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Editorial

LA INVESTIGACION CIENTIFICA EN EL NUEVO MODELO DE
ACREDITACION DE CARRERAS UNIVERSITARIAS EN EL PERU

El 20 de abril del 2015 nuestra Escuela Académico Profesional de Microbiologia y Parasitologia se
convierte en la primera carrera de Ciencias Biologicas del Per en obtener la certificacion de carrera
universitaria acreditada por el SINEACE. Logicamente, el trabajo, muy bien gestionado por el decano
de entonces, Dr. Hermes Escalante, comenzé mucho antes y hubo que formar comisiones y estructurar
una serie de documentos, dentro de los que destacaron los reglamentos o procedimientos. Uno de ellos
se denomino, “Procedimientos de generacion y evaluacion de la investigacion formativa”,
tenia el codigo PIF-02 y debia normar la investigacion ejecutada por los estudiantes.

Sin embargo, la concepcion, los enfoques y el alineamiento del Modelo de Acreditacion de las
Carreras Universitarias fueron sometidos a revision y finalmente fue cambiado. Se adujo, para ello,
que el modelo en ese momento vigente estaba centrado en procesos sin hacer énfasis en los resultados;
que el nimero de estandares era excesivo, siendo calificados como especificos y prescriptivos y
enfocados en identificar el cumplimiento basado solamente en documentacion y que la evaluacion
externa incidia en la verificacion, mas no en una retroalimentacion efectiva que contribuyen a la
mejora. En consecuencia, se recomendd que un nuevo modelo deberia orientarse a resultados sin
descuidar los procesos, incentivar la reflexion, incidir en lo cualitativo, respetar la diversidad de
universidades que existen en el pais, respondiendo a la naturaleza y particularidades de cada
institucion, asi como motivar la mejora continua y la bisqueda de la excelencia académica.

El nuevo modelo, con otro enfoque, no separa la investigacion de estudiantes en dos procesos: la
formativa, que es ejecutada a lo largo de la formacion académica y la final, dirigida a la ejecucion de
la tesis. Mas bien, tiene una sola descripcion, que, a la letra dice: “El programa de estudios regula y
asegura la calidad de la investigacion, desarrollo tecnoldgico e innovacion (I+D+i) realizada por
docentes y estudiantes, poniendo especial énfasis en la publicacién e incorporacion de sus resultados
en la docencia, asi como en la [+D+i para la obtencion del grado y titulo de los estudiantes. Es decir,
no se descuida la investigacion, como pareciera, por el contrario, busca consolidarla procurando que
las investigaciones sean publicadas (resultados evidenciables), aspecto que es coherente con lo que se
propone en la nueva Ley Universitaria, que demanda que los estudiantes deben ejecutar dos
investigaciones obligatoriamente: una en los dos ultimos ciclos de la carrera conducente a obtener el
grado (tesis de graduacion) y otra al finalizar la misma (tesis de titulacion).

Creemos que esta nueva manera de ver la investigacion ayudara a mejorar la calidad de las mismas,
porque tiende a ubicarnos en el contexto internacional, es decir, a que los resultados de las
investigaciones sean comunicados en revistas indizadas, con la rigurosidad (y calidad) que
corresponde.

Foto de la portada: Colonia de T7richoderma sp, hongo parasito de hongos fitopatdogenos. foto
proporcionada por el Dr. Juan Wilson Krugg

El Editor
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RESUMEN

Se determing el efecto de las concentraciones de 50, 250, 500 y 1000 ug/mL de extracto crudo de Bunostomum
trigonocephalum (Nematoda) sobre la produccion de anticuerpos en Oryctagulus cuniculus. El extracto se
obtuvo por maceracion, en condiciones de esterilidad, de 500 ejemplares hembras recolectados del intestino
delgado de ovinos, Ovis aries, sacrificados en el Camal Municipal de Otuzco (La Libertad-Per() y los
anticuerpos especificos por inoculacién los extractos, por la via intraperitoneal, en cinco ejemplares de O.
cuniculus raza Neozelandeza. El extracto tuvo, segun el método de Bradford, una concentracién proteica de
4850ug/mL. La cuantificacion de anticuerpos se determind mediante la prueba de ELISA indirecta. La mayor
concentracion de anticuerpos se produjo a 1000ug/mL de extracto y la menor a 50ug/mL (p<0,05). En
conclusioén, a mayor concentracion de extracto crudo de B. trigonocephalum inoculadas en O. cuniculus, mayor
produccion de anticuerpos detectados por la técnica de ELISA indirecta.

Palabras claves: Bunostomum trigonocephalum, extracto crudo, anticuerpos, Ocyctolagus cuniculus,
ELISA

ABSTRACT

Effect of concentrations 50, 250, 500, and 1000ug/mL of crude extract of Bunostomum trigonocephalum
(Nematoda) on the production of antibodies in Oryctagulus cuniculus was determined. The extract was
obtained by maceration, in sterile condition, of 500 female specimens collected of the small intestine of
sheep, Ovis aries, slaughtered in the Municipal slaughterhouse of Otuzco (La Libertad-Peru) and
theinoculation by intraperitonial via was done in five specimens of O. cuniculus race Neozelandeza. The
extract, according to the method of Bradford, had a protein concentration of 4850ug/mL and the
antibodies quantification it was evaluated by the indirect ELISA test. The highest concentration of
antibodies was produced by 1000ug/mL of extract and the lower by 50ug/ml (p<0,05). In conclusion, a
greater concentration of crude extract of B. trigonocephalum inoculated in O. cuniculus, increased
production of antibodies detected by indirect ELISA technique.

Keywords: Bunostomum trigonocephalum, antigenic proteins, antibodies, Ocyctolagus cuniculus, ELISA



INTRODUCCION

La bunostomosis es una helmintiasis causada por el nematodo Bunostomum trigonocephalum, cuyos
adultos habitan en el intestino delgado de ovinos a menudo con otros parasitos gastrointestinales en
infecciones mixtas®. Las helmintiasis intestinales se dan con frecuencia en comunidades donde la
pobreza prevalece, la salubridad en la crianza de los animales es deficiente y la educacion sanitaria no
se practica; el efecto negativo de estos factores es una deficiencia inmunoldgica que conduce a una
susceptibilidad a infecciones producidas por estos parasitos?.

La prevalencia varia considerablemente segin las condiciones climaticas y ecoldgicas; tiende a
desarrollar y sobrevivir mejor en climas calidos lo que les da mayor oportunidad y explica su
distribucion abundante en el pais, y su estacionalidad en areas templadas®.

Las infecciones por B. trigonocephalum son méas frecuentemente diagnosticadas por el hallazgo de
los tipicos huevos en muestras de materia fecal®. Sin embargo, el diagnéstico especifico y sensible de
infecciones por nematodos gastrointestinales del ganado respalda el control eficaz de la enfermedad,
que es de gran relevancia ya que la resistencia antihelmintica es un problema importante®.

La utilizacion de las técnicas inmunoldgicas para apoyar el diagnostico clinico de las parasitosis se
justifica por la baja sensibilidad de los examenes coproparasitoscépicos®. El ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) es una de las pruebas mas usadas en la actualidad, siendo alta su sensibilidad y relativamente
baja la especificidad, dependiendo fundamentalmente de la calidad de los antigenos empleados®.
Disefiada para el diagnostico de infecciones parasitarias y no parasitarias; dentro de las primeras se
cuenta para practicamente todas las zoonosis, en particular para aquellas que son causadas por larvas,
como es el caso de ascariasis’®, hidatidosis® y toxocarosis'®; al mismo tiempo, para su ejecucion se han
utilizado diversos tipos de antigenos, entre los cuales estan los somaticos, de excrecion-secrecion y
totales.

En el presente informe se presentan los resultados de una investigacion orientada a determinar la
concentracion de proteinas del extracto crudo de Bunostomum trigonocephalum a 50, 250, 500 y
1000ug/mL que produce la mayor cantidad de anticuerpos en Oryctolagus cunniculus inmunizado
experimentalmente, detectados por la técnica de ELISA indirecta, con la finalidad de que se constituya
en un aporte dentro de las investigaciones respecto del diagndstico de las helmintiasis en ovinos.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de formas adultas de B. trigonocephalum

Los ejemplares de B. trigonocephalum fueron recolectados vivos de ovinos, Ovis aries, sacrificados
en el Camal Municipal de Otuzco (La Libertad-Per() y trasladados al laboratorio de Helmintologia
para su identificacion mediante el estudio de sus caracteristicas morfoldgicas con ayuda de
descripciones morfolégicas aceptadas’. Luego, los parasitos fueron lavados con solucién salina
fisiologica estéril (SSFE) tres veces por 10 min y la ultima de con adicion de dos antibidticos:
Gentamicina (0.5 ml/100 mL) y Penicilina G sddica (0.5 mL/100 mL de 1,000,000 UI).

Obtencion del extracto crudo y determinacion de concentracion de proteinas.

El extracto crudo se obtuvo por machacado de 500 ejemplares hembras en mortero estéril y en
condiciones de esterilidad; luego, se centrifugo a 3,000 rpm por 10 minutos, se realizé el filtrado del
sobrenadante a fin de lograr la purificacion de la muestra. Este producto fue conservado en viales a -
20°C hasta su utilizacion. La concentracién de proteinas se determiné por el método colorimétrico de
Bradford™!.

Obtencidn del suero anti-extracto crudo de B. trigonocephalum en O. cuniculus.

Se utilizaron cinco conejos raza Neozelandeza adquiridos, con la correspondiente certificacion, de la
veterinaria PetPoint (Trujillo, Perd). Uno de ellos fue utilizado como control, al cual se le inoculd, por
via subcutéanea en la cara interna de la pata posterior derecha, 1mL de SSFE. A los otros cuatro
conejos (grupo experimental) se les inocul6 el extracto a las dosis de 50ug/mL, 250ug/mL, 500ug/mL
y 1000ug/mL, respectivamente, en el mismo lugar y por la misma via que al conejo control. Estos
conejos del grupo experimental fueron inoculados en tres ocasiones, a intervalos de siete dias entre
unay otra: la primera, 1mL de extracto crudo de B. trigonocephalum, mezclado en partes iguales (v/v)
con 1mL de coadyuvante de Aloe vera y las tres restantes con 0.5mL de coadyuvante. Antes de las
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inoculaciones, de cada uno de los cinco conejos se obtuvo 5mL de sangre mediante puncion cardiaca
para la obtencion del suero preinmune®2. A las cuatro semanas de la primera inmunizacion se obtuvo
una muestra de sangre de los conejos por puncién cardiaca, la cual fue centrifugada a 3000 rpm por 15
min para obtener el suero hiperinmune que fue conservado a -20°C hasta el momento de su
procesamiento.

Técnica de ELISA.

Se hizo la técnica de ELISA.IgG indirecta, del siguiente modo: (i) se fij6 100uL del extracto crudo
de B. trigonocephalum en la placa (ii) se incubo a 4°C por 18 horas, (iii) se lavo tres veces con 100uL
de PBS+Tween, (iv) se bloquearon los sitios de unién inespecificos con 200uL de la solucién de leche
descremada, (V) se incubd a 37°C por una hora, (vi) se lavé de modo similar a como se hizo en el paso
iii, (vii) se agrego6 el suero (1/500) en volumen de 100uL y se incubd a 37°C por una hora, (viii) se
lavé de modo similar a las anteriores, (iX) se agreg6 el conjugado anti IgG rabbit (1/1000), (x) se
incubd a 37°C por una hora, (xi) se lavo nuevamente y se agregd 100uL del sustrato, (xii) se incubd a
37°C por 10 minutos y (xiii) se detuvo la reaccién enzimatica con 50uL de &cido sulfdrico 2N,
finalmente se realiz6 la lectura de absorbancia a 492nm, mediante un lector de ELISA™,

RESULTADOS

El extracto crudo de B. trigonocephalum tenia una concentracion de proteinas de 4850 ug/mL. Las
placas en el lector de ELISA, a una absorbancia de 492nm, mostraron reactividad a las cuatro
concentraciones de extractos antigenos evaluada: 50, 250, 500 y 1000ug/mL, con una mayor
coloracion en aquellas donde el extracto estuvo mas concentrado (Fig. 1); es decir, hubo una relacién
directa, a mayor concentracion del extracto, mayor coloracion, lo que se interpreta como mayor
cantidad de anticuerpos anti extracto crudo de B. trigonocephalum. La mayor diferencia, sin embargo
se aprecio entre las concentraciones de 50 y las demas (p<0,05)
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Fig. 1: Absorbancias de Sueros inmunes diluido a 1/500 enfrentado a diferentes concentraciones del antigeno de
extracto crudo de Bunostomum trigonocephalum



DISCUSION

Las parasitosis son consideradas como uno de los principales problemas que afectan la produccion
bovina a nivel mundial, debido al impacto negativo ejercido sobre parametros productivos y
reproductivos. Estos problemas son méas evidentes en los paises tropicales y subtropicales, donde los
pastos constituyen la base alimenticia de los rumiantes, y donde estos contienen una gran cantidad de
formas parasitarias'®. Entonces, los métodos parasitolégicos tradicionalmente utilizados permiten
demostrar la presencia del paréasito, por la deteccidon de sus huevos; sin embargo, presentan algunas
limitaciones en dos circunstancias, por lo menos: (i) cuando el parésito aun no produce huevos®, y (ii)
cuando el parasitismo es causado sélo por ejemplares machos®®, es por esa razén que se propone una
técnica seroldgica que permite el diagndstico de la bunostomosis, tanto en ovinos como en bovinos, en
todas sus etapas, incluso cuando la carga parasitaria es baja.

El presente estudio demuestra que los anticuerpos generados debido a la infeccion por el parasito,
fueron especificos contra los antigenos del Extracto crudo de B. trigonocephalum. Se tiene en cuenta
gue podria ser posible usar como fuente de antigenos al extracto crudo, porque (i) son mas faciles de
obtener ya que el volumen del antigeno depende del tamafio y de la cantidad de paréasitos; (ii) se
adquieren en menor tiempo, (iii) se obtienen en buenas cantidades de vivas y muertas y (iv) presentan
elevadas concentraciones de proteinas (4850ug/mL) y se ha demostrado ser altamente antigénicas.

