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Editorial

La investigacion cientifica en la nueva curricula de
la Escuela AP de Microbiologia y Parasitologia de
la Universidad Nacional de Trujillo

En la Escuela AP de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo, la
investigacion cientifica ha sido tomada en cuenta de manera permanente, bajo las dos formas ahora
aceptadas: formativa y de fin de carrera. En efecto, en una primera fase, ademas de investigaciones
que se llevaban a cabo en algunas asignaturas, se contaba con dos cursos, Metodologia de la
Investigacion Cientifica (VII ciclo) y Seminarios de Informes de Investigacion (VIIIc).

En una segunda fase, se implemento el esquema que esta por culminar con la extinsion del curriculo
en vigencia, basado en tres cursos de investigacion formativa: Investigacion I, dedicado a formular el
proyecto de investigacion (VIllc), investigacion Cientifica I, dirigido a ejecutar el proyecto (IXc) e
Investigacion Cientifica III en el cual se redacta, en diferentes formatos (Tesis, ariculo cientifico y
Poster), el producto de la investigacion. Ademas, se cuenta con la investigacion de fin de carrera: la
tesis, la cual es ejecutada por casi la totalidad de egresados.

Durante el proceso de acreditacion de la Escuela AP de Microbiologia y Parasitologia, sin embargo,
en atencion a los estandares relacionadpos con la investigacion, se sefiala que ésta debe ser formativa y
de fin de carrera, que debe estar ligada a las asignaturas y que debe ser de indole transversal en la parte
formativa; es decir, no del modo como se desarrolla actualmente, en los tltimos ciclos, sino desde el
inicio de la carrera. Concordantes con este mandato, la nueva curricula, aprobada por Resoluciones de
Decanato y de Consejo Universitario, propone lo siguiente: el curso de Epistemiologia (Ilc) orientado
a introducir al estudiante en la Teoria del Conocimiento, el curso de Estadistica Aplicada a la
Investigacion (IVc) dirigido a preparar al estudiante en las técnicas de muestreo y validacion
estadistica de resultados, el curso de Metodologia de la Investigacion Cientifica (VIc) encaminado a
entrenar al alumno en esta disciplina tan necesaria; junto con estos cursos, se propone los cursos de
Inglés Técnico, teniendo en cuenta que las fuentes bibliograficas estan en este idioma. Con estos
cursos, se pretende, que el alumno esté preparado para ejecutar investigacion y, se propone, que se
haga de forma obligatoria en cursos basicos formativos: Virologia, Micologia, Bacteriologia,
Parasitologia, Microbiologia Industrial y Microbiologia Ambiental. Finalmente, se ha planificado,
hayan dos cursos de fin de carrera: Tesis [ y Tesis II, en los ciclos finales, con el propdsito que el
estudiante termine, en 10 y no mas ciclos, su carrera y de cumplir con lo que manda la nueva Ley
Universitaria, que para obtener el grado de bachiller (este era automatico en la Ley Universitaria
anterior) debe sustentarse la Tesis

Esperamos que con esta nueva propuesta mejore la calidad de la investigacion cientifica en la
Carrera de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo. Depende de toda la
comunidad: de autoridades, para que sean vivgilantes del cumplimiento y mejora continua; de los
docentes, para que mejoren cada vez mas su actitud hacia la investigacion; del personal administrativo,
para que brinde el apoyo que le corresponde y, por su puesto alumnos, para que adquieran actitudes y
aptitudes de buena calidad respecto de la investigacion cientifica.

Foto de la portada: “Tuna” Opuntia ficus-indica (L.) Mill. (1768) family: Cactaceae Juss.,
genus: Opuntia Mill. Foto proporcionada por el Dr. Luis Pollack

El Editor
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Articulo Original

Efecto de la concentracion de Difenoconazol mas
Azoxystrobin sobre la germinacion y el crecimiento
de Stemphylium vesicarium en condiciones de
laboratorio

Effect of concentration of Difenoconazole more Azoxystrobin on germination
and growth of Stemphylium vesicarium under laboratory conditions

Yuseff Rojas Fiestas y Juan Wilson-Krugg
Tesista, Escuela AP de Microbiologia y Parasitologia. Universidad Nacional de Trujillo (UNT). Trujillo. Pert.
2Departamento de Microbiologia y Parasitologia. UNT

RESUMEN

Se determino el efecto del Difenoconazol méas Azoxystrobin, principios activos del “Amistar Top”, sobre la
germinacion y crecimiento de Stemphylium vesicarium en condiciones de laboratorio. Se trabajo con dos
concentraciones del fungicida (243.75 ppm y 325 ppm). El porcentaje de germinacion se determiné adicionando
1 mL de cada diluciéon (doble concentrado) de cada concentracion a tubos que contenian 1 mL de suspension de
conidios estandarizada de S. vesicarium con lo que se obtuvo una concentracion final de 1x104 conidios/mL,
incubandose a 20°C por 24 horas. Luego se realizo el recuento de conidios germinadas y no germinadas. El
crecimiento micelial de S. vesicarium se evalu6 sembrando por puntura en la zona central en placas de Petri
conteniendo Agar Papa Sacarosa suplementado con Carbonato de Calcio con las dos concentraciones del
Difenoconazol mas Azoxystrobin, estas se incubaron a temperatura ambiental entre 20 a 25 °C con una humedad
del 65 a 70% que fue registrado por un termohigrometro digital durante 14 dias de evaluacion, al término de los
cuales se midio el diametro de crecimiento micelial (mm) y se saco el radio promedio de cada dia en (cm), para
cada concentracion a evaluar. Se encontr6é que el Difenoconazol mas Azoxystrobin a la concentracion de 243.75
ppm presento un porcentaje de germinacion de 15.75% disminuyendo hasta un 100%, en la concentracion de 325
ppm, en el crecimiento a la concentracion de 243.75 ppm presento un porcentaje 18.37% mientras a la
concentracion de 325 ppm presento 8.16% de crecimiento. Se concluye que el Difenoconazol mas Azoxystrobin
en las dos concentraciones establecidas presenta un efecto significado en la germinacidon y crecimiento de
Stemphylium vesicarium.

Palabras clave: Stemphylium vesicarium, Difenoconazol, Azoxystrobin, Agar-papa-sacarosa.
ABSTRACT

The effect of Difenoconazole (Di) more Azoxystrobin (Az), active principles of "Amistar Top", on germination
and growth of Stemphylium vesicarium under laboratory conditions was determined. It was worked with two
concentrations of the fungicide (243.75 ppm and 325 ppm). The germination percentage was determined by
adding 1 mL of each dilution (double concentrated) of each concentration to tubes containing 1 ml of conidial
suspension of S. vesicarium standardized so that a final concentration of 1x104 conidia/mL was obtained and
incubated at 20°C for 24 hours. Germinated conidia count was then performed and not germinated. The mycelial
growth of S. vesicarium was evaluated by growth in Petri plates containing Potato Sucrose Agar supplemented
with calcium carbonate with both concentrations of Di more Az, these were incubated at room temperature
between 20-25 °C with a humidity of 65-70% which was recorded by a digital hygrometer for 14 days of
evaluation, the term of which the diameter of mycelial growth (mm) was measured and the average of each day
(cm) radio to each concentration was evaluated. It was found that Di more Az at concentration of 243.75 ppm
presented a germination rate of 15.75% to 100% decline in the concentration of 325 ppm, the growth of the
concentration of 243.75 ppm presented a percentage 18.37% while a 325 ppm concentration of 8.16% growth
present. It was concluded that Azoxystrobin more Difenoconazole in both established concentrations has a
conspicuous effect on germination and growth of S. vesicarium.

Keywords: Stemphylium vesicarium, Difenoconazole, Azoxystrobin, Agar-potato-sucrose



INTRODUCCION

El control de plagas y enfermedades depende, en gran parte, de la aplicacién de productos quimicos;
sin embargo, el uso indiscriminado de éstos ha ocasionado severos problemas de contaminacion
ambiental y la aparicion de organismos altamente resistentes!23:4. Los fungicidas constituyen el grupo
mas numeroso y utilizados de productos quimicos para el combate de enfermedades en vegetales, los
cuales, de acuerdo a su movilidad en las plantas, pueden ser: (i) de contacto o residuales, que no
penetran en la planta, sino forman una capa protectora e interfieren con los mecanismos de penetracion
del patogeno, o (ii) sistémicos, los cuales penetran en la planta y se mueven en ella en grado diverso,
pequetias o grandes distancia desde el punto de aplicacions.

El Amistar Top es un poderoso fungicida sistémico usado principalmente para combatir el ataque de
Puccinia asparagi “roya del esparrago”; sus dos ingredientes activos sistémicos: Azoxystrobin (inhibe
la respiracion mitocondrial) y Difenoconazol (inhibe la sintesis de ergosterol -EBI’s- y la formacion de
haustorios), tienen accion prolongada preventiva, curativa, erradicante y antiesporulante, debido a que
se distribuyen de manera uniforme en la lamina foliar y llega a brotes nuevos’.

La resistencia a fungicidas, habilidad desarrollada por un hongo para sobrevivir frente a estos tipos
de quimicos que antes fueron nocivos o fatales para ¢l, es un fendmeno cada vez mas frecuente que
conduce a la pérdida de productividad cada vez mas cuantiosa; en efecto, se ha observado altos niveles
de resistencia a Fenilamidas en la poblacion de Phyfophthora infestans, patdégeno de muchos
cultivares, procedentes de Ecuador encontrando un mayor nivel de resistencia en la poblacion de P.
infestans presentes en el Pers.9:10.11,

Stemphylium vesicarium (Moniliales) es un fitopatdogeno que causa diversas enfermedades de
importancia econdmica, tales como, la mancha gris de la hoja de tomate, quema foliar en ajo y cebolla,
tizon rayado en los crisantemos, necrosis en el apice de hoja en dalias, mancha marrén de la pera
Europea (Pyrus communis) y mancha purpura del esparrago!0.12.13.14.15.16 Esta tltima afeccion, se ha
convertido en un problema significativo para el esparrago, debido a que las lesiones pueden afectar
tallos, ramas, cladiolos y turiones cosechados, pudiendo, durante los afios de epidemia, producirse
pérdidas de entre un 60 a 90% de la cosecha de esparrago!7. 18,19,

La infeccion por S. vesicarium en esparrago, considerado como uno de los cultivos horticolas més
importantes en el Peru a lo largo de todo el afio, ocurre en zonas donde existe una humedad localizada;
se inicia con la aparicidon de pequeiios puntos negros en la base de los tallos principales, los cuales
evolucionan a estructuras ovaladas de 2 a 6 mm de didmetro conduciendo a una clorosis y total
pérdida de20.21.22.2324,

Los valles de La Libertad ubicados en el Norte y los de Ica en la zona Sur, son las dos principales
zonas de produccion de esparragos en el Pert. En La Libertad, la mancha purpurea del esparrago se ha
convertido en un problema de dificil solucion, porque a pesar del uso de Antracol, reconocido quimico
antifungico, las infecciones persisten lo que conlleva a aumentar la dosis o a la aplicacion repetitiva
del quimico con la consecuente e inevitable contaminacion ambiental y deterioro del ecosistema. Ello
justifica la busqueda de sustancias alternativas con propiedades distintas al Antracol e igual de
efectivos. En tal sentido, se disefid una investigacion encaminada a determinar el efecto de las
concentraciones 243.75 y 325 ppm de Difenoconazol mas Azoxystrobin sobre la germinacion y el
crecimiento de Stemphylium vesicarium en condiciones de laboratorio.



MATERIAL Y METODOS

Material de estudio

e Un cultivo puro de Stemphylium vesicarium

e Un envase de 1L del fungicida, que tiene como principios activos Difenoconazol mas
Azoxystrobin

Recoleccion de muestras para la deteccion de Stemphylium vesicarium en cultivos de

esparrago.

En el pueblo de la Portada Huancaco, distrito de Vira (La Libertad, Pert1) se ubicaron los campos de
cultivo de esparrago que mostraron signos compatibles con la enfermedad causada por Stemphylium
sp. A partir de las plantas con estos sintomas, se seleccionaron los mas representativos y cada uno de
ellos. Luego se tomaron muestras de la siguiente manera. Se extrajo la base de la planta, tallos
secundarios y primarios que mostraban los sintomas caracteristicos de la enfermedad 25 26, luego las
muestras fueron correctamente embolsadas e identificados para luego ser trasladadas al Laboratorio de
Fitopatologia de la Escuela de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo.
Aislamiento del hongo fitopatogeno.

Para este procedimiento se realizé unos cortes histologicos con un bisturi de las zonas de avance de
la infeccién comprendiendo tejido sano y tejido enfermo, estas porciones de tejido se le realizo una
desinfeccion superficial con una solucion de hipoclorito de sodio al 2% para tejidos primarios
manteniéndolos sumergido en frascos de vidrio estériles durante 2 minutos, trascurrido el tiempo, se
enjuagaron en agua destilada estéril tres veces para luego ser transferidos asépticamente en una placa
Petri que contenia papel filtro estéril luego se dejo secar, después con una pinza estéril los pequefios
trozos de tejido se colocaron en camaras humedas ( placas Petri que contienen una ldmina porta
objetos sombre 2 varillas de vidrio, agua de estéril para las condiciones de humedad), para poder
realizar observaciones periodicas durante 2 semanas?25:26,

Identificacion e incubacion de S. vesicarium

Una vez transcurrido las dos semanas, con una asa bacterioldgica en punta se realizé una toma de
muestra de los micelios sobresalientes en distintos puntos de los cortes histoldgico para luego ser
coloreadas con el Azul de Lactofenol y hacer la observacion de las estructuras micromorfologicas
encontradas de S. vesicarium para luego ser comparado e identificado con la literatura, luego se
realizd6 una siembra por puntura en agar papa sacarosa suplementado con Carbonato de Calcio, de los
puntos en el cual se hizo la toma de muestra al hongo fitopatégeno, y se dejo incubar a temperatura
20° C durante 14 dias. Se realizé una observacion micro y macroscopica para verificar la pureza del
cultivo, obtenido el cultivo puro de S. vesicarium se sembro por puntura en frascos planos conteniendo
Agar Papa Sacarosa suplementado con Carbonato de Calcio y se llevo a incubar 20 °C durante 14
dias?5:26,

Preparacion de medios de cultivos con Difenoconazol mas Azoxystrobin

Se prepar6 en 3 matraces conteniendo cada uno de ellos 100 mL de Agar Papa Sacarosa
suplementado con Carbonato de Calcio los cuales se esterilizaron en autoclave y se dejo enfriar a una
temperatura aproximadamente de 45°C, posteriormente en solo dos matraces se agregod una cantidad
suficiente del Difenoconazol mas Azoxystrobin hasta obtener una concentracion de 243.75 ppm y de
325 ppm, respectivamente, y al tercer matraz no se le agrego a fin de utilizar como control.
Evaluacion del crecimiento del S. vesicarium frente al Difenoconazol mas Azoxystrobin.

e Siembra e incubacién de S. vesicarium en un medio con Difenoconazol mas

Azoxystrobin.

A partir de un cultivo puro de S. vesicarium se procedié a sembrar por puntura en el centro de cada
una de las placas de Petri que contenian Agar Papa Sacarosa suplementado Carbonato de Calcio
con las concentraciones de 243.75 y 325 ppm, y la placa control conteniendo solo el medio de
cultivo sin agregar el fungicida. Todas las placas fueron incubadas a temperatura ambiente,
manteniendo un registro de temperatura y humedad relativa con un termohigrémetro digital entre el
rango de 20 a 25° Cy la humedad de 60 a 65% durante 14 dias de evaluacion.

e Lectura de los resultados

A partir del tercer dia después de la siembra, y hasta el décimo cuarto dia, se midié el diametro de
crecimiento lineal (mm) del hongo en 4 diferentes direcciones para cada repeticion, para luego
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obtener un radio promedio (cm) final diario de crecimiento de S. vesicarium, en cada una de las
concentraciones del Difenoconazol mas Azoxystrobin y el grupo control evaluados. Los
resultados de crecimiento fueron expresados en centimetros (cm) y se calculd el porcentaje de
crecimiento (%C) del hongo en cada concentracion del Difenoconazol mas Azoxystrobin de la
siguiente manera:

Radio promedio de la colonia problema
* Radio promedio de la colonia testigo

Se considerd el crecimiento alcanzado en el ensayo control como el 100%.
Evaluacion del efecto Azoxystrobin mas Difenoconazol sobre la germinacion de esporas de
S. vesicarium.
¢ Preparacion de las concentraciones del Difenoconazol mas Azoxystrobin
Se realizaron diferentes diluciones del Difenoconazol més Azoxystrobin en agua destilada estéril
respectivamente, hasta obtener una doble concentracion del fungicida en cada una de las
concentraciones a partir de sus muestras originales.
e Preparacion del inoculo de conidios de S. vesicarium
Se agregd 10 mL de agua destilada a cada frasco plano con Agar Papa Sacarosa que contenia
cultivo puro S. vesicarium, luego se agitd moderadamente con el fin de liberar las esporas del
hongo. Seguidamente, la suspension resultante se colocé en un matraz estéril, donde se determin6
la concentracion de esporas mediante el recuento en Camara de Neubauer y se estandarizé a una
concentracion final de 1x 104 conidios/mL.
¢ Inoculacion e incubacion
En tubos de 13 x 100 mL se colocd, en cada uno de ellos, ImL de la suspension de esporas
obtenidas anteriormente, a los cuales se adicionaron 1 mL de cada dilucion del Difenoconazol mas
Azoxystrobin doblemente concentrado respectivamente, con lo que se obtuvo una concentracion
final de 1 x 104 esporas/mL y concentraciones finales de 243.75 y 325 ppm para Difenoconazol
mas Azoxystrobin respectivamente. Para el tratamiento control se utiliz6é un tubo de 13 x 100 mL,
adicionando 1 mL de la suspension de esporas mas 1 mL de agua destilada estéril. Los tubos
fueron incubados a la temperatura de 20°C durante 24 horas.
e Lectura
Posterior al periodo de incubacion se agregd 2 gotas de Azul de Lactofenol para detener el proceso
de germinacion vy realizar el recuento de conidios, con un microscopio (40 X). Se contaran tanto
conidios germinados, como no germinados para cada concentracion de Difenoconazol mas
Azoxystrobin evaluada, incluyendo el control, con el fin de determinar el porcentaje de
germinacion.
Analisis de datos
Los datos obtenidos se procesaron utilizando el paquete estadistico SPSS v.15, aplicando un anélisis
de varianza simple para comparar las medias de germinacion y de crecimiento del hongo evaluado,
obtenidas en cada concentracion de Difenoconazol mds Azoxystrobin; aplicindose, un analisis
postanava mediante la Pruebas de Tukey y Duncan?7:28



RESULTADOS

Se encontrd que Stemphylium vesicarium presenta resistencia a Difenoconazol mas Azoxystrobin,
con diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje de crecimiento radial promedio frente
a dos diferentes concentraciones utilizadas del Difenoconazol més Azoxystrobin (Fig. 1). Asimismo,
que el hongo muestra un crecimiento lineal frente a dos concentraciones utilizadas del Difenoconazol
mas Azoxystrobin a los 14 dias de ser sembrados (Fig. 2) y que existe diferencia significativa entre el
porcentaje de germinacion frente a diferentes concentraciones utilizadas (Fig. 3).

DISCUSION

En relacion a la resistencia “in vitro” de Stemphylium vesicarium a diferentes concentraciones del
Difenoconazol mas Azoxystrobin en las (Figs. 1 y 2), se observé que en el crecimiento a la
concentracion de 243.75 ppm presento un porcentaje 18.37% mientras a la concentracion de 325 ppm
presento 8.16%, por lo tanto S. vesicarium disminuye al incrementarse la concentracion del fungicida,
sin embargo el Difenoconazol mas Azoxystrobin un fungicida sistémico que se utiliza para el control
de S. vesicarium, no debid haber ocurrido crecimiento alguno de este hongo en ninguna de las
concentraciones empleadas, razén por la cual el crecimiento de S. vesicarium nos demuestra que es
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20,00 4 18,37

8,16

oo | | - I
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Concentracion de Difenoconazol mas Azoxystrobin (ppm)

Fig. 1. Porcentaje de crecimiento radial promedio de Stemphylium vesicarium frente a dos concentraciones
(ppm) del Difenoconazol mas Azoxystrobin a los 14 dias de incubacion. a: p< 0,05
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Fig. 2 Crecimiento lineal de Stemphylium vesicarium a dos concentraciones del Difenoconazol mas
Azoxystrobin a los 14 dias de ser sembrado.
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Fig. 3 Porcentaje de germinacion de Stemphylium vesicarium frente a dos concentraciones (ppm) del
Difenoconazol mas Azoxystrobin a 24 con una temperatura de 20°C de incubacion. a: p < 0,05.
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resistente al fungicida, Sin embargo, valores obtenidos de cualquier compuesto quimico como agente
de control para enfermedades, depende del modo de accidon de la molécula?®, dosis, frecuencia y etapa
de aplicacion en unos o mas componentes fisioldgicos del ciclo de vida del patogeno.

