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RESUMEN

La investigacion se ejecuto en la ciudad de Puno en octubre y diciembre del 2016, y se
realizaron experimentos de produccién de pigmentos en hongos filamentosos que
habitan los suelos de la provincia de Puno, como alternativa ecolégica en el tefiido de
fibras. Los objetivos fueron a) obtener pigmentos fungicos disueltos en caldos de
cultivo a partir del aislamiento de hongos filamentosos de los suelos del Altiplano
Peruano, b) evaluar la afinidad de los pigmentos fungicos disueltos en caldos de
cultivo producidos por los hongos seleccionados frente a fibras naturales y c) evaluar
la toxicidad de los pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo producidos por
hongos utilizando como indicador al microcustdceo Daphnia pulex (pulga de agua).
Los hongos fueron aislados de suelos del centro poblado de Jayllihuaya (Puno), luego
en laboratorio fueron cultivados en agar dextrosa papa (PDA), incubados a
temperatura ambiente por un lapso de 20 dias, posteriormente la identificacion de los
hongos se llevd mediante la técnica del microcultivo y claves dicotomicas de
Alexopoulos (1996), Barnett (1973) y Arias y Pifieros (2008), la produccion de
pigmentos se evalué en medios de cultivo liquido conteniendo sacarosa y extracto de
papa, durante 15 dias, en condiciones de oscuridad, los pigmentos disueltos en caldos
de cultivo se extrajeron con etanol, posteriormente se realizd el mordentado y tefiido,
finalmente se evalud su toxicidad. Se aislaron a los géneros Fusarium sp y Penicillium
sp productores de pigmentos amarillo y anaranjado, los cuales presentaron afinidad
por las fibras naturales, ambos pigmentos presentaron una toxicidad alta (CLso de 5.55

y 8.64) en organismos de pulga de agua (Daphnia pulex).

Palabras clave: afinidad textil, altiplano peruano, hongos, pigmentos flngicos,

toxicidad.
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ABSTRACT

The research was carried out in the city of Puno, and experiments were carried out
in the production of pigments by filamentous fungi that inhabit the soils of the
province of Puno, as an ecological alternative in the staining of fibers. The
objectives were to a) obtain pigments from the isolation of flamentous fungi from the
Peruvian Altiplano soils, b) evaluate the affinity of the pigments produced by the
selected fungi against natural fibers and c) evaluate the toxicity of the pigments
produced by fungi using as an indicator to the microcustopha Daphnia pulex (water
flea). The fungi were isolated from soils in the populated center of Jayllihuaya, then
in laboratory were cultures on potato dextrose agar (PDA), incubated at room
temperature for a period of 20 days, after identification of the fungi was carried out
using the technique of microculture and Dichotomous clues of Alexopoulos (1996),
Barnett (1973) and Arias & Pifieros (2008), the production and production of
pigments was evaluated in liquid culture media containing sucrose and potato
extract for 15 days under dark conditions, the pigments were extracted with ethanol
the etching and dyeing were carried out, finally their toxicity was evaluated.
Fusarium sp and Penicillium sp genera producing yellow and orange pigments were
isolated, which had affinity for natural fibers and also showed toxicity (LCso 5.55 y

8.64) in water flea (Daphnia pulex) organisms.

Key words: Fungi, pigments, toxicity, Peruvian altiplano, textile affinity.
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I.  INTRODUCCION

Los pigmentos se definen como sustancias quimicas que imparten color a otros
materiales por el efecto Optico de la refraccion de la luz del sol, aunque también
pueden ser definidos como sustancias en polvo que cuando se mezclan con un liquido
vehiculo, imparten color a una superficie (Wani et al., 2004) mientras que en biologia,
un pigmento es cualquier molécula que produce color en las células de animales,
vegetales, bacterianas y fungicas (ArgenBio, 2007), en tanto los hongos filamentosos
han sido estudiados por su actividad metabdlica en la generacién de metabolitos tanto
primarios como secundarios (como los pigmentos), ademas de su capacidad de
produccion extracelular, facilitar procesos fermentativos y por los altos rendimientos
obtenidos (Carvalho et al., 2003); fue asi como se resalté su cualidad de producir
pigmentos debido a que estos podian ser utilizados en diferentes campos como la

farmacéutica, alimentaria o textil.

Los estudios realizados sobre microbiologia del suelo y su aumento gradual en los
ultimos afios también han ido demostrando que tienen nuevas cualidades para su uso
en biotecnologia, la variedad de microorganismos encontrados lo hace un lugar idéneo
de estudio, es por ello que el presente estudio pretende investigar los pigmentos
naturales fangicos disueltos en los caldos de cultivo producidos por hongos
filamentosos aislados de suelos y su uso como colorante textil puesto que los
colorantes sintéticos tuvieron desde el siglo XIX una produccién indiscriminada que
contribuy6 con una alta contaminacién y dafio a la naturaleza y debido a que los tintes
naturales de las plantas habian sido rapidamente reemplazados por los tintes
sintéticos desde su descubrimiento, ya que estos presentaban mayores ventajas sobre
los tintes naturales como bajo costo, variedad de colores y la capacidad de impartir
mejores propiedades sobre los materiales tefiidos (Lopes et al., 2013); es asi que
desde hace un tiempo atrds se esta buscando revertir de forma progresiva esta

13
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contaminacion generada en el medio ambiente, a esto pusieron énfasis los gobiernos
con el fin de evitar su destruccion, en tanto, la toma de conciencia del rol del ser
humano sobre la contaminacién de la naturaleza llevdo a tener en cuenta a los
pigmentos naturales y en especial aquellos producidos por hongos filamentosos como
una nueva alternativa porque que se ha evidenciado que pueden producir una amplia
gama de colores; un ejemplo de estos son los pigmentos producidos por hongos de los
géneros Aspergillus sp., Penicillium sp. (Suhr et al, 2002), Cladosporium, Fusarium
(Choque et al., 2015) y Monascus purpureus (Velazquez, 2013) que nos servirian
como una base para el desarrollo de una industria textil sustentable con vision de
futuro, creando asi métodos de produccion de colorantes con un concepto amigable

con el medio ambiente.

En tal sentido se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general:
Obtener y utilizar pigmentos textiles fungicos disueltos en los caldos de cultivo a partir

de hongos filamentosos aislados de suelos del Altiplano peruano.

Objetivos especificos:
1. Obtener pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo a partir del
aislamiento de hongos filamentosos de los suelos del Altiplano peruano.
2. Evaluar la afinidad de los pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo
producidos por los hongos seleccionados frente a fibras naturales.
3. Evaluar la toxicidad de los pigmentos fangicos disueltos en los caldos de cultivo
producidos por hongos utilizando como indicador al microcrustaceo Daphnia

pulex (pulga de agua).
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Los pigmentos son muy importantes para diversas industrias, como la alimentaria
(como aditivos, intensificacion de color, etc.), farmacéutica (coloracion de vehiculos,
coloracién de cosméticos, etc.), textil (coloracién de prendas), etc. Desde hace mucho
tiempo se ha investigado la producciéon de pigmentos de origen natural, aislando,
caracterizando y purificando muchos compuestos de este tipo (Duran et al, 2002); los
cuales fueron obtenidos a partir de plantas y microorganismos principalmente. Los
pigmentos microbianos, ademas de ser naturales, también muestran otras ventajas
sobre otros pigmentos (sintéticos); tales como, mayor estabilidad a la luz, al pH, a la
temperatura, entre otras (Wani et al., 2004), sin embargo los procesos biotecnolégicos
parecen ser una mejor alternativa para la obtencion de estos compuestos ya que si a
hongos filamentosos nos referimos, estos en su actividad metabdlica generan como
metabolitos secundarios a los pigmentos (Carvalho et al.,, 2003), pigmentos que
poseeran la cualidad de usos distintos; un ejemplo de estos pigmentos son aquellos
producidos por los hongos de los géneros Monascus sp. (Blanc et al, 2001 y Cruz et
al, 2015), Paecilomyces sp. (Cho et al., 2002), Aspergillus sp. y Penicillium sp. (Suhr et

al, 2002) que son hongos productores de pigmentos naturales.

Las investigaciones sobre la produccién de pigmentos a partir de fuentes naturales y
los procesos biotecnoldgicos demostraron ser una buena alternativa para la obtencion
de compuestos coloridos, principalmente mediante hongos filamentosos, por su gran
diversidad, versatilidad bioquimica y adaptacion a condiciones no favorables de
crecimiento, mostrandose como excelentes substitutos en la obtencidon de colorantes
por la via de sintesis quimica (Méndez et al., 2007) por lo que a algunos compuestos
gque imparten color en diferentes tonalidades y de caracteristicas hidrosolubles, se les

15
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ha atribuido ademéas propiedades biologicas antibacteriales, anticancerigenas y
antioxidantes, como ejemplo las células productoras de estos compuestos se tiene a
los integrantes del género Monascus sp. (Teppei et al., 2013) y hongos del
género Aspergillus sp. y Penicillum sp., que son considerados también productores de

pigmentos (Hosoe et al., 2011).