Para lograr una buena respuesta inmune en el conejo se necesita una concentracion entre 50 y 1000
ug/MI*, Las concentraciones entre 50 y 1000ug/mLde Extracto crudo de B. trigonocephalum
inoculadas a los animales en experimentacién (Orictolagus cunniculus) logran una buena respuesta
inmune; dando como resultado que a 1000ug/mL de antigeno se produce mayor cantidad de
anticuerpos, resultado medido bajo la absorbancia leida en el Lector de ELISA empleado. Se tiene en
cuenta trabajar en este rango especifico, pues un exceso de antigeno puede producir una tolerancia
inmunitaria.

En conclusidn, los resultados obtenidos indican que la concentracion de 1000ug/mL de proteinas del
extracto crudo de B. trigonocephalum induce una mayor produccidn de anticuerpos en O. cunniculus
detectados mediante la técnica de ELISA indirecto que las concentraciones menores.
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RESUMEN

El 2,4-Diclorofenoxiacetico es uno de los herbicidas mas usados para controlar malezas de hoja ancha, el
ingrediente activo, sin embargo, tiene efectos cronicos sobre la salud humana y efectos letales sobre el suelo. Se
ha demostrado que existen microorganismos que tienen la capacidad de degradar estos compuestos fendlicos, a
la que se le denomina biorremediacion. El objetivo de la investigacion es determinar la presencia de
Pseudomonas fluorecens degradadora del herbicida 2,4 D en suelos agricolas procedentes del sector Barraza,
Trujillo, Pera. Se obtuvieron muestras de suelo y de cada una se separd 10 g para efectuar diluciones,
posteriormente se sembraron en agar minimo de sales + 2,4 D y finalmente se seleccionaron colonias con
diferentes morfologias. A partir de un cultivo puro se realizé la identificacion basandose en su morfologia
cultural y caracteristica bioquimicas, determinando la presencia de P. fluorescens degradador del 2,4 D aislada de
suelos del sector Barraza-Trujillo.

Palabras clave: 2,4 D, herbicida, Pseudomona fluorecens, biorremediacion, Barraza, Trujillo-Peru.

ABSTRACT

2,4-Dichlorophenoxyacetic acid is one of the herbicides most used to control broadleaf weeds, the active
ingredient has chronic health effects, and lethal effects on the soil because it has a residual effect. It has been
shown that there are microorganisms that have the capacity to degrade these phenolic compounds, which is
called bioremediation The objective of the research is to determine the presence of Pseudomonas fluorecens
degrading 2,4 D herbicide in agricultural soils from the Barraza sector; Trujillo - La Libertad.. Soil samples
collected from the Barraza, Trujillo - La Libertad sector were obtained and dilutions were made from 10 grams
of soil, then seeded on minimal agar + 2,4 D salts and finally colonies with different morphologies were
selected. From a pure culture the identification was made based on its cultural morphology and biochemical
characteristic, determining the presence of P. fluorescens degradant of 2,4 D isolated from soils of the sector
Barraza-Trujillo.

Keywords: 2,4 D, herbicides, Pseudomona fluorecens, biorremediation, Barraza, Trujillo-Peru.



INTRODUCCION

La agricultura moderna se basa en gran medida en el uso herbicidas para el control de malezas y su
facilidad para maximizar el rendimiento de los cultivos. Debido al uso excesivo de herbicidas, existe
una gran preocupacion sobre su potencial riesgo ambiental. La contaminacion por herbicidas puede
conducir a la contaminacion del suelo y del agua, reduccion de la biodiversidad y la disminucion de
bacterias heterotrofas en el suelo (incluyendo las bacterias desnitrificantes) y hongos.!2 El 2.4-
Dichlorophenoxyacetic (2,4-D) es uno de los herbicidas mas utilizados en el mundo y es un andlogo
de una hormona de crecimiento, la auxina.> Se ha propuesto como un control selectivo, efectivo y
economico de malezas de hoja ancha en cultivos agricolas, pastos y bosques durante los ultimos
decenios.*

El 2,4-D es uno de los herbicidas mas utilizados en tierras cultivables y su alta toxicidad en los
animales y plantas han reforzado el descubrimiento de vias de su degradacion, junto con genes
implicados en tales vias. 5.6

Se han descrito a varias cepas bacterianas que son capaces de utilizar 2,4-D como fuente de carbono
y energia.”® Los géneros degradadores mas cominmente citados son Pseudomonas, Alcaligenes,
Ralstonia, Delftia, Arthrobacter y Burkholderia.'0-'5. De ellos, Pseudomonas ha sido registrado como
el primer género que presenta especies degradadoras del compuesto y, teniendo en cuenta su ubicuidad
debido a que no es exigente respecto de los componentes utiles para su sobrevivencia, es posible que
esté presente en suelos agricolas de diversos lugares, entre ellos, los de Trujillo (Peru).

La presente investigacion estuvo dirigida a determinar al o los géneros bacterianos que se encuentran
degradando al herbicida 2,4 D en suelos agricolas del sector Barraza, Trujillo (Peru).

MATERIAL Y METODOS

Zona de estudio.

La zona de muestreo se ubica a 38 msnm a 8° 06° 59.23” LS y 78° 59’ 07.01” LO, en el sector Las
Hectareas de la zona agricola Barraza, en el distrito de Trujillo, Region La Libertad, Perti, donde se
aplica frecuentemente el herbicida 2,4D con la finalidad de controlar el crecimiento de malas hierbas.
Muestreo.

Se realizdé un muestreo probabilistico en la cual se tom6 3 Kg demuestra a partir de 3 hectareas
elegidas aleatoriamente de las 11 que conforman el sector, la toma de muestra se realizé entre 30 y 60
cm de profundidad, luego se transport6 al laboratorio para su procesamiento, dentro de las 8 horas.
Procesamiento de las muestras®:12

El procesamiento de la muestra se inicié con la homogeneizacion y el tamizado de los 3 Kg de tierra.
Luego se realizo el pre-enriquecimiento no selectivo, donde se pes6 700 g de muestra, luego se colocod
en una bandeja de plastico de primer uso, inmediatamente se le aplicé una solucion de herbicida a 360
ppm con la ayuda de un atomizador. Posteriormente se incubd a temperatura ambiente (25°C) durante
7 dias.

Se prepar6 4 diluciones sucesivas (10-! hasta 10-4), partiendo del uso de 10 gramos de la muestra pre-
enriquecida y 90 ml de agua destilada.

El Aislamiento selectivo se realizo sembrando por duplicado las 4 diluciones mediante la técnica de
estria (0,1 mL), en un medio Agar minimo de sales suplementado con el herbicida 2,4-D a 360 ppm,
luego se incubo en estufa a 37 °C durante 8 dias.
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La purificacion se realizd6 haciendo repiques en agar nutritivo, sembrado por superficie y
posteriormente por estria, y ademds sets de coloraciones Gram para verificar la pureza, agrupacion, y
forma de las bacterias, para luego para conservarse como cultivo puro.

Identificacion de P. fluorescens!o:20,

La identificacion se realizd en base a las caracteristicas fenotipicas descritas en el manual de
Berguey de bacteriologia sistematica 1984. Donde se us6 medios especificos para la determinacion de
especies de P. fluorenscens. En Caldo glutamato se verifico la presencia de pigmentos, en la que se
observd la producciéon de la pioverdina (verde fluorescente), caracteristico de P. fluorenscens'y P.
putida. Luego al caldo glutamato de le agregd cloroformo, para el descarte de la presencia de
piocianina, caracteristico de P. aeroginosa. En TSI se comprobd la no fermentacion de azucares
(lactosa, glucosa y sacarosa); manteniéndose su color inicial (rojo). En LIA (Agar de hierro y lisina) se
comprobo la ausencia enzima Lisina descarboxilasa, y por tanto se mantuvo el color original del
medio (morado). En Citrato se verifico la degradacion del citrato mediante el viraje de color verde a
color azul. En SIM se verifico la movilidad (flagelo). En la prueba de citocromo oxidasa se
verifico descomposicion del peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, mediante el desprendimiento
de burbujas procedentes del oxigeno. En la prueba de la gelatinasa se diferencié P. fluorenscens de
P. putida, mediante la presencia de la enzima proteolitica (gelatinasa); donde P. fluorescens produce la
licuefaccion de la gelatina.

El proceso de biodegradacion, se inicid con la propagacion de la bacteria conservada sembrando por
estria en agar nutritivo incubando a 37°C durante 24 a 48 horas, luego se realizé la cosecha con 1 ml
de caldo nutritivo, luego se obtuvo el cultivo en fase logaritmica inicial inoculando el mililitro de la
cosecha en 10ml de caldo nutritivo en tubo de ensayo y se incubd 37°C durante 1 hora, luego se
realiz6 3 lavados con agua destilada estéril por centrifugacion a 2500 rpm durante 10 minutos, luego
se realizo la resuspencion de la bacteria en caldo minimo de sales y se inocul6 en un sistema semejante
a aun biorreactor agitado en un recipiente de vidrio que contenia 250 ml de medio minimo de sales
suplementado con 2,4D a 360ppm, y se incubé durante 8 horas a temperatura ambiental(25°C).

Luego la determinacion de la Biodegradacion se realiz6 mediante el método de Mohr, donde se
realiz6 la deteccién de iones cloruro producto de la degradacion por la bacteria de la estructura
quimica del herbicida 2,4D.

RESULTADOS

Se aislo e identifico a P. fluorecens en suelos agricolas del Sector Barraza de Trujillo (Pert) con
capacidad de liberar iones de cloruro a partir del herbicida 2,4-Diclorofenoxiacetico.

DISCUSION

El uso inadecuado de herbicidas ha provocado la acumulacion y persistencia de agentes quimicos
que no solo son toxicos en las plantas para las cuales se aplican; sino que ademas, por su efecto
residual contaminan suelos y aguas usados en la agricultura. Uno de los herbicidas mas toxicos y aun
generalmente usados es el acido 2, 4 diclorofenoxiacético.

Debido a que algunas especies de Pscudomonas habitan en suelo y en la superficie de plantas, estan
expuestas a determinadas concentraciones de 2, 4-D, por lo que terminaron por incorporar una via
metabolica que les permita degradar este compuesto quimico y utilizarlo como fuente de carbono y
energia. Asi como en otras investigaciones!s: !l en este estudio el medio para aislar bacterias
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degradadoras de 2,4-D consistié en un medio minimo suplementado Unicamente con el herbicida para
asegurar que este sea la tinica fuente de carbono para el aislado bacteriano.

En el presente estudio se aislé una bacteria con capacidad de degradar al 2, 4-D, P. fluorecens. Y
aunque anteriormente ya se habian descrito otros géneros de bacterias con capacidad para degradar
este compuesto como Alcaligenes, Ralstonia, Delftia, Arthrobacter y Burkholderiz®'7:18.1° fue en el
género Pseudomonas donde se caracterizo por primera vez la via de degradacion del 2,4-D.20

Las enzimas que participan en la via de degradacidn son codificadas por un grupo de genes que han
sido encontrados generalmente en tres plasmidos el pJPl, pEMT1 y pJP 18.21.22 ¢] mismo que se ha
encontrado en todos los géneros antes mencionados. Por ello es que siempre existe la posibilidad de
encontrar nuevas especies con la capacidad de degradar el 2,4-D, siempre y cuando estas bacterias
tengan la capacidad de adquirir estos plasmidos.
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RESUMEN

Se determind a los signos y alteraciones histopatologicas producidos por dos cultivos de 7rypanosoma cruzi,
uno procedente del Departamento de Arequipa (C-Areq) ubicado en el sur del Peru y otro del Departamento de
Amazonas (C-Utc) ubicado en el norte peruano en Mus musculus BALB/c. Los epimastigotes mantenidos en
medio bifasico BHI/PYLB se subcultivaron en medio Grace’s Insect para obtener los tripomastigotas
metaciclicos. Se utilizaron 22 ejemplares de M. musculus BALB/c: 10 se inocularon con C-Areq, 10 con C-Utc
y 2 fueron inoculados con SSF (testigo). Se evalud los niveles de parasitemia, y los signos y alteraciones
histopatologicas en el modelo animal. A los 20 dias post inoculacion (pi), se encontrd niveles de parasitemia de
6,6x107 tripomastigotas sanguineos de la poblacion C-Areq, cifra superior a la alcanzada por la poblacion C-Uct
(1,7x10%) en el mismo periodo. El estudio histopatologico del encéfalo de ratones inoculados con ambas
poblaciones del protozoario mostrd, edema, congestion vascular, células gliales, necrosis y grupos (nidos) de
amastigotas de 7. cruzi, del miocardio, también grupos de amastigotes, edema, congestion vascular, hemorragia
y necrosis y del higado se observo una marcada congestion vascular y balonamiento. La totalidad de los ratones
del grupo experimental inoculados con tripomastigotes de 7. cruzi procedentes de Arequipa, presentaron
diferente comportamiento en relacion al raton control. Se observd erizamiento del pelo, agitacion y paralisis de
extremidades inferiores, muriendo la totalidad de ejemplares, sin embargo, en los ratones inoculados con la
poblacion de 7, cruzi C-Uct no apareci6 el erizamiento del pelo, pero si se observo agitacion de los ejemplares,
muriendo la totalidad de ellos.

Palabras clave: Parasitemia, signos, alteraciones histopatologicas, Mus musculus BALB/c, Trypanosoma cruzi

ABSTRACT

Signs and histopathological alterations produced by the inoculation of two 7Trypanosoma cruzi cultures, one
from the Department of Arequipa (C-Areq) located at South of Peru, and another from the Department of
Amazonas (C-Utc) located at Northern in Mus musculus BALB/c under experimental conditions. Epimastigote
were manteined in BHI/PYLB medium from which they subcultured in Grace's Insect medium supplemented to
generate metacyclogenesis were made. Twenty-two specimens of M. musculus BALB/c were used, of which 10
were inoculated with C-Areq metacyclic trypomastigotes, 10 with C-Utc metacyclic trypomastigotes and 2 were
inoculated with SSF (control). 20 days post inoculation (pi), found levels of parasitemia in the animal model
used of 6, 6 x 107 blood tripomastigotas of the population C-Areq, a figure higher than that achieved by the
population C-Utc (1, 7 x 106) in the same period. Histopathological study of the brain of mice inoculated with
both populations of the Protozoan showed, oedema, vascular congestion, cell glial, necrosis and groups (nests) of
amastigotas of 7. cruzi; myocardial, groups of amastigotes, oedema, vascular congestion, haemorrhage and
necrosis and liver was also observed a marked vascular congestion and reg. All of the experimental group mice
inoculated with tripomastigotes of T. cruzi from Arequipa, showed different behavior in relation to the mouse
control. Was bristling of hair, agitation, and paralysis of lower extremities, dying all copies, however, in mice
inoculated with the population of 7. cruzi C-Uct did not appear the hair bristling, but yes there was agitation of
the specimens, and death all of them.