EL analisis estadistico del crecimiento de fungico obtenido frente al Difenoconazol mas
Azoxystrobin se puede apreciar que existe diferencia significativa entre las concentraciones evaluadas
243.75 y 325 ppm con relacion al control; Sin embargo, los hongos fitopatégenos pueden adquirir
resistencia a los fungicidas, lo cual debe verse como un ejemplo mas de la capacidad de sobrevivencia
y/o adaptacion del hongo, lo que sustenta en la variabilidad genética. Normalmente la sensibilidad de
los hongos a los fungicidas esta regulada por un gen simple, debido a que los fungicidas actiian sobre
un punto concreto del metabolismo; ello permite la aparicion por mutacion genética individual, de un
individuo resistente que puede dar origen a una poblacion resistente al fungicida; por lo que la
resistencia se basa en dos fuerzas evolutivas que son la mutacion y la seleccion. Las mutaciones se
encargan de crear la informacion genética necesaria para resistir a los fungicidas y la seleccion se
encarga de hacer que la frecuencia en la poblacion de estos individuos resistentes, se incremente hasta
alcanzar niveles tales que haran fracasar al control que se realiza, lo que conlleva a un incremento de
los problemas de resistencia, explicando en cierta forma lo que pudo haber pasado con S. vesicarium
al ofrecer resistencia “ in vitro” con Difenoconazol mas Azoxystrobin en términos de crecimiento
fingico%22

El mecanismo de accion de los fungicidas que afectan a las células de los hongos, es inhibiendo su
respiracion, es decir, la transformacion de los hidratos de carbono en energia al unirse las moléculas de
los fungicidas a los grupos sulfhidricos de los aminoacidos. Las enzimas que afectan al ciclo de Krebs
se desactivan y no producen ATP y al no poder completar este proceso la célula muere; los fungicidas
inhiben el transporte de electrones en la cadena respiratoria, al combinarse con algunos de los
portadores del complejo QB del fotosistema II; disminuyen el potencial de membrana, pudiendo asi
los compuestos de los fungicidas atravesar la membrana en forma molecular perdiendo H*, y por
consiguiente no produciendo ATP¢,

Respecto al porcentaje de germinacion de conidios de S. vesicarium frente a las dos concentraciones
del Difenoconazol mas Azoxystrobin, el andlisis estadistico muestra que entre las dos concentraciones
del Fungicida, existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medidas de los porcentajes
de germinacion obtenidos en los dos tratamientos realizados del Difenoconazol mas Azoxystrobin; es
decir, que a medida que aumenta la concentracion del fungicida disminuye el porcentaje de
germinacion. Asi, por ejemplo, Difenoconazol mas Azoxystrobin en la concentracion de 243.75 ppm
presenta un porcentaje de germinacion de 15.75 % disminuyendo hasta un 100 % en la concentracion
de 325 ppm; destacandose que el Difenoconazol mas Azoxystrobin presenta un mayor efecto adverso
sobre la germinacion de S. vesicarium. La disminucion de la germinacion del hongo podria deberse
posiblemente a la variabilidad genética que existe entre ellos, tal es asi que pueden existir conidios con
una versatilidad metabdlica que le brinde resistencia a inhibidores microbianos y a las condiciones
adversas dadas por los agroquimicos, esto explica la existencia de conidios que germinaron a pesar de
la presencia de los agroquimicos; esto podria deberse a las diferencias estructurales que presentan las
conidios aun cuando pertenezcan a una misma especie; posiblemente por la variabilidad genética
(heterocariosis) que existe entre ellas3?3!, una diferencia estructural seria la pared celular que actaa
como barrera mecanica, evitando que las sustancias del medio exterior puedan ingresar o que solo
pequefias concentraciones puedan lograrlo32. Estas propiedades de permeabilidad y selectividad, le
confiere la constitucion de la membrana citoplasmatica que le brinda proteccion frente a sustancias
toxicas que se encuentren en el entorno de la membrana que puedan alterar su comportamiento en
respuesta a estimulos como la transduccion de las sefiales de iniciacion de la germinacion y el
reconocimiento del sustrato29.33.

La germinacion de esporas y el crecimiento micelial son fundamentales en el ciclo de vida S.
vesicarium'y en el desarrollo de la enfermedad, en este sentido un quimico que inhiba la germinacion
micelial puede reducir la habilidad de S. vesicarium de causar la enfermedad.

Actualmente no se ha realizado estudios sobre el mecanismo de accion de fungicidas sistémicos
sobre el crecimiento de S. vesicarium, sin embargo, se han realizado trabajos de investigacion
utilizando fungicidas sistémicos Trifloxystrobin, Tebuconazol, Propiconazol, Azoxystrobin, que han
mostrado un control eficiente en varias enfermedades causadas por hongos fitopatdégenos, este ultimo
fungicida, Azoxystrobin fue eficiente para reducir la raiz corchosa (Pyrenochaeta Lycopersici), la
antracnosis (Colletotrichum acutatum) en tomate, en mango se realizé evaluaciones in vitro inhibieron
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completamente el crecimiento de C. gloeosporioides y las aplicaciones en campo controlaron la
enfermedad en paniculas, hojas y frutos. Azoxystrobin fue el fungicida mas efectivo para el control de
pudriciones postcosecha en aguacate, la aplicacion del fungicida redujo la incidencia de la antracnosis
en precosecha (Colletotrichum gloeosporioides) en frutos de mandarina, controld pudriciones causadas
por Fusarium pallidoroseum en melones almacenados a temperatura ambiente y en refrigeracion®,

La espora o conidio de S. vesicarium durante el proceso de germinacion atraviesa por dos etapas, la
primera es el hinchamiento hidrostatico, en la cual la espora absorbe agua, luego le sigue el
hinchamiento metabolico, en el cual la conidio incorpora nuevo material que esta presente en el medio
externo para poder desarrollar el tubo germinativo3435. Debido a estos procesos es que los dos
principios activos Difenoconazol mas Azoxystrobin disueltos en el agua fueron absorbidos e
incorporados como parte del medio externo al atravesar la pared celular del conidio del hongo
afectando evidentemente su germinacion34.36.

La evaluacion de eficiencia de los productos en campo tiene muchas interferencias y resulta mas
compleja; por lo que una primera evaluacion in vitro siempre dirige hacia los productos mas eficaces.
Sin embargo, los ensayos in vitro so6lo dan una estimacion indirecta del valor practico del producto,
por lo que debera contrastarse este resultado con los obtenidos posteriormente en campo. Un producto
que es eficaz in vitro no necesariamente sera eficaz en campo; pues en su actuacion influyen factores
como la degradabilidad, persitencia, etc. Sin embargo si un producto no es Util 7n vitro dificilmente lo
serd en campo?’.

CONCLUSIONES

¢ Al incrementar las concentraciones del Difenoconazol mas Azoxystrobin en el rango de 243.75
ppm a 325 ppm, disminuye significativamente la germinacion de Stemphylium vesicarium en
condiciones de laboratorio.

¢ Al incrementar las concentraciones del Difenoconazol mas Azoxystrobin en el rango de 243.75
ppm a 325 ppm disminuye el crecimiento de Stemphylium vesicarium en condiciones de
laboratorio.
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RESUMEN

Se identifico a Listeria monocytogenes a partir de cultivos de Listeria sp. obtenida de lugares de expendio de
carne de res en Trujillo (Pert), mediante la amplificacion por PCR clasico de un fragmento de ADN conservado
perteneciente al gen /ap y limitado por los primers MonoA y LisIB. Se obtuvieron 37 cultivos identificados
fenotipicamente como pertenecientes al género Listeria y luego, molecularmente, como L. monocytogenes. El
proceso constd de tres etapas: (i), se extrajo el ADN molde de los cultivos aislados mediante la técnica del
hervor para luego, (ii) usando la técnica la PCR cléasico se realizd la amplificacion de los fragmentos
conservados en el termociclador (Applied Biosystems) obteniéndose en las muestras positivas 235 segmentos
objetivos con un peso de 660 bp cada uno, el segmento de ADN amplificado se encuentra dentro del gen apy es
especifico para L. monocyfogenes, los segmentos amplificados y (iii) fueron sometidos a un corrido
electroforético en gel de agarosa al 10% para luego ser comparados con el control positivo y determinado su
peso molecular mediante el marcador ladder. Se encontr6 que 10 de los 37 cultivos aislados de lugares de
expendio de carne de res en Trujillo (Pertt) pertenecen a L. monocytogenes.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, PCR, primers, Trujillo (Pert)
ABSTRACT

Listeria monocytogenes was identified from cultures of Listeria sp. obtained from places of beef sale in
Trujillo (Peru) by amplification of classic preserved a DNA fragment belonging to the IAP gene and limited by
Monoa and Lis1B PCR primers. 37 culture phenotypically identified as belonging to the genus Listeria and then
molecularly, as L. monocytogenes were obtained. The process consisted of three steps: (i) the crop template
DNA isolated by the technique of boiling and then, (ii) using the classical technique PCR amplification of
conserved fragments was performed in the thermocycler (Applied extracted Biosystems) obtained in positive
samples 235 target segments with a weight of 660 bp each, the amplified DNA segment is within the iap gene and
is specific for L. monocytogenes, the amplified segments and (iii) were subjected to a bench agarose gel
electrophoresis to 10% and then be compared with the positive control and determined its molecular weight by
ladder marker. It was found that 10 of the 37 cultures from places of beef sale in Trujillo (Peru) belong to L.
monocytogenes.

Keywords: Listeria monocytogenes, PCR primers, Trujillo (Peru)



INTRODUCCION

El género Listeria incluye a seis especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri,
L. seeligeriy L. grayi, distribuidas en el suelo, plantas en descomposicion, aguas residuales, el ensilaje
y en polvo; las dos primeras son consideradas patdgenos de animales, mientras que L. monocytogenes
estd asociada a enfermedades en humanos!23. L. monocytogenes esta compuesta de 13 serotipos
agrupados en tres linajes: I, Il y 111, de los cuales el serotipo 4b esta implicado en la mayoria de casos
de listeriosis humana*5. Las manifestaciones clinicas de la listeriosis invasiva son graves e incluyen
abortos, sepsis, meningoencefalitis y/o sindrome de gastroenteritis febril!. La infeccion al comienzo
del embarazo puede provocar un aborto espontdneo, mientras que las infecciones a finales del
embarazo pueden conducir a parto de mortinato o a la muerte del bebé al cabo de unas pocas horas de
nacido8?.

Los factores de virulencia de L. monocytogenes estan codificados por genes agrupados en los islotes
de patogenicidad. El islote de patogenicidad de Lisferia tipo 1 (LIPI-1) es controlado por el factor
regulador positivo A (prfA). El regulon prfA contiene los 6 principales genes de la virulencia,
divididos en tres grupos: el monocistron Aly, el operon lecitinasa (mpl, actA y plcB) y el operon plc A-
prfA. El gen Aly codifica la Listeriolisina O (LLO), los genes p/cA 'y plcB codifican las fosfolipasas C
tipo A y tipo B respectivamente; mientras que, los genes mpl, actA y prfA codifican sus proteinas
correspondientes’:!!. Ademads, las internalinas A y B se codifican en el operdn in/AB presente en el
islote de patogenicidad de Listeria tipo 2 (LIPI-2) del cromosoma bacteriano (12).Esta bacteria se
adhiere e ingresa a la célula huésped con la ayuda de una familia de proteinas de superficie llamadas
Internalinas, siendo las mas notables la Inl A (una proteina de 88 KDa codificada por /n/A) y la Inl B
(una proteina de 65 KDa codificada por [/n/B), las cuales facilitan su ingreso a hepatocitos,
fibroblastos, células epiteliales entre otros; dentro de la célula huésped, es localizada en una vacuola
primaria en donde dos moléculas asociadas a la virulencia son responsables de la lisis de la membrana
de la vacuola primaria y su posterior escape, estas moléculas son la Listeriolisina O (LLO, una
proteina de 58 KDa codificada por Aly), es un formador de poros, toxina de tiol-activado esencial para
la virulencia de L. monocytogenes, y la Fosfatidilinositol-fosfolipasa C (PI-PLC, una proteina de 33
KDa codificada por p/cA) que actlia en sinergismo con la Fosfatidilcolina-fosfolipasa C (PC-PLC, una
proteina de 29 KDa codificada por plcB)'3.

Ademas de la Listeriolisina O (LLO), otro estudio identific6 una segunda hemolisina la Listeriolisina
S (LLS), la cual esta presente en un subconjunto de las cepas del linaje I, quienes a su vez estan
mayormente implicadas en brotes y epidemias esporadicas de listeriosis. Esta segunda hemolisina sélo
es inducida bajo estrés oxidativo, condicion localizada en los fagosomas, contribuyendo en la
supervivencia en neutrofilos polimorfonucleares. La LLS pertenece a una familia de péptidos
modificados con capacidad virulenta, incluyendo al potente factor de virulencia Estreptolisina S
(SLS), un péptido citolisina producido por Strepfococcus pyogenes'®. Usando dichos factores de
virulencia L. monocytogenes escapa al citosol y se replica intracelularmente, para lograr esto ha
desarrollado un sofisticado conjunto de mecanismos moleculares que le permite interactuar y
manipular la biologia de la célula huésped!s.

Los datos epidemioldgicos disponibles muestran que se dan tanto casos esporadicos como brotes de
listeriosis invasiva, siendo los casos esporadicos los de mayor incidencial®. La listeriosis invasiva es
una enfermedad relativamente poco comun pero habitualmente grave, con una frecuencia tipica de 3 a
8 casos por cada 1 000 000 de personas y con tasas de mortalidad del 20 al 30 % de los pacientes
hospitalizados, en particular neonatos!”. Sin embargo, entre el 2 y el 10 % de la poblaciéon en general
es portador de este microorganismo sin consecuencias evidentes para la salud!8. Los alimentos listos
para el consumo (LPC) como helados, leche pasteurizada, productos carnicos fermentados y pescado
ahumado en frio, contaminados pueden ocasionar brotes de listeriosis, como el que ocurrié en el
200819, Asimismo, L. monocytogenes ocasiona problemas particulares en la industria alimentaria, ya
que puede sobrevivir y crecer en condiciones a las cuales frecuentemente se conservan los alimentos,
ademas forma biopeliculas que incrementan su persistencia y resistencia durante el procesamiento
industrial lo cual conlleva a la contaminacién de los alimentos, con la consecuente propagacion y
dafos a la salud22021.22:23.24.25,
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Actualmente se requieren de sistemas de analisis mas rapidos, sencillos y menos costosos capaces de
detectar “in vivo” patdégenos en muestras complejas de alimentos, ya que las técnicas de cultivo de
deteccion e identificacion requieren de 5 a 7 dias para completarse, por esto se ha desarrollado un
dispositivo de andlisis basado en papel para la deteccion de los patégenos Escherichia coli O157: H7,
Salmonella typhimuriumy L. monocytogenes como un sistema de deteccion en muestras de alimentos;
consiste en un ensayo en papel micropunto (impresion de cera en papel filtro) donde una enzima
ligada al patdgeno reacciona con un sustrato cromogeno originando un cambio de color, es capaz de
detectar concentraciones de bacterias tan bajas como 10</sup>1 UFC/cm? (26.27.28),

Un ELISA de captura de antigenos usando anticuerpos monoclonales especificos para L.
monocytogenes ha sido estandarizado y validado con muestras de carne, mariscos, productos lacteos,
pasta y harina, encontrandose que es 100% especifico para Listeria spp. con un limite de sensibilidad
de 6.6 x 103 UFC/mL?. También se ha utilizado para tal fin, el andlisis de macrorrestriccion por
electroforesis en gel de campo pulsatil (PFGE), Southern blot, la ribotipificacion y el analisis del
polimorfismo del ADN cromosémico a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), en
particular, el polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), el polimorfismo de la
longitud de fragmentos amplificados (AFLP) y el ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD)27.28.29,

La PCR es una técnica fiable y reproducible para la identificacion de Listeria spp. y diferenciacion
de L. monocytogenes de otras especies de Listeria, cuando se usan cebadores para genes de factores
de virulencia o genes de subunidades de ARN; el principal obstaculo para el uso de la PCR en
muestras directamente de comidas y ambientales, es la presencia de inhibidores de la PCR que podrian
dar lugar a resultados falsos negativos23. La PCR multiple (Multiplex PCR) utiliza varios conjuntos de
cebadores que permiten la deteccion simultanea de mas de un patégeno en la misma muestra?3.24.25.26 y
para L. monocytogenes emplea el primer especifico para el gen Aly, que produce fragmentos de ADN
de 210 pb que son facilmente detectados por electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de
etidio 37, La PCR anidada (Nested PCR) también utiliza un conjunto de cebadores pero disefiados
para un mismo objetivo en reacciones secuenciales, con el fin de aumentar la sensibilidad y
especificidad de la reaccion303% y la PCR en tiempo real (RT-PCR), enfocado en el gen /lsX, se
desarroll6 como un medio de identificacion y diferenciacion de aquellas cepas de L. monocytogenes
que producen Listeriolisina S (LLS-positiva) y las cepas que no lo producen (LLS-negativa), la LLS es
una hemolisina adicional producida por las cepas del linaje I que estdn implicadas en la mayoria de los
casos de brotes listeriosis; el limite de deteccion de este ensayo fue de 10 genoma equivalentes?.

La proteina p60 es una proteina extracelular de 60 KDa con actividad hidrolasa de la mureina,
involucrada en la formacion del septum durante la division celular y responsable de la invasion
listerial en fagocitos no profesionales; el gen 7ap codifica la proteina asociada a la invasion p60 que es
comun en todas las especies de Lisferia; una comparacion anterior de secuencias de ADN indic6 que
es conservado y que ciertas porciones del gen son especificas para cada especie, por lo tanto
basandose en esto, una combinacion de solo cinco cebadores permite la deteccion especifica y la
diferenciacion de especies de Listeria®233.

Teniendo en cuenta que la identificacion de L. monocytogenes por amplificacion del fragmento de
ADN conservado perteneciente al gen 7ap a partir de los cultivos de Lisferia sp. proporcionara un
elevado porcentaje de confiabilidad al determinar esta especie en los cultivos que fueron aislados e
identificados fenotipicamente, en el presente trabajo se aplico esta metodologia en cultivos de Lisferia,
identificadas fenotipicamente, obtenidas de carne de vacuno listas para su venta en lugares de
expendio en la ciudad de Trujillo (Pertt).

MATERIAL Y METODOS

Material biologico
¢ 37 cultivos identificados como Listeria sp. procedentes de lugares de expendio de carne de res en
Trujillo (Pert1)33.34.35,
e Un par de cebadores disefiados a partir de un fragmento conservado de 660 bp perteneciente al gen
1ap especificos para identificar L. monocytogenes**35. La secuencia de nucleotidos se describe a
continuacion:
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Mono A: 5’-CAAACTGCTAACACAGCTACT-3’
Lis1B: 5’>-TTATACGCGACCGAAGCCAAC-3’

Extraccion y preparacion del ADN molde

e Se prepard a partir de cultivos bacterianos aislados, un caldo de infusion de cerebro y corazon
(BHI) y se dejo enriquecer de 20 - 24 horas a 35 °C, o a partir de una colonia en crecimiento en
placa de agar se realiz6 una suspension en solucion salina al 0.85 %.

e Se transfiri6 1 mL de la suspension a un tubo de microcentrifuga para centrifugar a 12 000 RPM/g
por 3 minutos.

¢ El sobrenadante se eliminé y se resuspendié completamente el precipitado en 1 mL de NaCl al
0.85%.

e Se centrifugd a 12 000 RPM/g por 3 minutos.

o El sobrenadante se elimind y se resuspendi6 el precipitado en 1 mL de agua estéril.

o Se hirvié durante 10 minutos.

¢ Finalmente se centrifug6 a 12 000 RPM/g por 1 minuto, el sobrenadante fue separado y guardado
como ADN molde a -20 °C.

Ensayo PCR clasico

¢ El volumen final de la reaccion fue de 22 uL, conteniendo 16 uL de agua ultra pura estéril, tampon
de reaccion MgCl, 2.5 pL; desoxirribonucleodtidos trifosfato (ANTP) 1 pL, enzima 7ag ADN
polimerasa 0.5 pL, cebadores 1 pL de cada uno, y ADN gen6émico 1 pL.

e [La amplificacion del ADN se realizé en el Termociclador Applied Biosystems (equipo del
Laboratorio de Genética y Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad
Nacional de Trujillo).Las condiciones de la PCR fueron:

i. Desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 minutos.
ii. 35 ciclos de:
o Desnaturalizacion a 94 °C por 45 segundos.
o Hibridacion a 55 °C por un minuto.
o Extension a 72 °C por 45 segundos.
iii. Un ciclo final de extension de 72 °C por 7 minutos.

Electroforesis

e Se prepard el gel para el corrido electroforético con 0.4 g de agarosa, 4 mL de tampoén de
electroforesis TAE 1X y 0.2 mL de bromuro de etidio.

e En un cinta de parafina de mezclo 1 pL del producto de amplificacion con 1 uL de azul de
bromofenol para cada cultivo, para luego colocarlo en el pocillo correspondiente del gel de
agarosa.

e La placa de electroforesis se conecto a la fuente de poder a una potencia de 200 V por 40 minutos
para el corrido de los fragmentos amplificados.

RESULTADOS

En las Figs. 1, 2, 3 y 4 se muestra los resultados del PCR en relacion a la banda patron de
660pb, en las diferentes muestras, consecutivamente de la 1 a la 29.