Los pigmentos de origen natural (hojas, semillas, frutos, etc.) se utilizaron en los
procesos industriales hasta la segunda mitad del siglo IX, cuando fueron
reemplazados por los colorantes sintéticos, se estima que hasta el 50% de este tipo de
colorantes termina en los efluentes producidos por éstas industrias y el empleo de
microorganismos, en especial los hongos filamentosos, al traer consigo la generacién
de nuevas tecnologias y nuevos pigmentos puede reemplazar en gran parte el uso de
colorantes quimicos o sintéticos (Méndez et al., 2007). Los hongos filamentosos como
alternativa para la produccion de pigmentos naturales tienen a su favor gran variedad
de géneros que producen pigmentos, un ejemplo de ello son los géneros
Cladosporium que produce el pigmento marrén oscuro, el género Penicillium que
produce los pigmentos marrén, amarillo, amarillo oscuro y rojo, el género Fusarium
que produce el pigmento purpura y el género Aspergillus que produce el pigmento

anaranjado (Choque et al., 2015).

Segun Malik et al. (2012), registran una lista de géneros de hongos que son capaces
de producir pigmentos; siendo algunos ejemplos las especies Helminthosporium
catenarium, Fusarium sporotrichioides, Haematococcus pluvialis, Penicillium oxalicum,
Blakeslea trispora, Penicillium purpurogenum, Paecilomyces sinclairii y Pacilomyces
farinosus productoras de pigmento rojo, las especies Penicillum nalgeovensis,
Monascus sp. y Ashbya gossypi productoras de pigmento amarillo, la especie
Blakeslea trispora es productora de pigmento crema, Lopes et al. (2013), descubrio
que los hongos Penicillium chrysogenum, Fusarium graminearum, Monascus

16
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purpureus, y Penicillium vasconiae fueron seleccionados como productores de
pigmentos y casi todos fueron capaces de crecer y producir pigmentos solubles en
agua de residuos agroindustriales, Velmurugan et al. (2011), experimentaron el teflido
de hilados de algodén con pigmentos de cinco hongos tales como Monascus
purpureus, Farinosa isaria, Emericella nidulans, Fusarium verticillioides, y Penicillium

purpurogenum usando etanol.

Los hongos proporcionan una fuente de alternativa de facil acceso de los pigmentos
naturales, como lo son las cepas de P. chrysogenum que resultaron como los mayores
productores, pero ademas de ello producen pigmentos y micotoxinas y sus filtrados
crudos tienen potencial para ser utilizados en la industria textil (Lopes et al., 2013) de
mismo modo que el hongo productor de pigmento amarillo es Thermomyces sp. que
ha sido utilizado para procesos de tefiido por su capacidad de tefiido de los en tejidos
de algodon, seda y lana y mostré una alta afinidad con las telas de seda (Poorniammal
et al., 2013) al igual que los géneros Cladosporium, Penicillium, Fusarium y Aspergillus
que presentaron la cualidad de pigmentar y fijarse en telas de algodén pyma (Choque

et al., 2015).

Velmurugan et al. (2011), afirma que la méxima concentracion de pigmento la
obtuvieron con hongos Monascus purpureus (rojo) seguido de Penicillium
purpurogenum (amarillo), obteniendo mejores resultados al utilizar el alumbre y sulfato
ferroso para un mejor mordentado, Méndez et al. (2007), obtuvo la produccion fungica
de un pigmento rojo empleando la cepa xerofilica Penicillium purpurogenum GH-2,
siendo capaz de crecer y producir pigmentos en 6 de los 9 medios analizados, con

tonalidades rojas en diferentes intensidades.
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Suelos de cultivo y diversidad microbiana

Miles y millones de organismos son parte del suelo, desde organismos microscopicos
hasta lombrices e insectos que a comparacion de los microbios son gigantescos.
Todos ellos forman una palpitante comunidad viviente. Un suelo de formacion tipica
posee millones de bacterias por gramo, siendo mayor la poblacién en la zona
superficial y disminuyendo rapidamente en zonas mas profundas (Tortora et al., 2007).
El suelo es generalmente un habitat propicio para la proliferacion de microorganismos
y en las pequefias particulas que son parte de él se desarrollan microcolonias.
Normalmente en los habitats del suelo se puede encontrar desde 108 a 1010 bacterias
por gramo de suelo. Siendo los microorganismos aislados que comprenden el suelo:

virus, hongos, bacterias, algas y protozoos (Atlas y Bartha, 2002).

Los suelos que tienen una actividad constante de cultivo son suelos muy ricos en
microorganismos, la gran cantidad de raices que quedan en los suelos después de la
cosecha (rizésferas) son aquellas que servirdn como fuente de materia organica en el
suelo. Por otro lado la densidad y variedad de microorganismos seran susceptibles a
cambiar dependiendo de la especie vegetal, su edad y estado nutricional, de las
caracteristicas fisico quimicas que posee el suelo, de su manejo y de las condiciones
ambientales en las que se encuentren (Adeboye et al., 2006), en tanto se calcula que
los exudados rizosféricos pueden llegar a contener entre 10 y 44% del carbono
asimilado y una variedad de compuestos que aportan generalmente con un aumento
de las densidades poblacionales de microorganismos (Primavesi, 1984) y se ha
descubierto que las densidades bacterianas y fungicas que se hallan en esta zona
(rizosfera) de directo intercambio con la planta pueden llegar a ser entre 10 y 50 veces

aun mas grandes que en los suelos no rizosféricos (Reyes et al., 2007).
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2.2.2 Suelos del Altiplano peruano

La regién de Puno se caracteriza por ser un gran productor nacional de papa, gran
parte de sus suelos son utilizados para este tipo de cultivo. Segin el MINAGRI, al
finalizar el aflo 2013 nuestra regién ocupaba el primer lugar con el 14,1% en
produccion nacional de papa, haciéndola una zona idénea de estudio. Una razén mas
por la que se eligid la region de Puno fue debido a que en un estudio comparativo
sobre la microbiota encontrada en las rizésferas de cultivos de papa se utilizan suelos
tanto de esta region como de la regién de Huancavelica e indican que la region de
Puno se caracteriza por poseer suelos franco-arenosos, un pH mas alcalino (Calvo et
al., 2008) y mayor contenido de fosforo disponible (Reyes et al., 2007) los cuales
favorecen el desarrollo de poblaciones microbianas. En el caso de hongos, se sabe
gue éstos son mas competitivos en suelos acidos (Alexander, 1994), sin embargo, al
hablar de rizosfera, los exudados producidos por las plantas pueden jugar un papel tan
determinante como el tipo de suelo; por esta razon las poblaciones de hongos son
mas altas en la region de Puno a pesar de poseer un pH més alcalino que la regién de

Huancavelica (Reyes et al., 2007).

2.2.3 Hongos filamentosos

Los hongos filamentosos se caracterizan por tener un aspecto algodonoso,
aterciopelado o pulverulento y poseen diferentes colores. Su caracteristica
fundamental es que van a estar conformados por muchos filamentos microscopicos
con la capacidad de crecer de manera longitudinal y de ramificarse, los cuales se
disponen para dar origen a las diferentes estructuras macroscopicas que logramos

observar (Garcia, 2004).

Las hifas de casi todos los hongos filamentosos estan constituidas por tabiques que
las dividen en unidades separadas semejantes a células mononucleadas (un nudcleo).

A estas hifas se las denominan tabicadas. No obstante, existen clases de hongos en la
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gue sus hifas no contienen tabiques y se muestran como células continuas y largas
con muchos nucleos. A estas hifas se las denominan cenociticas. Inclusive, los hongos
que tienen hifas tabicadas poseen aberturas en los tabiques que llevan un continuo de
citoplasma de “células” adyacentes y en realidad estos hongos también son
organismos cenociticos. Las hifas tienden a crecer alargandose desde sus extremos.
Cada parte de una hifa puede llegar a crecer y al desprenderse un fragmento puede

alargarse y formar una hifa nueva. (Tortora, 2007).

a. Ciclo de vida

Los hongos filamentosos tienen la caracteristica de reproducirse de forma asexual por
medio de la fragmentacion de sus hifas. Ademas de una reproduccién sexual y
asexual en la que los hongos forman esporas. De hecho, los hongos suelen
identificarse por el tipo de espora. Después de que un hongo filamentoso forme una
espora, la espora se separara de la célula de origen y germinara con el objetivo de
formar un nuevo hongo filamentoso. Las esporas se forman a partir de las hifas aéreas
de modos distintos, de acuerdo a la especie. Pueden ser esporas asexuales o
sexuales. Las esporas asexuales nacen de las hifas de un organismo. Al crecer, estos
organismos son genéticamente idénticos a sus progenitores. Las esporas sexuales
nacen de la unién de los nucleos de dos cepas de sexo opuesto pertenecientes a la
misma especie de hongo. Las esporas sexuales son menos frecuentes que las
esporas asexuales. Los hongos que crezcan a partir de esporas sexuales poseeran

caracteristicas genéticas de ambas cepas progenitoras (Tortora, 2007).

b. Condiciones ambientales requeridas para el crecimiento (Garcia, 2004)

- Oxigeno. Los hongos necesitan oxigeno para desarrollarse, y se puede decir

gue la mayoria son aerobios estrictos. Su crecimiento se ve favorecido cuando

hay abundante suministro de oxigeno.
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- pH. Los hongos, en general, tienen un rango muy amplio de la tolerancia al pH.
Pueden crecer en concentraciones relativamente altas de acido, asi como en
medios bastante alcalinos. El rango de pH para una gran mayoria es de 2.0 a
9.0, pero casi todos crecen mejor en un pH acido. El pH éptimo se encuentra
alrededor de 5.6.