Keywords: signs, histopathological alterations, Mus musculus BALB / ¢, Trypanosoma cruzi.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas, producida por el parasito 7rypanosoma cruzi, es transmitida por vectores
conocidos como triatominos, que estan ampliamente distribuidos en todo el territorio peruano!. Se
estima que en el Pert existen 621 000 personas infectadas por 7. cruziy una de las areas endémicas de
mayor importancia en la region sudoccidental es Arequipa, de donde provienen mds del 80% de los
casos reportados al sistema de vigilancia epidemioldgica del Ministerio de Salud (MINSA)2.

Recientemente se esta informando un numero creciente de casos agudos de la enfermedad de Chagas
en los paises amazonicos 3. En cambio en la regién amazonica del Peru se han registrado pocos casos
humanos; no obstante, investigaciones efectuadas en las dos ultimas décadas han permitido conocer
que existen alrededor de 18 especies de triatominos en esta area, lo cual hace dudosa la poca
incidencia de casos, que hace pensar que este padecimiento no es una afeccion de importancia para la
salud; por lo tanto, éstas cifras pueden relacionarse con el hecho de que: a) no se establece un
diagnodstico adecuado en los servicios de salud sean publicos o privados, dado que la enfermedad se
puede confundir con otras anormalidades; b) no se considera dentro de los diagndsticos diferenciales
de los pacientes, o c) no se usan métodos diagnosticos mas sensibles y especificos*.

Estudios realizados sobre los niveles de parasitemia en modelos murinos infectados con 7. cruzi
muestran una gran variacion respecto a los datos obtenidos, es decir se extiende desde 1x104 hasta
1x107, esto depende de la concentracion de parasitos/mL en el indculo y de la virulencia del cultivo de
T. cruzi’.

El conocimiento de la parasitemia resulta importante, porque las diferencias en cuanto al
comportamiento patogénico de las distintas cepas, podria correlacionarse con el curso de la
enfermedad en humanos 7.

Se evalud los signos, niveles de parasitemia y alteraciones histopatologicas producidas en el cerebro,
higado y corazon de M. musculus BALB/c en el curso de una infeccion experimental con 7. cruzi
procedente de los departamentos de Arequipa y Amazonas.

Los cultivos de Arequipa y Amazonas fueron escogidos por la sencilla razon que Arequipa es la zona
con mayor nimero de casos severos en el Peri y Amazonas es una region que cuenta con muchos
vectores triatominos pero no reporta casos nuevos con mucha frecuencia, y que quiza si existan
personas portadoras de 7. cruzi pero con signos imperceptibles.

Los signos y alteraciones histopatologicas presentes en Mus musculus BALB/c inoculados con
Trypanosoma cruzi procedentes de Arequipa y Amazonas presentan diferencias notables.

Se busco determinar la diferencia de los signos y alteraciones histopatoldgicas que produce 7. cruzi
y comprobar la variabilidad intraespecifica patogénica que presenta.

MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacion:

Se utilizaron 22 ejemplares de Mus musculus BALB/c is6genos machos, de 21 dias de edad,
obtenidos del Bioterio del Instituto Nacional de Salud. Dos de ellos se utilizaron como control y los
otros 20 restantes se dividieron en dos grupos de 10 que conformaron los grupos experimentales.
Parasitos:

Se utilizaron dos cultivos de 7. cruzi uno proveniente de Arequipa y otro proveniente de Amazonas,
los que fueron proporcionados por la Unidad de Investigacion y produccion de Escacorp SRL de
Trujillo, en la forma de epimastigotas con los codigos C-Areq SO1 y C-Uct A04, en medio BHI.
Cultivo de epimastigotes de 7. cruzi

Las formas epimastigotes de 7. cruzi proporcionadas fueron cultivadas en 20 tubos de 25x150mm,
estériles, con medio bifasico constituido por BHI, fase solida, y PYLB fase liquida. La siembra se hizo
a partir de dos tubos procedentes del mantenimiento de la cepa, a razoén de 0.5 mL por tubo.
Metacicligénesis in vitro de 7. cruzi.

A partir de un lote, después de 15 dias de cultivo, se extrajeron los medios liquidos en tubos estériles
de 13x100mm, para luego centrifugarlos a 4000 rpm por 5 min. Inmediatamente después, se descarto
el sobrenadante de cada tubo y los precipitados se reagruparon en un solo tubo hasta formar aprox.
2mL. Se realizd dos procesos de lavado con PBS estéril y un tercer lavado con PBS estéril
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suplementado con Bencil Penicilina y Gentamicina. Los epimastigotes, obtenidos del sedimento,
fueron cultivados en el medio Grace's Insect suplementado al 20% con SBF y con Penicilina G sddica
y Gentamicina. Con motivo de evaluar la viabilidad de los epimastigotes, se realiz6 un recuento de
parasitos en la camara hematocitométrica.

Inoculacion de tripomastigotes de 7. cruzi.

De la suspension que se obtuvo de tripomastigotes metaciclicos se inoculd 0.2 mL (5x107
parasitos/mL) via intraperitoneal a 20 especimenes machos de Mus musculus Balb/c. De los 20
especimenes, 10 de ellos fueron inoculados con el cultivo de Arequipa y 10 con el cultivo de
Amazonas. Dos ratones control se inocularon, por la misma via, con 0,2 mL de solucién salina
fisioldgica.

Evaluacion de signos y de las alteraciones histopatologicas

Durante el transcurso de la experiencia se observo la manifestacion de los signos clinicos en fase
aguda evidentes a simple vista, tales como: erizamiento de pelo, agitacion y paralisis de extremidades
posteriores. Ademas, se determind los niveles de parasitemia en la camara hemacitométrica al 5°, 10°,
15° y 20° dia de la inoculacion. También se evalu6 la fase cronica de la enfermedad, reflejada en las
alteraciones histopatologicas desarrolladas en los especimenes. Los ratones que murieron de manera
natural fueron necrosados inmediatamente para la preservacion de sus tejidos en solucion de formol al
4%. Al cumplirse los 35 dias post infeccion los ratones sobrevivientes se sacrificaron y fueron
necrosados para extraer el encéfalo, higado y el corazon para observar las alteraciones
histopatologicas.

RESULTADOS

A los 20 dias post inoculacion (pi), se encontrd niveles de parasitemia en el modelo animal empleado
de 6,6x107 tripomastigotas sanguineos de la poblacion C-Areq, cifra superior a la alcanzada por la
poblacion C-Uct (1,7x10¢) en el mismo periodo (Fig. 1).

El estudio histopatologico del encéfalo de ratones inoculados con ambas poblaciones del protozoario
mostrd, edema, congestion vascular, células gliales, necrosis y grupos (nidos) de amastigotas de 7.
cruzi. (Fig. 2); del miocardio, también grupos de amastigotes, edema, congestion vascular, hemorragia
y necrosis (Figs. 3 y 5) y del higado se observo una marcada congestion vascular y balonamiento
(Figs. 4y 6).

La totalidad de los ratones del grupo experimental inoculados con tripomastigotes de 7. cruzi
procedentes de Arequipa, presentaron diferente comportamiento en relacion al raton control. Se
observo erizamiento del pelo, agitacion y paralisis de extremidades inferiores, muriendo la totalidad de
ejemplares, sin embargo, en los ratones inoculados con la poblacion de 7, cruzi C-Uct no aparecio el
erizamiento del pelo, pero si se observo agitacion de los ejemplares, meriendo a la totalidad de los
ejemplares (Tabla 1).
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Fig. 1. Niveles de parasitemia en Mus musculus BALB/c infectado experimentalmente con Trypanosoma cruzi
procedente de Arequipa (C-Areq) y de Amazonas -C-Utc- (Pertt).

Tabla 1. Niveles de parasitemia y signos observados en Mus musculus BALB/c infectados experimentalmente
con Trypanosoma cruzi procedente de Arequipa (C-Areq) y de Amazonas —C-Utc- (Per()

Dias Cultivo Arequipa Cultivo Amazonas
C-Areq S01 C-Amaz A04
Nivel de Parasitemia Signos Nivel de Parasitemia Signos
(tripomastigotes/mL) (tripomastigotes/mL)
00 0 Ninguno 0 Ninguno
05 12200 Erizamiento 8240 No
Agitacion erizamiento
10 281000 Agitacion 56400 Agitacion
15 4940000 Incontinencia 466000 -
20 66200000 2: Paralisis de 1255000 -
extremidades
inferiores
25 - 2: Muerte - -
30 - 3: Muerte - -
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Fig. 2. Corte histologico de cerebro de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un cultivo de
Arequipa. Se observan areas con edema (flecha blanca), congestion, gliosis, necrosis y nidos de
amastigotes de 7. cruzi (flecha negra)

Fig. 3. Corte histolégico de tejido cardiaco de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un
cultivo de Arequipa. Se observan areas de edema, congestion, hemorragia, necrosis (flecha blanca) y
nidos de amastigotes de 7. cruzi (flecha negra)

Fig. 4. Corte histologico de higado de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un cultivo de
Arequipa. Se observa marcada congestion vascular.

18



Fig. 5. Corte histologico de tejido cardiaco de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un
cultivo de Amazonas. Se observan areas con edema, congestion vascular y nidos de amastigotes de
T. cruzi (flecha negra)

Fig. 6. Corte histologico de higado de Mus musculus BALB/c inoculado experimentalmente con un cultivo de
Amazonas. Se observa balonamiento de los hepatocitos.

DISCUSION

Se utilizo especimenes de Mus musculus BALB/c machos debido a que en otros estudios se encontrd
que esta cepa era mas susceptible a la infeccion por Trypanosoma cruzi, pudiéndose comparar con el
cuadro clinico que afecta al hombre, especialmente los machos ya que en las hembras los estrogenos
estimulan la actividad fagocitica de los macrofagos incrementando la respuesta inmune local’”. Esta
elevada susceptibilidad se confirma con el 50% de mortalidad y dafios histologicos, hasta el dia 30, en
ratones infectados con el cultivo de Arequipa.

A fin de facilitar la discusion de los datos que aporta nuestro trabajo se menciona los niveles de
parasitemia, signos y alteraciones histopatoldgicas en la Tabla 1 elaborada a partir de los valores
obtenidos en la tabla 1 de parasitemia.

Como se ha venido reflejando a lo largo de todo el trabajo es bien conocida la heterogenicidad
existente entre las poblaciones naturales de 7. cruzi, una variabilidad que se manifiesta en aspectos
como su virulencia y morbilidad en el modelo de animal estudiado, capacidad de invasion celular,
morfologia o composicién antigénica.
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También estd sobradamente contrastado que la naturaleza de la célula hospedadora y las distintas
variedades del parasito afecta decisivamente al nivel de parasitacion; hay tejidos y lineas celulares
especialmente susceptibles a la infeccion por 7. cruzi frente a otros que raramente lo sufren.

De acuerdo a una investigacion realizada en el norte peruano (Cajamarca), la mayor cantidad de
dafios histopatoldgicos se da en el tejido cardiaco y esqueléticos. Esto se puede verificar en el caso de
los ratones infectados con el cultivo de 7. cruzi procedente de Amazonas, que limita con Cajamarca,
pues no se halld dafio en el tejido cerebral, pero si en el tejido cardiaco.

Respecto a los ratones infectados con el cultivo de 7. cruzi procedente de Arequipa, la presencia de
nidos de amastigotas y de los demas dafios histopatologicos a nivel de encéfalo y corazon muestra una
relacion directa con el nivel de parasitemia alcanzado, lo que indica que los parasitos después de
instalarse y reconocer los diferentes tejidos se reproducen intensamente a nivel intracelular, dando
lugar a cada vez mayor numero de parasitos en sangre luego de diferenciarse en tripomastigotas.

Estas diferencias entre los distintos cultivos de diversas zonas geograficas confirman la gran
variedad de cepas de este parasito, no soélo desde el punto de vista morfofisioldgico, sino también
patogénico tratindose de un complejo denominado “cruzi”. Este fenémeno se ve influenciado por
factores ambientales e inmunoldgicos, virulencia, patogenicidad y posible seleccion de cepas y clones
después de interactuar con los vectores y huéspedes vertebrados. La combinacién de varios de estos
factores podria explicar la variabilidad en el comportamiento bioldgico del parasito!©.

En general, hemos podido comprobar que la variabilidad de comportamiento demostrada por los dos
cultivos estudiados en nuestras experiencias se correlaciona con factores conocidos previamente como
la procedencia geografica o bioldgica, o la patogenicidad.

Pero el resultado mas llamativo aparece cuando, al realizar la comparacion de los datos obtenidos de
la infeccion experimental en los especimenes, muestran marcada diferencia. El cultivo de Arequipa
gener6 dafio a nivel SNC y SNP, mientras que el cultivo de Amazonas dafio las visceras, aunque no de
manera muy marcada. Estos datos bioldgicos coinciden con los procedentes de los distintos estudios
epidemiologicos, donde Arequipa es zona epidemioldgica en alerta, por el nimero elevado de casos, y
Amazonas mantiene un silencio epidemiolédgico, que claramente no se debe a la falta de casos, mas
bien a la poca severidad de la enfermedad en esa zona.
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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar cudl de las concentraciones de acido lactico: de 0.1 6
1%, produce mayor atraccion sobre una poblacion de Anopheles albimanus hembra, obtenidos a partir de larvas
colectadas en criaderos naturales, del sector Conache-Laredo (Trujillo, Perti). Para determinar la concentracion
atrayente, se escogieron 60 hembras que fueron sometidas al acido lactico a 0.1% y 1% en un olfatometro de
acrilico en forma de “Y”. EIl andlisis estadistico de los datos se realizd mediante la prueba T de student. Se
demostré que el acido lactico al 1% tuvo el mayor efecto atrayente sobre la poblacion utilizada de An.
albimanus.

Palabras clave: Anopheles, acido lactico, concentracion, olfatdmetro.
ABSTRACT

The aim of this research was to determine wich one of the lactic acid concentrations: 0,1 or 1,0% has a major
attraction on a female Anopheles albimanus population, obtained from larvae collected in natural breeding
grounds in the Conache-Laredo (Trujillo, Pertl) sector. To determine the attracting concentration, 60 females
were selected, which were subjected to 0.1% lactic acid and 1% in a "Y" acrylic olfactometer. Statistical analysis
of the data was performed using the student T test. It was shown that 1% lactic acid had the greatest attractive
effect on the population of female An. albimanus.