DISCUSION

La identificacion de la especie Listeria monocytogenes por amplificacion del fragmento de ADN
conservado perteneciente al gen 7ap nos garantizé la fiabilidad de los resultados obtenidos, lo cual
evidencia la presencia significativa de este patdogeno en un 27% de los cultivos de Listeria sp.
procedentes de lugares de expendio de carne de res en Trujillo, lugares que resultan ser fuentes de
desarrollo y diseminacion de este microorganismo causante de la listeriosis, enfermedad que hoy en
dia ocupa el segundo lugar después de la salmonelosis, como causa mas frecuente de muerte entre las
enfermedades que son transmitidas por alimentos®33, La diferencia significativa entre la presencia de
L. monocytogenes con un 27% 'y Listeria sp. con un 73% evidencia que en los lugares donde se
aislaron estos cultivos tienen inadecuadas practicas de limpieza para este patdogeno?4.
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Fig. 1. Fragmento de ADN del gen 7ap amplificado en el cultivo 1 de 660 pb separado por electroforesis en gel
de agarosa (MP, marcador de peso molecular ladder 100 bp; Lm, Listeria monocytogenes (control positivo); Ec,
Escherichia coli -control negativo-)

MP Lm Ec 9 10 11 12 13 14 15

00 -

Fig. 2. Fragmentos de ADN amplificados del gen iap en los cultivo 10, 12, 13, 14 y 15 de 660 pb
separado por electroforesis en gel de agarosa (MP, marcador de peso molecular ladder 100 bp; Lm, Listeria
monocytogenes (control positivo); Ec, Escherichia coli -control negativo-).
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Fig. 3. Fragmentos de ADN amplificados del gen z7ap en los cultivo 18, 19, 21 y 23 de 660 pb separado por
electroforesis en gel de agarosa (MP, marcador de peso molecular ladder 100 bp; Lm, Listeria monocytogenes
(control positivo); Ec, Escherichia coli -control negativo-).
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Fig. 4. Frecuencia de la especie Listeria monocytogenes identificada usando PCR clasico a partir de cultivos de
Listeria sp. procedente de lugares de expendio de carne de res en Trujillo (p < 0.05, hay significancia: la
diferencia es significativa)
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La extraccion y preparacion del ADN molde de los cultivos de Listeria sp. se realizé6 mediante el
método del hervor, método sencillo, rapido y econoémico, el cual nos proporcioné un ADN molde de
baja pureza pero que resultd ser de calidad suficiente para realizar la amplificacion del fragmento del
gen iap en 235 segmentos objetivos?’. Los cebadores usados en esta investigacion Mono A y Lis1B
evidenciaron su alta especificidad al reconocer el segmento objetivo de 660 pb del gen 7ap especifico
para Listeria monocytogenes y no para otras especies de Listeria'-3*. En otras investigaciones?® usan
una combinacion de cebadores especificos para identificar otras especies L. rnnocua, L. grayi y las
tres especies agrupadas L. ivanovii, L. seeligeri y L. welshimeri respectivamente, todas de interés
clinico. Asi, la técnica de PCR puede ser util para la identificacion y diferenciacion entre especies del
género Listeria aisladas de diferentes fuentes. Sin embargo en esta investigacion la eleccion del
segmento objetivo de 660 pb ubicado en el gen 7ap fue en base a estudios anteriores en el cual se
determinod el uso de los cebadores Mono A y LislB para la identificacion de L. monocytogenes
mediante PCR clasico “D, ya que en el ensayo PCR miltiple para la identificacion de L.
monocytogenes se emplea el cebador especifico para el gen /4ly, la amplificacion con este cebador
produce segmentos objetivos de ADN de 210 pb28.

Se conoce que una causa frecuente de falsos negativos y/o amplificaciones atenuadas de
fragmentos objetivos por PCR clasico, es debido a inhibidores organicos e inorganicos presentes en las
muestras de ADN contaminadas que actuan directamente inhibiendo la accion de la 7aqg polimerasa,
pese a esto, en esta investigacion los cultivos de Listeria sp. usados para la extraccion de ADN molde,
provienen de un cultivo que fue sometido a un proceso de aislacion y purificacion por lo que se
descarta la presencia de inhibidores durante el ensayo de la PCR30.31,

Por otro lado, es importante recalcar que la listeriosis es una enfermedad de transmision
alimentaria, siendo implicados principalmente los productos lacteos y carnicos que por su alto
contenido proteico y graso favorecen el crecimiento bacteriano (7, ademas la transmision se comporta
como brotes epidémicos de fuente comun, lo que podria justificar la similitud entre las cepas clinicas
de L. monocytogenes identificadas; es decir, la poca variabilidad de genotipos observados. Sin
embargo, la transmision vertical y nosocomial de listerias son también posibles, por lo que los datos
obtenidos en esta investigacion muestran la presencia real de esté patdégenos en lugares de comun
transito para persones que pertenecientes a los grupos de riesgo, por lo que se abre un gran campo de
investigacion en la identificacion mediante técnicas moleculares rapidas, especificas y fiables®-32.

CONCLUSIONES

e Existe diferencia significativa entre Listeria monocytogenes y Listeria sp. con respecto a la
frecuencia de identificacion.

e De los 37 cultivos de Listeria sp. 10 (27%) cultivos fueron identificados como Listeria
monocytogenes.
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RESUMEN

Se determiné el efecto de las temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10, 10.5 sobre la
degradacion de cianuro de sodio por Pseudomonas sp. aislada a partir de lodos activos de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Covicorti-Trujillo (Pert). La muestra de lodo activo se recolectdé mediante un
muestreo por conveniencia y fue sometida a un enriquecimiento en un caldo minimo de sales con 500 ppm de
cianuro de sodio durante 4 dias. Para los ensayos se tuvieron seis frascos de vidrio conteniendo 100 mL de caldo
minimo de sales con buffer carbonato, 1000 ppm de cianuro de sodio y 4mL de indculo de Pseudomonas sp.
(2.7 x 109 cel/mL) a las temperaturas de 32 y 36° C en combinacion con los pH 9.5, 10 y 10.5 (disefo factorial);
se usaron también otros seis frascos de vidrio como controles bajo las mismas condiciones pero sin in6culo.
Cada ensayo se realizo por triplicado y durante seis dias; la degradacion de cianuro de sodio fue medida al
tiempo cero y cada 24 horas mediante el método titulométrico. Los resultados muestran maxima degradacion de
cianuro por Pseudomonas sp. a 36°C/pH 9.5(655ppm) y 32°C/ pH9.5(648 ppm) pero minima degradacion a
36°C/ pH 10.5(203 ppm). Los analisis de confirman diferencia estadistica significativa entre los controles y
todos los tratamientos usados; también demuestran que no existe diferencia significativa entre aquellos
tratamientos que usaron el mismo pH (9.5, 10 y 10.5). Se concluye que la combinacion de las temperaturas 32 y
36°C con los pH 9.5, 10, 10.5 influyen sobre la degradacion de cianuro de sodio por Pseudomonas ps siendo
las combinaciones de 32y 36°C con el pH 9.5 las que favorecen este proceso.

Palabras clave: Degradacion, cianuro de sodio, Pseudomonas, método titulométrico

ABSTRACT

Effect of 32 and 36 °C temperatures in combination with the pH at 9.5, 10.0, and 10.5 on the degradation of
sodium cyanide by Pseudomonas sp. isolated from activated sludge treatment plant wastewater COVICORTI-
Trujillo (Peru) was determined. The activated sludge sample was collected using a convenience sample and was
subjected to enrichment in minimal salts broth with 500 ppm of sodium cyanide for four days. For trials six glass
bottles containing 100 mL were taken broth minimal salts buffer carbonate, 1000 ppm of sodium cyanide and 4
ml of inoculum of Pseudomonas sp. (2.7 x 109 cells/mL) at the temperatures of 32 and 36 °C in combination
with the pH 9.5, 10 and 10.5 (factorial design); six were also used other glass bottles as controls under the same
conditions but without inoculum. Each assay was performed in triplicate, for six days; Degradation of sodium
cyanide was measured at time zero and every 24 hours through titulométric method. The results show high
degradation of cyanide by Pseudomonas sp. at 36°C / pH 9.5 (655ppm) and 32 °C/pH 9.5 (648 ppm) but minimal
degradation at 36 °C/pH 10.5 (203 ppm). Analysis to confirm static significant difference between controls and
all treatment used; also show that there is no significant difference between treatments that used the same pH
(9.5, 10 and 10.5). The paper concludes that the combination of the temperatures 32 and 36 © C with pH 9.5, 10,
10.5 influence the degradation of sodium cyanide Pseudomonas sp. combinations being 32 to 36 ° C with the
pH 9.5 which favors this process.

Keywords: Degradation, sodium cyanide, Pseudomonas, titulometric method



INTRODUCCION

Los cianuros son considerados contaminantes debido a su alta toxicidad para todos los organismos
aerobicos, reaccionan con iones metalicos de enzimas tales como Fe, Zn y Cu, es un inhibidor
irreversible de enzimas que participan en la cadena respiratoria a nivel mitocondrial, especificamente
reacciona con la forma oxidada del citocromo a3!2; la concentracion entre 150 y 300 ppm es letal para
el ser humano y a niveles de 50 ppm se puede percibir con el olfato, a pesar de que el cianuro es un
compuesto altamente nocivo, se produce naturalmente por mecanismos como la cianogénesis y
sintesis de etileno3, pero también es transformado por mecanismos de detoxificacion biologica*s,
alcanzandose asi un equilibrio ambiental relativo.

Dentro de las formas mas toxicas se tiene el ion cianuro (CN-) y el cianuro de hidrogeno (HCN) el
cual es letal con una dosis de 90 a 100 ppm y puede ser percibida desde los 20 a 30 ppm 3.6, La vida
media del cianuro de hidrogeno en la atmosfera es de aproximadamente 1 a 3 afios, este se encuentra
principalmente como cianuro de hidrogeno gaseoso; mientras que una pequefia cantidad como finas
particulas de polvo. Los compuestos de cianuro se mueven con bastante facilidad en el suelo,
formandose cianuro de hidrogeno que luego se evapora; otros compuestos de cianuro se transforman a
otras formas quimicas por la accion de microorganismos en el suelo. En concentraciones altas, el
cianuro es toxico a estos microorganismos ya que permanece sin ser cambiado a otras formas y
atraviesa el suelo llegando hasta el agua subterranea’. Las distintas formas de exposicion a este
compuesto para algunos animales y humanos son: Al respirar aire cerca de sitios de desechos
peligrosos que contienen cianuro; al beber agua, tocar tierra o comer alimentos que contienen cianuro
de manera natural como algunos tipos de frijoles y almendras, el humo de cigarrillos y el humo
proveniente de incendios, son fuentes importantes de cianuro3-.

En la actualidad, grandes cantidades de cianuro en sus distintas formas son descargados a diario en
suelos, aguas y aire procedente de diferentes actividades industriales tales como la mineria, en el
proceso de recuperacion de oro?, actividades de electrolisis de aluminio, que se realizan para recubrir
la superficie del metal y protegerlo contra la corrosion!9, carbonizaciéon de madera empleada para
cocinar, llamada también pirolisis y gasificacion de carbén o gasificacion por pirolisis rapidall,
producciones farmacéuticas y produccion de fibras sintéticas como plasticos!2.

En Pert, el 20 % de la producciéon minera aurifera es informal, lo cual hace que la problematica de
la contaminacion por cianuro, mercurio y otros desechos toxicos se agudice aun mas, debido al poco
control del cumplimiento de las normas que regulen sus usos y emisiones al ambiente, contaminando
el suelo, aire y agua. Entre los departamentos mas afectados tenemos a madre de Dios, La Libertad y
Cajamarca, siendo Madre de Dios donde se centra el 96% de la mineria informal!3.

Existen métodos de tratamientos quimicos para degradar el cianuro que generalmente se basan en la
cloracion alcalinal4, pero no son muy recomendables, debido a que en ellos se utilizan reactivos que
causan otro tipo de contaminacion, es el caso de los tratamientos de cianuro mediante su oxidacion
con hipoclorito de calcio, produciéndose cianato de calcio y finalmente cloruro de ciandgeno y
organoclorados, liberandose al medio ambiente cloro residual y cloruros!s. Entre los efectos que estos
compuestos pueden causar a largo plazo, se pueden mencionar: carcinogénesis, mutagénesis,
teratogénesis, enfermedades respiratorias y encefalopatias cronicas!®; por lo tanto se hace necesario
recurrir a otros tratamientos complementarios, que controlen la liberacion de los nuevos contaminantes
cuya acumulacion llega a ser igual o mas dafiino que el mismo. También existen métodos bioldgicos
para la degradacion de cianuro, utilizando algunas especies de hongos, tales como Fusarium
oxyporum, F. solani, Gliocladium virens y Trichoderma koningii, sin embargo, las bacterias también
son buenos degradadores de cianuro y dentro de ellos tenemos algunas especies de los generos
Bacillus y Pseudmonas 7, este Gltimo género es considerado entre los mejores para la degradacion de
cianuro debido a su versatilidad metabdlica , ya que tiene una amplia capacidad oxidativa y una alta
adaptabilidad para utilizar una gran variedad de sustancias quimicas como fuente de carbono y
nitrégeno; es también muy tolerante a ambientes alcalinos y con muy poca cantidad de nutrientes!s:19,

Los estudios realizados anteriormente demuestran la capacidad de un extracto celular de Ps. putida
para utilizar el cianuro como unica fuente de carbono y nitrogeno. En los ensayos las células crecieron
en presencia de cianuro de sodio (NaCN) y se midi6 la habilidad enzimatica para convertir el cianuro
en amonio a pH 7.5 y pH 9.520. Asimismo, se hizo una propuesta de detoxificacion de ambientes
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mineros mediante métodos quimicos y bioldgicos, para estos ultimos propone condiciones de
degradacion hasta de 700 ppm de cianuro de sodio, realizando mediciones de la concentracion residual
de cianuro mediante los métodos titulométrico, colorimétrico y por conductividad idnica, aunque
recomienda este ultimo por ser mas seguro para el operario, se considera muy util el método
titulométrico cuando las concentraciones de cianuro que se van a medir son tan altas?!.

En el 2004 se aislo una cepa de Ps. pseudoalcaligenes CECT5344, utilizando un medio de cultivo
minimo preparado sin amonio y citrato, a pH 9.5 con 100ppm de NaCN y 50 mM de acetato como
unicas fuentes de nitrogeno y carbono respectivamente, durante el proceso de degradacion de cianuro,
el microorganismo fue capaz de crecer en medios alcalinos, hasta pH de 11.5 siendo 9 el pH optimo
para la degradacion de cianuro y tolerar concentraciones de 1400 ppm de cianuro libre; el crecimiento
del microorganismo fue concomitante y proporcional a la degradacion de cianuro, el cual fue
estequiometricamente convertido en amonio, adicional al cianuro el microorganismo utilizé como
fuente de carbono amonio, nitratato y cianato: todo el cianuro y amonio fueron asimilados, la actividad
enzimatica de la cianasa se indujo durante el crecimiento del microorganismo en presencia de cianuro
o0 cianato, pero no con amonio o nitrato como fuente de carbono; los resultados sugieren que el cianato
puede ser un intermediario en la ruta de degradacion del cianuro, pero no se excluyen en este trabajo
otras rutas alternas para la degradacion del cianuro22,

La biotecnologia microbiana es una opcion que cada vez impacta mas el campo de la produccion
limpia, ofreciendo de esta forma otra solucion al problema de acumulacion de cianuro en el medio
ambiente 6. Sin embargo en el Perl no se toma importancia al estudio e investigacion de técnicas y
procesos, que con ayuda de microorganismos aporten a la degradacion de este compuesto de manera
no toxica, tampoco se ha encontrado antecedentes acerca de la influencia que tienen la combinacion de
temperaturas y pH en la degradacion de cianuro por Pseudomonas sp. La presente investigacion tuvo
como objetivo determinar el efecto de las temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5,
10, y 10.5 sobre la degradacién de cianuro de sodio por Pseudomonas sp.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico:

e Cultivo de Pseudomonas sp. aislado a partir de lodos activos de la planta de tratamiento de aguas

residuales de Covicorti, Trujillo.

¢ Cianuro de sodio (20 g) procedente de la mina San Luis S.R.L. de la provincia de Pataz, regién La

Libertad, Peru.
Recoleccion de la muestra

Se recolectaron aproximadamente 200 ml de lodo activo en tres frasco estériles, de 3 puntos
referenciales de las pozas de oxidacién de la planta de tratamiento de aguas residuales de Covicorti-
Trujillo (Peru), los cuales fueron transportados posteriormente en un cooler hacia el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional De
Trujillo donde se mezclaron homogéneamente y enriquecieron para finalmente aislar un cultivo puro
de Pseudomonas sp.

Enriquecimiento de la muestra con cianuro de sodio

En este enriquecimiento se empled 100 ml de caldo un medio minimo de sales (0.005 % de KoHPO4,
0.2% de NaSO4, 0.003% de NaCl, 0.1% de MgSOy) y buffer carbonato a pH 9, a este caldo se le
adiciono 500 ppm de cianuro de sodio como fuente de carbono y nitrégeno, finalmente se afiadio 10
ml de la muestra de lodo activo. Se homogenizd por 5 minutos y fue incubado a temperatura ambiente
por 3 dias 46.

Aislamiento e identificacion de Pseudomonas sp:

Para el aislamiento de Pseudomonas sp. se utilizd: Agar Cetrimide (medio selectivo) el cual una vez
sembrado fue incubado a 42°C x 48 horas. La comprobacion de la pureza del cultivo de Pseudomonas
sp. se realiz6 mediante crecimiento en agar Mac Conkey e identificacion bioquimica usando pruebas
tales como: TSI, LIA, SIM, citrato, indol, oxidasa y catalasa ; adicionalmente se realizd también una
coloracion Gram y observacion microscopica de la bacteria con lo que se corrobor6 su morfologia y
clasificacion Gram.
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Preparacion del inoculo y estandarizacion

El indculo utilizado estuvo dado por una poblacion celular en 24 ml de solucion buffer carbonato a
pH 9, el que se compar6 con el tubo N°3 del Nefelometro de Mac-Farland. Adicionalmente para
corroborar la cantidad real de bacterias ingresadas se realizd una siembra del indculo en agar
cetrimide a diluciones 10-¢ y 107 y luego de 24 horas de incubacion a 36°C se procedio al recuento
respectivo 26.

Ejecucion del bioensayo.

Se agregd 4 ml de inoculo de Pseudomonas sp. (1.3 x 10%) en 6 matraces Erlenmeyer, cada uno con
un volumen de 100 ml de un caldo minimo de sales con buffer carbonato y cianuro de sodio (NaCN) a
1000 ppm. Como controles, se usaron 6 matraces adicionales, con las mismas condiciones pero sin
inoculo y se realizaron mediciones de la concentracion residual de cianuro cada 24 horas, durante un
periodo de 6 dias, tanto en los matraces inoculados como en los controles.)

Las condiciones que se utilizaran para cada bioensayo se describen a continuacion:

e Dos matraces Erlenmeyer conteniendo 100 ml del caldo minimo de sales (K,HPO4 0.005%,

NaH»PO4 0.2%, NaCl 0.003%, MgS04.7H>0 0.1%, y buffer carbonato) mas 1000 ppm de cianuro
de sodio a pH 9.5 se inocularon con Pseudomonas sp.; uno de ellos se mantuvo a 32°C y el otro a
36°C durante 6 dias. Como control se tuvo dos matraces Erlenmeyer con las mismas condiciones
pero sin inoculo bacteriano.

e Dos matraces Erlenmeyer conteniendo 100 ml del caldo minimo de sales (KoHPO4 0.005%,

NaH,PO4 0.2%, NaCl 0.003%, MgS04.7H>0 0.1%, y buffer carbonato) mas 1000 ppm de cianuro
de sodio a pH 10 se inocularon con Pseudomonas sp.; uno de ellos se mantuvo a 32°C y el otro a
36°C durante 6 dias. Como control se tuvo dos matraces Erlenmeyer con las mismas condiciones
pero sin inoculo bacteriano.

e Dos matraces Erlenmeyer conteniendo 100 ml del caldo minimo de sales (KoHPO4 0.005%,

NaH,PO; 0.2%, NaCl 0.003%, MgS04.7H,0 0.1%, y buffer carbonato) mas 1000 ppm de cianuro
de sodio a pH 10.5 se inocularon con Pseudomonas sp.; uno de ellos se mantuvo a 32°C y el otro a
36°C durante 6 dias. Como control se tuvo dos matraces Erlenmeyer con las mismas condiciones
pero sin inoculo bacteriano.

Los ensayos se realizaron en condiciones aerdbicas s6lo con la boca de los matraces Erlenmeyer
cubierta por tapones de algodon. Se realizaron 3 repeticiones de cada uno de los ensayos.

Medicion de la biodegradacion de cianuro de sodio por Pseudomonas sp:

La concentracion de cianuro residual fue medida por el método titulométrico, cada 24 horas durante
6 dias, tanto en los matraces inoculados como en los controles 26,

Analisis estadistico.

Los datos obtenidos de la cantidad de cianuro residual en el sexto dia de evaluacion fueron evaluado
mediante Analisis de Varianza (ANAVA) y la prueba de TUKEY para determinar el grado de
significancia entre cada una de las combinaciones de temperatura y pH. Esto se realizo con el
programa estadistico IBM SPSS statistics version 20.

RESULTADOS

Se aisld e identifico un cultivo de Pseudomonas sp. procedente de las pozas de oxidacion de
Covicorti-Trujillo (Perti), con capacidad de degradar concentraciones de 1000 ppm de cianuro de
sodio y tolerar un pH hasta de 10.5.

En la tabla 1, se muestra que la concentracion media residual de cianuro de sodio en caldo minimo
de sales con buffer carbonato durante seis dias de tratamiento con Pseudomonas sp. a temperaturas de
32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10 y 10.5 fue realmente distinta (p<0,05)

En la tabla 2, se muestra la degradacion media acumulada de cianuro de sodio en caldo minimo de
sales con buffer carbonato por Pseudomonas sp. a lo largo de seis dias de tratamiento con
temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10 y 10.5; observandose maxima
degradacion sp. a 36°C/pH 9.5 (655ppm) y 32°C/ pH9.5 (648 ppm) pero minima degradacion a 36°C/
pH 10.5(203 ppm).
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En la Fig. 1 se muestra los porcentajes de degradacion total de cianuro de sodio en caldo minimo de
sales con buffer carbonato a 1000 ppm por Pseudomonas sp. después de 6 dias de tratamiento a
temperaturas de 32°C y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10, 10.5 .

Tabla 1. Concentracion media residual de cianuro de sodio en caldo minimo de sales con buffer carbonato
inoculado con Pseudomonas sp. durante seis dias a temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5,
10y 10.5.