- Temperatura. La mayoria de los hongos pueden ser considerados mesofilos,
con temperaturas optimas de crecimiento entre 22 y 30 °C. Algunos hongos
patégenos para el hombre y animales tienen una temperatura 6ptima un poco
mas elevada, entre 30 y 37 °C. otros pueden crecer a temperaturas de
refrigeracion y aun a °C o menos, como los que causan el deterioro de
alimentos refrigerados o congelados.

- Concentracion de solutos. En su mayoria, los hongos pueden crecer en
medios cuya concentracion de azucar (o sal) seria inhibitoria para la mayoria
de las bacterias. Esta tolerancia a altas concentraciones de soluto hace que los

hongos sean importantes en el deterioro de productos alimenticios.

2.2.4 Los colorantes

Los colorantes son aquellos compuestos quimicos que tienen un origen ya sea
sintético o natural que son solubles en cierto medio utilizado con el fin de impartir un
color a los textiles u otros tipos productos no alimenticios. La evoluciéon en la
manufactura desarrollé a la par de la ciencia y se ha visto incrementada conforme se
requieren productos con colores de cualidades mas resistentes y una mayor calidad

(Parra, 2004).

En realidad, las primeras civilizaciones ya utilizaban colorantes naturales, los cuales
obtenian de plantas, minerales e incluso animales, para colorearse el cuerpo, pintar
utensilios, objetos religiosos, y tefiir la ropa. En consecuencia, el tefiido es un arte no

reciente, que ya se practicaba en Egipto, India, Persia y China desde hace miles de
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afios. Pero, obviamente, en esos tiempos no habia disposicion de la variedad de
colores con la que se cuenta actualmente. Hoy en dia, por suerte, podemos optar
entre diferentes tonos, gamas y matices, gracias al creciente desarrollo que han
obtenido, desde el siglo XIX, la industria de los colorantes y las técnicas de tefido

(DOV, 2007).

Colorantes como contaminantes. Entre los contaminantes se destacan los
colorantes. Estos compuestos se disefian para ser altamente resistentes, incluso a la
degradacion microbiana, por lo que son dificiles de eliminar en las plantas de
tratamiento convencionales (Cortazar et al., 2010). Mas de diez mil diferentes tipos de
pigmentos y colorantes sintéticos son usados en diferentes industrias como la textil,
papelera, cosmética y farmacéutica, entre otras. Muchas actividades industriales
liberan grandes cantidades de efluentes, contaminadas con colorantes, al ambiente.

La principal fuente emisora de colorantes es la industria textil (Dias et al., 2007).

2.2.5 Pigmentos flingicos

En biologia, un pigmento es cualquier molécula que produce color en las células
animales, vegetales, bacterianas y fungicas. Muchas estructuras biolégicas, como la
piel, los ojos y el pelo en mamiferos contienen pigmentos (como la melanina)
localizados en células especializadas denominadas cromatoforos. En mamiferos, son
nombrados especificamente Melanocitos. Dentro de los cromatoforos, los pigmentos
se hallan en vacuolas o vesiculas. En los vegetales, los pigmentos pueden localizarse
en diferentes organelas denominadas plastidos. Estas moléculas tienen la capacidad
de captar ciertas longitudes de onda y reflejar otras, de acuerdo a su conformacion
guimica. Las longitudes que se reflejan son aquellas que los ojos recepcionan y que el

cerebro interpreta como “color” (Argenbio, 2007).
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Los hongos desarrollaron métodos de adaptacion que les facilitara la sintesis de una
gran variedad de sustancias complejas a partir de un simple suministro de carbono y
nitrégeno. Entre sus productos de sintesis podemos encontrar no solo proteinas
celulares y materiales de reserva, también con capaces de producir metabolitos
secundarios como &cidos organicos, antibidticos, micotoxinas y pigmentos (Kuhn,

2003).

2.2.6 Pruebas de toxicidad con bioensayos

En la toxicologia y la ecotoxicologia se necesita determinar el efecto que produce uno
o diversos compuestos quimicos (presuntamente toxicos) sobre los individuos de
determinada especie; asi como su capacidad de acumularse en los tejidos vivos y, en
general, como se comporta en el compartimento biético del ecosistema. Los
experimentos fueron disefiados para este fin y son denominados bioensayos. Este tipo
de experimentos se pueden utilizar para determinar la toxicidad de contaminantes para
diferentes especies de organismos, registrando la mortalidad que producen, u otros
efectos no letales (subletales) que ponen en peligro la supervivencia de los individuos
0 de las poblaciones en el medio natural, como por ejemplo ejemplos negativos sobre

el comportamiento, la reproduccién o el metabolismo (Serrano, 2003).

En cuanto a toxicidad acuatica se refiere, actualmente se estan utilizando varias
especies, lo que facilita una mejor valoracién toxicolégica, ademas los organismos
acuaticos son muy variables en sus respuestas a los contaminantes. La FAO
recomienda el uso de organismos plancténicos (algas, protozoos, cladoceros,
moluscos, crustaceos, peces, etc) por su tamafio reducido, el minimo espacio que
ocupan, su corto ciclo de vida y porque conocen sus requerimientos nutricionales;
adicionalmente, son Utiles en bioensayos de bioacumulacion por encontrarse en el

nivel mas bajo de la cadena alimenticia (Gonzales, 2012).
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Segun Serrano (2003), los bioensayos utilizados en ecotoxicologia acuatica se
clasifican en funcién de su duracién y del método que se emplea para afadir el toxico
al agua, de la siguiente manera:

- Test de flujo: es el mas sofisticado, ya que el medio se va renovando
continuamente mediante sistemas de circulacién y dosificacion automatica.

- Test de renovacién o estatico con renovacién: en este tipo de bioensayo el
medio se renueva peridédicamente.

- Test estatico: son bioensayos generalmente de corta duraciéon en la que los
organismos estan durante todo el periodo de experimentacion en el mismo
medio.

- Test a largo plazo: su duracién oscila entre 7 dias y uno o varios meses; la
ventaja que presenta frente a los anteriores es su mayor fiabilidad.

- Test a corto plazo: el periodo de tiempo oscila entre 48 y 96 horas y
normalmente se suministra comida a los organismos de experimentacion; la

gran ventaja de este tipo de bioensayos es la rapidez de los resultados.

2.2.7 Ensayo téxico con pulga de agua (Daphnia pulex)

Los cladoceros son los mas utilizados con sus representantes de las especies del
género Daphnia, estas especies se cultivan facilmente en laboratorio, son muy
sensibles a sustancias toxicas, presentan un ciclo de vida corto, reproduccion de tipo
asexual por partenogénesis, un numero elevado de crias, tamafio apropiado, y se
conoce muy bien su biologia y los pardmetros ambientales éptimos para su desarrollo.
Estas son algunas de las condiciones que lo han convertido en el grupo de organismos

ideal para la realizacion de bioensayos a nivel mundial (Gonzales, 2012).
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Segun Gonzéles (2012) las pulgas de agua poseen un cuerpo ovalado, cubierto
parcialmente por un caparazon bivalvo transparente, el cual mudan varias veces
durante su ciclo de vida; no presentan segmentacion visible, su cuerpo se divide en
cabeza, tronco y abdomen; en la cabeza tienen un par de antenas largas bifurcadas
terminadas en setas, y en la parte inferior poseen un par de anténulas que permiten
diferenciar entre machos y hembras; tienen un ojo compuesto y un ojo simple o
naupliar. En el tronco presentan de cinco a seis pares de apéndices, los cuales estan
cubiertos de setas; el dltimo par permite identificar la especie. Se desplazan con
movimiento natatorio. Son organismos filtradores, se alimentan especialmente de
particulas suspendidas, bacterias y algas. Una de las caracteristicas para diferenciar
machos de hembras es el tamafio: los machos son mas pequefios, tienen las antenas
més largas, posabdomen modificado y un par de patas que se usan para la
copulacion.

Gonzales (2012) menciona que las etapas o estadios de vida de las pulgas de agua

son:

Etapa de huevo: Se inicia cuando los huevos pasan a la camara de incubacién
hasta que nacen los organismos completamente formados; tiene una duracién
aproximada de 24 horas.

- Etapa de neonato: Llamada también etapa del recién nacido, empieza cuando
nacen los organismos hasta que tienen su primera muda, iniciando asi el
crecimiento; duracion aproximada de 24 a 36 horas.

- Etapa juvenil: Es una etapa de continuo crecimiento de los organismos, tienen
cuatro o cinco mudas, maduran los 6rganos reproductores, de manera que se
desarrollan los primeros huevos en el ovario y se alistan para su primer parto;
duracion aproximada de 10 a 12 dias.

- Etapa adulta: Comienza con el primer parto; tiene una duracién de 45 dias

aproximadamente.
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2.3 MARCO CONCEPTUAL

- Conidios: Los conidios son estructuras reproductivas asexuales (mitosporas)
producidas por la transformacion de una levadura vegetativa o una hifa, o por
una célula conidiégena especializada, que puede ser sencilla o compleja y
elaborada. Los conidios pueden formarse en hifas especializadas llamadas
conidioforo (Jawetz et al., 2010).