Keywords: Anopheles, lactic acid, concentration, olfactometer.



INTRODUCCION

Anopheles, género de la familia Culicidae, estd conformado por aproximadamente 400 especies, de
las cuales solo 40 estan involucradas en la trasmision de Plasmodium spp., agente etiologico de la
malarial. De ellas, en el departamento de La Libertad-Pert se han identificado a An.
pseudopunctipennis, An. calderoni'y An. albimanus 3.

Las formas adultas de Anopheles se alimentan de sustancias azucaradas que usan para el vuelo y sus
necesidades metabolicas basales, sin embargo, en las hembras es obligatorio la ingestion de sangre
para conseguir las proteinas necesarias para el desarrollo y la puesta de huevos, la cual es obtenida de
animales de sangre caliente* 5.

Las senales de alimentacion, reproduccion y sitios de oviposicion llegan a los zancudos a través de
las corrientes de aire en forma de compuestos volatiles’. Para percibir estas sefiales utilizan el olfato,
requiriendo la actividad de cascadas de transduccion. A nivel celular, en los insectos este proceso se
centra en un grupo de neuronas receptoras olfativas (ORNs) que son encerradas en pequefias
estructuras llamadas sensiliass.

Ciertos compuestos volatiles generan atraccion en un zancudo, es decir, provocan cambios
conductuales, de tal manera que estos vuelan en direccion de la fuente que emite tales compuestos. Sin
embargo, la respuesta frente estos atrayentes varia de acuerdo al comportamiento de las especies de
zancudos® debido a la variabilidad genética entre especies!?. Existen preferencias por diferentes zonas
del cuerpo del huésped, debido a que la gran mayoria de cairomonas diferentes del CO, son
producidas por las glandulas sudoriparas localizandose especialmente en la cabeza, las axilas, region
pubica, las palmas de las manos y de los pies!!.

La importancia de la atraccion por ciertos compuestos volatiles es mas evidente cuando se establece
la relacion huésped-vector.” Un zancudo hembra, en bisqueda de sangre, utiliza una mezcla compleja
de compuestos volatiles entre los que sobresalen CO2, 1-octen-3-ol, acido butirico, acido lactico,
acetona, 4-metilfenol, amonio, estradiol y lisinal3,

El acido lactico es un acido organico producido en la piel de los humanos durante el metabolismo
anaerobico de las células mioepiteliales de las glandulas sudoriparas ecrinas!4. Asimismo, dicho
compuesto puede ser producido artificialmente a partir de la fermentacion de la celulosa,
lignocelulosa y sacarosa.!s. El acido lactico producido artificialmente ha sido evaluado como atrayente
para An. gambiae a concentraciones de 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,001% y 0,0001% solo y en
asociacion con otros compuestos, encontrandose que por si solo no resulta significativamente mas
atractivo que en combinacion con otros componentes del sudor humano!.

Teniendo en cuenta que no se han registrado trabajos sobre la atraccion del acido lactico con An.
albimanus en el Perq, el objetivo del presente estudio fue determinar cual de las dos concentraciones
de acido lactico, 0.1% o 1 % tiene mayor atraccién sobre una poblacion natural de An. albimanus
hembra procedentes del sector Conache-Laredo (Pert).

MATERIAL Y METODOS

Recoleccion e identificacion de An. Albimanus:

La colecta de larvas se realizo de acuerdo al Manual de Campo para vigilancia entomologica del
Ministerio de Salud 3, a partir de cuerpos de agua ubicados en el sector Conache, distrito de Laredo,
provincia de Trujillo, Region La Libertad, Pera (8° 06° 59.23” LS y 78° 59° 07.01” LO). Se hizo la
identificacion de la especie Anopheles albimanus mediante la clave taxonomica propuesta por la
OMS!. Posteriormente, fueron ubicados en recipientes de plastico de 1L de capacidad los cuales se
cubrieron con tul tupido blanco y se aseguraron con doble liga, hasta que emerjan los adultos.
Determinacion de la capacidad atrayente

Para determinar la concentracion atrayente de acido lactico se escogieron 60 hembras de 5-8 dias de
eclosion que se encontraban avidas, estas se dividieron en 2 grupos experimentales (A y B) de 30
hembras cada uno, los cuales se expusieron a una concentracion de acido lactico al 0.1% y 1%,
respectivamente. A su vez estos fueron separados en 3 subgrupos de 10 hembras para cada repeticion
(A1, A2y A3) y (Bi, B2y B3). En el puerto N°01 del olfatdmetro de acrilico en forma de “Y” se colocod
un papel filtro Whatman N°01 (1 x 5 cm?) impregnado con 100uL de acido lactico a 0.1% y en el
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puerto n°02 un papel filtro de las mismas medidas con agua estéril para inyeccion usado como control.
Se colocaron 10 hembras colectadas al azar en el puerto de liberacién durante 15 minutos para su
aclimatacion antes de ubicar las sustancias en los puertos correspondientes. El tiempo del experimento
fue de 15 minutos y se contabilizé el nimero de hembras que se mantuvieron durante este periodo en
cada puerto.
Tratamiento estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico con la prueba T-student para establecer la diferencia significativa de
atraccion entre las diferentes concentraciones de acido lactico.

RESULTADOS

En la Fig. 1 se muestra que la concentracion de Acido Lactico al 1% presenté un mayor porcentaje
de atraccion (33.3%) que la concentracion de 0.1% (6.7%) sobre An. albimanus hembra,

DISCUSION

Los resultados que se obtuvieron mediante la prueba T-student muestran que hay una diferencia
significativa de atracciéon entre las concentraciones 0.1% y 1% de Acido Léctico utilizadas,
obteniéndose un mayor efecto atrayente de An. albimanus hembra con la concentracion al 1%. Estos
resultados difieren de una investigacion en donde se determiné que la concentracion de Acido Léctico
al 0.001% tuvo mayor efecto atrayente que la concentracion de 1% para An. gambiae!!; esto indicaria
que la respuesta de atraccion frente al acido lactico para esta especie es distinta que para An.
albimanus.
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Fig 1. Porcentajes de atraccion de hembras de Anopheles albimanus frente a concentraciones al 0.1% y 1 % de
Acido Léctico en condiciones de laboratorio (N° hembras de Anopheles albimanus por ensayo: 10; Control
negativo: Agua estéril -100uL-; Volumen de Acido Léactico: 100uL; HR: 50% +5%, T°24,5°C +0.1; Tiempo de
evaluacion: 2h; p<0.05 entre el nimero de zancudos atraidos por la concentracion de 0.1% y 1% -T Student).

En investigaciones previas se ha descrito que la efectiva atraccion del acido lactico en Anopheles sp.
se debe a la presencia de receptores ORNs presentes en los apéndices olfativos de la antena,
probodscide y palpo maxilar de este modo cada receptor tiene un perfil de olor-respuesta. Por ejemplo,
algunos receptores AgORNs de An. gambiae responden a un pequefio grupo de sustancias odoriferas
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(especificos), mientras que otros estdin mds ampliamente generalizados y la respuesta de estos
receptores varia en una amplia gama de clases quimicas!®, ello explicaria la atraccion en An.
albimanus por el acido lactico.

Segun lo expuesto por otros autores, las hembras de An. gambiae se ven altamente atraidas por una
mezcla de compuestos volatiles de origen humano como el amoniaco, acido lactico y varios acidos
carboxilicos debido a que estos ejercen un efecto sinérgico en comparaciéon a un solo compuesto
volatil como el acido lactico!>. En el presente estudio se probo al 4cido lactico como tnico atrayente,
determindndose que la concentracion al 1 %, funciona como atrayente en hembras de An. albimanus,
sin embargo, adicionandole otros compuestos podriamos tener mejores resultados en la generacion de
un olor que tenga mayor poder de atraccion hacia este zancudo.

La muestra no probabilistica de An. albimanus empleada fue 10 zancudos hembra por ensayo, esto
resultaria ser un factor en desventaja, ya que segun otros estudios utilizan una cantidad de 20-30
zancudos hembra por ensayo2!-22, Pese a esto la investigacion realizada prueba el efecto atrayente que
presenta el acido lactico a 1% para una poblacion de 60 zancudos hembra de An. albimanus que no
pueden ser generalizados a todos los zancudos que pertenecen a esta especie.

Finalmente los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el Acido Lactico al 1% tiene
mayor efecto atrayente que al 0.1% sobre 60 hembras de An. albimanus. Ademas se evidencio que
ambas concentraciones de acido lactico generan diferente efecto atrayente sobre las 60 hembras de
An. albimanus procedentes de Conache.
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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo el aislamiento e identificacion de géneros bacterianos presentes en el
efluente con anilina de una curtiembre del Distrito de Florencia de Mora (Trujillo, Peru). Se realiz6 una
inoculacién de 20 mL de efluente con anilina filtrado en 180 mL de caldo medio minimo de sales (CMMS) en un
recipiente con un sistema de aireacion estéril a 0,5 VVM por cinco dias a temperatura ambiental (23-25 °C). El
aislamiento bacteriano se realizo en agar medio minimo de sales mas anilinas (0,3%), incubandose a 26 °C por 3
dias. Para demostrar que los géneros aislados tienen la capacidad de degradar el colorante; se realizé una prueba
cualitativa empleando caldo medio minimo de sales con anilina a 50 ppm y 100 ppm; con una suspension
bacteriana al tubo N° 3 del Nefelometro de Macfarlan y se incubo a 26 °C por 14 dias. Se logrd aislar a tres
géneros bacterianos ( Enferobacter, Acinetobacter y Pseudomonas), que presentaron la capacidad de degradar el
colorante anilina. Las bacterias lograron un desarrollo y crecimiento en el medio minimo de sales con anilina y
produciendo un aclaramiento del medio de cultivo con el paso del tiempo. Por lo tanto de un efluente con anilina
de una curtiembre del distrito de Florencia de Mora se aislaron e identificaron: Enferobacter, Acinetobactery
Pseudomonas.

Palabras clave: Anilina, prueba cualitativa, Enferobacter, Acinetobacter, Pseudomonas.

ABSTRACT

The present work had as objective the isolation and identification of bacterial genera present in the effluent
with aniline from a tannery of the District of Florence de Mora. An inoculation of 20 mL of filtered aniline
effluent in 180 mL of minimal salt broth (CMMS) was performed in a vessel with a sterile aeration system at 0.5
VVM for 5 days at room temperature (23-25 °C). The bacterial isolation was performed on minimal medium
agar of salts plus anilines (0.3%), incubating at 26 ° C for 3 days. To demonstrate that the isolated genera have
the ability to degrade the dye; A qualitative test was carried out using minimum average broth of salts with
aniline at 50 ppm and 100 ppm; With a bacterial suspension to tube No. 3 of the Macfarlane Nephelometer and
incubated at 26 ° C for 14 days. It was possible to isolate three bacterial genera ( Enterobacter, Acinetobacter and
Pseudomonas), which presented the ability to degrade the dye aniline. The bacteria achieved a development and
growth in the minimal medium of salts with aniline and producing a clearance of the culture medium with the
passage of time. Therefore, an effluent with aniline from a tannery in the Florence district of Mora was isolated
and identified: Enterobacter, Acinetobacter and Pseudomonas.

Keywords: Aniline, qualitative test, Enterobacter, Acinetobacter, Pseudomonas.



INTRODUCCION

La anilina es una amina aromdtica simple de origen organico y, junto a sus derivados, son
sustancias quimicas cuya presencia en el ambiente es el resultado de diversos efluentes que la
originan; estos compuestos son ampliamente utilizados como materias primas o en etapas intermedias
en la fabricacion de productos quimicos industriales, tales como pesticidas, medicamentos, colorantes,
polimeros, agentes tensoactivos, cosméticos e inhibidores de corrosion, especialmente en fabricas de
colorantes!. Sin embargo, estos compuestos tienen propiedades toxicas, mutagénicas, carcinogénicas,
y se descargan a la atmosfera, agua y suelo, constituyendo una clase importante de contaminantes del
medio ambiente?.

La mayor parte de los tratamientos utilizados para reducir el impacto negativo de los colorantes al
ambiente se concentra en la sustitucion de sustancias quimicas menos toxicas, que en la aplicacion de
alternativas mas seguras que erradiquen el problema. A pesar de que las sustancias utilizadas son de
baja toxicidad, debido a la masificacion de su uso estamos expuestos a altas dosis. Lo sefialado exige
buscar un tratamiento bioldgico que elimine el problema de una manera segura tanto para el ambiente
como para los seres humanos3.

Existe un gran numero de microorganismos con la capacidad de eliminar el color de las aguas
residuales mediante la biosorcion, la biodegradacion aerdbica o anaerdbica y la produccion de enzimas
que catalizan la decoloracion; por ello, la biodegradacion con enzimas producidas por algunos
microorganismos es utilizado cada vez con mas frecuencia, debido a su capacidad de catalizar la
oxidacion de compuestos fenolicos, no fendlicos y otros compuestos aromaticos?.

Las bacterias que metabolizan la anilina inician la degradacion mediante la formacion de catecol a
través de la via meta-escision, tales como: Pseudomonas putida UCC22, Acinetobacter sp. YAA,
Pseudomonas sp. AW-2, y Delftia tsuruhatensis AD9; mientras que, Frateuria sp. ANA-18 y Delftia
sp. XYJ6 degradan anilina través de la via orto-escision’. El mecanismo general de desestabilizacion
del anillo aromatico desarrollado por los microorganismos aerobios implica una oxidacidon progresiva
de la estructura resonante; al respecto, se tiene conocimiento, a nivel molecular, de algunas rutas
catabolicas microbianas de compuestos aromaticos, especialmente de las pertenecientes al género
Pseudomonas sp.°. Una comparacion detallada de estas rutas metabolicas indica que el primer paso
consiste en la incorporacion de dos grupos hidroxilo en el anillo bencénico para lo cual los
microorganismos han desarrollado una serie de rutas periféricas de oxidacion, deshalogenacion,
desnitracion o desulfuracion, que dan lugar a un intermediario dihidroxilado susceptible a la accion de
dioxigenasas especificas que provocaran la apertura del anillo. Estos derivados dihidroxilados seran
canalizados por dos rutas generales: por la ruta del catecol, en la que los intermediarios catecolicos
pueden ser metabolizados a su vez mediante la ruta meta o la ruta orto dependiendo de la posicion en
la que se efectte la apertura del anillo, o por la ruta del gentisato. Los metabolitos finales de ambas
rutas entran directamente en el metabolismo intermediario de la célula’.