Concentracion media residual (ppm)

Dias
Tratamiento 0 1 2 3 4 5 6
Control 1000 1000 1000 1000 1000 1000 10002
32°C /9.5 1000 849 697 524 442 379 352b
32°C/ 10 1000 898 783 702 663 627 594¢
32°C/10.5 1000 961 930 887 848 825 788d
36°C /9.5 1000 837 669 513 437 386 345b
36°C /10 1000 906 814 724 656 602 580¢
36°C/10.5 1000 957 906 865 835 812 7974

(a,b,c,d) Letras distintas presentan diferencia significativa (p <0.005 )

Tabla 2. Degradacion media acumulada de cianuro de sodio en caldo minimo de sales con buffer carbonato por
Pseudomonas sp. a lo largo de seis dias de tratamiento a temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los
pH9.5, 10y 10.5.

Degradacion media acumulada (ppm)

Dias
Tratamiento 0 1 2 3 4 5 6
Control 0 0 0 0 0 0 0
32°C/9.5 0 151 303 476 558 621 648
32°C/ 10 0 102 217 298 337 373 406
32°C/10.5 0 39 70 113 152 175 212
36°C /9.5 0 163 331 487 563 614 655
36°C/ 10 0 94 186 276 344 398 420
36°C/10.5 0 43 94 135 165 188 203
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Fig. 1. Porcentajes de degradacion total de cianuro de sodio en caldo minimo de sales con buffer carbonato por
Pseudomonas sp. después de 6 dias de tratamiento a temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5,
10y 10.5.

DISCUSION

El trabajo se inicié con un enriquecimiento de la muestra recolectada (lodo activo); con la finalidad
de contribuir a que las Pseudomonas presentes en la muestra encuentren una ruta degradativa para el
cianuro de sodio y puedan usarlo como fuente de carbono y nitrégeno, seleccionando de esta manera
Pseudomonas que sean capaces de degradarlo y también de tolerar un pH alcalino en donde el cianuro
no se volatilice!“.

Para el aislamiento de Pseudomonas sp se utiliz6 un medio selectivo que fue agar cetrimide, el cual
estd compuesto de amonio cuaternario que es un inhibidor de gran variedad de especies bacterianas
incluyendo muchas especies del genero Pseudomonas, lo que permite obtener un cultivo de este
género mas selectivo; la produccion del pigmento piocianina se ve estimulada por el magnesio,
cloruro de potasio y sulfato presentes en el medio. La tincion Gram, crecimiento en agar Mac Conkey
y pruebas bioquimicas confirman que efectivamente el cultivo aislado fué Pseudomonas sp.!:18.

Una de las pruebas de confirmacion para asumir que el cultivo aislado fue Pseudomonas sp es el
crecimiento en agar Mac Conkey que es un medio selectivo para bacterias Gram negativas, en este
medio el viraje del color del indicador de pH (rojo neutro) se produce por fermentacion de la lactosa
presente en el medio ocasionando la disminucion del pH alrededor de la colonia. Los microorganismos
no fermentadores de lactosa como Pseudomonas sp. producen colonias incoloras o amarillas, esto
también se evidencio en el crecimiento obtenido en Mac Conkey durante esta investigacion!8:24,

Pseudomonas sp. es una bacteria que no degrada sacarosa, lactosa ni glucosa con formacion de
acidos y que tampoco elimina acido sulfhidrico luego de degradar el tiosulfato, esto se hace evidente
en la prueba bioquimica que usa el medio agar hierro tres azucares (TSI) el cual manifiesta
alcalinidad tanto para la degradacion de lactosa y sacarosa como para glucosa con la usencia de acido
sulfhidrico (K/K-); otra prueba bioquimica realizada fue la descarboxilacion de la lisina cuyo resultado
es negativo para Pseudomonas sp. esto se evidencio con un color violeta del medio agar lisina hierro
(LIA) donde fue sembrado el cultivo aislado. El crecimiento en medio SIM que se utiliza para
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observar la motilidad de los microorganismos, Pseudomonas sp. presenta una motilidad negativa en
este medio lo cual también sucedid con el cultivo aislado 24. La ultima prueba bioquimica realizada en
medios solidos fue la del uso del citrato como tnica fuente de carbono donde el cultivo aislado dio
positivo, lo cual es compatible con la bacteria Pseudomonas sp.?2.

Pruebas como la catalasa, oxidasa e indol también fueron realizadas al medio de cultivo aislado para
determinar la presencia de enzimas que confirmen que este cultivo es Pseudomonas sp. Los resultados
obtenidos en estas pruebas fueron los esperados ya que dieron positivo para las pruebas de catalasa y
oxidasa, pero negativo para la prueba de indol!s.

Las bacterias del género Pseudomonas tienen requerimientos nutricionales muy simples, ya que
pueden utilizar mas de 100 compuestos como fuente de carbono y energia, entre ellos el cianuro y
poseen también una variedad de operones inducibles por lo cual nutricionalmente son un género muy
versatil, esto hace que varias especies de este género sean muy importantes en procesos de
biorremediacion?!.

La biodegradacion del cianuro podria ser una opcion a los procedimientos industriales. Los métodos
bioldgicos y particularmente los microbioldgicos, se constituyen en alternativas eficientes, porque son
especificos, respecto a los focos en los que se pretende que actiien y luego de estandarizarse, pueden
resultar muy econdmicos, respecto a los procesos quimicos. Otra ventaja de estos procesos es su
disefio simple y el control que se posee del proceso operativo, los bajos costos de las sustancias
quimicas y la capacidad de tratar por este método todas las formas de cianuro y subproductos 12:22.23,

Existen en la naturaleza organismos capaces de crecer en presencia de cianuro, tal es el caso de
boleophatimus boddaerti, una especie de pez que tolera ciertas concentraciones de cianuro en el
ambiente, esta tolerancia no envuelve la capacidad de degradarlo, como es el caso de algunas especies
del genero Pseudomonas 30, las cuales poseen las herramientas enzimaticas necesarias para sobrevivir
en ambientes altamente contaminados con cianuro y tienen la capacidad de degradarlo utilizdndolo
como fuente de carbono!420 y de nitrogeno26.27, este poder de degradacion estd reflejado en los
resultados obtenidos en la presente investigacion: la concentracion media y la degradacion media de
cianuro de sodio en un medio de cultivo inoculado con Pseudmonas sp. a lo largo de 6 dias a
temperaturas de 32 y 36°C en combinacién con los pH 9.5, 10 y 10,5 ; se observa también que en
todos los tratamientos establecidos Pseudomonas sp. redujo la concentracidon de cianuro inicial en
todos los caldos de cultivo donde se inoculé dando una diferencia significativa entre estos (p<0.05).

de sodio en medio minimo de sales con buffer carbonato después de 6 dias de tratamiento a
temperaturas 32°C y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10, 10.5; observandose que a los rangos
de temperatura y pH usados en el presente estudio, la degradacion de cianuro de sodio por
Pseudomonas sp. es inversamente proporcionales al aumento del pH y que la temperatura no ejerce
efecto sobre este proceso. En el andlisis estadistico realizado por la prueba de tukey no existe
diferencia significativa entre los datos de degradacion obtenidos bajo el mismo pH tanto para la
temperatura de 32 y 36° C, pero si evidencia diferencia significativa entre los datos obtenidos bajo pH
diferentes. Esto evidencia que la temperatura no ejerce efecto significativo respecto a la capacidad de
degradar cianuro de sodio por Pseudomonas sp.; sin embargo, los pH evaluados de 9.5, 10, 10.5
tiene una gran influencia en la capacidad degradadora de la bacteria sobre el cianuro sodio. Dichos
resultados se debe a que en los rangos de temperatura y pH evaluados para la degradacion de cianuro,
el pH ejerce un mayor afecto sobre los procesos de transporte a través de la membrana celular, ya que
Pseudomonas sp. es una bacteria que crece preferentemente a pH neutro y con rangos de temperatura
mesofilos2!:29,

En estudios realizados determinan que algunas especies de Pseudomonas poseen oxidasas insensibles
al cianuro, las cuales poden seguir funcionando con altas concentraciones del mismo. Ademas cuando
se produce estrés se activaban una serie de mecanismos de seguridad que incluian a la alquil
hidroperdxido reductasa, la cual sustituye a la catalasa en las funciones de proteccion frente al estrés
oxidativo. También se producen HSP (proteinas de choque térmico) estas moléculas no soélo
defienden a las proteinas de las altas temperaturas, también lo hacen contra otros fenomenos que
provocan desnaturalizacion, tales como como el pH. Esto puedo haberse dado en el proceso de
degradacion de cianuro de sodio por el cultivo de Pseudomonas sp. aislado ya que fue resistente a
una concentracion alta de cianuro (1000 ppm) y a pH de hasta 10.5 24,

Luque en el 2005, establece que en condiciones fuertemente alcalinas y utilizando el cianuro como
unica fuente de carbono para la cepa Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344, los compuestos
como el hierro y algunas sustancias orgéanicas reaccionan quimicamente con el cianuro, afectando el
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crecimiento de los microorganismos, esto debido a que el cianuro se asocia con estos elementos
formando complejos, de los cuales el microorganismo no puede obtener carbono ni nitrégeno
facilmente. Sin embargo la limitacion de hierro en el medio de cultivo sugieren la produccion de
sider6foros por parte del aislado bacteriano, aunque este metabolito no fue medido en el medio
residual, es importante considerar esta variable para trabajos futuros ya que estos metabolitos son de
gran interés en la agricultura para el control de algunas bacterias y hongos fitopatdgenos2s2°.

Durante la evaluacion de la degradacion de cianuro de sodio se observa que los dias 1,2y 3 a
comparacion de los posteriores, se presentd un mayor porcentaje de biodegradacion de cianuro de
sodio en todos los tratamientos evaluados; estos resultados coinciden con otros trabajos donde se
demuestra que las formas de cianuro libre, CN- provenientes de las formas NaCN, KCN, etc., se
biodegradan mas rapidamente que las formas de cianuro asociadas a complejos metalicos tales como
(K2Ni(CN)4) y (K3Fe(CN)6)30. también se encontré que la limitacion de nutrientes como el fosforo
incrementa la toma de carbono por parte de las células, lo cual pudo haber favorecido que
Pseudomonas sp. degrade el cianuro utilizandolo como fuente de carbono 3. Es por esto que la
composicion del caldo minimo de sales utilizado en los tratamientos presenta muy poco porcentaje
de fosforo y potasio (0.005%). Otro motivo por el cual la biodegradacion d cianuro de sodio es mas
rapida en los 3 primeros dias y se estabiliza a partir del 4 dia seria por el aumento en la concentracion
de amonio ya que el microorganismo tomaria el amonio como fuente de nitrogeno dejando la toma
del cianuro de sodio para cuando la concentracion de amonio vuelva a descender 5.18.19.

La proporcion HCN/ CN- depende fundamentalmente del pH. El elevado pKa del cianuro (9),
implica que a pH neutro o acido, este compuesto se volatilice en forma de HCN. Desde el punto de
vista quimico la eliminacion bioldgica del cianuro requiere condiciones alcalinas y una fuente de
carbono incapaz de reaccionar quimicamente con el cianuro como lo es el buffer carbonato a pH 9.6%°

En los controles con caldo minimo de sales y buffer carbonato a los pH de 9.5, 10, 10.5 en
combinacion con las temperatura 32 y 36°C, se observa una retencion del el 100% de cianuro después
de 6 dias de tratamiento, observar lo que evidencia la no volatilizacion del cianuro del medio y el
poder de degradacion de Pseudomonas sp. sobre el cianuro de sodio, ya que en dichos controles no se
inocul6d la bacteria. La retencion del cianuro de sodio es debido a que el pH es el factor
determinante para mantener al cianuro en una forma estable no volatil y que la temperatura no ejerce
efecto sobre la retencion de cianuro en el medio, a esta conclusion también se ha llegado en otros
trabajos donde se ha demostrado que el pH es factor clave en estos procesos 3031,

Se eligio usar Buffer carbonato para realizar los bioensayos, pues no reacciona con el cianuro
formando complejos u otras sustancias toxicas y porcentaje de recuperacion de cianuro es aceptable y
se garantiza la estabilidad del pH durante el tiempo de los bioensayos. En trabajos con células
neuronales de gatos se ha verificado que el buffer carbonato es un medio eficiente en conservar el pH
estable a través del tiempo y mantener las concentraciones de cianuro constante. También es
importante resaltar que el cultivo aislado de Pseudomonas sp., se ajusta a las condiciones de pH
requeridas para la biorremediacion de compuestos cianurados, pues toleré los medios con pH 9.5,
10,10.5, sobrepasando la tolerancia de aislados pertenecientes a la misma especie evaluados en otros
estudios, a pH de 7.0, 7.5y 9.5 5.3,

Investigaciones como la realizada por Kunz encontraron que P. fluorescens NCIMB11764 fue eficaz
en la remocion de formas simples de CN- (KCN) en las primeras 72 horas, utilizando el compuesto
cianurado como unico inductor enzimatico. En este caso el cianuro induce la produccion de cianuro
oxigenasa y se obtiene como productos de conversion enzimatica CO2, NH3 y a-cetoacidos como
coproductos’. Esta podria ser una de las vias que utiliza la bacteria durante la degradacion del cianuro
de sodio sin embargo dichos productos no fueron medidos en esta investigacion. Cabe resaltar
también que es posible que la biodegradacion no haya sido totalmente completa y en el medio
permanezcan compuestos intermedios entre cianuro y amonio, como cianatos, tiocianatos y
formatos3!:34, Por el contrario, todo el cianuro pudo ser convertido a amonio y éste, por procesos de
nitrificacion pasar a nitritos y nitratos o por procesos de regeneracion a d-cetoacidos, en presencia de
CO23334,
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CONCLUSIONES

e Se aislé  Pseudomonas sp. a partir de lodos activos de la planta de tratamiento de agus residuales
de Covicorti, Trujillo (Perl) capaces de degradar cianuro de sodio y tolerar un pH de 10.5.

e La combinacion de las temperaturas 32 y 36°C con los pH 9.5, 10, 10.5 influyen sobre la
degradacion de cianuro de sodio por Pseudomonas sp. observandose maxima degradacion al
combinar las temperaturas 32 y 36°C con el pH 9.5, con valores de 648 y 655 ppm de cianuro de
sodio degradado para cada combinacidon respectivamente; Por otro lado la minima degradacion de
cianuro de sodio se obtuvo bajo el pH 10.5 con un valor de 312 ppm a 32°C y 203 ppm a 36°C.

¢ Se encontro diferencia significativa entre los controles y todos los tratamientos utilizados para
degradar cianuro de sodio por Pseudomonas sp. en el presente estudio.

e No se encontrd diferencia significativa entre aquellos tratamientos que usaron el mismo pH, sin
importar la temperatura con las que se combinaron; es asi que no se encontrd diferencia
significativa entre los tratamientos de 32°C/pH 9.5 con 36°C/pH 9.5, 32°C/ pH 10 con 36°C/ pH
10 y 32°C/pH 10.5 con 36°C/ pH 10.5.
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RESUMEN

Se determind el efecto del sobrenadante del cultivo de Lactobacillus sp. aislado a partir de heces de neonatos
sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis y Salmonella typhi. Se recolectaron 15
muestras de heces de neonatos, de las cuales se aislaron e identificaron siete cultivos de Lactobacillus sp. La
capacidad antagonista de los siete cultivos fue evaluada contra las bacterias patdgenas mediante el método de
difusion en agar. Se encontrd que los cultivos de Lactobacillus sp. codificados como LMA-1, LMA-4, LMA-7,
LMA-9 y LMA-13 presentan evidente capacidad antagonista, ya que inhibi6 todos los patdgenos evaluados,
mientras que el cultivo de S. aureus presento resistencia frente a los cultivos de Lactobacillus sp, codificados
como LMA-2 y LMA-10. Se concluye que el sobrenadante de los cultivos de Lactobacillus sp. aislado de heces
de neonatos presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Salmonella enteritidis y Salmonella typhi, pero
no sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Lactobacillus sp., Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi,
antagonismo

ABSTRACT

The effect of the culture supernatant of Lactobacilius sp. isolated from feces of infants on the growth of
Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis and Salmonella typhi was determined. 15 stool samples from
neonates, which were isolated and identified seven cultures of Lactobacillus sp were collected. The ability of
antagonist of seven cultures against pathogenic bacteria was assessed by the agar diffusion method. It was found
that Lactobacilllus sp. coded as AML-1 AML-4 AML-7-9 and AML AML-13 showed evident antagonist
capacity since all pathogens tested, while the .S. aureus culture showed resistance against Lactobacillus sp.
cultures coded as AML-2 and AML-10. It was concluded that the culture supernatant of Lactobacillus sp.
isolated from stool of newborns has inhibitory effect on the growth of S. enferitidis and S. typhi, but not on the
growth of .S. aureus.

Keywords: Lactobacillus sp., Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Salmonella typhi, antagonism



INTRODUCCION

En el tracto intestinal existe una gran variedad de bacterias (més de 1000 especies distintas) que
ayudan a prevenir que microorganismos patdogenos lo colonicen. Ademas en el intestino se cuenta con
barreras como la acidez, movimientos peristalticos y la eliminacién de microorganismos extrafios por
medio de la mucosa intestinal. Este tipo de mecanismos de defensa ayudan en muchas ocasiones a
combatir la colonizacién de microorganismos patdgenos.

Lactobacillus, Streptococcus y Bifidobacterium conforman el grupo de bacterias acido lacticas
(BAL) usadas como probidticos en humanos. Las primeras se pueden encontrar en el intestino delgado
y la vagina de los seres humanos y algunas especies son consideradas benéficas debido a que producen
vitamina K, lactasa y sustancias antimicrobianas como acidolina, acidolfina, lactocidina, las cuales
ayudan a combatir y prevenir infecciones en sus hospedadores.

Sin embargo, la actividad antimicrobiana principal de las BAL se debe a la produccion de acido
lactico, acido acético CO,, H,O,, acetaldehido, entre otros. El acido acético y propidnico producidos a
través de la via heterofermentativa, pueden interactuar con las membranas celulares y causar
acidificacion intracelular y desnaturalizacion de proteinas; estos compuestos antimicrobianos son mas
efectivos que el acido lactico debido a los elevados valores de pKa (acido lactico 3.08, acido
propionico 4.87 y acido acético 4.75), por lo tanto, tienen un mayor rango de actividad antimicrobiana
contra levaduras, mohos y bacterias. Al mismo tiempo, se ha observado que el acido acético es mas
efectivo contra el crecimiento de Listeria monocytogenesy la germinacion de Bacillus cereus que el
acido lactico y acido citrico y que el crecimiento de S. fyphimurium se reduce cuando se utiliza a los
acidos lactico y acético combinados, lo que demuestra su actividad sinérgica.

El peroxido de hidrogeno (H2O), por su lado, es producido en presencia de oxigeno por las BAL a
través de la accion de flavoproteina oxidasa o NADH peroxidasa y su efecto antimicrobiano se debe a
la oxidacion de los grupos sulthidrilo causando la desnaturalizacion de enzimas: el H,O» producido
por Lactobacillus 'y Lactococcus es capaz de inhibir cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
Spp. y varios microorganismos psicrotrofos en alimentos; en leche cruda, activa el sistema
lactoperoxidasa, produciendo hipotiocianato (OSCN-), oxiacidos (O>SCN- y O3SCN-) y productos
intermediarios de oxidacion que tienen un amplio espectro de inhibicién contra bacterias Gram
negativas y Gram positivas.

El diéxido de carbono (CO-) es producido principalmente por la via heterofermentativa de las BAL
y a la concentracion del 10% puede disminuir el recuento de bacterianas totales hasta un 50% y a
concentraciones de 20-50% tiene una fuerte actividad antifiingica; asimismo, tiene un afecto
antibacterial contra aerobias Gram negativas como es el caso de Pseudomonas.

El acetaldehido es producido por varias cepas de Lactobacillus y Bulgaricus mediante la accion de
una treonina aldolasa, la cual transforma la treonina en acetaldehido y glicina; sin embargo, debido a
que estas bacterias y Streptococcus thermophilus presentes en el yogurt no pueden metabolizar el
acetaldehido, éste se acumula en el producto aumentando la concentracion a 25 ppm y a
concentraciones entre 10-100 ppm el acetaldehido inhibe el crecimiento de S. aureus, S .typhimurium
y E. coli en productos lacteos?2.

Los Lactobacilos también producen bacteriocinas, que son proteinas o complejos de proteinas,
actuan formando poros en la membrana citoplasmatica, provocando la salida rapida de metabolitos
requeridos para la biosintesis de la célula. En efecto, los péptidos se unen a la membrana
citoplasmatica a través de uniones electrostaticas con los fosfolipidos cargados negativamente, luego
se insertan a la membrana con una reorientacion que depende del potencial de membrana, el cual estd
influenciado por el pH y la composicion fosfolipidica. Los mondémeros de bacteriocina forman
agregados proteicos generando la formacion del poro con la consecuente salida de iones
(principalmente potasio y magnesio), pérdida de la fuerza motriz de protones (FMP), salida de ATP y
aminoacidos, ocasionando la inhibicion de la sintesis de macromoléculas y la produccion de energia
dando como resultado la muerte celular

El género Lactobacillus, de dificil cultivo, es considerado como GRAS “Generalmente reconocido
como seguro” (Generally Recognized as Safe, GRAS). Es un microorganismo probiotico debido a que
tiene caracteristicas que favorecen la salud humana, no tiene efectos negativos, es decir, es inocuo y,
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ademas, colabora en la prevencion de diferentes enfermedades humanas, asi como en las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA).