- Espora: propagulo especializado con una mayor capacidad de supervivencia,
como oponer resistencia a situaciones adversas 0 poseer rasgos estructurales
gue facilitan la dispersion. Las esporas pueden surgir por reproduccién asexual
(como los conidios, o las esporangiosporas) o sexual. En este ultimo caso, las
células haploides de cepas compatibles se unen por un proceso de
plasmogamia, cariogamia, y meiosis (Jawetz et al., 2010).

- Fibras textiles: se pueden clasificar en sintéticas y naturales. Ambos tipos de
fibras son polimeros, es decir, macromoléculas formadas por la union sucesiva
de moléculas pequefias denominadas mondmeros. Las fibras sintéticas
(poliéster, nylon) se obtienen por sintesis quimica (reaccion de polimerizacion) a
partir de mondémeros seleccionados por el hombre. Las fibras naturales de origen
vegetal (algodon y lino) estan compuestas por celulosa, un polisacarido que
producen las plantas. En tanto que las fibras naturales de origen animal (lana,
seda) estan formadas por proteinas (DOV, 2007).

- Hifas: filamentos tubulares ramificados (2 a 10 ym de ancho) de los hongos;
constituyen la forma de crecimiento de mohos. Muchas de las hifas estan
separadas por paredes porosas transversales o tabiques (septos), pero las hifas
de cigomicetos de manera caracteristica tienen pocos tabiques. Las hifas
vegetativas o de substrato fijan la colonia y absorben nutrientes. Las hifas
aéreas sobresalen de la colonia y poseen las estructuras reproductivas (Jawetz

et al., 2010).
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Micelio: Es aquella estructura caracteristica de los hongos filamentosos
conformada por una masa o conjunto de hifas, o colonia de mohos (Jawetz et al.,
2010).

- Mordiente: El término mordiente es aplicado a cualquier sustancia de origen
natural o sintético que sirva para fijar el colorante a la fibra, de manera uniforme
y estable al contacto con la luz y el agua (DOV, 2007).

- Rizésfera: En las raices de las plantas existe una rigueza bioldgica que se
sustenta en los nutrimentos de los exudados de las plantas, proveniente
principalmente de la fotosintesis. La rizosfera es el entorno influido bioquimica y
biol6gicamente por las raices de la planta, donde proliferan y compiten los
microorganismos (Anaya et al., 2001).

- Suelo: Material no consolidado compuesto por particulas inorganicas, materia
organica, agua, aire y organismos, que comprende desde la capa superior de la
superficie terrestre hasta diferentes niveles de profundidad (MINAM, 2013).

- Suelo agricola: Suelo dedicado a la produccién de cultivos, forrajes y pastos

cultivados. Es también aquel suelo con aptitud para el crecimiento de cultivos y

el desarrollo de la ganaderia. Esto incluye tierras clasificadas como agricolas,

gue mantienen un habitat para especies permanentes y transitorias, ademas de
flora y fauna nativa, como es el caso de las &reas naturales protegidas (MINAM,

2013).
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. AMBITO DE ESTUDIO

Las muestras de suelo fueron colectadas del centro poblado de Jayllihuaya (Figura 1),
gue se encuentra ubicado a 3882 msnm, en latitud Sur 15° 53' 3.5" S y longitud Oeste:
69° 58' 4.5" W (Portal dePeru.com), en el distrito, provincia y regiéon de Puno, la cual
esta localizada al sureste del pais, con limites por el sur con la regién Tacna, por el
este con la Republica de Bolivia y por el oeste con las regiones Cusco, Arequipa y
Moquegua.

=

Lugar de muestreo 2 ¥
-15.870063,-69.987567 UTM [ 2

Lugar de muestreo 3
it : -15.875444,-69.980985 UTM
4 e U 2

Figura 1. Zona de muestreo en el centro Poblado de Jayllihuaya en de octubre del 2016.
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3.2. METODOS

3.2.1 Obtencioén de pigmentos fangicos disueltos en los caldos de cultivo a
partir del aislamiento de hongos filamentosos de los suelos del Altiplano

peruano

3.2.1.1 Muestreo de suelo. El muestreo se realizé por el método al azar (también
llamado método del zigzag) que consistio en recolectar muestras de suelo que
luego fueron mezcladas para lograr una muestra compuesta (Ferraris, 2000).
Procedimiento (INTA, 2015). Se seleccion6 el éarea -caracteristica o
representativa de donde se tomd la muestra (100 m?), luego se utilizé un palin
0 pala pequefia para una recoleccion superficial (0 — 10 cm), se tomo de 10 a
20 submuestras por lugar de muestreo de un total de 3, (Figura 2), las cuales
fueron juntadas y homogenizadas en un saco para obtener una muestra de 200
a 500 g, a continuacion se deposito las muestras en una bolsa plastica nueva y
se colocd la muestra en un sitio fresco para evitar pérdida de humedad y

modificaciones de temperatura, seguidamente se llevd la muestra lo mas

pronto posible al laboratorio.

Figura 2. Toma de muestra de suelos de cultivo de papa en el centro Poblado de Jayllihuaya
en octubre del 2016.
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3.2.1.2 Aislamiento e identificacion de hongos
La investigacion se realizd en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.

- Cultivo de hongos en placa. El cultivo de microorganismos se bas6 en
proporcionarles las condiciones fisicas, quimicas y nutritivas adecuadas para
gue puedan multiplicarse de forma controlada.

Procedimiento. La muestra de suelo fue diluida cinco veces (10, 102, 103, 10
y 10°) en 9 mL de suero fisiolégico, de estas, se sembraron por superficie 0.1
mL de las Ultimas cuatro diluciones en placas de agar PDA (Figura 3) y se
incubaron a temperatura ambiente durante 15 — 20 dias para posteriormente
observar el crecimiento micelial de los hongos presentes en la muestra (Choque

et al., 2015).

Figura 3. Diluciones de muestra de suelo y cultivo en Agar papa dextrosa en la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno en octubre y
diciembre del 2016.

- Microcultivo. Permitié la identificacion de hongos filamentosos a partir de la
observacién de estructuras microscopicas, en particular de las esporas
asexuales, sin la alteracion de las mismas.

Procedimiento. Se cortd y dispuso un cubo de agar estéril sobre un
portaobjetos. En los laterales del agar se sembré el hongo a estudiar, poniendo
sobre el bloque de agar un cubreobjetos y se colocé todo ello en una placa Petri

en camara humeda (Figura 4). Tras la incubacién de unos dias, se toma el cubre
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objetos que llevaba adheridos los filamentos fungicos que se fueron formando y
trepando y se puso sobre un porta objetos, en el que se deposité una gota de

azul de lactofenol, para su observacion microscopica (Prats, 2008).

Figura 4. Microcultivo de hongos y observacion al microscopio en la Facultad de Ciencias
Biolégicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.

- Claves taxondmicas. Para la identificacion de los hongos productores de
pigmentos se utilizd diferentes claves taxonOmicas, en las que se tomé en
cuenta tanto las caracteristicas macroscopicas como microscopicas y en
especial las estructuras reproductivas, utilizando como referencia la literatura de
los siguientes autores Alexopoulos (1996), Barnett et al. (1973) y Arias y Pifieros

(2008).

3.2.1.3 Obtencidén de pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo

- Cultivo de hongos en caldo. Los medios de cultivo en caldo o liquidos tienen
las mismas propiedades de los medios semisélidos o sélidos, con la Unica
diferencia de que estos no contienen agar, un agente gelificante. Este tipo de
medios de cultivo son utilizados para obtener un mayor nimero de crecimiento
microbiano.
Procedimiento. De los cultivos en placa se obtuvo discos de micelio de 10 mm
de diametro que fueron cultivados en un matraz con 50 mL de Caldo Papa
Sacarosa (Figura 5), aforados a un volumen de 150 mL, e incubados a

temperatura ambiente que oscilé6 entre los 13 y 17 °C, por un periodo de 2
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semanas en completa oscuridad, con el objetivo de aumentar en ndmero y
producir mayor cantidad de pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo

(Choque et al., 2015).

Figura 5. Obtencion de discos de micelio y cultivo de hongos en Caldo Papa Sacarosa en la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno en octubre y
diciembre del 2016.

- Extraccion etandlica del pigmento
Para la extraccion del pigmento se procedio con la filtracion de 45 mL de caldo
de cultivo y de cada color de pigmento producido, a estos filtrados se les afiadio
etanol de 96° en una proporcion de 40% de filtrado (soluto) y 60% de etanol
(solvente) respectivamente, dejando reposar la mezcla total de 30 ml por un
periodo de 24 horas, a su término, la mezcla se centrifugé (centrifuga marca
Hettinch modelo EBA 20) a 3700 RPM por 30 minutos (Figura 6) para poder

descartar los restos fungicos y obtener solo los pigmentos producidos.