La conversion inicial de anilina a catecol es una reaccion de multiples etapas catalizada por tres
enzimas; la glutamina sintetasa (GS), una amidotransferasa y un dioxigenasa anilina. La GS es una
enzima dependiente de ATP y de L-glutamato, que transforma la anilina en gamma-glutamilanilamida,
y la dioxigenasa anilina hace la conversion de gamma-glutamil anilina en catecols.

Se sabe que Nocardia sp, Alcaligenes faecalis, Achromobacter sp8, Dietzia notronolimnaea, Dietzia
papilomatosis sp., Rhodococcus koreensis sp, como degradadores de anilina®. Enterobacter sp. EC3
también mostré una fuerte capacidad para decolorar diversos colorantes textiles, refiriéndose que la
decoloracion se debe a la biodegradacion y no a una adsorcion superficial inactival®, Por otro lado al
agruparse el consorcio bacteriano que contiene Enterobacter dissolvens AGYP1 y Pseudomonas
aeruginosa AGYP2 representan una eliminacion del 96% de colorante (100 mg / 1) dentro de 6 h
cuando se inmoviliza en agar-agar!!.

Diversos microorganismos han sido usados en la degradacién de colorantes. Se ha reportado una
nueva cepa bacteriana aislada de las aguas subterraneas, designada Pseudomonas migulae AN1
demostrando que era capaz de degradar la anilina en un intervalo de 72 horas a 10°C a una
concentracion de 135 a 2202 mg L (-1)!2. Por otro lado la formacion y la actividad de las biopeliculas
de Pseudomonas migulaec AN-1, fueron estudiadas para la remediacion in situ de un acuifero
contaminado. Las biopeliculas cultivadas en medio de sal mineral con anilina exhibieron tolerancia a
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altas concentraciones de anilina. En la tasa de degradacion de la anilina, las biopeliculas de
Pseudomonas migulae AN-1 muestran diferentes niveles en comparacion con las células planctonicas.
Los resultados demuestran que las biopeliculas de Pseudomonas migulae AN-1 sobrevivieron el
proceso con una alta eficiencia de degradantes de la anilina!3. También se ha registrado el
metabolismo aerobio de colorantes azo utilizando diferentes cepas de bacterias, como; Aeromonas sp.,
Bacillus subtilis, Proteus mirabilisy Pseudomonas luteola *.

Debido a que los efluentes con anilina procedentes de curtiembres, son eliminados por sus
alcantarillas a medios acuatico, provocando bioacumulacion y disminuciéon del poder absorbente de
agua, por ende, una disminucién de la actividad fotosintética de los organismos presentes en el
ecosistema, disminucidn del oxigeno disuelto en el agua, no contando con un tratamiento adecuado; es
importante realizar este proyecto con la finalidad de proponer un método biologico para el tratamiento
de estos efluentes que contaminan el agua tanto de la superficie como la subterranea. Por tal motivo el
presente trabajo tiene como objetivo aislar e identificar géneros bacterianos procedente de un efluente
con anilina de una curtiembre del Distrito de Florencia de Mora, en condiciones de laboratorio

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las muestras de anilina

La muestra fue obtenida de una curtiembre del Distrito de Florencia de Mora, provincia de Trujillo,
Region La Libertad (Perti) a partir de un pozo reservorio de efluente con anilina, de donde se
recolectaron submuestras de los cuatro extremos y del centro del pozo a 30 cm debajo de la superficie.
Las submuestras fueron depositadas en un recipiente plastico de 4 litros en donde se mezclo
homogéneamente y del cual se separd un litro aproximadamente en un envase de plastico de primer
uso, para luego ser transportado al laboratorio.

Aislamiento e identificacion de géneros bacterianos

En el laboratorio, la muestra fue filtrada en 5 capas de gasa de primer uso, en un recipiente estéril.
Luego se realiz6 un enriquecimiento en 180 mL de medio minimo de sales con anilina al 0.3%, con 20
mL de muestra filtrada colocando en un recipiente, conectado a un sistema de aireacion esterial a 0.5
VVM, por 5 dias a temperatura ambiental (23-25°C). Luego de la etapa de enriquecimiento de la
muestra, se procedio a realizar diluciones seriadas de 10-'a 10-6; a partir de estas, se realizd la
siembra en superficie en placa por duplicado en agar medio minimo de sales con anilina al 0,3%,
incubandose por 3 dias a 26°C. Posteriormente, se seleccionaron las colonias en base a sus
caracteristicas macroscopicas y microscopicas (coloracion Gram). De las colonias seleccionadas se
sembraron en agar medio minimo de sales con anilina al 0,3% para su conservacidon y posteriores
pruebas. Para su identificacion se realizaron las pruebas bioquimicas de TSI, LIA, CITRATO, SIM y
OXIDASA.

Prueba cualitativa:

Se realizo6 una estandarizacion de las colonias seleccionadas en solucion salina fisiologica estéril
comparandose la turbidez con el tubo N° 3 (9x108 UFC/mL) del nefelémetro de Mac Farland, luego se
prepararon 10 tubos por cada cultivo, conteniendo cada tubo 4,5 mL de medio minimo de sales y
anilina a distintas concentraciones (50 ppm a 1000 ppm). Ademas del control positivo (medio minimo
de sales mas anilina a distinta concentracion) y del control negativo (medio minimo de sales mas
suspension bacteriana). Se inoculd a cada tubo 0,5mL de la suspension bacteriana estandarizada
anteriormente y se incub6 a 26 °C por 14 dias.

RESULTADOS
Se aislaron e identificaron a los géneros: Enterobacter, Acinetobactery Pseudomonas, cuyos criterios
de identificacion aparecen en las Tablas 1, 2 y 3. Se observo el cambio del color del caldo medio

minimo de sales combinado con anilina cuando se cultivaron a los tres géneros (Figs, 1 y 2) en cambio
ello no ocurrié cuando el medio carecia de anilina (control negativo), como se observa en la Fig. 3.
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Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas y microscopicas de Enferobacter aislado de una curtiembre con anilina del
distrito de Florencia de Mora (Trujillo, Peru).

Prueba Lectura

ITSI A/A

2LIA Negativo
CITRATO Positivo

3SIM 5S(-) °1(-) "M(+)
Produccion de gas +++
Coloracion GRAM Gram negativo

ITSI: Agar hierro triple azticar. 2LIA: Agar lisina hierro. 3SIM: Sulfuro, indol, movilidad. 4A/A = acidez del medio por
degradacion de lactosa, sacarosa y glucosa. 5S = produccion de acido sulfhidrico. 6I = produccion de Indol. "M = movilidad.

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas y microscopicas de Acinefobacter aislado de una curtiembre con anilina del
distrito de Florencia de Mora.

Prueba Lectura
ITSI 4K/K

2LIA Negativo
CITRATO Positivo

3SIM 3S(-) I(-) M(-)
OXIDASA Negativo
Coloracion GRAM Gram negativo

ITSI: Agar hierro triple aziicar. 2LIA: Agar lisina hierro. 3SIM: Sulfuro, indol, movilidad. 4K/K = no fermenta glucosa,
sacarosa ni lactosa. 5S = produccion de acido sulthidrico. 6I = produccion de Indol. M= movilidad.

Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas y microscopicas de Pseudomonas aislado de una curtiembre con anilina del
distrito de Florencia de Mora.

Prueba Lectura

ITSI 4K/K

2LIA Positivo
CITRATO Positivo

3SIM 5S(-) 61(-) M(+)
OXIDASA Positivo
Produccién de gas Negativo
Coloracion GRAM Gram negativo

ITSI: Agar hierro triple azcar. 2LTIA: Agar lisina hierro. 3SIM: Sulfuro, indol, movilidad. 4K/K = no fermenta glucosa,
sacarosa ni lactosa. 5S = produccioén de acido sulthidrico. 6I = produccion de Indol. M= movilidad.
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Fig. 1. Tubos de ensayo con caldo medio minimo de sales (MMS) y anilina; a una concentracion de 50 ppm del
colorante, inoculados con ImL de suspension de cada cultivo bacteriano equivalente al tubo N°3 (9x108
UFC/mL) del nefeldmetro de Mac Farland, menos el CP; después de 14 dias de incubacion a 26 °C. (CP: control
positivo, que contiene MMS y anilina. A: MMS vy anilina, inoculado con Pseudomonas. B: MMS vy anilina,
inoculado con Acinetobacter. C: MMS y anilina, inoculado con Enferobacter)

Fig. 2. Tubos de ensayo con caldo medio minimo de sales (MMS) y anilina; a una concentracion de 100 ppm
del colorante, inoculados con ImL de suspension de cada cultivo bacteriano equivalente al tubo N°3 (9x108
UFC/mL) del nefelometro de Mac Farland, menos el CP; después de 14 dias de incubacion a 26 °C. (CP: control
positivo, que contiene MMS vy anilina. A: MMS vy anilina, inoculado con Pseudomonas. B: MMS vy anilina,
inoculado con Acinetobacter. C: MMS y anilina, inoculado con Enferobacter).

DISCUSION

Seglin la literatura revisada, indica que las bacterias degradadores de anilina reportadas en su
mayoria son Gram negativas, coherente con los géneros bacterianos encontrados en este estudio;
ademas de reportar a los géneros de Pseudomonas 'y Acinetobacter como buenos degradadores de
anilina y al género Enterobacter reportado en trabajos relacionados con otros colorantes que
pertenecen a los hidrocarburos aromaticos.

No hay muchos trabajos que permitan realizar una comparacion mas detallada con nuestros
resultados, debido a que la mayoria de trabajos existentes realizan pruebas con bacterias ya aisladas y
conocidas que no son nativas.
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Fig. 3. Tubos de ensayo con caldo medio minimo de sales (MMS) inoculados con 1mL de suspension de cada
cultivo bacteriano equivalente al tubo N°3 (9x108 UFC/mL) del nefeldmetro de Mac Farland; estos tubos
vendran hacer los controles negativos. (CN-A: control negativo inoculado con Pscudomonas. CN-B: control
negativo inoculado con Acinetobacter. CN-C: control negativo inoculado con Enferobacter).

Para demostrar la degradacion de la anilina por los tres géneros bacterianos identificados de forma
indirecta, se realiz6 un método cualitativo. La evaluacion de la degradacion del colorante se realizo
mediante la observaciéon de un aclaramiento de color, a comparacion del control, aprovechando la
capacidad de las colonias de utilizar el colorante como fuente de carbono; como menciona la literatura,
debido a las enzimas que producen.

En los tres cultivos se observo este aclaramiento del medio a diferencia del control (ver fig. 1 y 2);
ademas que en un control negativo realizado con solo la suspension bacteriana y el caldo medio
minimo de sales no se observo turbidez (crecimiento) en el medio. Por lo tanto nos permite decir que
las bacterias utilizan el colorante para su metabolismo como fuente de carbono ya que al no agregar el
colorante en el control negativo no se observa turbidez (crecimiento)

Se ha descrito que las bacterias que degradan anilina lo asimilan mediante vias catabdlicas;
empleando dos tipos de procesos en condiciones aerobias, el cual consiste en la hidroxilacion del
anillo aromatico y la escision del anillo bencénico catalizado por enzimas que requieren oxigeno
denominados monooxigenasas o hidroxilasas y dioxigenasas respectivamente. Generalmente, los
productos de rotura son metabolizados hasta compuestos intermediarios como el catecol y otros!s.

Estudios realizados con los género Pseudomonasy Acinetobacter, se ha encontrado que realizan una
conversion inicial de anilina a catecol la cual es una reaccién de varios pasos catalizada por tres
enzimas, una glutamina sintetasa (GS) , glutamina amidotransferasa y una dioxigenasa anilina (una
grande y pequenas subunidades de un componente de la oxigenasa y un componente de ferredoxina
reductasa). En el primer paso, catalizado por gamma-glutamilanilina. El siguiente paso, catalizado por
dioxygenasa anilina implica conversion de gamma-glutamilanilina en catecol. Altas concentraciones
de gamma-glutamilanilina son citotdxicas, pero la accion de otra enzima, glutamina amidotransferasa,
previene su acumulacion por conversion de anilina. En el caso del género Enferobacter no hay
informacion referente al metabolismo de anilina!®.

Los catecoles son un grupo de compuestos intermedios representativos centrales en el metabolismo
de compuestos aromaticos por bacterias. Las bacterias lo degradan principalmente a través de dos vias:
la via de orto-escision y la via de meta-escision, en el que los primeros pasos son reacciones de
escision de anillos mediada por catecol 1,2-dioxigenasa (C120) y catecol 2,3-dioxigenasa (C230),
respectivamente!’. La degradacion del catecol mediada por estas enzimas ha sido reportada en los
metabolismos de muchos compuestos aromaticos por bacterias del medio ambiente. Por lo tanto, estas
enzimas juegan un papel importante y esencial en la degradacion aerdbica de los productos quimicos
con los anillos aromaticos!8.
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En un efluente con anilina de una curtiembre del distrito de Florencia de Mora se aislaron e
identificaron Acinetobacter, Enterobacter y Pseudomonas, que tienen la capacidad de metabolizar y
degradar la anilina, que pueden ser empleados en los tratamientos de estas aguas antes de ser vertidas a
los rios y reducir la contaminacion de estos ambientes por estos efluentes.
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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo fue aislar Pseudomanas spp. reductoras de Cromo VI. Se us6 150mL de agua
residual de una curtiembre como muestra biologica a la cual se realizé un enriquecimiento no selectivo en medio
Luria Bertani durante 24h a 30°C. Se preparé Medio King B suplementado con con K,Cr,O7 para el aislamiento
obteniéndose 9 cultivos 1A, 1B, 1C; 2A, 2B, 2C; 3A, 3B, 3C y se seleccioné el cultivo 3C que se identificd
fenotipicamente como Pseudomonas fluorescens mediante observacion de colonias verdes fluorescentes en
Medio King Base y pigmento verde fluorescente en Caldo Glutamato y mediante la Prueba de Lipasa,
(permitiendo diferenciarla de otras especies) siendo P. fluorescens Lipasa negativo. La reduccion de Cromo VI
se llevé a cabo en Medio Luria Bertani suplementado con K>Cr,O7 (Cr VI 69,75 mg/L) en condiciones de
aerobiosis y agitacion (130 RPM) a 22,3 °C durante 12 horas. La reduccion se determind mediante método
colorimétrico que se basa en la reaccion del cromo hexavalente con 1,5-difenilcarbazida en medio acido, lo que
produce la formacién de un compuesto desconocido de color rojo violeta. Este puede ser medido
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 540 nm y la absorbancia es proporcional a la concentracion
de cromo en la muestra, obteniéndose que el cultivo aislado identificado como P. fluorescens tiene la capacidad
de reducir Cr VI en un 51.9 %. (de 69,75 mg/L a 33, 58 mg/L).