Las ETA son causadas principalmente por Salmonella y Staphyllococcus y sus caracteristicas
patogénicas, modos de transmision y alimentos en los cuales se encuentran han sido ampliamente
documentados, asi como, la importancia de Lactobacillus como agente antimicrobiano de
microorganismos patdgenos, entre ellos, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus y Vibrio cholerae, considerados de gran importancia en la salud publica debido a los brotes de
infecciones e intoxicaciones generados por el consumo de alimentos contaminados con estas
bacterias. Teniendo en cuenta que no hay referencias respecto de la capacidad bactericida del
probidtico en referencia, se hizo una investigacion orientada a determinar el efecto del sobrenadante
del cultivo de Lactobacillus sp sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y
Salmonella enteritidis, buscando de esta manera una estrategia natural para combatir bacterias
patdgenas transmitidas por alimentos debido a la creciente resistencia a los antibidticos por parte de
estas y al aumento de enfermedades causadas por dichas bacterias a nivel mundial.

MATERIAL Y METODOS

Material de estudio:
¢ Sobrenadante del cultivo de Lactobacillus sp. Obtenido de materia fecal de neonatos del Hospital
Regional Docente de Trujillo
e Cultivo de Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis y Salmonella typhi propporcionados por
el Laboratorio de Alimentos del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo.
Obtencion y transporte de la muestra fecal de neonatos (MFN).

Se tomo6 la muestra directamente del pafial con un hisopo previamente humedecido en SSFE tratando
de obtener la mayor cantidad posible de material fecal. Las muestras fueron tomadas con el respectivo
consentimiento y participacion de los padres. Las muestras obtenidas se trasladaron al Laboratorio de
Microbiologia y Tecnologia de Alimentos del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la
Universidad Nacional de Trujillo, para su respectivo procesamiento y analisis respectivo dentro de las
tres primeras horas de recolectadas.

Enriquecimiento de la MFN

Las muestras colectadas fueron sembradas en caldo Man Rogosa Sharpe (MRS), para su respectivo
enriquecimiento, luego se incubd a 37°C por 12 horas en condiciones de microaerofilials.
Aislamiento, seleccion e identificacion de Lactobacillus sp

Luego del enriquecimiento de las muestras, estas se sembraron por estria en agar MRS, a pH 5.5, se
incubd por 48 horas a 37°C en atmoésfera de microaerobiosis entre 5-10% de dioxido de carbono (CO»)
42, Los cultivos de Lactobacillus se seleccionaron teniendo como base la las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas mediante tincion Gram, forma bacteriana, formacion de esporas,
prueba de la catalasa al 3%!8.

Los cultivos puros fueron sometidos a las siguientes pruebas bioquimicas: produccion de acido y gas
a partir de la glucosa, formacion de H»S, produccion de indol, prueba de oxidacion-fermentacion,
fermentacion de la glucosa que estan indicadas en el Bergey's Manual of Determinative
Bacteriology2.

¢ Produccion de acido, H,S y gas.

Los cultivos puros fueron sembrados en agar TSI, se incubo a 37°C en microaerobiosis por 24
horas; el cambio de color del medio de rojo a amarillo y negro y la presencia de gas se tomo como
una reaccion positiva.

oFermentacion de la glucosa

Los cultivos puros fueron sembrados en el medio de Oxidacion-Fermentacion (O/F) segun Hugh y
Leifson suplementado con glucosal3, se incubd a 37°C por 24 horas en microaerobiosis y las
lecturas se realizaron por el viraje del indicador.
Pruebas para determinar factores de virulencia
¢ Prueba de la gelatina nutritiva
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Los cultivos puros fueron sembrados en medio Gelatina Nutritiva 441, se incubaron a 37°C por 24
horas en microaerobiosis. Posteriormente se colocaron los cultivos en refrigeracion (5°C) por 2
horas y pasado este tiempo se realizo la lectura observandose si se produce licuefaccion.

e Produccion de hemolisinas

Los cultivos puros fueron sembrados por estria en agar MRS con sangre de carnero al 5% y se
incub6 a 37°C por 48h en condiciones de microaerobiosis. Luego se realizo la lectura observando la
presencia de hemolisis.

Obtencion del sobrenadante del cultivo de Lactobacillus sp.

Los cultivos de Lactobacillus sp se inocularon en tubos de Caldo MRS, posteriormente se
incubaron por 24 horas a 35-37°C en microaerobiosis. Pasado el tiempo de incubacion cada cultivo
se centrifugd a 4000 rpm por 15 minutos; y se almacend en refrigeracion (8 °C) para su uso posterior.
Pruebas de inhibicion

Los ensayos de inhibicion se hardn con el sobrenadante de cada una de los Lactobacillus sp.
identificados, y frente a los cultivos patdégenos de S. aureus, S. enteritidis y S. typhi pertenecientes al
Laboratorio de Microbiologia y Tecnologia de los Alimentos. EI método utilizado fue el método de
difusiébn en agar?4.Para ello se verti6 en cada placa una capa de Plate count Agar de doble
concentracion, seguidamente después de su solidificacion se sirvid Plate count Agar a concentracion
simple. Posteriormente se sembrd S. aureus, S. enteritidis y S. typhi (previamente incubadas en agar
nutritivo durante 24 h a 37°C). Seguidamente, en cada placa que contenga los cultivos se abrieron
pocillos, en los que se depositaron 50 YL del sobrenadante del cultivo de Lactobacillus sp. Luego se
incubaron por 24 horas a 37°C en condiciones de microaerobiosis, hasta detectar el crecimiento y la
aparicion de los halos de inhibicion. Se detectara la inhibicion del crecimiento por la presencia de un
halo de inhibicion alrededor del pozo y se considero inhibiciéon cuando la medida del halo sea mayor a
8mm de diametro. El control negativo de inhibicion de crecimiento se realizo con suero salino estéril.
Mantenimiento de cultivos

Los cultivos se mantuvieron en agar MRS inclinado (Merck) y se conservaron en refrigeracion a
menos de 10°C.

Analisis estadistico
Se realiz6 el andlisis de Varianza (p = 0,05).

RESULTADOS

Las colonias seleccionadas para la identificacion de Lactobacillus sp fueron aquellas de bordes
regulares, blancas sin pigmentos, circulares, cremosas, convexas y con margenes enteros, de
consistencia mucosa, coincidiendo con la descripcion del género Lactobacillus.

En cuanto a las caracteristicas morfologicas y tintoriales, los siete cultivos aislados fueron bacilos
Gram-positivos, con produccion positiva de acido a partir de glucosa, catalasa negativos, produccion
de indol, producciéon de CO; a partir de glucosa y sulfuro de hidrégeno negativos (Tabla 1).

Respecto de las pruebas de virulencia, se encontrd que no producen licuefaccion de la gelatina, pero
que eran ¥-hemoliticos (Tabla 2).

Se observo que el cultivo de Lactobacillus 2 (LMA-2) v Lactobacillus 10 (LMA-10) no presentan
inhibicion frente al de S. aureus, a diferencia de S. typhi'y S. enteritidis las cuales fueron inhibidas por
todas los cultivos de Lacfobacillus sp, ya que presentaron un halo de inhibicion mayor a 8 mm;
asimismo, que el mayor halo de inhibicion se alcanz6 frente a .S. aureus (Fig. 1).

DISCUSION

Si se han logrado aislar siete cultivos de Lactobacillus sp., indica que este microorganismo es un
miembro importante de la microbiota intestinal de los recién nacidos. Estos resultados coinciden con
los reportados por otros autores como Martin y colaboradores quienes han demostrado la presencia de
bacterias acido lacticas y la predominancia de Lacfobacillus sp en la microbiota intestinal de neonatos,
en donde estas bacterias tienen un papel protector para el recién nacido respecto a las enfermedades in-
fecciosas intestinales?6.
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Tabla 1: Caracteristicas morfologicas, tintoreales y bioquimicas de cultivos de Lacfobacillus sp aislados heces
de neonatos.

Cultivos de Lactobacillus sp PRUEBAS DE VIRULENCIA

Gelatinasa Hemolisis

LMA-1 - -

LMA-2 = =

LMA-3 - -

LMA-4 - -

LMA-5 - -

LMA-6 = =

LMA-7 - -

+: Presencia, -: ausencia

Tabla 2: Pruebas de virulencia de cultivos de Lactobacillus sp aislados heces de neonatos.

Caracteristicas morfologicas, tintoriales y bioquimicas
Cultivos de

Lactobacillus sp Esporas Gram  Catalasa Acidez  Gas HaS Oxidativo/
Fermentativo
LMA-1 - + - + - - Fermentativo
LMA-2 - + - + - - Fermentativo
LMA-3 - + - + - - Fermentativo
LMA-4 - + - + - - Fermentativo
LMA-5 - + - + - - Fermentativo
LMA-6 - + - F - - Fermentativo
LMA-7 - + - + - - Fermentativo

+: Reaccion Positiva, -: Reaccion negativa
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Fig 1: Inhibicion de Staphylococcus aureus, Salmonelia typhi'y Salmonelia enteritidis por el sobrenadante de
Lactobacillus sp mediante la técnica de la difusion en agar, seglin promedios. (el 0,2,4....... 16 representa el
diametro promedio de halo inhibicion del sobrenadante del cultivo Lactobacillus sp (mm)

Al mismo tiempo, el hecho de que no se presentd licuefaccion de la gelatina tras el tiempo de
incubacion de los cultivos de Lactobacillus en gelatina nutritiva, es concordante con lo que aparece
dentro de la actividad gelatinasa en el manual Bergey’s: “el género Lactobacillus no posee dicha
actividad debido a que comtinmente no es patégeno”.

La capacidad de generar sustancias antimicrobianas juega un rol significativo en la habilidad de los
probidticos para competir con los microorganismos residentes a lo largo del tracto intestinal y
modificarlo beneficiosamente, esto es corroborado con la investigacion de Ouwehand quien demostrd
que el &cido lactico y las bacteriocinas producidas por las BAL crean un ambiente hostil que inhibe el
crecimiento de algunas bacterias patogenas como Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Yersinia
pseudotuberculosis y Shigella sonnei’>. En la presente investigacion se corrobor¢ tal apreciacion,
porque se presentd inhibicion de S. aureus, S. typhi y S. enteritidis por el sobrenadante de
Lactobacillus sp. mediante la técnica de la difusién en agar, mas bien, es bueno hacer notar que los
siete cultivos de Lactobacillus aislados de heces de neonatos presentan importante actividad
antimicrobiana contra los microorganismos patégenos probados.

En concordancia con investigaciones previas, de los cultivos de Lacftobacillus sp probados, el
71.42% mostraron actividad inhibitoria contra al menos dos de los microorganismos de prueba y el
28, 52% de los cultivos no inhibieron a S. aureus; es decir, el mayor efecto inhibitorio se presento
contra los cultivos de S. typhi'y S. enteritidis, 1a primera de las cuales result6 ser la mas sensible a los
cultivos de Lactobacillus aislados mientras que el cultivo S. aureus presento resistencia al no ser
inhibida por los cultivos de Lactobacillus 1LMA-2 y LMA-10. Se sabe que las propiedades
antagénicas que ocurren en el intestino por parte de Lactobacillus sp y los microorganismos son
atribuidas a la acumulacion de los productos finales de la fermentacion, tales como, el acido lactico, el
didxido de carbono, el peroxido de hidrogeno y a la produccion de bacteriocinas4’; entonces, si las
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bacterias probidticas son metabolicamente activas durante su pasaje a través del intestino, es muy
probable que se produzca alguna de estas sustancias!8. Se considera que la reduccion en el pH es el
principal efecto inhibidor debido a la produccion de acidos orgénicos!®.

Al mismo tiempo, el hecho de que la mayor inhibicidon del crecimiento se presentdé mayormente en
las bacterias Gram negativas, coincide con los resultados de la actividad inhibitoria analizada por
Gonzalez y col. (2004). Esto posiblemente se pudo haber originado por metabolitos de bajo peso
molecular los cuales pueden penetrar con facilidad la membrana exterior de la bacteria Gram negativa
o por bacteriocinas siendo estas compuestos de alto peso molecular que inhiben el desarrollo de
especies relacionadas con la cepa productora de estos compuestos?s. Asimismo, si los cultivos LMA-2
y LMA-10 inhibieron el crecimiento de S. typhi'y S. enteritidis, sucediendo lo contrario con S. aureus,
significaria que quiza la cantidad y/o concentracion de metabolitos producidos no fue lo
suficientemente adecuada para provocar un dafio celular e inactivacion, o bien, los compuestos
generados no le provocaron dafio a S. aureus. Por esto, se sugiere para estudios posteriores la
utilizacion de otro método o la utilizacion de agentes antimicrobianos como algin agente quelante
(EDTA), HCI, o la combinacion de bacteriocinas para el tratamiento de estos microorganismos ya que
presentaron resistencia ante las BAL. También se puede optar por la acidificacion del medio mediante
la produccion de acido lactico y la disminucion del pH, como lo sugieren estudios realizados?’, en
donde evaluo el efecto del acido lactico, EDTA, KCN y HCI en la permeabilidad de la membrana de
E.coli O157:H7, S. typhimurium 'y P. aeruginosa, obteniendo como resultado la desintegracion de la
permeabilidad de la membrana exterior.

Existen reportes que presentan estudios sobre la sensibilidad de microorganismos patogenos y/o
deterioradores ante las BAL2829, Los autores mostraron la actividad inhibitoria de cepas probioéticas,
donde la inhibicion fue dirigida a ocho microorganismos patdgenos (S. typhimurium, S. paratyphi,
S.enteritidis, Bacillus cereus, S. aureus, Listeria monocytogenes, E.coli O157:H7 y Yersinia
enterocolitica); en este ensayo se utilizd la técnica de medicidon de halos de inhibicion en placas de
agar Luria inoculadas con los diferentes patdogenos y como testigos se usaron el cloranfenicol y
cultivos sin sobrenadante. De los cultivos analizados en el estudio mencionado anteriormente, los
microorganismos patégenos con mayor sensibilidad a los compuestos generados por las cepas
probioticas fueron S. typhi'y Yersinia enterocolitica mientras que una cepa de E. coli O157: H7 fue la
mas resistente2d.

Los resultados obtenidos en el presente estudio pueden deberse a las diferencias que existen entre las
bacterias Gram positivas y negativas. Estas diferencias se basan en que las bacterias Gram negativas
contienen aparte de la pared celular una membrana externa que actiia como barrera selectiva al paso de
algunas sustancias (macromoléculas como las bacteriocinas o enzimas). Esta membrana consiste en
una bicapa lipidica que contiene fosfolipidos (capa interna), lipopolisacaridos (capa externa) y
proteinas que la atraviesan en todo su espesor y que delimitan poros hidroéfilos (porinas) que permiten
el paso de sustancias de bajo peso molecular por lo que la sensibilidad también es diferentes. Las
BAL producen sustancias de bajo peso molecular las cuales pasan a través de las porinas afectando la
permeabilidad de la membrana exterior hasta debilitarla o desintegrarla. Las sustancias que pueden
generar este dafio son la reuterina y el 4cido piroglutamico al igual que la presencia de peroxido de
hidrogeno, diacetilo y acido lactico, tal y como lo revelan los estudios realizados por Alakomi y col.
(2000)30, quienes observaron el efecto del acido lactico en la permeabilidad de la membrana exterior
de E.coli O157:H7, P. aeruginosay S. typhimurium, presentando como resultado la desintegracion de
la membrana exterior.

Se ha observado que cuando se adicionan compuestos como EDTA, HCI o KCN en combinacion
con bacteriocinas, estos proporcionan barreras que evitan el crecimiento de microorganismos
patogenos en los alimentos3?; para ello, se combinaron bacteriocinas (nisina y pediocina) con acido
lactico y EDTA en contra de E.coli 0157:H7 y L. monocytogenes de interés en la salud publica: para
la primera la combinacion nisina-EDTA disminuy6 su crecimiento, mientras que para la segunda, la
combinacion pediocina-EDTA-nisina-acido lactico, nisina-EDTA-4cido lactico, acido lactico y nisina-
pediocina-acido lactico.

Aun no se sabe con exactitud qué compuesto o compuestos son los responsables de la inhibicion de
los microorganismos de prueba, por lo que es necesario realizar estudios posteriores, como la
identificacion de estos compuestos y de los Lactobacillus implicados, asi como una purificacion de las
sustancias inhibitorias para determinar con mayor precision si la actividad mostrada es por la accion
de alguna bacteriocina o de algiin otro compuesto producido por las BAL; sin embargo, los resultados
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mostraron segun las pruebas post hoc, de Tukey y Scheffe, que son pruebas que realizan todas las
combinaciones posibles entre los diferentes tratamientos, demostrando de esta manera que el
sobrenadante de los cultivos de Lactobacillus sp (LMA-4) y Lactobacillus sp 7 (LMA7) presentan
mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de .S. aureus; mientras que el sobrenadante del cultivo de
Lactobacillus sp 2 (LMA?2) presenta mayor efecto inhibitorio frente al crecimiento de S. fyphi, por lo
cual se proponen como potenciales probiodticos o agentes biocontroladores. Estos cultivos podrian ser
investigados para su uso en el control de patdgenos y microorganismos “deterioradores” en la industria
de los alimentos. Ademas, es necesario continuar otros ensayos para demostrar los beneficios de estos
microorganismos en la salud humana, para que puedan ser utilizados como probidticos.

CONCLUSIONES

¢ El sobrenadante de los cultivos de Lacfobacillus sp aislado de heces de neonatos mostrd efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de Salmonella enteritidis y Salmonella typhi, pero no sobre el
crecimiento de Staphylococcus aureus.

e Las heces de neonato constituye una importante fuente de aislamiento de Lactobacillus con
potencial probiotico.
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RESUMEN

Se evaluo el efecto del aceite esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” en la supervivencia de
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A 'y Bacillus cereus. La extraccion del aceite esencial (AE) se realiz6 a
partir de brotes de clavo de olor usando el método de destilacion por arrastre con vapor de agua. Se prepararon
concentraciones del aceite al 10%, 20%, 30% y 40% mas Tween 80 como solvente emulsificante. Se emplearon
cada uno de los cultivos de S. typhi, S. paratyphi A'y B. cereusy se estandarizaron a una turbidez equivalente a
1.5x108 células/mL del nefelometro de MacFarland, los cuales constituyeron los inoculos. El efecto del AE sobre
los microorganismos se determiné por el método de difusion en agar utilizandose concentraciones de 10%, 20%,
30% y 40% de aceite; utilizando cloranfenicol (30ug/disco) como control positivo y Tween 80 como control
negativo. Se encontr6 una relacion directa entre la concentracion del aceite y el efecto inhibitorio: a mayor
concentracion (40%) mayor efecto inhibitorio sobre los microorganismos en estudio. Se concluye que el AE
evaluado presenta un notable efecto inhibitorio en la supervivencia de S. typhi, S. paratyphi A'y B. cereus.

Palabras clave: Supervivencia, aceite esencial, Syzygium aromaticum, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi
A, Bacillus cereus.

ABSTRACT

Effect of essential oil of Syzygium aromaticum "clove" on Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A and
Bacillus cereus survivals was evaluated. The extraction of essential oil (AE) was performed from clove buds
using the Distillation with steam method. Likewise, oil concentrations were prepared at 10%, 20%, 30% and
40% plus Tween 80 as an emulsifier solvent. Cultures of S. typhi, S. paratyphi A and B. cereuswere used
and were standardized to a turbidity equivalent to 1.5x10% cells / mL, which constituted the inoculum. The
sensitivity of these microorganisms was determined by the agar diffusion method used in concentrations of 10%,
20%, 30% and 40% oil; using chloramphenicol (30ug/disco) as positive control and Tween 80 as negative
control. It was found that 40% of the oil in test compared with chloramphenicol has a greater inhibitory effect on
the survival of B. cereus. Likewise, it was demonstrated that the concentration of 40% of the oil in the study, it
exerts an antibacterial power S. typhi, S. paratyphi A and B. cereussurvival compared to the other
concentrations employed. It was concluded that the assessed AE presents a remarkable inhibitory effect on the
survival of S. typhi, S. paratyphi A and B. cereus.

Keywords: Survival, essential oil, agar diffusion, Syzygium aromaticum, Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi A and Bacillus cereus.
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INTRODUCCION

Los patdgenos microbianos en alimentos han sido confirmados como la causa principal de las
enfermedades transmitidas por estos productos en Latinoamérica y el Caribe!-2. La contaminacion de
los alimentos, en la mayoria de los casos, suele ocurrir después de ser cocidos y no ser conservados
adecuadamente, lo que favorece la multiplicacion de los microorganismos3. Microorganismos como
Escherichia coli, Salmonella spp. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa'y Bacillus cereus
son reconocidos como patogenos causantes de enfermedades y graves intoxicaciones alimentarias,
generando un gran impacto sobre la salud publica2# Este grupo de bacterias, debido a su ubicuidad e
incidencia, se ha constituido en el blanco de accion de muchos de los sistemas de aseguramiento de la
calidad en industrias alimentarias3.