Figura 6. De izquierda a derecha: Filtrado de pigmento, mezcla de pigmentos fungicos
disueltos en los caldos de cultivo con etanol y centrifugado de pigmentos fangicos
disueltos en los caldos de cultivo en la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional del Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.
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3.2.2 Evaluacion de la afinidad de los pigmentos fangicos en caldo de cultivo

frente a fibras naturales:

Mordentado y tefiido

En la mayoria de los casos, para lograr la union del colorante a la fibra, se
utilizan los mordientes. Es decir, sustancias de origen natural o sintético que
capturan vy fijan el color a las fibras o prendas, dando solidez al lavado y a la
luz, de ahi su necesidad de uso durante este proceso (Cedano y Villasefior,
2006).

Procedimiento. Se realiz6 un mordentado con 200 g de alumbre, 300 mL de
jugo de limén, 100 g de sal por Kg de fibra utilizada (Melgar, 2011) y agua en
proporcion a la cantidad de fibra. La mezcla adicionada a la fibra natural fue
sometida a hervor por un periodo de 10 minutos. Seguidamente se incorpor6 1
g de la fibra natural de Ovis orientalis (oveja), Lama glama (llama) y Vicugna
pacos (alpaca) en las soluciones con pigmentos fungicos disueltos en los

caldos de cultivo, extraidos por 24 horas (Figura 7), al término de este periodo

se sometio la tela a secado y fijacion con calor (Choque et al., 2015).

Figura 7. De izquierda a derecha mordientes y mordentado y tefiido de fibras naturales
con los pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo en la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
| Attiplano

3.2.3 Evaluaciéon de la toxicidad de los pigmentos fungicos disueltos en los
caldos de cultivo producidos por hongos
Uno de los organismos mas corrientemente usados en bioensayos acuaticos es
la pulga de agua, un crustaceo claddcero particularmente sensible a
nuMerosos compuestos quimicos. La pulga de agua (Daphnia pulex) pertenece
al orden Cladoceros, que vive en las aguas dulces, es empleado como
organismo de ensayo para llevar a cabo un método de referencia. Esta es un
componente importante de las comunidades acuéticas y es sensible a un
amplio rango de contaminantes. Su pequefio tamafio, ciclo de vida corto y
facilidad de cultivo, lo hacen un organismo de eleccion (Velandia, 2010).
Procedimiento. Para la prueba se recolectaron muestras de agua con pulgas
de agua del puerto de la ciudad de Puno en el lago Titikaka (Anexos Figura
A.2). Las muestras de agua con las pulgas, fueron aclimatadas en frascos de
vidrio por un lapso de 10 dias a temperatura ambiente que oscil6 entre los 13 y
17 °C durante el dia, y durante la noche fueron conservadas en una caja de
tecnopor para mantener la temperatura alrededor de los 13 °C, estos
procedimientos se realizaron en el Gabinete de Zoologia de la Facultad de
Ciencias Biol6gicas de la UNA — Puno.
Las hembras partenogénicas fueron reconocidas por su mayor tamafio (1 — 1.3
mm aproximadamente) que fueron de mayor tamafio que los neonatos (0.6 —
0.8 mm aproximadamente) (Gamez y Ramirez, 2008), seguidamente se
prepararon concentraciones de 100%, 50%, 25%, 12.5% y 6.25% de pigmento
de 30 mL cada una en vasos de prueba, para posteriormente determinar la
concentracion letal media (CLsg), mediante el método Probit (Sierra, 2011). Se
transfiri6 10 neonatos en cada uno de ellos (Figura 9) y se mantuvieron a
temperatura ambiente por 48 horas, luz fluorescente blanca, y un fotoperiodo
de 16 horas luz y 8 de oscuridad, a su término se registr6 el nimero de
organismos muertos. Con esta informacién se establecié el intervalo de
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concentracion en el cual se podia esperar el 0 y el 100% de mortalidad. Para
los céalculos se realizo el Andlisis Weibull que midio la CLso (concentracion letal

media) (Ramirez y Mendoza, 2008).

Figura 8. Inoculacién y sometimiento de pulgas a diferentes concentraciones de
pigmento en la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional del Altiplano
Puno en octubre y diciembre del 2016.

Para contrastar la toxicidad originada por las concentraciones de pigmento en
organismos de pulgas de agua, se aplico la prueba de Kruskall Wallis y su
correspondiente  prueba de contraste y asi determinar entre que
concentraciones hubo diferencias, se realizé con un nivel de confianza del

95%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PIGMENTOS FUNGICOS DISUELTOS PRODUCIDOS POR HONGOS

FILAMENTOSOS DE LOS SUELOS DEL ALTIPLANO PERUANO

4.1.1 Aislamiento de hongos productores de pigmento

Los suelos del Altiplano Peruano, representado en esta investigacion con los ubicados
en el Centro Poblado (C. P.) de Jayllihuaya, distrito y provincia de Puno, presentaron
un amplio ndmero de hongos filamentosos (Anexos Figura A.l), llegando a un
recuento total de 15 x 102 UFC/g de suelo evaluado. De todos los hongos filamentos
aislados, sélo dos hongos fueron capaces de producir pigmentos fungicos disueltos en

los caldos de cultivo, entre ellos con coloraciones amarilla y naranja (Figura 9).

CONTROL CEPA1 CEPA 2

Figura 9. Medio de cultivo control y cepas puras de los hongos productores de pigmento (cepa
1 Fusarium sp y cepa 2 Penicillium sp) en agar papa dextrosa, en la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.
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En esta investigacion, se encontré un total de 15 géneros diferentes de hongos
filamentosos, estos resultados fueron diferentes a los reportados por Villanueva et al.
(2013), quienes reportan en tres localidades de México, alrededor de 50 hongos
aislados, resultando diferente debido a que las zonas de muestreo presentaron
mejores condiciones climatoldgicas ya que las localidades se ubicaron entre los 1061 y
3080 msnm, y el C. P. de Jayllihuaya se ubica sobre los 3809 msnm y como se sabe
las diferencias climatolégicas en temperatura ambiental, humedad y radiacién, hace
variar las condiciones favorables para la presencia de microorganismos. Asimismo,
fue diferente a los reportados por Arias y Pifieros (2008), quienes aislaron e
identificaron hongos filamentosos originarios de los Paramos de Guasca y Cruz Verde,
con la finalidad de contribuir al conocimiento e investigacion cientifica de la microflora
colombiana, logrando aislar 129 aislamientos de hongos filamentosos, al igual que el
anterior antecedente las condiciones climatolégicas y las caracteristicas fisicas y

guimicas de los suelos hace que varien las cargas microbianas.

En la regién de Ica, Choque et al. (2015), registraron ocho especies de hongos
productores de pigmentos, esta diferencia probablemente se deba a las mejores
condiciones ambientales, como un clima mas calido en Ica llegando a oscilar entre
16.8' y 24.6 °C y en Puno entre 11.1 °C y 12.9 °C, asi como también mayor humedad
de 75y 86% en lcay 39 y 68% en Puno (MPG, 2015), por lo tanto existe mayor
cantidad de vegetacion y materia organica, y asi un mayor numero de
microorganismos presentes en los suelos. Un suelo con mayor cantidad de vegetacion
traerd consigo variedad de exudados rizosféricos (proteinas, aminoacidos, azlcares,
metabolitos secundarios e incluso gases (Walker et al, 2003), que contribuyen
generalmente a un incremento de las densidades poblacionales de los

microorganismos (Primavesi, 1984; Marschner et al., 2004; Reyes et al., 2007).
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De acuerdo a la literatura (Marschner, 1995), otro factor importante respecto al
crecimiento de microorganismos fungicos podria ser la disponibilidad de cabono,
puesto que el 30 - 60 % del carbono neto fotosintetizado es conducido hacia la raiz, y
de ese carbono, una proporcién considerable es liberada como carbono organico a la
zona rizosférica (Walker et al, 2003), siendo asi la competencia por carbono la mas
importante con respecto al control de hongos debido a que ocasiona el fenébmeno
llamado fungiostasis, que consiste en la inhibicion de la germinaciéon de esporas de
hongos en el suelo (Lindemann et al., 1983). Las bacterias en comparacion con otros
microorganismos se caracterizan por su rapido crecimiento y habilidad de utilizar un
amplio rango de sustratos como fuentes de carbono o nitrégeno (Glick, 1995), lo cual

les da una ventaja frente a las poblaciones de hongos.

El antagonismo entre microorganismos diferentes también es una razén por la cual
puede disminuir el nimero de hongos presentes en el suelo, puesto que la mayoria de
bacterias que habitan este medio poseen caracteristicas que les permiten actuar como
antagonistas pues son capaces de suprimir el efecto de los patdégenos del suelo que
causan enfermedades por medio de la excrecion de metabolitos antifingicos (por
ejemplo: terpenos y jasmonatos) que colaboran directa o indirectamente con el
crecimiento de las plantas (Gupta et al., 2000), ejemplos de este tipo de bacterias son
Azotobacter y Streptomyces que actlan como antagonicos frente a hongos del género
Fusarium (Taechowisan, et al., 2005), como también bacterias del género
Pseudomonas y Bacillus, las cuales juegan un papel importante en el control biol6gico

de enfermedades de plantas (Thomashow y Weller, 1995).