Palabras clave: Cromo VI, reduccion, Pseudomonas fluorescens.
ABSTRACT

The purpose of this work was to isolate Pseudomanas spp. reducers of Chromium VI. 150mL of wastewater
from a tannery it was used as a biological sample to which non-selective enrichment was carried out in Luria
Bertani medium for 24h at 30°C. King B medium supplemented with K,Cr,O7 was prepared for isolation to
yield 9 cultures 1A, 1B, 1C; 2A, 2B, 2C; 3A, 3B, 3C and the 3C culture was selected which was phenotypically
identified as Pseudomonas fluorescens by observation of fluorescent green colonies in Medium King Base and
fluorescent green pigment in Glutamate Broth and by the Lipase Test (Allowing differentiation of other species),
Pseudomonas fluorescens is Lipase negative. Chromium VI reduction was carried out in Luria Bertani medium
supplemented with K,Cr,O7 (Cr VI 69.75 mg / L) under aerobiosis and stirring conditions (130 RPM) at 22.3 ° C
for 12 hours. The reduction was determined by colorimetric method which is based on the reaction of hexavalent
chromium with 1,5-diphenylcarbazide in acid medium, which causes the formation of an unknown compound of
red violet color. This can be measured spectrophotometrically at a wavelength of 540 nm and the absorbance is
proportional to the concentration of chromium in the sample, with the isolated culture identified as Pseudomonas
fluorescens being able to reduce Cr VI by 51.9%. (From 69.75 mg /L to 33.58 mg / L).

Keywords: Chromium VI, reduction, Pseudomonas fluorescens



INTRODUCCION

Los compuestos de cromo hexavalente (cromatos y dicromatos) son altamente tdxicos y son
considerados como mutagenos y carcindgenos. Estos compuestos son desechados frecuentemente
hacia el medio ambiente como resultado de diversos procesos industriales!. Las principales fuentes de
contaminacion por cromo provienen de su uso industrial en curtiembres.2

El curtido es el proceso por el cual las pieles de los animales como vacunos, ovinos y caprinos son
convertidas en cuero, es una técnica que permite estabilizar la materia orgdnica mediante una serie de
etapas, en las que es necesario adicionar productos quimicos. Se utiliza CrSOscon la finalidad de
estabilizar la estructura de coldgeno que compone al cuero.’La descarga de cromo en efluentes
contamina suelos, sedimentos y aguas superficiales y subterraneas:- El Cr (VI) en el ambiente puede
llegar a los seres humanos y animales a través del agua y los alimentos.#

Las empresas industriales que tratan el efluente de curtiembre utilizan métodos fisico-quimicos para
eliminar la concentracion Cr6*tales métodos incluyen la reduccion quimica, precipitacion, filtracion,
electroforesis, tratamiento quimico, las tecnologias de membrana, la recuperaciéon por evaporacion,
extraccion con disolvente, intercambio ionico, 6smosis inversa, y la adsorcion sobre carbon activado.
En paises en desarrollo, ninguno de estos métodos ha alcanzado la viabilidad econémica. Por lo tanto,
los métodos convencionales para la eliminacion de Cr+6 de residuales presentan un costo excesivo.
Estas limitaciones han llevado a una continua btisqueda de tecnologias de tratamiento alternativos que
se basan en la buisqueda de microorganismos con capacidad reductora de dicho metal como un
enfoque eficaz y ambientalmente aceptable.4

Se sabe que los microorganismos pueden interactuar con iones de metales pesados. Tales
interacciones se producen en muchos géneros de microorganismos utilizados para la biorremediacion.
4 Algunas especies de Pseudomonas pueden reducir eficazmente el Cr (VI) en las aguas residuales
industriales y mostrar gran potencial en la biorremediacion de Cr (VI). Sin embargo en presencia de
exudados (metabolitos organicos celulares), bacterias tales como Pseudomonas spp. no solo puede
reducir el Cr (VI), sino también formar Cr soluble (III) como productos finales.> Las diferentes
especies de Pseudomonas muestran una variada adaptabilidad a entornos y diferente capacidad de la
reduccion de Cr (VI). Se sabe entonces que especies del género Pseudomonas existentes en lugares
contaminados con Cromo, tienen capacidad de reducir Cr (VI) a Cr (III) 6

En un estudio una cepa de Pseudomonas fluorescens fue aislada de los suelos industriales del estado
de Aligarh, India. Esta cepa fue resistente a algunos de los principales contaminantes del agua, entre
ellos el Cr VI. Se estimo la reduccion en 74,2% para el cromo hexavalente durante el tratamiento en
24 horas.® Pseudomonas spp. pueden asimilar distintos sustratos por lo que pueden colonizar distintos
habitats. Distintas especies de Pseudomonas, como P.auriginosa, P.fluorescens y P.putida, tienen la
capacidad de reducir el Cr (VI) hasta Cr (III).

Las curtiembres utilizan Cr (III) durante el proceso de curtido bajo la forma de CrSO4. En el agua
residual de este proceso el Cr (III) varia entre 10 a 1000 pug/mL, del cual el 3% en presencia de
oxigeno se oxida a Cr (VI). ElI Cr (VI) en el ambiente puede llegar a los seres humanos y animales a
través del agua y los alimentos.

Es por ello la importancia de aislar bacterias del género Pseudomonas que reduzcan el Cr (VI) en Cr
(III) para posteriormente ser usados en la biorremediacion. Por tal motivo esta investigacion tuvo
como objetivo aislar y caracterizar bacterias del género Pseudomonas que reduzcan el Cr (VI) a Cr
(II).
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MATERIALES Y METODOS

Material biologico y medios de cultivo:
150mL de agua residual del proceso de curtido de cuero de una curtiembre ubicada en el distrito de
Florencia de Mora, Trujillo, La Libertad, Perti.
Medio Luria Bertani: Triptona 10g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 5g/L, pH final 7.2 (a 37°C) y
Medio King B: Peptona proteasa 20.00 g/L, fosfato dihidrogeno de potasio 1.50g/L, sulfato de
magnesio heptahidratado 1.50 g/L, agar 20.00 g/L, pH final 7.2 + 0.2 (a 25°C).
Toma de muestra y enriquecimiento no selectivo

La muestra fue tomada de tres puntos de la superficie del pozo, donde llegan las aguas del de curtido
del cuero, utilizando 3 recipientes de polietileno de 50 mL de capacidad. De los 150 mL de muestra se
realiz6 un enriquecimiento no selectivo de la muestra en medio Luria Bertani y se incubd a 30°C
durante 24 horas.
Aislamiento e identificacion

Posteriormente, se realiz6 el aislamiento en Medio Base King suplementado con K>Cr,O7 (4 mg/L Cr
VI) a 30°C por 24 horas. Se seleccionaron 9 colonias aisladas verde fluorescente y se purifico en
Medio King B obteniendo 9 cultivos 1A, 1B, 1C; 2A, 2B, 2C; 3A, 3B, 3C que se conservaron en Agar
Luria Bertani. Los nueve cultivos aislados presentaron las mismas caracteristicas fenotipicas
observando colonias verdes fluorescentes en Medio King B y pigmento verde fluorescente en Caldo
Glutamato. Se selecciond el cultivo 3C que se identifico fenotipicamente como P. fluorescens
mediante pruebas usadas para tal fin (Tabla 1)

Tabla 1. Pruebas fenotipicas para la identificacion del cultivo 3C

Prueba Resultado

Oxidasa negativo
Catalasa Positivo
Lipasa * negativo
Hidrolisis de gelatina Positivo
Lisina descarboxilasa negativo
Movilidad Positivo
TSI K/K --

*Prueba especifica que permite diferenciar a Pseudomonas fluorescens (-) de P. aeruginosa (+).

Determinacion de la reduccion de Cr VI

La reduccion de Cromo VI se llevo a cabo en Medio Luria Bertani suplementado con K,Cr,O7 (Cr
VI 69,75 mg/L) en condiciones de acrobiosis y agitacion (130 RPM) a 22,3 °C durante 12 horas. La
reduccion se determind mediante método colorimétrico que se basa en la reaccion del cromo
hexavalente con 1,5-difenilcarbazida en medio acido, lo que produce la formacién de un compuesto
desconocido de color rojo violeta. Este puede ser medido espectrofotométricamente a una longitud de
onda de 540 nm y la absorbancia es proporcional a la concentracion de cromo en la muestra.

RESULTADOS
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El cultivo aislado identificado como Pseudomonas fluorescens tiene la capacidad de reducir Cr VI de
69,75 mg/L a 33, 58 mg/L en 12 horas, siendo el porcentaje de reduccion de 51.9 %.

DISCUSION

Esta investigacion se orient6 a la evaluacion de la capacidad de reduccion de Cr VI por un cultivo de
P. fluorescens aislado del agua residual de una curtiembre con la finalidad de ser utilizada en futuros
tratamientos de biorremediacion de aguas residuales contaminadas por dicho metal toxico.

La reduccion de Cr VI se midié durante la fase logaritmica (12 horas); debido a la expresion del
factor sigma conocido como RpoS, incrementando su concentracion al final de la fase logaritmica y
durante la fase estacionaria. El factor sigma RpoS controla la expresion de los genes involucrados en
la produccion de biofilms, el cual podria interferir en la medicion de la reduccion ya que el Cromo VI
podria ser adherido a estos biofilm.

El mecanismo por el cual el cultivo de P. fluorescens redujo el Cr VI, esto se debe a que el i6n
cromato es estructuralmente similar al i6n sulfato por lo que puede atravesar la membrana celular de la
bacteria a través de un transportador anidnico no especifico de sulfato. En presencia de oxigeno, la
enzima responsable de la reduccion aerdbica de Cr VI a Cr III requiere NAD(P)H. La reaccion se
produce en dos pasos; primero Cr VI acepta un electron de una molécula de NAD(P)H para generar Cr
(V) como intermediario y luego el Cr (V) acepta dos electrones para formar Cr (III). Una vez
reducido, Cr (III) usualmente se une a los grupos funcionales cargados electronegativamente de la
superficie celular, la cual sirve como sitio de nucleacion para la precipitacion.

Por lo tanto se demostré que el cultivo identificado como P. fluorescens redujo el Cr VI a Cr Il ya
que la concentracion de este disminuyo.
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RESUMEN

Se determino el efecto de las concentraciones (262.5 ppm, 350 ppm y 437.5 ppm) del fungicida Metalaxyl
sobre la germinacion, crecimiento y capacidad antagénica de Trichoderma asperellum. El efecto del fungicida
sobre la germinacion de esporas se determiné colocando 1 mL de cada concentracion del fungicida en frascos,
adicionando 1 mL de la suspension de esporas, con lo cual se obtuvo una concentracion final de 1x10°
esporas/mL, incubandose a 25 °C+1, durante 24 horas. Para determinar el efecto del fungicida sobre el
crecimiento de 7. asperellum, se sembro en la parte central de las placas Petri de acuerdo a su correspondiente
concentracion de fungicida agricola incubandose a 25° C+1 durante 7 dias. Y para la determinacion del efecto
sobre la capacidad antagonica de 7. asperellum, se sembr6 micelio procedente de enfrentamientos con Metalaxyl
a las concentraciones establecidas y RhAizotocnia solani de manera separada y en puntos equidistantes en Agar
Papa Dextrosa ¢ incubados a 25°C+1 por 7 dias. Se encontré que a medida que la concentracion de Metalaxyl
aumenta, el porcentaje de germinacion de 7. asperellum disminuye. El porcentaje de crecimiento, obtenido fue
83 %, 63% y 60% a las concentraciones de 262.5 ppm, 350ppm, 437.5 ppm de Metalaxyl, respectivamente.
Ademas T. asperellum presenté antagonismo de grado 1 sobre R. solani, segin la escala de Bell Al
incrementarse las concentraciones de metalaxyl de 262.5 ppm, 350ppm, 437.5 ppm, disminuy¢ el porcentaje de
germinacion de esporas, sin embargo no afecta de modo significativo los procesos de crecimiento y actividad
antagonica de Trichoderma asperellum.

Palabras clave: 7richoderma asperellum, Rhizotocnia solani, metalaxyl, germinacion, crecimiento
ABSTRACT

Effect of the concentrations (262.5 ppm, 350 ppm and 437.5 ppm) of the fungicide Metalaxyl on the
germination, growth and antagonistic capacity of 7richoderma asperellum was determined. The effect of the
fungicide on spore germination was determined by placing 1 mL of each fungicide concentration in vials, adding
1 mL of the spore suspension, resulting in a final concentration of 1x105 spores/mL, incubated at 25 ° C + 1 for
24 hours. To determine the effect of the fungicide on the growth of 7. asperellum, it was planted in the central of
Petri dishes according to their corresponding concentration of agricultural fungicide; this was incubated at 25 ° C
+ 1 for 7 days. As well as, for the determination of the effect on the antagonistic capacity of 7. asperel/lum,
mycelium was harvested from the confrontation with Metalaxyl at the established concentrations and
Rhizotocnia solani separately and at equidistant points, in Papa Dextrose Agar and incubated at 25 °© C + 1 per 7
days. It was found that as the concentration of Metalaxyl increases, the percentage of germination of 7.
asperellum decreases. The percentage growth obtained was 83%, 63% and 60% at the concentrations of 262.5
ppm, 350 ppm, 437.5 ppm of Metalaxyl, respectively. In addition, 7. aspere/lum presented grade 1 antagonism
on R. solani, according to the Bell scale. As metalaxyl concentrations increased from 262.5 ppm, 350 ppm, 437.5
ppm, the percentage of spore germination decreased, however, this does not significantly affect the growth
processes and antagonistic activity of 7richoderma asperellum.