Dentro de los procedimientos de control de microorganismos patdgenos mas utilizados estan los
tratamientos térmicos de pasteurizacion y esterilizacion, la irradiacion UV, almacenamiento a bajas
temperaturas como congelacion y refrigeracion, asi mismo el uso de conservantes quimicos#56; sin
embargo, no todos son 100% eficientes contra todos los microorganismos ni se pueden utilizar sobre
todos los productos’s,

Como alternativa a los conservantes sintéticos, los aceites esenciales prometen competir con el
amplio mercado de los agentes sintéticos que actualmente ofrecen productos econdmicos, de
aplicacion sencilla y amplio espectro, pero que estdn destinados a desaparecer porque se ha
demostrado que algunos de estos son altamente toxicos para el hombre y los animales, asi mismo son
bioacumulables, y después de un largo tiempo de aplicacion son inactivos para muchos
microorganismos patégenos®:10,

Las propiedades antimicrobianas de hierbas y especias han sido reconocidas y usadas desde tiempos
antiguos en la preservacion de los alimentos y en la medicina, pero cientificamente confirmado hace
pocos afios [11]. Los aceites esenciales poseen actividad antimicrobiana por lo cual los convierte en una
opcion atractiva para la sustitucion de conservantes sintéticos, los que al ser afiadidos van a cambiar o
mejorar el sabor de los alimentos ['2l. Sin embargo, la aplicacion de aceites esenciales como
conservantes de alimentos requiere un conocimiento detallado de sus propiedades, es decir, su modo
de accion y el efecto de los componentes en la matriz de los alimentos!3:14,15,16,17,18,19,

Se conocen aproximadamente 3000 aceites esenciales, de los cuales 300 son comercialmente
importantes en el mercado de las fragancias, sus componentes activos de los aceites esenciales pueden
variar en su composicion, ya que éstos pueden verse afectados por ciertas variables como el genotipo
de la planta, las diferentes metodologias de extraccion, localizacion geografica, asi como las
condiciones ambientales y agronémicas!5.16:17.20,

Syzygium aromaticum (“clavo de olor”) ha sido reconocido como analgésico, antiséptico,
carminativo, antibacteriano y antifungico!4!8.1920, Es un producto natural obtenido por destilacion de
tallos, flores y hojas trituradas de la planta del clavo, cuyo principal ingrediente activo es el eugenol
(85-95 % del total/ 4-alil-2-vaselina); estd compuesto ademas por acetileugeno, a y B cariofilenos y
pequefias cantidades de ésteres, cetonas y alcoholes?2. Como antiséptico, la accion de los aceites
esenciales es similar a un efecto bacteriostatico; sin embargo, algunos de sus componentes quimicos
parecen tener propiedades bactericidas!®.2!,

Las bacterias Gram negativas son generalmente menos susceptibles a los aceites esenciales que las
bacterias Gram positivas. La membrana externa de las bacterias Gram negativas contienen
lipopolisacaridos hidrofilos, que crean una barrera hacia macromoléculas y compuestos hidrofobos,
proporcionandoles una mayor tolerancia hacia compuestos antimicrobianos hidrofobos como los que
se encuentran en los aceites esenciales?3. Las altas concentraciones de los aceites esenciales puede
afectar las propiedades organolépticas de los alimentos, las bajas concentraciones puede ser suficiente
para la seguridad alimentaria en las situaciones donde la carga bacteriana es baja, ademas del
agradable sabor que es impartida a la comida24.

Dentro de las bacterias Gram negativas que ha cobrado interés en la contaminacion de alimentos es
Salmonella spp. Las especies de este patdgeno son quimioorganoétrofas, con habilidad para metabolizar
nutrientes por las vias fermentativas y respiratoria?’. Las bacterias crecen Optimamente a 37°C y
pueden catabolizar la D-glucosa y otros carbohidratos con produccion de acido y gas; estos
microorganismos son oxidasa negativos y catalasa negativos, crecen en citrato como Unica fuente de
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carbono, generalmente producen acido sulfhidrico, descarboxilan la lisina y ornitina, y no hidrolizan la
urea2s,

Las frutas y verduras han ganado notoriedad en afios recientes como fuentes de salmonelosis
humana. Esto se presenta como una consecuencia de diversos factores como: la fertilizacion de
sembrios con lodos sin tratamiento o efluentes de drenajes potencialmente contaminados con
Salmonella spp. resistente a antibioticos, la irrigacion de los campos y el lavado de frutas y verduras
con aguas contaminadas, la manipulacion excesiva por los trabajadores, la exposicion a la
contaminacion ambiental de especies y condimentos durante el secado y la resistencia del
microorganismo a valores de pH bajos27.28:29.30.31,

Bacillus cereus, por su lado, es una bacteria Gram positiva que causa enfermedad bajo dos formas
clinicas: intoxicacién emética por ingestion de toxinas presentes en el alimento o una infeccion
diarreica debida a una ingestion de bacterias o esporas que crecen en los intestinos produciendo
toxinas!9:27,

Decker et al.22 reportaron un amplio espectro de actividad bacteriostatica del clavo de olor contra £.
coliy L. monocytogenes, resultando efectiva las dosis empleadas 20 y 40 % respectivamente; Yossa et
al.5 evaluaron el efecto in vitro del clavo a un 10% sobre cepas de E. coli O157:H7 y Salmonella spp.
y Sanchez!! demostré concretamente que derivados fenolicos tales como carvacrol y eugenol,
provenientes del clavo y tomillo, a concentraciones 20 ul, causan la desintegracion de la membrana
de E. coli y S. typhimurium, demostrandose asi que las bacterias gram negativas son menos
susceptibles que las gram positivas. Asi también, se conoce que el eugenol, posee una buena actividad
antibacterial; asimismo, Hao et al.!14!5 encontraron que el clavo de olor a 10 % fue muy efectivo contra
Listeria monocytogenes'y Aeromonas hydrophilla en carne cocida refrigerada; sin embargo su poder
inhibidor fue menor al de la canela a 10%.

Por lo anterior, son pocas las investigaciones en las que se ha determinado el efecto del aceite
esencial de Syzygium aromaticum contra Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A 'y Bacillus cereus,
En tal sentido, lograr que la poblacion disponga de alimentos rigurosamente libre de patdgenos o
contaminantes, es un propdsito de muchos investigadores, ademas hace un bien a la Salud Publica, de
alli el interés cientifico por investigar y descubrir nuevas alternativas viables para la sintesis y
produccién de antimicrobianos de origen natural, como el aceite esencial de Syzygium aromaticum,
que es un alternativa viable debido a su alto rendimiento, facil extraccidn porque no requiere
tecnologia sofisticada, permite la explotacion de recursos naturales, abundantes y renovables, no
contamina el ambiente, buen antioxidante, no genera resistencia bacteriana, y no requiere elevadas
concentraciones. En tal sentido, la presente investigacion estd dirigida a determinar el efecto del
aceite esencial de Syzygium aromaticum sobre la supervivencia de Sal/monella typhi, Salmonella
paratyphi A'y Bacillus cereus en el laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material Biologico

o 1 Kg de Syzygium aromaticum “clavo de olor”

e cultivos de Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A y Bacillus cereus, proporcionados por el
Laboratorio de  Microbiologia y Tecnologia de Alimentos, de la Escuela Profesional de
Microbiologia y Parasitologia, facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de
Trujillo.

Obtencion de Syzygium aromaticum

Los brotes de Syzygium aromaticum fueron adquiridos del Mercado Zonal Palermo (Ex Mercado
Mayorista) distrito de Trujillo provincia de Trujillo, departamento La Libertad-Pert.
Transporte y conservacion de Syzygium aromaticum

Los brotes se llevaron al Laboratorio de Investigacion N° 04 de la Facultad de Ingenieria Quimica,
posteriormente, se envolvié en papel de molde hasta el momento de la extraccion del aceite.
Pesado de Syzygium aromaticum

Se pesaron 500 g de brotes de Syzygium aromaticum en una balanza mecanica.

Extraccion del aceite esencial de Syzygium aromaticum 128291- Método: Destilacion por
Arrastre de Vapor
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o Se depositaron 500 g de brotes de Syzygium aromaticum en un balon de fondo redondo de 1000
mL de capacidad.
o Se procedio a llenar con agua el balon destilador, previa instalacion del conducto refrigerante, cabe
resaltar que el extremo superior de este balon fue conectado a un condensador, haciéndose circular
el agua a través del mismo.
¢ Se llevd a calentamiento hasta ebullicion, el balon conteniendo agua por un tiempo de tres horas
hasta desprendimiento de un liquido inmiscible conteniendo vapor de agua condensada y el aceite
vegetal, que fueron recolectados en embudos de decantacion.
e Se elimino el agua contenido en el embudo de decantacion.
Conservacion del aceite esencial de Syzygium aromaticum

El aceite esencial obtenido se colectd en viales de color ambar y se conservo a temperatura de
refrigeracion a 10 °C20.
Reactivacion, purificacion y siembra

e Cada uno de los cultivos bacterianos se sembraron en 4 ml de caldo Infusion Cerebro Corazén
(BHI) respectivamente y se incubaron a 37°C durante 12 horas.

e Después del periodo de incubacion se sembrd una alicuota del cultivo de Bacillus cereus en Agar
Selectivo para Bacillus cereus y los cultivos de S. typhiy S. paratyphi A se sembraron en Agar
Salmonella Shigella. Posteriormente cada uno de los cultivos se llevd a incubar a 37° C durante 24
horas.

e Se seleccionaron colonias que presentaron caracteristicas culturales propias a cada microorganismo
en estudio. A partir de cada una de las colonias, se tomo una azada y se realizo la coloracion Gram,
observandose a 100x.

e Una vez comprobada la pureza del cultivo, de la parte restante de la colonia aislada se sembrd en
agar nutritivo semisolido inclinado.

Preparacion del inoculo30.3!

Cada uno de los cultivos bacterianos se sembraron en placas conteniendo Plate Count Agar (PCA) y
se incubaron a 37°C durante 18 horas.
Estandarizacion de los inoculos bacterianos

Se realiz6 una suspension en 5 mL de Agua Destilada Estéril (ADE). A una turbidez equivalente al
tubo N° 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 108 UFC/ mL). A esta suspension se le denomind
inoculo.
Preparacion de las concentraciones del aceite esencial de Syzygium aromaticum

A partir del aceite esencial de Syzygium aromaticum y usando Tween 80 como agente
emulsificante, se prepararon concentraciones de 10%, 20%, 30% y 40%.
Determinacion de la supervivencia de Sa/monella typhi, Salmonella paratyphi A
M¢étodo de Difusion en Agar Kirby- Bauer3?

oEn tres placas Petri con 20 mL de Agar Miiller Hinton, se sembr6 100ul del in6culo de Sa/monella
typhi sobre la superficie del medio de cultivo.

oLas placas se llevaron a secar en la estufa por 10 minutos.

oA cada placa se le realiz6 5 orificios de 5 mm de didmetro cada uno utilizando un sacabocado
estéril, a una distancia de 3 cm con respecto al otro. A 4 orificios se le afiadio 100 uL de cada una
de las concentraciones de aceite esencial, al 5 orificio siguiente, se le adiciono 100 uL de Tween 80
como control negativo; asi mismo, en la misma placa se utilizé un disco de cloranfenicol (30ug)
como control positivo.

oEn la otra placa se colocé 100ul. de Tween 80 como control negativo; y cloranfenicol (30ug/disco)
siendo este el control positivo.

oLas placas sembradas se dejaron una hora, con la finalidad de permitir una mejor difusion del
aceite en el agar.

oPosteriormente, las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas.

Lectura

e La lectura de los resultados se realizd en base a la presencia de halos de inhibicion del crecimiento
(en milimetros), formados alrededor de cada pocillo por efecto de la actividad antibacteriana del
aceite esencial a concentraciones de 10% ,20%, 30% y 40% y luego se les restd los 5 mm. del
pozo.
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¢ Las mediciones se realizaron en 4 direcciones y se sac6 el promedio.
e Se continu6 con el mismo procedimiento y por triplicado para el cultivo de Sa/monella paratyphi A
y Bacillus cereus.
e Las placas presentaron actividad antibacteriana significativa (definida como una zona clara perfecta
con un didmetro >18 mm para el cloranfenicol, Intermedia si es 13-17 y Resistente <12) [33.34]-
Determinacion de la supervivencia de Bacillus cereus
Se realiz6 de acuerdo al item 2.11
Analisis Estadistico
El procesamiento y analisis de los resultados obtenidos para la actividad antibacteriana del aceite
esencial de Syzygium aromaticum que se presenta para Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A y
Bacillus cereus se efectué mediante el programa SPSS version 18.0. Para realizar los analisis se tuvo
en cuenta los valores promedio de inhibicion de cada concentracion del aceite esencial evaluado; ya
que se realizaron tres repeticiones por tratamiento. Posteriormente, se realizo el analisis de varianza,
especificamente una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis Test; asi mismo, a los datos obtenidos
para determinar las diferencias significativas en la actividad antibacteriana entre los tres grupos de
bacterias asi como con el antibidtico utilizado (control positivo). La significancia se reportd con un
nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

Los resultados del efecto del aceite esencial de S. aromaticum sobre la supervivencia de S. typhi, S.
paratyphi A'y B. cereus se muestran en la Fig. 1: se presenta la comparacion de promedios de los halos
de sensibilidad (mm) entre las bacterias a concentraciones (10%, 20%, 30% y 40%) del aceite esencial
y del grupo control “Cloranfenicol, observandose el promedio de la medicion de los halos de
inhibicién del crecimiento (mm) de S. fyphi por accidon de diferentes concentraciones 10%, 20%, 30%
y 40% del aceite esencial y del grupo control “Cloranfenicol”, se evidencia la existencia de diferencia
significativa entre estos grupos, siendo la concentracion del 40% de aceite esencial de S. aromaticum
la de mayor efecto en relacion al Cloranfenicol (p<0.05). Asimismo, se muestra los halos de
inhibicidon de crecimiento (mm) de S. paratyphi A por accion de diferentes concentraciones (10%,
20%, 30% y 40%) del aceite esencial y del grupo control “Cloranfenicol”, se observa la existencia de
diferencia significativa entre estos grupos, siendo la concentracion del 40% de aceite esencial de S.
aromaticum la de mayor efecto en relacion al Cloranfenicol (p<0.05).

También, se muestra los halos de inhibicion de crecimiento (mm) de B. cereus por accion de
diferentes concentraciones (10%, 20%, 30% y 40%) del aceite esencial y del grupo control
“Cloranfenicol”, se observa la existencia de diferencia significativa entre estos grupos, siendo la
concentracion del 40% de aceite esencial de S. aromaticum la de mayor efecto en relacion al
Cloranfenicol (p < 0.05).

DISCUSION

Muchos estudios en el mundo se han realizado con los aceites esenciales obtenidos de diferentes
plantas clasificadas como medicinales o como especias; la intencion de estos estudios ha sido diferente
en el sentido de buscar compuestos que inhiban el crecimiento ya sea de bacterias, hongos, virus y
parasitos en alimentos, en aguas residuales o también para ser utilizados como medicamentos.

Hoy en dia existe una demanda significativa de los consumidores por los alimentos que son
minimamente procesados y libres de conservantes quimicos de sintesis con la percepcion de ser
“natural”; como resultado, la industria alimentaria se enfrenta a grandes desafios para producir
alimentos naturales, es por ello, han surgido investigaciones que utilizan los aceites esenciales como
conservantes naturales.

En la Figura N°1, se observa que para S. fyphi, el halo de inhibicion formado por la concentraciones
de 10, 20 y 30% del aceite de S. aromaticum, fueron de 11.8mm, 15.0mm, y 15.6 mm (Ver anexo 2),
respecto al halo de sensibilidad formado por Cloranfenicol que fue de 16.6 mm; esto denota que su
actividad antibacteriana es menos eficaz comparado con el patron cloranfenicol (P > 0.05).
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Fig. 1. Comparacién de promedios de los halos de inhibicién de crecimiento (mm) de Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi A y Bacillus cereus a concentraciones de 10, 20, 30, y 40% de aceite esencial de Syzygium
aromaticum y del grupo de control "Cloranfenicol".

La mayor zona de inhibicién de S. fyphi. se obtuvo con la concentracion de 40%, cuyo halo de
inhibicion fue de 18.3 mm (Ver anexo 02) siendo mucho mayor con respecto a su control (16 mm).
Este resultado permite asegurar que .S. typhi es significativamente mas sensible a la concentracion de
40% del aceite esencial de S. aromaticum, que al antibidtico Cloranfenicol; por lo que resulté con
p<0.05, lo cual indica la existencia de diferencia significativa entre el halo de inhibicion formado por
el aceite al 40% y el formado por Cloranfenicol. Siendo esta concentracion eficazmente sensible para
S. typhi.

El efecto del aceite esencial de S. aromaticum sobre la supervivencia de S. paratyphi A es menor a
las concentraciones de 10, 20 y 30%, con halos formados 12.6, 13.4 y 13.7 mm respectivamente; asi
mismo, presentan mayor diametro, en comparacion con el halo de inhibicion de crecimiento formado
por el antibidtico Cloranfenicol (control) que fue de 8.4 mm, aunque producen efecto inhibitorio en la
bacteria, no son concentraciones eficaces en relacion al antibidtico (p>0.05), esto se interpreta que el
halo de sensibilidad formado a dichas concentraciones no es significativamente eficaz para S.
paratyphi A. Sin embargo la concentracion de 40%, formd didmetro de 15.8mm, mucho mayor con
respecto a su control (8.4mm), por lo que resultd con p<0.05, lo cual indica la existencia de diferencia
significativa entre el halo de inhibicién formado el aceite al 40% y el formado por el control positivo.
Siendo esta concentracion eficazmente sensible para S. paratyphi A.

Se observa que B.cercus es sensible frente a las concentraciones de 10,20 y 30% del aceite de S.
aromaticum, pues se observa la formacion de halos de inhibicion de 14.8, 17.0 y 17.2mm
respectivamente; pero el didmetro de estos halos, es mayor en comparacion con el halo de sensibilidad
formado por el antibiético Cloranfenicol (control) que fue de 12.8 mm, aunque producen sensibilidad
en la bacteria, no son concentraciones eficaces. Asi mismo, la concentracion de 40%, formo6 diametro
de 18.6 mm, mucho mayor con respecto a su control, por lo que resulté con p<0.05, lo cual indica la
existencia de diferencia significativa entre el halo de inhibicion formado el aceite al 40% y el formado
por el control positivo. Siendo esta concentracion eficazmente sensible para B. cereus.

Asi mismo, en la Figura N° 01. los promedios de los halos de inhibicién de crecimiento de S. &yphi,
S. paratyphi A 'y B. cereus frente a cada concentracion (10, 20, 30 y 40%) del aceite esencial de S.
aromaticum, existiendo diferencia significativa entre ambas bacterias, es decir una de las bacterias

47



presenta menor supervivencia frente al aceite esencial, resultando que B. cereus es mas sensible al
aceite de S. aromaticum a las concentraciones de 10, 20, 30 y 40% en comparaciéon con la
supervivencia de S. typhi, S. paratyphi A que presentan menor inhibicion de crecimiento frente a las
mismas concentraciones. Los resultados obtenidos son coherentes y se relacionan con los hallados por
Friedman y col. quienes analizando aceite de clavo, sobre Salmonella enterica, encontraron que clavo
de olor fue uno de los mas efectivos a concentracion del 50%. Adicionalmente, este aceite evidencid
inhibicién frente a B. cereus, E. coli y Ps. Aeruginosa 2526,

También se evidencié que S. typhi, S. paratyphi A y B. cereus no son sensibles al control negativo,
Tween 80, ya que no se observd la formacion de halos, mostrando la resistencia de estos
microorganismos al emulsificante.

Investigadores sefialan que existe una relacion entre las estructuras quimicas de los mas abundantes
en el aceite esencial y la actividad antimicrobiana. Considerando la gran variedad de compuestos
quimicos presentes en lo aceites esenciales, es muy probable que su actividad antibacteriana, no sea
atribuible a un mecanismo especifico, sino a la acciéon combinada de varios de ellos, en el caso de S.
aromaticum la actividad antibacteriana se debe a que el eugenol, actia inhibiendo la produccion de
enzimas intracelulares, tales como, amilasas y proteasas, lo que provoca el deterioro de la pared y un
alto grado de lisis celular!® 28, El presente trabajo, concuerda con lo encontrado por Gutiérrez 2006 y
Huerta 2007, en el cual concentraciones de 30 % de aceite esencial de clavo poseen mayor actividad
antibacteriana frente a S. fyphimurium.

Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo de acciéon de los componentes del aceite, se sabe
que los sitios de accion en la célula bacteriana incluyen la membrana celular, pared celular, enzimas
metabolicas, sintesis de proteinas y el sistema genético, todos ellos estratégicos para la supervivencia
de los microorganismos y cualquier accidn sobre ellos puede inactivar a la célula bacteriana3?.33.

El resultado de la comparacién de los halos de inhibicidn entre S. typhi, S. paratyphi A 'y B. cereus
difieren en varios aspectos de otros con respecto a la estructura de sus paredes celulares,
principalmente a la presencia de lipoproteinas y lipopolisacaridos en bacterias Gram negativas que
forman una barrera para los compuestos hidréfobos293¢. Los aceites esenciales se introducen a través
de los lipidos de la membrana celular y mitocondrial, alterando su estructura y haciéndolas mas
permeables. Como consecuencia tiene lugar una fuga de iones y de otros contenidos celulares, de
forma mas o menos intensa, que puede llevar a la muerte celular34.35- En su mayoria las gram-negativas
son mas resistentes a los aceites esenciales que las bacterias Gram-positivas3®.

El eugenol es el principal componente del aceite del clavo!!- Huertas3* encontré que a
concentraciones subletales de eugenol inhibe la produccion de amilasa y proteasas de B. cereus,
deteriorando la pared celular, lo que origina la lisis celular. Los aceites esenciales compuestos
principalmente por sustancias fenolicas, como el aceite del clavo de olor, expresan una actividad
inhibitoria mayor y un espectro de accion mds amplio, en comparacion con aceites compuestos
principalmente por grupos alcoholicos. Lo anterior explica el hecho de que el clavo de olor (que
contiene eugenol) posee una actividad antibacteriana mayor a diferencia de compuestos no
fendlicos26:34. En la presente investigacion, este compuesto fenolico mostrd distintos niveles de
inhibicion del crecimiento cuando se utilizaron por separado frente a S. typhi, S. paratyphi A 'y B.
cereus.

El hecho de que las bacterias Gram (-) sean menos susceptibles a la accion de los AE quizas sea
debido a que la membrana externa que poseen y que rodea la pared celular el cual restringe la difusion
de compuestos hidrofobicos a través de la membrana; asi mismo, la compleja composicion de los AE
puede variar en funcién de las condiciones de crecimiento de cultivo de la planta, del modo de
extraccion del mismo, y de otros factores que hacen que éstos tengan diferente grado de actividad
antibacteriana32.

