la Srta. BACHILLER KATHERINE KARINA QUISPE FLORES, egresada de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, Especialidad Microbiologia y Laboratorio Clinico ha realizado su trabajo
de investigacion motivo de tésis, intitulado: EFECTO ANTIMICOTICO DEL ACEITE ESENCIAL
DE Minthostachys mollis (Muiia) EN CEPAS DE FUSARIUM SP. PUNO 2017, ejecutando el
trabajo experimental en el laboratorio, desempeiidndose con responsabilidad, dedicacion y

puntualidad.

Se expide el presente a solicitud del interesado y para los fines convenientes.

Puno, 29 de Marzo del 2019.
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