Keywords: Trichoderma asperellum, Rhizotocnia solani, metalaxyl, germination, growth



INTRODUCCION

La mayor parte de los problemas fitosanitarios son causados por hongos, insectos y virus, quienes
colonizan diversas partes de la planta, provocando desde la disminucién de la calidad del producto y
hasta la pérdida total de la planta.! El control quimico se emplea para reducir las poblaciones de
especies de plagas que se elevan a niveles peligrosos cuando las presiones ambientales son
inadecuados. El control quimico es solamente necesario en esos momentos y lugares donde el control
natural es insuficiente 2. Dentro de los controladores quimicos tenemos a metalaxil [(R, S) -metil-N-
(2-metoxiacetil) -N- (2,6-xililo) -D, L-alaninato] que es una acilanilida, fabricado por primera vez por
la Ciba-Geigy Corporation en 1977.3 Es un fungicida sistémico, altamente activo contra hongos de
orden Peronosporales, que causan el tizon tardio, el mildiu, podredumbre hiimeda, y pudricion de las
fruta de muchas plantas*

El control biologico es parte del control natural que regula la densidad de poblacion de especies de
plagas.2 Con el empleo de la lucha o control biolégico se intenta restablecer el perturbado equilibrio
ecoldgico, mediante la utilizacion de organismos vivos o sus metabolitos, para eliminar o reducir los
dafios causados por organismos perjudiciales.5 Dentro de los organismos emplados como controladores
bioldgicos tenemos al género 7richoderma que pertenece al phylum Ascomycota, orden Hypocreales,
Hypocreaceae familia y corresponde a los hongos filamentosos que son de vida libre y ampliamente
distribuido en la naturaleza. Una de las principales caracteristicas de este género es su capacidad para
actuar como un agente de control biologico (BCA) contra organismos fitopatégenos tales como
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani y Fusarium spp. &7

El control biolégico basado en hongos como 7richoderma, es una estrategia efectiva a largo plazo,
ya que es necesaria la adaptacion del microorganismo al ambiente y su establecimiento en los
ecosistemas, mecanismo muy diferente al de los productos quimicos, que son compuestos inertes.
Todos estos aspectos deben tenerse en cuenta para el manejo integrado de enfermedades de plantas 3.

Debido a que Trichoderma es uno de los controladores bioldgicos mas utilizados contra diversos
fitopatogenos que habitan en el suelo, para cuyo control se usan fungicidas como el Metalaxyl, es por
eso que se hace necesario realizar estudios acerca del efecto que puede tener este fungicida sobre el
mencionado hongo, a fin de poder establecer si ambos se pueden aplicar juntos dentro de un programa
de control de plagas; y asi planear los tratamientos fingicos o quimicos adecuados para minimizar
cualquier efecto nocivo en la eficacia de 7. asperellums, por tal razon, el presente trabajo de
investigacion tiene como objetivo determinar el efecto del fungicida Metalaxyl sobre la germinacion,
el crecimiento y capacidad antagonista de 7. asperellum, en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos:

Los cultivos puros de Trichoderma asperellum y Rhizotocnia solani fueron proporcionados por la
catedra de Fitopatologia del departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad
Nacional de Trujillo. El cultivo de 7. asperellum, joven de 6 meses, identificado molecularmente en
EEUU. Asimismo se utilizé un frasco del Fungicida Fitoklin, cuyo principio activo es el Metalayl.
Reactivacion del cultivo de 7. asperellum y obtencion de cultivos monosporicos:

Para la reactivacion de Trichoderma asperellum, a partir del cultivo puro, se resembrd en frascos
planos de vidrio con Agar papa dextrosa inclinado y luego se incubd a 25°C durante 7 dias,
posteriormente se resembro en 5 tubos conteniendo APD inclinado incubandose a 25°C por 7 dias.
Evaluacion del efecto de Metalaxil sobre la germinacion de esporas de 7. asperellum

La preparacion de las soluciones doble concentradas de Metalaxil, se hizo mediante diferentes
diluciones de Metalaxil en agua destilada estéril hasta alcanzar las concentraciones de 262.5 ppm, 350
ppm y 437.5 ppm a partir del producto original.

El in6culo de esporas se obtuvo agregando 50 mL de agua destilada estéril a cada frasco plano de
vidrio agitandolo moderadamente a fin de liberar las esporas del hongo. La suspension resultante se
colocd en un matraz estéril determinandose la concentracion de esporas mediante recuento en camara
de Neubauer, diluyéndose hasta una concentracion final de 1 x 103 esp/mL. Inoculacion e incubacion:
Se colocd 2 mL de cada dilucion de Metalaxil doble concentrado en tubos de ensayo estériles, a los
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cuales se les agrego 2mL de la suspension de esporas obtenida previamente, con lo cual se obtuvo una
dilucion de 5x102 esp/mL y concentraciones finales de Metalaxil de 262.5 ppm, 350 ppm y 437 ppm.
Se prepar6 también una suspension de esporas control, agregandole 2 mL de la suspension de esporas
en 2mL de agua destilada estéril. Cada suspension de esporas en las diferentes concentraciones del
fungicida y el control posteriormente se incubaron a temperatura ambiente por 12-24 horas. Luego del
periodo de incubacion (24 horas), se coloco 5 gotas de azul de lactofenol en cada frasco que contenia
la suspension de esporas en cada concentracion (0 ppm, 262.5 ppm, 350 ppm y 437 ppm) con el fin de
para observar en el microscopio la presencia de esporas germinadas y no germinadas y hacer el conteo
respectivo.

Evaluacion del efecto del Metalaxil sobre el crecimiento de 7. asperellun:

Preparacion del medio de cultivo: Se prepard Agar papa dextrosa en cuatro matraces conteniendo

100 mL de medio cada uno. El medio de cultivo se esterilizo en olla a presion y se dejo enfriar hasta
una temperatura aproximada de 50 °C. Estando atn fundido el medio, a tres de los matraces se les
adiciond Metalaxil en cantidad suficiente para obtener una concentracion final de 437.5, 350 y 262.5
ppm., respectivamente. Al medio contenido en el matraz restante no se le agrego el fungicida, a fin de
utilizarlo como control. Luego, el medio de cultivo se sirvid en placas de Petri estériles (cuatro placas
por cada concentracion, incluyendo el control).
Siembra e incubacion: Se sembro por puntura 7. aspere/lum en cada placa de Petri de cada una de las
concentraciones del fungicida preparadas en el paso anterior, ademas del grupo control. Luego se
incubara a 25°C por 5 dias. A partir del primer dia de siembra, y hasta el quinto dia, se midi6 el radio
de crecimiento (mm.) de la colonia en diferentes direcciones, obteniéndose un radio promedio de
crecimiento por dia por cada concentracion de fungicida y el grupo control. Los resultados de
crecimiento de 7. asperellum se expresaron en milimetros (mm) y en porcentaje de crecimiento (%C),
teniendo en cuenta el crecimiento alcanzado por el grupo control (100%), de la siguiente manera:

%C=RADIO PROBLEMA DE LA COLONIA PROBLEMARADIO PROBLEMA DE LA COLONIATESTIGO X 100
Evaluacion de la capacidad antagonista de 7. asperellum con R. solani luego de ser
sometido al enfrentamiento con el metalaxyl.

Efecto antagonico de 7. asperellum sobre R. solani mediante el método de cultivo dual: La prueba de
enfrentamiento se realizo empleando la técnica de cultivo dual. Para ello se utilizaron placas de Petri
con 10 mL de medio de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa). Se colocaron en un extremo de la placa de
Petri por puntura micelio del hongo patdgeno (R. solani) y en el extremo opuesto se sembrd micelio de
T. asperellum, que creci6 en la concentracion de 262.5 ppm, 350 ppm y 437.5 ppm de Metalaxyl, con
distancia de 4.5 cm aproximadamente entre ellos. Como testigo se coloco en una placa de Petri R.
solani en un extremo con la presencia de 7. aspere/lum. Posteriormente, los cultivos se incubaron a 27
°C hasta el contacto de antagonista y patogeno. Se procedio de manera similar por cada placa en donde
se evidencio crecimiento de Trichoderma asperellum en las concentraciones del quimico.

Se tomd como indice de antagonismo la invasion del antagonista sobre la superficie del micelio
patogeno tomando en cuenta la escala mostrada en la Tabla 1.

Tabla 1. Escala de evaluacion del antagonismo in vitro, tomando en cuenta la invasion de la superficie,
colonizacién y esporulacion de 7richoderma asperellum sobre Rhizoctonia solani.

Grado de

capacidad Observacion macroscopica
antagonica

1
2
3
4
5

Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo
Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo patégeno
Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo patégeno
Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno
Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno, esporulacion sobre ella
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Analisis de datos

La determinacion del efecto del fungicida Metalaxil sobre 7. asperellum, se realizé analizando el
porcentaje de germinacion y el porcentaje de crecimiento de 7. asperellum., en las diferentes
concentraciones de Metalaxil, procesando los datos en base a la prueba de Analisis de Varianza
Unidireccional (ANOVA). El antagonismo se evalué comparando las velocidades de crecimiento, de
R. solani de T. asperellumy del testigo.

RESULTADOS

Se encontr6o que el porcentaje de germinacion de esporas de 7. aspere/lum disminuye a medida que
aumenta la concentracion del fungicida metalaxyl en un rango de 262.5 ppm a 437 ppm (Fig, 1) y la
concentracion del fungicida metalaxyl en un rango de 262.5 ppm a 437.5 ppm (Fig 2). Asimismo, se
encontro antagonismo de grado 1 entre 7, asperellumy R. solani (Fig, 3).
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Fig.1. Porcentaje de germinacion de 7richoderma asperellum frente a diferentes concentraciones (ppm) de
Metalaxyl a las 24 horas de incubacion. (a: p<0.05, existe diferencia significativa).
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Fig.2 Porcentaje de crecimiento de 7richoderma asperellum frente a diferentes concentraciones (ppm) de
metaxyl en condiciones de laboratorio y 5 dias de incubacion. (a, b, ¢, d: p>0.05, no existe diferencia
significativa)

Fig. 3. Antagonismo grado 1 (Segun la escala de bell)!3 sobre Rhizoctonia solani que presenta Trichoderma
asperellum procedente de enfrentamientos con metalaxyl a las concentraciones de 262.5 ppm, 350 ppm,
437.5 ppm y control.

DISCUSION

El analisis estadistico revela que entre las concentraciones 262.5 ppm, 350ppm y 437.5 ppm del
fungicida metalaxyl existe diferencia significativa; es decir, causan inhibicion de la germinacion de
T. asperellum presentando valores de 69 %, 45 % y 35% respectivamente Estudios realizados por
Boucias et al. Establecen una probable explicacion para la inhibicion de la germinacion de esporas;
ellos demostraron que el tratamiento de las esporas de los hongos con productos agroquimicos, tanto
i6nicos como moleculares, pueden neutralizar la carga electrostatica de la superficie y/o remover la
capa mucosa que recubre la espora, afectando asi el proceso de reconocimiento de sustrato y la
transduccion de las sefiales de iniciacion de la germinacion®.

En relacion a los resultados obtenidos sobre el porcentaje de crecimiento de 7. asperellum, se puede
observar que hubo una leve disminucion del crecimiento conforme aument6 la concentracion del
fungicida metalaxyl, presentando las concentraciones de 262.5 ppm , 350 ppm y 437.5 ppm valores de
83 %, 63 % y 60% respectivamente .Asi pues pese a que el porcentaje de crecimiento fue mucho
menor a la concentracion 437.5 ,en comparacion con el control ( 0 ppm) ; al realizar el analisis
estadistico se puede comprobar que no existe diferencia significativa entre las concentraciones 0 ppm,
262.5 ppm, 350 ppm y 437.5 ppm del fungicida metalaxyl, es decir estadisticamente son iguales y por
lo tanto no producen ninglin efecto sobre el crecimiento de 7. asperellum. Pasado los 5 dias de
incubacion T. asperellum cubridé completamente las placa con medio Agar Papa Dextrosa, con las
concentraciones del fungicida, incluida la placa control. Esto implica que el agroquimico evaluado no
afecta de forma significativa los procesos que ocurren en la pared celular durante el desarrollo del
hongo asi como mno produciria cambios en la actividad metabolica a nivel vesicular pues 7.
asperellum tendria la energia suficiente para efectuar su crecimiento 19

Cabe indicar ademas que el efecto inhibitorio de los fungicidas sobre el crecimiento de 7. asperellum
es mucho menor que el producido sobre la germinacion, debido a que durante el crecimiento hongo
presenta un mayor nimero de mecanismos que le permiten resistir el efecto de este fungicida 10

Los aislamientos de 7. aspere/lum evaluados en la prueba de antagonismo (0 ppm, 262.5 ppm, 350
ppm y 437.5 ppm), se ubicaron en la categoria I de la escala de Bell et al. 7. aspere/lum cubrid
completamente al patogeno R. solani. Las especies de 7richoderma regularmente presentan resultados
satisfactorios en las pruebas de Antagonismo. Esto ha sido observado en experimentos realizados por
Bell et al, quienes hallaron que un 65% de las cepas de este hongo se ubicaron en la clase I al
evaluarse contra R. solani G-2 y un 85% se ubico en la clase II al evaluarse contra el mismo hongo R.
solani AG-311.

Cabe indicar que resultan escasos los informes sobre la compatibilidad de 7richoderma con
productos quimicos que son aplicados en los cultivos donde se utiliza. Posiblemente esto se deba a que
se ha sefialado que Trichoderma posee resistencia innata a la mayoria de los agroquimicos, incluyendo
los fungicidas 2 En conclusion, el fungicida Metalaxyl a las concentraciones de 262.5 ppm, 350 ppm
y 437.5 ppm afecta la germinacion de las esporas de 7. asperellum, disminuyendo la germinacion al
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incrementarse la concentracion de Metalaxyl y el fungicida Metalaxyl a las concentraciones de 262.5
ppm, 350 ppm y 437.5 ppm no afecta significativamente el crecimiento y la actividad antagonica de 7.
asperellum.

10.

11.

12.
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RESUMEN

Se evaluo el efecto de las temperaturas de 5°C y 7.5°C sobre la supervivencia de larvas asépticas del segundo
estadio de Lucilia sericata. Para ello, se emplearon 135 huevos, obtenidos a partir de la crianza de imagos de L.
sericata en condiciones de laboratorio, que se lavaron con solucién salina estéril 0.85%, se trataron con hidroxido
de sodio 0.5%; y finalmente, se esterilizaron con formalina 10%. Luego los huevos fueron colocados en agar
sangre hasta obtener el segundo estadio larval, dos grupos experimentales fueron sometidos a las temperaturas de
5°C y 7.5°C utilizando una refrigeradora calibrada, durante 5 dias; y se utiliz6 un grupo control, que sigui6 su
desarrollo a temperatura ambiente.. Se observd que la temperatura de 5°C tuvo un promedio de 19.69% de
supervivencia, mientras que a la temperatura de 7,5°C tuvo un promedio de 51.70% de supervivencia.
Conclusiones. La temperatura 5°C tiene un efecto desfavorable en la supervivencia de larvas de estadio II de L.
sericata 'y que la temperatura de 7.5°C permite una mayor supervivencia de larvas que a la temperatura de 5°C
pero un menor porcentaje de supervivencia que a la temperatura de 23°C.