En aquellos aceites esenciales que han presentado mayor capacidad inhibitoria se han encontrado
como mayores componentes del mismo, compuestos tales como el timol, el carvacrol, el linalool, el
aldehido cinamico, la alicina y el eugenol253¢; dichos aceites en las bacterias, por su accion lipofilica
tienen la capacidad de pasar las membranas celulares, romper polisacaridos, acidos grasos y lipidos,
permeabilizando la membrana celular; esta permeabilizacion, conduce a la pérdida de iones, al colapso
de la bomba de protones y a la disminucion del ATP lo cual inevitablemente conduce a la muerte
celular; también se ha encontrado que a nivel citoplasmatico puede actuar sobre lipidos y proteinas
coagulando dichas moléculas#32. Otros estudios han concluido ademads, que son mas sensibles las
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bacterias Gram positivas que las Gram negativas, y este efecto estd asociado con aceites esenciales que
contengan carvacrol y timol los cuales tienen mayor rendimiento antibacterial [24. 251,

S. typhiy S. paratyphi A presentaron menor inhibicion al aceite esencial de S. aromaticum, que B.
cereus, ésta diferencia se deberia a la estructura de sus membranas, ya que, las Gram negativas (..
typhi y S. paratyphi A), poseen una pared celular mas compleja compuesta por dos capas situadas por
fuera de la membrana citoplasmatica, la primera y mas cercana a la membrana es similar (mas
delgada) a la de las bacterias Gram positivas, estd constituida por péptidoglicanos, la segunda
denominada membrana externa esta constituida por fosfolipidos con 4cidos grasos saturados y entre
las dos capas se halla un espacio periplasmico rico en enzimas, esta estructura les confiere un mayor
grado de resistencia a los agentes antimicrobianos?!33, ademds poseen mecanismos de defensa como:
presencia de b-lactamasas, modificacion enzimatica del agente antimicrobiano, cambios en la
permeabilidad de la membrana externa debida a la presencia de bombas de expulsion, etc, que generan
dificultades para encontrar sustancias que sean efectivas contra ellas3!35. Asi mismo, Burt y
Reinders3¢ propusieron que el aceite esencial de clavo ejerce su efecto antimicrobiano sobre los
fosfolipidos en la capa externa de la membrana celular de las bacterias, provocando la formacion de
poros y afectando la permeabilidad de la membrana.

Se observa que el efecto inhibidor del aceite esencial de S. aromaticum para B. cereus es mayor al
compararlos con los demas microorganismos evaluados, posiblemente esto pude deberse a la
estructura de su pared celular ya que como es un microorganismo Gram positivo es menos complejo,
pues estd compuesto por una membrana citoplasmatica y una capa gruesa de peptidoglucano en
comparacion con las bacterias Gram negativas que tienen una pared mas compleja, posee una
membrana citoplasmatica, una delgada capa de peptidoglucano, lipopolisacaridos y proteinas323¢,

En relacidon a B. cereus, son escasos los estudios publicados para esta bacteria; sin embargo, la
actividad biologica demostrada en este estudio coincide con los resultados obtenidos previamente en
donde se determind que E. coli a una concentracion de 0.4% y a una temperatura de 21°C reducen la
poblacion microbiana en un logaritmo 5 el cual es mas sensible comparado con S. aureus y Ps.
aeruginosa asi como que las bacterias Gram negativas: E. coli, Ps. aeruginosa, S. tiphymurium, S.
cholerae suisy V. choleraey las bacterias Gram positivas: S. aureusy B. cereus, mostraron diferentes
grados de sensibilidad, concluyendo en que el aceite de .S. aromaticum posee un amplio espectro
contra todas las bacterias Gram positivas evaluadas que contra las Gram negativas34.36,

Pocos trabajos describen el uso de este aceite como alternativa, sin embargo en este estudio se puede
observar que la actividad antimicrobiana de este aceite esencial es de amplio espectro inhibiendo el
crecimiento de B. cereus (Gram positiva); asi mismo para S. typhi y Salmonella paratyphi A (Gram
negativas) encontrandose relacion con lo informado enn trabajos anteriores que encontraron actividad
de los aceites esenciales de las plantas sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas26:31,32,

En general, los aceites esenciales poseen fuertes propiedades antibacterianas debido a que contienen
un alto porcentaje de compuestos fenodlicos como el eugenol'2!3.14, Lo anterior sugiere que su
mecanismo de accion, sea similar al de otros compuestos fenolicos, por alteracion de la membrana
citoplasmatica, interrumpiendo la fuerza motriz de protones (PMF), el flujo de electrones, el
transporte activo y la coagulacion del contenido celular!s.

La eficacia de los aceites esenciales contra patdgenos transmitidos por alimentos depende de la
molécula activa, también se debe mencionar que la composicion quimica de los aceites esenciales
puede variar en gran medida para una especie de planta en particular3¢. Esto puede ser una posible
explicacion de la variabilidad de los resultados obtenidos de un experimento a otro. Por otra parte,
todo el aceite esencial puede tener una mayor actividad antimicrobiana que su mayor componente
aislado. Existe la posibilidad de que un patdégeno de transmision alimentaria desarrolle resistencia a los
aceites esenciales. Sin embargo, el riesgo de desarrollo de resistencia contra aceites esenciales sigue
siendo muy poco frecuente33,

La evaluacion de la combinaciéon de agentes antimicrobianos es necesaria debido a que un
microorganismo puede ser resistente a la inhibicién y/o eliminacion por dosis convencionales de un
solo antimicrobiano, pero al ser expuesto a una combinacion de agentes se puede vencer su resistencia.

Por lo que se puede afirmar que el aceite esencial de S. aromaticum, presenta efectos inhibitorios en
la sobrevivencia de S. typhi, S. paratyphi A y B. cereus lo que podrian ser una alternativa como
preservadores de alimentos. Estos resultados contribuyen en dar respuestas a las necesidades de los
gobiernos, agencias regulatorias, fabricantes de alimentos y consumidores; frente al uso de agentes
conservantes de alimentos de origen natural, que aseguren la inocuidad y la calidad de anaquel de los
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alimentos procesados, en un ambito de salud publica que se caracteriza en la actualidad por
incremento de la resistencia a antibidticos de los microorganismos, mayor toma de conciencia de los
consumidores frente a lo que consumen y la globalizacion de las ETA por causa de la globalizacion
de los mercados alimentarios!42°.

CONCLUSIONES

¢ La mayor concentracion del aceite de Syzygium aromaticum tiene mayor efecto inhibitorio sobre la
supervivencia de Sa/monella typhi, Salmonella paratyphi A’y Bacillus cereus.

¢ La supervivencia de Bacillus cereus es menor frente a las diferentes concentraciones del aceite
esencial de Syzygium aromaticum que Salmonella typhiy Salmonella paratyphi A.
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RESUMEN

Se determind el efecto de la inoculacion mixta de Rhizobium etli Rf 188-03 y Bradyrhizobium yuanmingense
Rc 391-01 sobre el crecimiento aéreo y radicular de Oryza sativa var. NIR. Para ello, se realizaron seis
tratamientos (T) y tres repeticiones, considerandose: T1 (inoculado con agua destilada estéril), T2 (con
fertilizante quimico), T3 (inoculado con suspension bacteriana de R. ef/i Rf 188-03). T4 (inoculado con
suspension bacteriana de B. yuanmingense Rc 391-01), T5 (inoculado con suspension bacteriana R.et/i Rf 188-
03 y B. yuanmingense Rc 391-01), T6 (inoculado con suspension bacteriana de R. et/i Rf 188-03 y B.
yuanmingense Rc 391-01; ademas, de fertilizante quimico). Se trabajo con ocho plantulas sembradas de manera
equidistante en una maceta que contenia 5 kg de suelo agricola. Se inocul6 las suspensiones bacterianas en los
dias 16 y 36 de realizado el trasplante, afiadiendo 60 y 20 mL de las suspensiones bacterianas a cada una de las
macetas segun los tratamientos descritos anteriormente. Las evaluaciones se hicieron a los 36 y 56 dias de
realizado el trasplante tomando para ello cuatro plantas al azar de cada maceta y teniendo como base: altura de
la planta, nimero de macollos, peso fresco y seco tanto de la parte aérea y radicular. Se determind que la
inoculacion mixta de R. et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 incrementa de manera significativa
(p<0,05) la altura de la planta, el nimero de macollos y el peso fresco y seco tanto de la parte aérea como
radicular de plantas de Oryza sativa var. NIR en condiciones de laboratorio.

Palabras clave: Rhizobium etli, Bradyrhizobium yuanmingense, Oryza sativa, crecimiento aéreo y radicular

ABSTRACT

The effect of the mixed inoculation of Rhizobium etli Rf 188-03 and Bradyrhizobium yuanmingense Rc 391-
01 on the aerial and root growth of Oryza sativa var. NIR was determined. For this, six treatments (T) and three
replicates were performed, considering: T1 (inoculated with sterile distilled water), T2 (with chemical fertilizer),
T3 (inoculated with bacterial suspension Rf R.etli 188-03). T4 (inoculated with bacterial suspension B.
yuanmingense Rc 391-01), TS5 (inoculated with bacterial suspension R. et/i and B. yuanmingense), T6
(inoculated with bacterial suspension R. etli, B. yuanmingense also chemical fertilizer). It was worked with eight
equidistant planted seedlings in a pot containing 5 kg of agricultural land. The bacterial suspensions on days 16
and 36 after transplantation was inoculated by adding 60 to 20 mL of bacterial each of the pots as described
above treatments suspensions. Evaluations were made at 36 and 56 days after transplantation for it taking four
floors at random from each pot and on the basis of: plant height, number of tillers, both fresh and dry weight of
aerial and root part. It was determined that the mixed inoculation of R. et/f Rf 188-03 and B. yuanmingense Rc
391-01 increased significantly (p<0.05) plant height, number of tillers and both fresh and dry weight air as part
of root plants Oryza sativa var. NIR, under laboratory conditions.

Keywords: Rhizobium etli, Bradyrhizobium yuanmingense, Oryza sativa, aireal and root growth.
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INTRODUCCION

Durante los ultimos afios la agricultura se ha caracterizado por el uso intensivo de fertilizantes
quimicos para mantener altas producciones, sin tener en cuenta que se ocasiona destruccion de los
agroecosistemas, evidenciandose principalmente por la pérdida de productividad de los suelos,
alteracion de la calidad de los productos agricolas, contaminacion del ambiente y problemas de salud
en la poblacion!2,

En el Pert, el arroz es un cereal de gran importancia en la alimentacion diaria del poblador peruano,
es el cultivo con mayor area instalada en los valles del norte y de la ceja de selva donde se cultivan las
variedades, Inti, Sican, Costa Norte, Taymi, San Antonio y NIR-I, y constituye el 10% del valor bruto
de la produccion agropecuaria3.

El crecimiento de un cultivo de arroz depende de factores tales como, el clima, el agua y los
nutrientes accesibles a la plantat. El nitrogeno es el nutriente mas importante, ya que casi todos los
suelos son deficientes en este elementos. Un suministro adecuado de nitrégeno incrementa el area
foliar y la fotosintesis por unidad de area, lo que da como resultado un mayor rendimiento en la
cosecha, por el contrario, cuando el suelo es deficiente de este elemento el cultivo se desarrolla mal y
las plantas de arroz pierden su color verde normal, hasta tornarse amarillentasé.’.

La forma mas conocida y empleada para suplir las necesidades de nitrogeno de los cultivos de arroz
es la fertilizacion quimica, con el fin de promover el desarrollo rapido del cultivo, aumentando la
altura y agrandando el tamafio de las hojas’8. Si bien ésta forma de fertilizacion representa una manera
rapida de reponer el nitrégeno perdido, en el cultivo de arroz la eficiencia de los fertilizantes quimicos
aplicados es muy baja, lo cual ocasiona que se aplique mas fertilizante del realmente necesario,
causando un desmedro econdomico!s.

La fijacion bioldgica de nitrogeno en los cultivos de arroz, sin embargo, puede ser potenciada
mediante el uso de biofertilizantes, con el objetivo de incrementar el nimero de microorganismos en el
medio y acelerar los procesos microbianos, aumentando de esta forma las cantidades de nutrientes que
pueden ser asimilados por las plantass. Estos son preparados de microorganismos aplicados al suelo
y/o planta con el fin de sustituir parcial o totalmente la fertilizacion sintética asi como disminuir la
contaminacion generada por los agroquimicos; los microorganismos utilizados en los biofertilizantes
son clasificados dentro de dos grupos: uno que incluye a aquellos que tienen la capacidad de sintetizar
substancias que promueven el crecimiento de la planta, fijando nitrégeno atmosférico, solubilizando
hierro y fosforo inorganico y mejorando la tolerancia al stress por sequia, salinidad, metales toxicos y
exceso de pesticidas, por parte de la planta, y otro, aquellos que son capaces de disminuir o prevenir
los efectos de deterioro de microorganismos patogenos® 10, Dentro del primer grupo estan las llamadas
rizobacterias promotoras del crecimiento en plantas (PGPR) e incluye al género Rhizobium, que se
caracteriza por su habilidad de facilitar directa o indirectamente el desarrollo de la raiz y del follaje de
las plantas.

La capacidad PGPR de Rhizobium ha sido estudiada porque la agricultura sustentable demanda
mejorar la eficiencia de la fijacion de nitrogeno a través del uso de bacterias competitivas capaces de
extender la ventaja de la simbiosis a otros cultivos no leguminosos!!: 12. Distintas especies de rizobios
se han encontrado como endofitos de diversas plantas no leguminosas como el algodén y el maiz
dulce, arroz asiatico Oryza sativa, maiz, arroz africano Oryza breviligulata, cebada, trigo y canola.
Rizobios y otros microbios pueden penetrar las raices de las especies no leguminosas a través de las
grietas o por los puntos de la aparicion lateral de la raiz y establecerse en el xilema y en los espacios
intercelulares de las plantas!2.

Varios autores han reportado la capacidad promotora del crecimiento de cepas de Rhizobium y
Bradyrhizobium en plantas no leguminosas!>. En investigaciones de doble inoculacion con
Azospirillum y Rhizobium en leguminosas y no leguminosas se observé un incremento en el
crecimiento, cuando se las compar6 con la inoculacion de cada una de ellas por separado!4. Las
asociaciones entre rizobios y plantas no leguminosas pueden mejorar el crecimiento de las plantas,
aunque no se ha demostrado que sea mediante la fijacion de nitrogeno, sino mas bien debido a la
produccion de sideroforos, fitohormonas o solubilizacion de fosfatos!215.

El hecho de que la fijacion bioldgica de nitrégeno esté basada en fuentes de energia renovable y
libres de contaminacion, y que pueda suplir en parte las necesidades de nitrogeno de cultivos como el

53



arroz, hace del uso de los biofertilizantes una buena alternativa para la agricultura en el Peru, pues con
ellos se podrian reducir los costos de produccion y disminuir el dafio a la naturaleza; ademas, debido a
que no se han efectuado oeste tipo de investigaciones en le Pert, se propuso una investigacion
orientada a evaluar el efecto de la inoculacion mixta de R. et/i Rf 188-03 y B.yuanmingense Rc 391-
01 sobre el crecimiento aéreo y radicular de Oryza sativa var. NIR, mediante la determinacion de seis
variables agronomicas: altura de la planta, nimero de macollos, peso fresco y seco de la parte aérea y
radicular.

MATERIAL Y METODOS

Material de estudio

e Semillas certificadas de Oryza sativa var. NIR proporcionadas por la Casa Agricola Fertiagro
S.A.C.

o Rhizobium etli Rf 188-03 y Bradyrhizobium yuanmingense Rc 391-01 proporcionados por el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Universidad Nacional de Trujillo, los cuales fueron
caracterizados molecularmente en el Laboratorio Mariano Tabusso de la Universidad Nacional
Agraria La Molina.

Obtencion y tratamiento del suelo agricola.

Se utiliz6 90 kg de suelo agricola procedente de una parcela ubicada en el centro poblado Faclo
Grande del Distrito de Guadalupe de la Provincia de Pacasmayo, en la que se cultivé arroz en afios
anteriores. Posteriormente el suelo fue tamizado y se le realizé un andlisis fisico-quimico.
Germinacion de las semillas.

Se trabajo con semillas certificadas de Oryza sativa var. NIR procedentes de la Casa Agricola
Fertiagro S.A.C. Inicialmente las semillas fueron cubiertas con tela de yute y sumergidas en una tina
con agua por un periodo de 48 horas. Luego de éste periodo de remojo, las semillas fueron cubiertas
con otra tela de yute durante otras 48 horas. Finalmente al quinto dia se procedi6 a fijar dos semillas
en cada hoyo de las almacigueras por un periodo de 25 dias de iniciado el proceso de germinacion.
Trasplante de plantulas.

Las plantulas obtenidas después del periodo de 25 dias de iniciado el proceso de germinacion, fueron
trasplantadas en una cantidad de ocho plantulas por maceta, la cual contenia 5 kg de suelo agricola. A
continuacion las plantulas fueron sometidas a riego continuo durante 6 dias, para posteriormente
realizar un periodo de secano de tres dias y finalmente otro periodo de 6 dias a riego moderado.
Preparacion de inoculos de rizobios.

e Reactivacion y propagacion del cultivo R. etli Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01.
Para la reactivacion de R. etli Rf188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 a partir de cultivos puros,
se procedié a sembrar en placas conteniendo Agar Extracto de Levadura Manitol Rojo de Congo
(ELMARC) las cuales fueron incubadas a 28 °C por 4 dias para el caso de R. etli y de 9 dias de
incubacion para B. yuanmingense. Después se realizd la propagacion de ambas bacterias en
frascos Roux estériles conteniendo Agar extracto de levadura manitol (ELMA) incubados a 28 °C
por 4 y 10 dias respectivamente.

e Preparacion de la suspension bacteriana de R. etli Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-
01 y su posterior inoculacion.

El inoculante se prepar6 suspendiendo el crecimiento por separado, de los frascos Roux de cada
una de las cepas en un volumen de 80 ml de agua destilada estéril hasta obtener una concentracion
final de aproximadamente 9x108cél/mL comparado con el sistema de Mac Farland. Al mismo
tiempo se procedié a sembrar por incorporacion en Agar ELMARC para el recuento de UFC/mL.
Las suspensiones bacterianas fueron inoculadas en los dias 16 y 36 de realizado el trasplante,
anadiendo 60 y 20 ml respectivamente, a cada una de las macetas segun los tratamientos de estudio.

Tratamiento 1: inoculado con agua destilada estéril.

Tratamiento 2: con fertilizante quimico (urea y fosfato diamonico).

Tratamiento 3: inoculado con suspension bacteriana de R.et/i Rf 188-03.

Tratamiento 4: inoculado con suspension bacteriana de B. yuanmingense Rc 391-01.
Tratamiento 5: inoculado con suspension bacteriana de R.et/li Rf 188-03 y B.yuanmingense Rc
391-01.
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Tratamiento 6: inoculado con suspension bacteriana de R.et/i Rf 188-03, B. yuanmingense Rc
391-01 y fertilizante quimico.

Después de realizado cada tratamiento, se llevo a cabo un periodo de secano de 2 dias y luego un
riego moderado durante 6 dias.
Fertilizacion.

La dosis que se utilizo para la fertilizacion fue de 0,402 g de tirea y fosfato diamonico por maceta, y
se aplico en forma de disolucion acuosa. La fertilizacion se fracciono en dos partes, en el dia 16 y 36
después del trasplante, donde se le administr6 al Tratamiento 2 y al Tratamiento 6.

Evaluacion del efecto de la inoculacion mixta de R.etli Rf 188-03 y B.yuanmingense Rc 391-
01 sobre el crecimiento aéreo y radicular de Oryza sativa var. NIR.

Se realiz6 evaluando seis variables agronomicas: altura de la planta, nimero de macollos, peso
fresco y seco de la parte aérea y radicular en los dias 36 y 56 de realizado el trasplante.

e Medicion de la altura de la planta

Se midi6 en centimetros, considerando la medicion desde la raiz hasta la yema terminal mas
sobresaliente.
e Determinacion del numero de macollo
Se cuantificé el numero de macollos.

e Determinacion del peso Fresco de parte aérea y radicular
Se cortd a nivel del suelo el sistema aéreo de las plantas y se determiné su peso fresco.
Posteriormente se extrajo cuidadosamente las raices y se lavaron con abundantemente agua de cafio
para eliminar los restos de suelo y se determind el peso fresco empleando una balanza analitica.

e Determinacion del peso seco de parte aérea y radicular

Para determinar el peso seco de las muestras éstas fueron introducidas en bolsas de papel y secadas
a 80 °C por 48 horas en el caso del follaje, y a 100 °C por 24 horas en el caso de las raices.
Transcurrido el tiempo de secado las muestras se pesaron en una balanza analitica.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las seis variables agrondmicas como altura de la planta, nimero de macollos,
peso fresco y seco tanto de la parte aérea y radicular fueron procesados mediante analisis de varianza.
En los casos donde se encontrd diferencia significativa se realizé la prueba de Tukey para determinar
cudles de los tratamientos fueron diferentes con respecto al control.

RESULTADOS

En la figura 1 se muestra un incremento de la altura de las plantas de Oryza sativa var. NIR que
fueron inoculadas con R. et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 en comparacion al tratamiento
con agua destilada, a los tratamientos que fueron inoculados con una sola bacteria y al tratamiento con
fertilizante. Ademas se observa una menor altura de las plantas inoculadas con R. et/i Rf 188-03 en
comparacion al tratamiento con fertilizante tanto a los 36 como a los 56 dias de evaluaciéon en
condiciones de laboratorio.

En la figura 2 se observa un incremento en el numero de macollos de las plantas de Oryza sativa
var. NIR inoculadas con R. et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 en comparacion al
tratamiento con agua destilada, a los tratamientos que fueron inoculados con una sola bacteria y con
respecto al tratamiento con fertilizante tanto a los 36 como a los 56 dias de evaluacion en condiciones
de laboratorio.