Asi mismo, muchos autores atribuyen la solubilizacién de fosfato inorganico insoluble
por los microorganismos, a la producciéon de &cidos orgénicos y acidos quelantes de
azucares, la produccion de estos acidos organicos resulta en la acidificacion de la
célula microbiana y el medio que la rodea (Yadav y Dadarwal, 1997). Por tanto, un
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suelo pobre en contenido bacteriano sera mas alcalino, desfavoreciendo asi el

crecimiento de poblaciones de hongos que se desarrollan mejor en medios acidos.

4.1.2 Identificacion de hongos

Luego de realizar las técnicas de microcultivo y las tinciones con azul de lactofenol, y
observando los 6rganos reproductores de los hongos filamentos y compararlos con la
guia de Barnett (1973), se identific6 que los hongos aislados productores de
pigmentos fangicos disueltos en los caldos de cultivo, pertenecieron al género

Fusarium sp (Figura 10) y al género Penicillium sp (Figura 11).

La investigacion refiere de dos géneros micéticos Fusarium sp y Penicillium sp,
estos son diferentes a los mencionados por Villanueva et al. (2013), quienes indican
que los productores de pigmentos aislados pertenecieron a las especies Phoma
herbarum y Gibberella sp; asimismo Gonzélez et al. (2009), quienes indican de los
hongos filamentosos Monascus spp, Paecilomyces spp, Aspergillus spp y Penicillium
spp, éste Ultimo coincidente con esta investigacion, como productores de pigmentos
como son las melaninas, betalainas, quinonas, xantinas, flavonoides, curcuminoides,
carotenoides, isocromos e iridoides, los cuales tienen especial interés industrial y
alimenticio; por otro lado, Choque et al. (2015), reportan a los géneros Penicillium
sp, Aspergillus sp, Cladosporium sp y Fusarium sp, dos de los géneros coincidentes

con los reportados en la presente investigacion.
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Figura 10. Izquierda: Esquema de la estructura de hongos del género Fusarium segun la
guia de Barnett (1973). Derecha: Esquema que ilustra la estructura del hongo productor de
pigmento amarillo al microscopio en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional del Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.
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Figura 11. Izquierda: Esquema de la estructura de hongos del género Penicillium seguin la
guia de Barnett (1973). Derecha: Esquema que ilustra la estructura del hongo productor de
pigmento naranja al microscopio en la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional del Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.

La capacidad que poseen los hongos filamentosos en la produccion de pigmentos,
radica en su actividad metabdlica, produciendo asi gran cantidad de metabolitos
primarios como secundarios (entre ellos los pigmentos), ademas que poseen el
potencial de produccion extracelular, facilitando los procesos fermentativos y los

altos rendimientos (Carvalho et al., 2003).
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Como la produccion de pigmentos estd relacionada con el metabolismo, este
proceso fisiol6gico se atribuiria a la presencia de una fuente de carbono ya que
Velmurugan (2011), reporta haber preparado el medio agar extracto de malta
conteniendo sacarosa como fuente de carbono, y ello agrandé la produccion de
pigmentos amarillos en cinco distintas cepas productoras (Monascus purpureus,
Paecilomyces farinosus, Emericella nidulans, Fusarium moniliforme y Penicillium
purpurogenum), paralelamente se indica que la presencia de sacarosa induce a
efectos positivos en la produccién de pigmentos por hongos del género Monascus

(Velazquez, 2013).

Benavente (2011) quien reportd la mayor produccion de pigmentos amarillos por
Penicillum pinophilum utilizando como fuente de carbono sacarosa. Lo cual coincide
con lo realizado en esta investigacion al haber preparado la produccién de
pigmentos en medios de cultivo liquido con sacarosa y papa, en el que la sacarosa
es utilizada como fuente de carbono, por todo ello el medio de cultivo influye en la
produccion de pigmentos, ya que se reporta que, en medios de arroz, no se
alcanzaron niveles de produccion apreciables, asi como también en el medio de

agar Czapek con extracto de levadura (Veldzquez, 2013).

En esta investigacion se tuvo dificultades para cuantificar la produccién de
pigmentos fangicos disueltos en los caldos de cultivo por los hongos aislados, pero
tal cuantificacion es posible a metodologias especializadas, es asi que se registra
que, de 9 hongos productores de pigmentos de tipo himico, destacan a la especie
Eurotium echinulatum, quien produce una elevada produccion de 3 g/litro de medio
de cultivo (Saiz, 1975), por otro lado, Solano (2010), reporta producciones de
pigmento de color morado dentro de los micelios de Fusarium verticillioides en

cantidades de 50 g/litro
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4.1.3 Obtencion de pigmentos fangicos disueltos en los caldos de cultivo

El cultivo de hongos filamentos de los géneros Penicillium sp y Fusarium sp se realizé
en el medio de cultivo liquido sacarosa papa (Figura 14), estos hongos, produjeron
pigmentos fangicos disueltos en los caldos de cultivo, de colores anaranjado y amarillo
respectivamente. A diferencias de los resultados, Villanueva et al. (2013), indicaron
hongos y colores diferentes, entre ellos mencionan a los géneros Phoma herbarum
Westend. y Gibberella sp, quienes produjeron pigmentos de color rojo — purpura;
Méndez et al. (2007), produjeron pigmentos de color rojo usando la cepa xerofilica
Penicillium purpurogenum. Asimismo, en la investigacion se obtuvo que la produccion
de pigmentos a partir de los hongos, a partir del 15° dia de incubacién; en contraste se
obtuvo que Gibberella zeae, obtuvo mayormente los pigmentos entre los 4 y 5 dias de
experimentacion, esto debido probablemente a que las condiciones Optimas del
crecimiento del hongo se determinaron a los 28 °C y a un pH de 6 unidades Villanueva

et al. (2013).

Sin embargo, coincide con lo reportado por Choque et al. (2015), quienes no solo
obtienen la produccion de pigmento en este mismo tiempo, sino también reportan a los
hongos de género Fusarium sp como hongos productores de pigmentos y producen
una amplia gama de diferentes colores tales como el color pupura, de color rojo (Malik
et al.,, 2012), y un violeta al morado intenso (Levic et al., 1994), confirmando asi la
capacidad de este hongo de producir pigmentos como el amarillo encontrado en este

estudio.

En esta investigacién se cita a hongos filamentos del género Penicillium sp, estos
hongos son también reconocidos como hongos productores de pigmentos fungicos
disueltos en los caldos de cultivo y producen una amplia gama diferentes colores, lo

cual coincide con la investigacién, como son Méndez et al. (2007) encontraron que
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los hongos de este género, producian pigmentos de color rojo, Choque et al. (2015)
encontraron que producen pigmentos de los colores marron, amarillo, amarillo
oscuro Yy rojo, por otro lado Poorniammal et al., (2013) encontraron que producian
pigmentos amarillos confirmando asi la capacidad de este hongo de producir

pigmentos como el naranja encontrado en este estudio.

Figural2. De izquierda a derecha: caldo control y cultivos en caldo sacarosa papa con
produccion de pigmentos fangicos disueltos en los caldos de cultivo naranja y amarillo, en la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno en octubre y

diciembre del 2016.

Al emplear microorganismos, particularmente los hongos filamentosos, su gran
diversidad, versatilidad bioquimica y adaptacion a condiciones no favorables de
crecimiento los hacen excelentes substitutos en la obtencion de colorantes por la via
de sintesis quimica (Méndez et al., 2007) presentando ventajas sobre otros pigmentos
(sintéticos) tales como, mayor estabilidad a la luz, al pH, a la temperatura, entre otras
(Wani et al., 2004). Los cambios de condiciones de crecimiento, como el someter a
estrés a las cepas de hongos productores de pigmentos juega un papel importante;
Babitha et al. (2007) en su estudio sobre el estrés en el crecimiento, la produccién de
pigmento y la morfologia de Monascus sp. en cultivos solidos, explica como las células
fueron expuestas a alta temperatura, alta concentracion de glicerol y sal, se
observaron cambios significativos en la produccién y el crecimiento del pigmento. La

alta temperatura (>45 °C) indujo la produccion de mas pigmentos amarillos. La

43

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO L4 Nacional del
Altiplano

concentracion alta de conidio inducido por NaCl causé una disminucion en la biomasa
fungica (hasta el 50%), pero la produccién de pigmento rojo aumentd. Cuando se
sometio a estrés con glicerol, se observd un aumento significativo en el micelio aéreo

cuando se compar6 con las condiciones de control.

El manejo genético se constituye en una alternativa en la produccién de pigmentos,
mediante el sometimiento a tratamientos fisicos o quimicos de mutacion que podria
alterar su genoma, logrando asi incrementar la produccion de un metabolito, aunque
también pueden disminuirla o incluso suprimirla (Doran, 1998), con estas aplicaciones,
es posible obtener hasta 500 veces mas cantidad de un colorante natural, luego de
descubrir las bases moleculares para la producciéon de uno de estos compuestos

(Moya, 2014).