Palabras clave: supervivencia, temperatura, Lucilia sericata, larvas asépticas.
ABSTRACT

Effect of temperatures of 5°C and 7.5°C on the survival of aseptic larvae of the second stage of Lucilia sericata
it was evaluated. For this, 135 eggs, obtained from the imaging of L. sericata were used in laboratory conditions,
washed with 0.85% sterile saline solution, treated with 0.5% sodium hydroxide; And finally, 10% formaldehyde
were sterilized. The eggs were then placed on blood agar until the second larval stage, two experimental groups
were subjected to temperatures of 5°C and 7.5°C using a calibrated refrigerator for 5 days; and a control group
was used, which followed its development at room temperature. It was observed that the temperature of 5°C had
an average of 19.69% of survival, while at the temperature of 7.5 ° C it had an average of 51.70% of survival. It
was concluded that, at temperature of 7.5°C allows a higher larval survival than at a temperature of 5°C but a
lower survival rate, compared with the temperature of 23°C.

Keywords: survival, temperature, Lucilia sericata, aseptic larvae



INTRODUCCION

Desde la antigiiedad se han utilizado larvas de mosca para tratar heridas crdonicas, esta terapia fue
abandonada con el advenimiento de los antibidticos. La creciente resistencia antimicrobiana y la gran
dificultad para desarrollar nuevos antibidticos han ocasionado que, en afios recientes, se retomara el
uso de este tratamiento y asi, hoy dia, se utilizan larvas de Lucilia sericata producidas asépticamente
en laboratorios especializados para evitar la contaminacion secundaria de las heridas!.

L. sericata (Diptera; Calliphoridae) es una mosca necréfaga y una de las especies predominantes en
la fauna cadavérica. Se presenta frecuentemente en los meses de verano y tiene distribucion
cosmopolita. Presentan una coloracion metalica verde botella en el abdomen, llegando a medir en
estado adulto de diez a quince milimetros2.

En un inicio las larvas utilizadas en los tratamientos no eran estériles, esto trajo consigo resultados
negativos, la superficie exterior de los huevos de las moscas son por lo general contaminadas de
bacterias por lo cual deben ser esterilizadas previo al tratamientoS. Algunos casos a consecuencia del
uso de larvas no estériles, los pacientes presentaron tétanos y erisipelasé, de ahi crecid la necesidad de
buscar medios para la esterilizacion de huevos de mosca. Livingston mostrd la gran necesidad de
esterilizar los huevos de mosca antes del tratamiento’s.

La aplicacion de la terapia larval requiere el uso de larvas estériles. Aun cuando se pueda dar un
eficiente tratamiento microbicida a las larvas, la desinfeccion se realizaria solamente en la superficie,
sin poder esterilizarse el tracto intestinal®. Es por esta razon que se prefiere utilizar procedimientos
para la esterilizacion de huevos 2. Parte fundamental del proceso de desinfeccion es eliminar una
pegajosa masa de albumina que los cubre y atrapa bacterias; para tal fin, se han propuesto diversos
métodos de desinfeccion !. Los primeros procedimientos de este tipo incluian un pretratamiento con
solucion de Dakin (hipoclorito de sodio diluido o cloro) seguido de una inmersion en cloruro de
mercurio o formalina 19. Otros investigadores sumergieron los huevos sucesivamente en soluciones de
hipoclorito de sodio 0.5 % y formaldehido 10 % para después lavarlos en solucion de cloruro de sodio
0.15M.16 2.

Los efectos de la temperatura sobre la tasa de desarrollo de moscas se han estudiado ampliamente,
sobre todo en los géneros Calliphora, Chrysomya y Lucilia !2.Las larvas recién nacidas deben
utilizarse en las primeras 8 horas posteriores a la eclosion o refrigerarse a temperaturas de entre 8 y 10
°C para ralentizar su metabolismo !3.Un estudio realizado demuestra que la minima temperatura para
el desarrollo bioldgico de L. sericata se encuentra entre 7.5 y 10°C. Altas tasas de mortalidad se han
reportado a 35,0 °C, mientras que temperaturas suboptimas pueden afectar la supervivencia y el
crecimiento.

El propdsito de este estudio fue determinar el efecto de las temperaturas 5°C y 7.5°C sobre la
supervivencia de larvas en estadio II (L2) de L. sericata en condiciones de laboratorio, con el fin de
utilizarlas posteriormente en el tratamiento de heridas necroticas.

MATERIAL Y METODOS

Obtencion de las L2

Se realiz6 una colecta de adultos de L. sericata en el campus de la Universidad Nacional de Trujillo
(Tryjillo, Pert) utilizando como cebo carne en estado de descomposicion. A las 12 horas de la
exposicion del cebo, se capturé moscas califoridas utilizando trampas entomologicas, las cuales fueron
trasladadas al Laboratorio de Artropodologia Parasitaria para su determinacion taxonémica mediante
claves y crianza en jaulas de 31 cm x 53 cm x 31 cm cubiertas con tela tool, a 23-24 °C de
temperatura ambiental y 80% HR; para su alimentacion se utilizoé leche en polvo y agua azucarada
embebida en algodones y como medio de oviposicion, higado de vacuno fresco.

Los huevos ovipuestos fueron sometidos al proceso de desinfeccion, utilizando como base la
metodologia descrita por Figueroa y col, modificada; es decir, los huevos se separaron en grupos, los
cuales se colocaron en cajas estériles de papel filtro que sirvieron de soporte para el lavado en solucion
salina estéril al 0.85 % en placas Petri estériles. Luego, fueron transferidos a placas Petri con NaOH al
0,5 % por 30 segundos, el cual constituye el tratamiento previo a la esterilizacion, que permitid
disgregar los huevos. Posteriormente, los grupos de huevos fueron lavados con SSFE para eliminar los
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residuos de NaOH y se agreg6 formalina 10% como esterilizante definitivo por 3 minutos. Luego de
este tiempo, se llevaron a cabo tres lavados con solucion salina estéril al 0,85 %, y finalmente, los
huevos fueron secados sobre un papel de filtro estéril.

Los huevos desinfectados se dividieron a su vez en tres grupos de 15 huevos cada uno, los cuales se
transfirieron en condiciones de esterilidad, en tres placas Petri con agar sangre, y se sellaron con
parafilm, estos representaron los grupos de huevos que posteriormente fueron sometidos a las
temperaturas evaluadas (5°C, 7.5°C y T°® ambiente). El agar sangre constituyd el medio para la eclosion
y a la vez sirvi6 como fuente de nutrientes para el crecimiento larval. Las placas de Petri se
mantuvieron a temperatura ambiente durante aproximadamente 48 horas, tiempo suficiente para
alcanzar el segundo estadio larval. Posteriormente, las larvas fueron identificadas morfolégicamente
por su tamafio.

Al término de las 48 horas, se transfirieron las larvas asépticas en un nuevo medio con agar sangre,
para asegurar que la mortalidad de las larvas sea a causa de la temperatura y no a causa factores
externos como la falta de oxigeno, la falta de alimento o la acumulaciéon de componentes toxicos
provenientes del metabolismo de las larvas. Las 3 placas Petri que contenian larvas asépticas de
segundo estadio, fueron sometidas a temperaturas diferentes: 5 °C, 7.5 °C y 24 °C durante 5 dias. Cada
24 horas, durante 5 dias se evalu6 la contaminacion, el indice de eclosion, el tamafio y movilidad de
las larvas de cada temperatura.

Determinacion de la supervivencia de las L2:

La supervivencia se determiné realizando un conteo de larvas en estadio Il de L.sericata vivas, a los 5
dias de incubacion de cada grupo experimental, y para cada una de las repeticiones realizadas,
escribiendo los resultados en una tabla de recoleccion de datos, que incluye la fecha del conteo, la
temperatura empleada, el nimero de larvas vivas y algunas observaciones sobre las caracteristicas de
las larvas al momento del conteo.

Analisis estadistico:

Los porcentajes de supervivencias obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante el analisis
de varianza ANOVA o AVAR, y posteriormente sus promedios se compararon mediante la prueba de
Tukey (p0.05) para verificar si existe o no diferencia significativa entre dos o mas medias.

RESULTADOS

La figura 1 muestra los promedios de porcentajes de supervivencia de larvas en estadio II de
L.sericata después de haber sido sometidas a las temperaturas de 5°C, 7.5°C y 23°C (Control), en esta
grafica se puede observar que el menor promedio de porcentaje de supervivencia se registrd para las
larvas sometidas a la temperatura de 5°C con un 19.69% , en tanto que el mayor promedio de
porcentaje de supervivencia fue para las larvas sometidas a la temperatura de 23°C (Control) con un
63.68% mientras que a la temperatura de 7,5°C se tuvo un promedio de 51.70% de supervivencia.

El analisis de varianza (ANAVA) entre los promedios de porcentaje de supervivencia de las larvas 11
de L.sericata con relacion a las temperaturas de 5, 7.5°C y 23°C (control), se presenta en la figura 2
donde se observa que hay diferencia significativa (a=0.05) en las temperaturas de 5 y 23°C.
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Fig. 1. Promedios de porcentajes de supervivencia de larvas de segundo estadio de Lucilia sericata sometidas a
las temperaturas de 5, 7.5 y 23°C (control). (p<0,05)

DISCUSION

En este estudio , se observa que la temperatura en la cual existid un mayor porcentaje de
supervivencia de larvas Il de L. sericata fue a 23°C con un valor promedio de 63.68% = 22.78 la cual
corresponde al grupo control. Asi mismo, se obtuvieron menores porcentajes de supervivencia con las
temperaturas de 7.5°C y 5°C con valores promedio de 51.7% =+ 22.78 y 19.69% =+ 22.78
respectivamente.

Con respecto al analisis estadistico de varianza (ANAVA), se obtuvo una diferencia significativa
(p=0.05) entre los promedios de supervivencia de larvas Il de L.sericata obtenidos en los grupos
experimentales (5°C, 7.5°C y 23°C). Posteriormente, utilizando la prueba de Tukey, se obtuvo que la
temperatura de 5°C tuvo diferencia significativa con la temperatura de 23°C (control), pero no fue
estadisticamente significativa con la temperatura de 7.5 °C.

La diferencia significativa obtenida entre las temperaturas de 5 y 23°C, podria haber ocurrido por un
cambio brusco de temperatura (choque en frio), debido a que el desarrollo de larvas a temperaturas
bajas provocan un estrés fisioldgico que se evidencia en un desarrollo mas lento y en la disminucion
de la supervivencia.!’

Tras la exposicion a temperaturas bajas, las larvas pueden entrar en un estado en el cual su
movimiento y fisiologia se ralentiza progresivamente hasta que las funciones vitales, como la
alimentacion, cesen por completo.!$ Dado que la frecuencia de contraccion de los miisculos faringeos
responsable de la ingesta de alimentos también aumenta con las temperaturas mas altas, a temperaturas
bajas las larvas deben haber ingerido menos nutrientes por unidad de tiempo, afectando su
desarrollo.!®

La exposicion al frio también puede causar choque severo que puede producir una lesion irreversible
del sistema neuromuscular y eventualmente resultar en muerte, asimismo, puede alterar las hormonas
y las proteinas necesarias en la muda y mantenimiento.

Por otro lado, a la temperatura de 7.5°C no se observo diferencia significativa con las temperaturas
de 5y 23°C (control), debido a que algunos autores como Chang y col. afirman que el mantenimiento
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idoneo de larvas de L.sericata es a temperaturas superiores 8°C, lo que podria aumentar la
supervivencia de dichas larvas.

Con respecto a la temperatura de 23°C (control), si bien se obtuvo un mayor porcentaje de
supervivencia de larvas Il de L.sericata, estas siguieron su desarrollo hasta el estadio 3, sin poder
permanecer como estadio II, debido a que el tiempo de mantenimiento a temperatura ambiente fue de
5 dias (120 horas), tiempo suficiente para pasar del segundo al tercer estadio (69 horas), por otra
parte a la temperatura de 7.5 °C permitié la conservaciéon de un menor porcentaje de larvas Il,de L.
sericata.

Las larvas que se utilizan en el tratamiento de heridas son las de tercer estadio, sin embargo las
utilizadas como muestra fueron de segundo estadio debido a que las larvas de estadio III al someterla
a condiciones de refrigeracion corren el riesgo de empupar por un periodo de tiempo mas corto (270
horas), mientras que las larvas II al ser sometidas a refrigeracion, retrasa su metabolismo permitiendo
su conservacion por un mayor periodo de tiempo.

Nuestros resultados sugieren que factores como la temperatura de almacenamiento (5° y 7.5°C), la
duracion del almacenamiento (5 dias) y el estadio de vida (II instar) influyen significativamente en la
supervivencia y desarrollo de las larvas de L.sericata.

Dentro de la misma especie, la tolerancia a baja temperatura puede variar mucho entre individuos,
etapas de vida y poblaciones. Los huevos y los primeros instares tienen menos reservas de energia en
comparacion con las etapas posteriores y son mas susceptibles a temperaturas bajas. En un estudio
realizado por Retana M, et al., las larvas de estadio 3 fueron mas resistentes a 4°C que las de estadio 2.

Las larvas que se utilizan en el tratamiento de heridas necroéticas son las de estadio III, pero estas no
se utilizaron como muestra, porque si bien estas larvas permanecen como estadio 3,87 horas,
aproximadamente a la mitad de este periodo de tiempo las larvas comienzan a buscar un lugar oscuro,
donde se inmovilizan para comenzar el proceso de pupacion dejando de alimentarse del tejido
necrotico, por lo cual ya no podrian servir en este tratamiento; es por eso que se utilizé las larvas de
estadio 2, que al ser sometidas a refrigeracion, retrasa su metabolismo permitiendo su conservacion en
este estadio, para que cuando un médico requiera dichas larvas, se les pueda entregar larvas
finalizando el estadio 2 o empezando el tercer estadio, y puedan permanecer en el tratamiento por un
mayor periodo de tiempo.
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