Respecto al tipo de pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo producidos
y su composicion quimica no solo por hongos del género Penicillium y Fusarium sino
también por la mayoria de hongo filamentosos productores de pigmentos, necesitan
ser mejor estudiados, es asi que Marin et al. (2015) lograron caracterizar
parcialmente el pigmento amarillo fluorescente producido por Penicillium sp
utilizando el analisis espectroscopico del extracto purificado, que les permitio sugerir
la existencia de una mezcla de dos derivados de antraquinona (parietin y emodin)
como componentes principales del pigmento producido por Penicillium. Se puede
afirmar que, entre todos los pigmentos presentes en los organismos vivos, los
carotenoides y las clorofilas son los mas abundantes y se encuentran distribuidos
tanto en tejidos fotosintéticos como no fotosintéticos (siendo responsables del color
amarillo, naranja y rojo de la mayoria de frutos), en bacterias, algas, hongos y
animales (Minguez, 2005). En Fusarium verticillioides, los pigmentos se producen
gracias a la presencia activa de la vitamina A, ya que los carotenoides pueden estar

presentes pero inactivos (Miller, 1961).
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Respecto a los tipos de pigmentos producidos por hongos que presentan afinidad
hacia las fibras textiles, estos pueden ser diversos, entre ellos se menciona a las
quinonas viopurpurina producidas por Aspergillus sulphureus que producen los colores
negro y purpura o las quinonas oxifrenolicina de Streptomyces roseotulvus que

producen un color anaranjado (Cedano y Villasefior, 2006).

De lo anteriormente sefialado, se acepta la hipétesis planteada, puesto que los suelos

del Altiplano peruano si poseen hongos filamentosos productores de pigmentos.

4.2 AFINIDAD DE LOS PIGMENTOS FUNGICOS FRENTE A FIBRAS NATURALES

El tefiido se logré en fibras hiladas de animales como Ovis orientalis (oveja) (Figura
13), Lama glama (llama) (Figura 14) y Vicugna pacos (alpaca) (Figura 15), tanto en
forma suelta como en forma tejida, pasadas las 24 horas y secadas las fibras al calor,
tornandose del color de los pigmentos. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Choque et al. (2015), quienes también lograron exitosamente con
pigmentos fungicos de Cladosporium sp (marrdon oscuro), Penicillium sp (marrén,
amarillo, amarillo oscuro y rojo), Fusarium sp (purpura) y Aspergillus sp (anaranjado),

en telas de algodén Pyma.

Asimismo, Velmurugan et al. (2011), aplicaron estos pigmentos en hilados de algodén
obteniendo un méaximo tefiido con el pigmento rojo de Monascus purpureus seguido
del pigmento amarillo de Penicillium purpurogenum (amarillo). Estos investigadores,
indicaron que estos eventos de tincion, mucho tiene que ver el efecto del mordiente en
el tefiido, ya que asi se obtienen fuertes variaciones en la sombra y la profundidad del
color mediante un premordentado con alumbre y sulfato ferroso que les dio a los
hilados de algodon mejores propiedades de solidez de lavado en comparacién con el
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postmordentado o sin un mordiente. Thermomyces sp., otro hongo productor de
pigmento amarillo ha sido utilizado para procesos de tefiido; la capacidad de tefido de
sus pigmentos se evalud en tejidos de algodon, seda y lana, en la que este tipo de

pigmento mostré una alta afinidad con las telas de seda (Poorniammal et al., 2013).

Figura 13. Tefiido de fibras de Ovis orientalis con los pigmentos flngicos disueltos en los
caldos de cultivo. De izquierda a derecha: fibras en forma suelta y tejida tefiidas con pigmento
amarillo, fibras control en forma suelta y tejida y fibras en forma suelta y tejida tefiidas con
pigmento naranja en la Facultad de Ciencias Biol6gicas de la Universidad Nacional del
Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.

Figura 14. Tefiido de fibras de Lama glama con los pigmentos flngicos disueltos en los caldos
de cultivo. De izquierda a derecha: fibras en forma suelta y tejida tefiidas con pigmento
amarillo, fibras control en forma suelta y tejida y fibras en forma suelta y tejida tefiidas con
pigmento naranja, en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del
Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.
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Figura 15. Tefiido de fibras de Vicugna alcos con los pigmentos fungicos disueltos en los
caldos de cultivo. De izquierda a derecha: fibras en forma suelta y tejida tefiidas con pigmento
amarillo, fibras control en forma suelta y tejida y fibras en forma suelta y tejida tefiidas con
pigmento naranja en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del
Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.

Roquero (1995), manifiesta que las fibras de origen animal conformadas por proteinas
poseen un caracter &cido y basico, donde el caracter acido hace que absorba los tintes
basicos, pero que no es tan marcada como para provocar una atraccion espontanea
de las dos partes. A pesar de poseer esa capacidad, ciertos mordientes a base de
sales metdlicas refuerzan el tefiido, coincidiendo con nuestros resultados, ya que en
esta investigacion se utiliz6 mordientes como alumbre, sal y limon, incrementando la
fijacion del colorante a la fibra, de manera uniforme y estable al contacto con la luz y el
agua. Al colocarlo en el agua caliente, el mordiente se disuelve. En ese proceso, la sal
se disocia, y el metal queda como cation metalico (ion positivo), entonces, el cation se
une a la fibra textil, y forma un complejo con la molécula de colorante. El tipo de metal
que forme parte del complejo determina la tonalidad del color. Es decir, para un mismo
tipo de colorante y fibra, el agregado de distintos mordientes producira diferentes tonos

o colores (DOV, 2007).

Granillo et al. (2007), reafirman que el efecto de la adicion de diferentes solventes y de
micronutrientes como zinc, calcio y cobre, influyen en la produccién de pigmento, ya
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que obtuvieron como resultado que el pigmento amarillo es soluble en metanol,
acetona ademas de agua y es parcialmente soluble en cloroformo. Respecto a la
adicién de calcio como micronutriente en el cultivo de los hongos, puede incrementar
la produccion del pigmento y disminuir ante la presencia de cobre en cantidades

superiores a 0.15 g/L, pudiendo inhibir el crecimiento del hongo.

Segun Sanchez (2015), afirma que los pigmentos naturales producidos por
microorganismos tienen mas ventajas, ya que los colorantes sintéticos originan
muchas veces procesos alérgicos o de hiperactividad en nifios, por lo que los
pigmentos microbianos no traen consigo estas alteraciones. Mas bien, el gran
problema en la produccion de pigmentos naturales (plantas y animales) es durante el
escalamiento, ya que requiere de areas de cultivo muy grandes para recuperar poca
cantidad de pigmento vegetal, estos problemas podrian ser solucionados ya que los
hongos producen pigmentos en espacios reducidos, en forma continua durante todo el
afo, a diferencia de las plantas que se realizaria en ciertos meses del afio, debido a

las necesidades de condiciones ambientales como las lluvias.

De lo anteriormente sefialado, se acepta la hipétesis planteada, puesto que los
pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo producidos por hongos aislados

de los suelos del Altiplano peruano si presentan potencial como colorantes textiles.

4.3 TOXICIDAD DE LOS PIGMENTOS EN MICROCRUSTACEOS DE Daphnia pulex

(PULGA DE AGUA)

Los pigmentos fangicos disueltos en los caldos de cultivo producidos por los dos
hongos aislados, tanto Penicillium sp y Fusarium sp, resultaron ser toxicos a las pulgas
de agua (Daphnia pulex). A bajas concentraciones (6.25%), la mortalidad oscil6 entre
60 y 70%, a concentraciones de 12.50% se observ6 una mortalidad que varié entre 80
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y 90%, a la concentracion de 25%, un 90% de mortalidad y de 50 a 100%, la
mortalidad fue del 100% (Tabla 1), por tanto, se afirma que, al incrementar la
concentracién, la mortalidad se incrementa. Los resultados de la prueba de Kruskall
Wallis, hace que se infiera indicando que las mortalidades presentaron diferencia
significativa (H = 15.84; GL = 5; P = 0.0051), y al realizar la prueba de contraste, se
determin6 que las concentraciones 6.25, 12.50 y 25.00 y las concentraciones 12.50,
25.00, 50.00 y 100.00% no presentaron diferencia significativa y entre los tratamientos
6.25 y 50.00 y 100.00% si presentaron diferencia estadistica significativa (Figura 16).
La concentracion letal media de los pigmentos fangicos disueltos en los caldos de
cultivo producidos por Penicillium sp, fue de 6.56 %, y los pigmentos producidos por

Fusarium sp fue de 8.14 %.

Tabla 1. Mortalidad de pulgas de aguas al contacto con el pigmento producido por hongos del
género Penicillium sp, en la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del
Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.

Concentracion del Concentracion Pulgas Pulgas

Mortalidad (%)

pigmento (mL) (%) vivas muertas
0.00 0.00 9 1 10.00
0.00 0.00 9 1 10.00
0.00 0.00 9 1 10.00
1.88 6.25 4 6 60.00
1.88 6.25 3 7 70.00
1.88 6.25 4 6 60.00
3.75 12.50 2 8 80.00
3.75 12.50 2 8 80.00
3.75 12.50 1 9 90.00
7.50 25.00 1 9 90.00
7.50 25.00 1 9 90.00
7.50 25.00 1 9 90.00
15.00 50.00 0 10 100.00
15.00 50.00 0 10 100.00
15.00 50.00 0 10 100.00
30.00 100.00 0 10 100.00
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30.00 100.00 0 10 100.00
30.00 100.00 0 10 100.00

Tabla 2. Mortalidad de pulgas de aguas al contacto con el pigmento producido por hongos del
género Fusarium sp, en la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del
Altiplano Puno en octubre y diciembre del 2016.

Concentracion del  Concentracidn Pulgas Pulgas Mortalidad
pigmento (mL) (%) vivas muertas (%)
0.00 0.00 9 1 10.00
0.00 0.00 9 1 10.00
0.00 0.00 9 1 10.00
1.88 6.25 5 5 50.00
1.88 6.25 3 7 70.00
1.88 6.25 4 6 60.00
3.75 12.50 3 7 70.00
3.75 12.50 3 7 70.00
3.75 12.50 2 8 80.00
7.50 25.00 1 9 90.00
7.50 25.00 2 8 80.00
7.50 25.00 2 8 80.00
15.00 50.00 1 9 90.00
15.00 50.00 0 10 100.00
15.00 50.00 1 9 90.00
30.00 100.00 0 10 100.00
30.00 100.00 0 10 100.00
30.00 100.00 0 10 100.00

La concentracion letal (CLso) de los pigmentos producidos por hongos del género
Penicillium sp, sobre individuos de pulgas de agua fue de 5.55% a las 48 horas;
mientras que la CLso de los pigmentos de hongos del género Fusarium sp fue de
8.64% (Figura 17). Estos resultados segun lo indicado por Sierra (2011), los dos
pigmentos estarian clasificados como muy téxicos. Esta toxicidad se deberia
probablemente a presenta una actividad antimicrobiana, similar a la molécula 6 —
pentil — a — pirona (6PP), producido por hongos del género Trichoderma, que

posee cierta toxicidad en la membrana celular (Bonnarme et al., 1997).
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Figura 16. Mortalidad de pulgas de aguas en concentraciones crecientes del pigmento
de los hongos Penicillium sp. (recuadros rojos) y Fusarium sp. (recuadros azules), en la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno en
octubre y diciembre del 2016.
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Figura 17. Gréfica de relacion concentracién - porcentaje de mortalidad del pigmento
producido por Penicillium sp y Fusarium sp frente a pulgas de agua (Daphnia pulex), en
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano Puno en
octubre y diciembre del 2016.

Los hongos aislados en esta investigacion (Penicillium sp y Fusarium sp),

resultaron ser toxicos a las pulgas de agua, esto se deberia a que los hongos
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sintetizan muchos productos derivados de su metabolismo secundario (Calvo et al.,
2002), entre ellos se mencionan ciertos antibidticos, enzimas y colorantes
(Villanueva et al., 2013), asimismo, puede deberse a que los hongos filamentosos
producen como metabolitos secundarios no solo pigmentos sino también toxinas o
antibioticos (Kuhn, 2003), no obstante, el uso de etanol en el experimento al tiempo
de actuar como disolvente en la produccion de pigmentos también puede actuar
como antifungico dandole asi a las fibras la cualidad de poder ser utilizadas sin

producir algun efecto adverso.

Algunas especies de Fusarium pueden presentar en medios de cultivo sintético,
colonias blancas, cremas, naranjas, pardo, pardo rojizo, rojo carmin, rosa, parpura, e
incluso azuladas, lo que implica que sus pigmentos pueden estar dentro del micelio o
liberarlo en el medio de cultivo en el cual crece el hongo, como el caso de Fusarium
graminearum, quien posee el pigmento asociado con la sintesis de la toxina
aurofusarina, una naftoquinona presente en granos forrajeros contaminados y
asociado con el cambio de la yema de huevo de naranja amarillento a pardo oscuro.
Algunos de los pigmentos fangicos disueltos en los caldos de cultivo producidos por
Fusarium solani pueden tener actividad antimicrobiana contra hongos y bacterias por
lo que no se descarta que los pigmentos producidos por F. graminearum también lo
tengan (Villanueva et al., 2013), terminando en la mortalidad de las pulgas de agua, tal

como se observo en la investigacion.

Asimismo, desde hace mucho tiempo atras se viene usando al hongo Monascus spp,
como cultivo iniciador en la produccion de cerveza de vino de arroz rojo, y los
pigmentos fueron utilizados como colorante alimentario natural en el Este de Asia
(Dufossé, 2006). En la investigacién Penicillium sp produjo pigmentos fangicos
disueltos en los caldos de cultivo de color anaranjado y Fusarium sp amarillos, estos
resultados fueron similares a los producidos por hongos del género Monascus ya que
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entre los pigmentos se mencionan a seis compuestos importantes, incluyendo los
amarillos de monascin (Chen et al.,, 1971), ankaflavin (Manchand et al., 1973),
naranjas de monascorubrin (Hadfield et al.,, 1967), rubropunctatin (Haws y Holker
1961), los rojos de monascorubramine (Hiroi et al., 1975) y el rubropunctamine (Fowell
et al. 1956); asimismo este hongo produce también una micotoxina denominada
citrinina, lo cual ha limitado su aplicacién en alimentos (Liu et al., 2005). Verticillium
lecanii, produce enzimas con actividad amilolitica, quitinolitica, lipolitica, proteolitica,
corrobordandose mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (Shimizu et al., 1993). Estas y otras sustancias similares producidos
por los hongos aislados en la investigacion, serian las causantes de la muerte de las

pulgas de agua.

En la busqueda de pigmentos naturales para el uso alimentario y cosmético, los
metabolitos microbianos son una fuente prometedora de compuestos. Actualmente,
los pigmentos producidos por los microorganismos y utilizados comercialmente son la
riboflavina (vitamina B2, un pigmento amarillo), las cuales son producidas por
Eremothecium ashbyii y Ashbya gossypi. Los pigmentos de Monascus purpureus y M.
ruber, produce carotenoides (pigmentos amarillos) (Jacobson, 1994). Morales (2011),
reporta entre los pigmentos microbianos mas comunes podemos citar a los

carotenoides, flavonoides, pigmentos proteicos, azafilonas, antraguinonas, entre otros.

Segun Acosta et al. (2010), los metabolitos primarios y secundarios producidos por
hongos del género Pycnoporus son variados y dependerian de la especie y
condiciones de cultivo a la cual son sometidos. El pigmento anaranjado producido por
el hongo Pycnoporus sanguineus puede poseer aplicaciones importantes en las
industrias alimentaria, farmacéutica o biotecnoldgica por su actividad biolégica, tanto
antiviral, antioxidante, antifingica y antibacteriana, ademas de poseer su importancia

en la industria de los biocolorantes obtenidos de fuentes bioldgicas.
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Recientemente, se demostré que los pigmentos sintetizados por Monascus spp.
presentan actividad antibacteriana, contra el cancer, y agentes antioxidantes (Kim et

al., 2006), por lo que se deberia de investigar estas potencialidades.

De lo anteriormente sefialado, se rechaza la hipotesis planteada, puesto que los
pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo producidos por hongos aislados
de los suelos del Altiplano peruano no presentan propiedades inocuas para seres

VIVOS.
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V. CONCLUSIONES

- Los géneros Penicilium sp y Fusarium sp produjeron pigmentos de color

anaranjado y amarillo respectivamente.

- Los pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo producidos por los
hongos aislados presentaron afinidad frente a las fibras naturales, evidenciandose
la afinidad en fibras de animales como Vicugna pacos, Lama glama y Ovis
orientalis, siendo esta ultima la que mejor afinidad presenté en comparacion a los

otros dos tipos de fibra.

- Los pigmentos fungicos disueltos en los caldos de cultivo producidos por hongos
filamentosos aislados, originaron una ClLsp de 5.54 para los pigmentos de
Penicillium sp. y una CLso de 8.63 para los pigmentos de Fusarium sp., originando

mortalidades superiores al 50% en organismos de pulga de agua (Daphnia pulex).
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VI. RECOMENDACIONES

- Se recomienda identificar cada uno de estos pigmentos para que en un futuro
puedan ser utilizados de forma estandarizada, de forma que si se sabe su
composicion podrian ser utilizados no solo en otros campos, sino también ver si
estos actlian o no en contra de los sustratos que seran tefiidos o si contienen o no

téxicos que podrian no ser favorables para los tejidos a una escala industrial.

- Se recomienda la experimentacion de diferentes tipos de mordientes en busca de
aquellos que favorezcan la afinidad de los pigmentos hacia las telas o fibras y

poder aprovechar su cualidad como pigmentos naturales.

- Se recomienda realizar investigaciones en las que se someta a condiciones de
estrés a los hongos filamentosos no solo para poder lograr una mayor produccion

de pigmentos, sino también conseguir pigmentos de diferentes matices.

- Se recomienda el uso de diferentes medios de cultivo como Agar Dextrosa
Sabouraud, Agar extracto de Malta y Agar Extracto de Arroz para evaluar su
influencia en la produccién de pigmentos, ya que la composicién de los medios de

cultivo juega un rol muy importante en cuanto al desarrollo de los hongos.
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ANEXOS

DILUCION 102 DILUCION 103 DILUCION 10+

Figura A.1. Crecimiento de hongos en placas Petri de frente (fotos superiores) y al reverso de
las placas (fotos inferiores), aislados de suelos del C. P. de Jayllihuaya, en la Univerisdad
Nacional del Altiplano Puno en octubre a diciembre del afio 2016.

Figura A.2. Toma de muestras de aguas del lago Titikaka de la provincia de Puno para el
bioensayo con pulgas de agua en de diciembre del 2016.
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