En la figura 3 el peso fresco (g) promedio de la parte aérea de las plantas de Oryza sativa var. NIR,
fue mayor en las plantas que fueron inoculadas con R. et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01
en comparacion al tratamiento con agua destilada, a los tratamientos inoculados con una sola bacteria
y con respecto al tratamiento con fertilizante. Ademas se muestra un menor peso fresco en las plantas
inoculadas con R. et/i Rf 188-03 a comparacion de las plantas tratadas con fertilizante tanto a los 36 y
56 dias de evaluacion en condiciones de laboratorio.

En la figura 4 el peso fresco (g) promedio de la parte radicular de las plantas de Oryza sativa var.
NIR en los ensayos evaluados a los 36 y 56 dias de realizado el trasplante, fue mayor en las plantas
que fueron inoculadas con R. etli Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 en comparacion al
tratamiento con agua destilada, a los tratamientos inoculados con una sola bacteria y con respecto al
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tratamiento con fertilizante. Ademas se muestra un menor peso fresco radicular en las plantas
inoculadas con R. et/i Rf 188-03 a comparacion de las plantas tratadas con fertilizante tanto a los 36 y
56 dias de evaluacion en condiciones de laboratorio.

En la figura 5 el peso seco (g) promedio de la parte aérea de las plantas de Oryza sativa var. NIR en
los ensayos evaluados a los 36 y 56 dias de realizado el trasplante, fue mayor en las plantas que fueron
inoculadas con R. etli Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 en comparacion al tratamiento con
agua destilada, a los tratamientos inoculados con una sola bacteria y con respecto al tratamiento con
fertilizante.

En la figura 6 el peso seco (g) promedio de la parte radicular de las plantas de Oryza sativa var.
NIR, en los ensayos evaluados a los 36 y 56 dias de realizado el trasplante, fue mayor en las plantas
que fueron inoculadas con R. etli Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 en comparacion al
tratamiento con agua destilada, a los tratamientos inoculados con una sola bacteria y con respecto al
tratamiento con fertilizante.
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Fig. 1. Altura promedio de plantas de Oryza sativavar. NIR a los 36 y 56 dias de realizado el trasplante y
después de ser inoculadas con Rhizobium etli Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 en relacion a los demas
tratamientos en condiciones de laboratorio (*p< 0.05 a los 36 dias, *p< 0.05 a los 56 dias)
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Fig. 2. Promedio del numero de macollos de plantas de Oryza sativavar. NIR a los 36 y 56 dias
de realizado el trasplante y después de ser inoculadas con R. et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc
391-01 en relacion a los demas tratamientos en condiciones de laboratorio (*p< 0.05 a los 36
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Fig. 3. Peso fresco (g) promedio de la parte aérea de plantas de Oryza sativa var. NIR a los 36 y
56 dias de realizado el trasplante y después de ser inoculadas con R. ef/i Rf 188-03 y B.
yuanmingense Rc 391-01 en relacion a los demas tratamientos en condiciones de laboratorio
(*p< 0.05 alos 36 dias, *p< 0.05 a los 56 dias).
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Fig. 4. Peso fresco (g) promedio de la parte radicular de plantas de Oryza sativavar. NIR a los 36
y 56 dias de realizado el trasplante y después de ser inoculadas con R. eft/iRf 188-03 y B.
yuanmingense Rc 391-01 en relacion a los demas tratamientos en condiciones de laboratorio (*p<
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Fig. 5. Peso seco (g) promedio de la parte aérea de plantas de Oryza sativavar. NIR a los 36 y 56
dias de realizado el trasplante y después de ser inoculadas con R. et/iRf 188-03 y B.
yuanmingense Rc 391-01 en relacion a los demas tratamientos en condiciones de laboratorio (¥p<

0.05 alos 36 dias, *p< 0.05 alos 56 dias).
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Fig. 6. Peso seco (g) promedio de la parte radicular de plantas de Oryza sativa var. NIR a los 36 y
56 dias de realizado el trasplante y después de ser inoculadas con R. et/i Rf 188-03 y B.
yuanmingense Rc 391-01 en relacion a los demads tratamientos en condiciones de laboratorio
(*p<0.05 alos 36 dias, *p< 0.05 a los 56 dias).

DISCUSION

Las plantas de Oryza sativa “arroz” var. NIR inoculadas con R. et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense
Rc 391-01 incrementaron significativamente su altura en comparacion a las plantas inoculadas con
agua destilada estéril y a las que fueron tratadas con fertilizante. La altura fue uno de los parametros
morfologicos que expresd mayor claridad el efecto del ensayo y que puede visualizarse a simple vista,
con 80.20 y 107.85 cm a los 36 y 56 dias de realizado el trasplante respectivamente (Figura 1). Esto se
debié probablemente a la existencia de un sinergismo entre las plantas de arroz y las bacterias
inoculadas, permitiendo la fijacidén biologica de N, y su posterior absorcidon por parte de las plantas.
Segun algunos autores, los rizobios, entre otros diazotrofos, son capaces de producir vitaminas
hidrosolubles del grupo B, lo cual es también un factor que estimula el factor de crecimiento de las
plantas, especificamente en longitud del tallo, produccién de materia seca, asi como la capacidad de
absorcion de nutrientes!.

En cambio, el menor efecto de la inoculacion independiente de ambas bacterias , pudo deberse a que
las cepas no encontraron el medio adecuado en la rizéfora, ya que, para que los microorganismo
puedan asociarse intimamente con las raices , tienen que escapar de los mecanismos de defensa de la
planta y encontrar condiciones nutritivas y ambientales adecuadas para su crecimiento. La dindmica de
colonizacion de las raices por las bacterias inoculadas es esencial para su establecimiento efectivo,
siendo un factor critico para la estimulacion del crecimiento vegetal.

Por otro lado el tratamiento 6 que es la asociacion de ambas bacterias mas urea y fosfato diaménico
presenta una mayor altura de la planta con 92.48 y 115.87 cm a los 36 y 56 dias respectivamente de
realizado el trasplante, en comparacion a los demas tratamientos (Fig. 1), pues se piensa que por la
enzima ureasa, una enzima que abunda en el suelo, aunque la enzima proveniente de estas fuentes se
degrada rapidamente por la accion microbiana y es R. et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01
quienes desempefian el papel de fijar el nitrogeno de la atmosfera, y ademas utilizaria la urea
inoculada como fertilizante y son capaces de llevar a cabo esta hidrolisis para la produccion de
amonio, la cual seria absorbida por la planta .
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Otras caracteristicas que pueden favorecer el crecimiento de estas plantas es la produccion de
sideroforos, los que tienen afinidad por el hierro, secuestrando a este elemento, convirtiéndolo en
factor limitante para grupos de microorganismos patéogenos, también producen sustancias que inducen
la resistencia sistémica en algunas plantas; jugando un papel importante para el control bioldgico de
algunas enfermedades en las plantas.

Las plantas tratadas con las bacterias R.et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 presentaron un
mayor macollamiento con un numero promedio de 15.42 a los 56 dias (de realizado el trasplante) con
respecto a las plantas inoculadas con agua destilada (Fig. 2), esto se puede deber a que la inoculacion
mixta de ambas bacterias estimula una mayor absorcion de nitrégeno en forma amonica especialmente
en los estados tempranos de crecimiento, ya que los productos de la fotosintesis son preferencialmente
usados para sintesis de proteinas, produccién de vainas de las hojas y de macollas. Ademas existe una
correlacion positiva entre la cantidad de nitrogeno absorbido en los estados tempranos de crecimiento
y el numero de macollas efectivas por m2 [71.

Por otra parte un Optimo contenido de nitrogeno desde esta etapa hasta la formacion de panicula
puede asegurar una adecuada densidad de paniculas fértiles al momento de floracion, lo que
conduciria a una mayor productividad.

Asi mismo al evaluar el peso fresco de la parte aérea y radicular, se encontré6 un mayor incremento
en el tratamiento con R.etli Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 a los 36 y 56 dias
respectivamente (de realizado el trasplante) con respecto a las plantas inoculadas con agua destilada y
sobre las plantas que fueron inoculadas con una sola bacteria (Figs. 3 y 4). El agua es importante
cuantitativamente ya que ella constituye el 80-90 % del peso fresco de muchas plantas herbaceas y
mas del 50% del peso fresco de las plantas lefiosas. El agua es parte importante del protoplasma, como
también de las proteinas y moléculas de lipidos; una reduccidén en el contenido de agua en estos
componentes de la célula, por debajo de un nivel critico causa cambios en la estructura celular y
finalmente la muerte. Ademds permite que ocurra la translocacidon de los elementos disueltos, es un
solvente en el cual gases, minerales y otros solutos entran a las plantas!s.

Con respecto a los resultados obtenidos del peso seco de la parte aérea y radicular de las plantas
inoculadas con ambas cepas de R.et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01, se observo que juntas
promovieron un mayor crecimiento significativo sobre las plantas tratadas con agua destilada y sobre
las plantas que fueron inoculadas con una sola bacteria a los 56 dias de realizado el trasplante (Figs. 5
y 6). Esto puede deberse a que tanto R.etli como B. yuanmingense producen fitohormonas como las
auxinas, las cuales aumentan el numero de raices laterales, al igual que el tamano de las
mismas!®. También cabe destacar que hay estudios sobre B. yuwanmingense para producir AAC
diaminasa, compuesto que reduce el nivel de etileno en las raices de las plantas, incrementando de esta
manera la longitud y el crecimiento de raices2’. Ademas, el acido indol acético (AIA), las giberelinas y
citoquinas producidas por R.etliy B. yuanmingense presentes ya sea en la rizosfera o en los tejidos de
las plantas, estimulan un mayor desarrollo de la raiz y una mejor capacidad de absorcion de los
nutrientes por parte de las raices resultando beneficioso para las plantas de arroz.

El aumento del peso seco de la parte aérea en las plantas inoculadas con R. et/i Rf 188-03 a
comparacion de las plantas inoculadas con agua destilada, podria deberse a que R. ef/i podria ser capaz
de disolver los fosfatos del suelo con lo cual aument6 la produccion de la materia seca de la planta
aunque también mecanismos como la produccion de sider6foros?! y la produccion del AIA estarian
implicados. Otras investigaciones demostraron incrementos de 42% de la materia seca de la parte
aérea y de 49% de la materia seca de raiz en plantas no leguminosas inoculadas con R. ef/i. Dichos
investigadores mencionan que el efecto benéfico de R. et/i en plantas no leguminosas puede deberse a
los mecanismos descritos anteriormente?2.

Si bien R.et/i Rf 188-03 y B. yuanmingense Rc 391-01 no son bacterias especificas para Oryza
sativa “arroz” var. NIR, estudios han demostrado que los rizobios no solo colonizan la superficie de
las raices sino también las células lisadas de la corteza de la raiz y el espacio intercelular del centro de
las células cilindro de las raices?3. Es asi que nuestros resultados nos demuestran que existe una
respuesta positiva y un mayor rendimiento en la aplicacion asociativa de ambas bacterias. Esto resulta
importante para reducir los costos de produccion y disminuir el dafio a la naturaleza, ademas de poder
incrementar los rendimientos sin la necesidad de incorporar fertilizantes en abundancia que causan un
negativo impacto sobre la salud y el medio ambiente.
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CONCLUSION

e La inoculacion mixta de R.et/i Rf 188 - 03 y B. yuanmingense Rc 391-01 tiene mayor efecto
sobre el crecimiento aéreo y radicular de las plantas de Oryza sativa var. NIR en comparacion a las
plantas tratadas con agua destilada estéril, con fertilizante quimico y con la inoculacion
independiente de R. etli Rc Rf 188-03 y B. ywanmingense Rc 391-01 en condiciones de
laboratorio.
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RESUMEN

Se evaluo el efecto de Lecanicillium lecanii (Zimm) y Beauveria bassiana (Bals) Vuill sobre Planococcus citri
(Risso) en condiciones de laboratorio. Se emplearon hojas de limon que fueron infestadas con 20 ninfas de P.
citri y luego fueron inoculados con L. lecanii a las dosis de 106y 107 conidios/mL con ayuda de un aspersor
manual, procediendo de la misma forma con B. bassiana. Los tratamientos fueron distribuidos aleatoriamente. La
muerte de las ninfas de P. citri se produjo a las 72 horas después de la aplicacion con los siguientes porcentajes
de mortandad: 81.5 y 80.0% con L. lecanii, y 78.3 y 85.0% con B. bassiana, a las concentraciones de 10y 107
conidios/mL, respectivamente (no existe diferencia significativa con los demas tratamientos), aunque si (p<0,05)
con el control que present6 10.0% de mortandad.

alabras clave: Lecanicillium lecanii, Beauveria bassiana, Planococcus citri, % de mortanda
Palab 1 L [lium I B b , Pl. tri, % d tandad

ABSTRACT

Lecanicillium lecanii (Zimm) and Beauveria bassiana (Bals) Vuill effect on Planococcus citri (Risso) under
laboratory conditions was evaluated. Lemon leaves were infested with 20 P. citri nymphs AND then inoculated
with L. Jecanii at doses of 10° and 107 conidia/mL using a hand sprayer, proceeding in the same way with B.
bassiana is used. The treatments were randomized. The death of P. cifri nymphs occurred 72 hours after
application with mortality following percentages: 81.5 and 80.0% with L. /ecanii, and 78.3 and 85.0% with B.
bassiana, at concentrations of 106 and 107 conidia/mL, respectively (there is no significant difference with other
treatments), although (p<0.05) with the control showed 10.0% mortality.

Keywords: Lecanicillium lecanii, Beauveria bassiana, Planococcus citri, % mortality
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INTRODUCCION

Los insectos plaga producen graves dafios en la agricultura y, dentro de ellos, Planococcus citri,
conocida como cochinilla algodonosa o chanchito blanco, es considerada como una de las mas
perjudiciales en particular para los cultivos de vid, citricos y plantas ornamentales, no solo por ser
fitéfago sino también por su capacidad vectorial de virus fitopatogenos!2:34,

Cuando la hembra de P. citri es fecundada oviposita cientos de huevos en una cubierta algodonosa
denominada ovisaco, de donde emergen las ninfas que se alimentan de las raices, hojas y frutos del
vegetal y excretan una mielecilla que favorece el desarrollo de fumagina lo que resta valor comercial a
los productos; dependiendo de las condiciones ambientales, puede presentar hasta 10 generaciones al
afos.

El uso de productos quimicos, tales como, buprofezin, pyriproxyfen, flonicamid, acetamiprid,
dinotefuran, clotianidina y kinoprene representa una de las principales estrategias de control de la
cochinilla algodonosa; sin embargo, éstos no respetan los controladores naturales, factor importante de
la regulacion natural de esta plaga®’. Por ello, y en un un intento por resarcir este dafio, se realizan
liberaciones inundativas de Lepfomastix dactylopii’, Spalgis epiusS, Cryptolaemus montrouzier?,
Leptomastidea abnormis'® y Sympherobius barberi!, siendo los tres ultimos los controladores mas
comunmente usados. Al mismo tiempo, se han utilizado a los nematodos Steinernema spp. y
Heterorhabditis bacteriophora'?, feromonas sexuales!3!4 y a los hongos entomopatdgenos [Isaria
farinosa'>10'y Metarhizium anisopliae!’.

En este contexto, la utilizacion de los hongos entomopatogenos en la agricultura ha ido en aumento
en los ultimos afios debido al gran potencial que tienen en el manejo de plagas, representando una
alternativa eficiente al uso de insecticidas quimicos, considerados altamente nocivos para la salud del
hombre y los ecosistemas!8:1920, En efecto, se ha registrado que Lecanicillium lecanii controla veinte
especies pertenecen a la familia Coccidae?!2223| diez especies a la familia Diaspididae?4, diez especies
a la familia Pseudococcidae?5:26, una especie a la familia Margarodidae?’” y una especie a la familia
Phoenicococcidae?8 y que Beauveria bassiana a insectos de los Ordenes Lepidoptera (Pyralidae) y
Coleoptera (Curculionidae, Chrysomelidae y Scolytidae)29:30,

En este informe se presentan los resultados de una investigacion orientada a determinar el efecto de
L. lecanii (Zimm) y B. bassiana (Bals) Vuill. sobre P. citri (Risso), en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material de estudio

e Cultivo puro de Lecanicillium lecanii proporcionado por el laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad
Nacional de Trujillo.

e Cultivo puro de Beauveria bassiana proporcionado por el laboratorio de Fitopatologia del
Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad
Nacional de Trujillo.

e Un nucleo de Planococcus citri (conformado por 1g de las colonias del insecto) proporcionado por
el Servicios Nacional de Sanidad Agraria del Perti (SENASA).

Crianza de adultos y obtencion de ninfas de Planococcus citri:

Se obtuvieron las ninfas del nticleo otorgado por SENASA- Lima luego se colocaron en calabacines
de zapallito italiano (Cucurbita pepo var. Zucchini grey) previamente lavados y desinfectados. Los
calabacines infestados se colocaron en una caja de carton y fueron mantenidos en el laboratorio,
monitoreando la temperatura y la humedad relativa. Los especimenes de P. citri fueron puestos en
cuarentena realizando cambios periddicos de alimento (calabacines) para evitar la contaminacion de la
colonia por agentes no deseados como parasitoides y hongos.

Reactivacion de Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana:

Con el fin de recuperar la actividad metabdlica de ambos hongos y se obtener cultivo puro en mayor
cantidad se utiliz6 Agar Sabouraud (ASb), se extrajo micelio del cultivo inicial, se sembrd por puntura
y se incubo a 25 £ 0.1 °C.
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Propagacion, estandarizacion del indculo e inoculacion

Se prepard una suspension de L. lecanii en solucion estéril de Tween 80 al 0.1%, la cual se utilizd
para propagar el hongo ASb inclinado (contenido en frascos planos), se utilizé 0.1 ml de la
suspension del hongo, se incub6 a 25 + 0.1 °C hasta la formacion de esporas. Posteriormente, se les
agregd una solucion acuosa de Tween 80 al 0.1%, para obtener las esporas. La suspension de esporas
fue colocada en un matraz estéril. Luego se estandarizO en camara de Neubauer® a las
concentraciones de 106 y 107 las que sirvieron de inoculo. Los mismos pasos se siguieron para
preparar el indculo de B. bassiana.

La muestra estuvo constituida por 300 de ninfas de P.citri, de las cuales 4 grupos de 20 ninfas fueron
ejemplares problema y otro de grupo de 20 ninfas fueron ejemplares testigos, realizando un total de 3
repeticiones. A los ejemplares problema se les inoculd por aspersion una suspension de esporas en
Tween 80 al 0,1%, siendo la concentraciones utilizadas 10¢ y 107 esporas/ml de L. /ecanii. Se siguieron
los mismos pasos para el caso de B. bassiana. Mientras que, los ejemplares testigo se les inoculd una
solucion acuosa de Tween 80 al 0,1%. Para este procedimiento se realizo la infestacion de hojas de
limén con P, citri que fue criado en calabacines, estas hojas fueron colocadas en recipientes de plastico
adaptado para permitir el intercambio gaseoso y evitar la fuga de los especimenes.

Evaluacion de la actividad entomopatogena

Después de la inoculacion se evalué cada 24 horas la aparicion de sintomas y/o signos de la
infeccion micdtica que presentaron las ninfas problema en comparacion a los testigos. La observacion
de cada una de las ninfas y el posible progreso de la infeccion micdtica se realizd diariamente
anotando la aparicion de sintomas como pérdida de apetito, paralisis, pigmentaciones, u otros, que se
produjeron durante el ensayo, siendo el tiempo méaximo de observacion 14 dias (tanto problema como
testigo).

Recuperacion e identificacion de L. lecaniiy B. bassiana

Este procedimiento se realiz6 con la finalidad de corroborar la causa de la muerte de las ninfas de P.
citri y consistid en colocar los especimenes muertos en camara humeda e incubados a temperatura
ambiental, una vez emergido el hongo se extrajo con ayuda de un asa microbioldgica y se sembr6 en
un tubo de ensayo con ASb para posteriormente realizar un microcultivo e identificar las estructuras
caracteristicas de L. lecaniiy B. bassiana
Analisis de datos

Los datos obtenidos se procesaron utilizando el paquete estadistico SPSS v.20, aplicando un analisis
de varianza simple para comparar las medias de mortandad producida por el hongo evaluado;
aplicandose, un analisis postanava mediante la prueba de Tukey.

RESULTADOS

Se observaron diversos sintomas y signos, luego la muerte, en las ninfas de P. crtri luego que fueron
inoculadas con L. lecaniiy B. bassiana a las dos concentraciones de conidias preescritas (Tabla 1, Fig.
1). Se encontrd, asimismo, diferencia significativa entre control (10%) y los tratamientos, mas no entre
los tratamientos (Fig. 2).

Tabla 1. Sintomas y/o signos observados en ninfas de Planococcus citri inoculadas con dos concentraciones de
Lecanicillium lecanii y Beauderia bassiana

Sintomas y/o signos observados Conidios/mL
control Lecanicillium lecanii Beauveria bassiana
0* 106 107 106 107
Pérdida del apetito = + + + +
Escasa movilidad - + + + +
Oscurecimiento (melanizacion) = + + + +
Muerte + + + + +
Aparicion de micelio - + + + +
Momificacion - + + + +

(*) Representa al control, (-) Sin presencia, (+) Presencia
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DISCUSION

Los sintomas observados en las ninfas de P. citri son debido a que los hongos entomopatogenos, a
diferencia de otros agentes de control, no necesitan ser ingeridos por el insecto, pudiendo ocurrir la
infeccion por contacto y adhesion de las esporas a las partes bucales, membranas intersegmentales o a
través de los espiraculos3!.

Fig. 1. Ninfas de Planococcus citri inoculadas con Lecanicillium lecanii (Panel izquierdo): a, control; b, muerta
con oscurecimiento en la parte ventral; ¢, momificada y d, cubierta con micelio y con Beauveria bassiana (panel
derecho). a, control; b, momificada y c, cubierta con micelio.

Porcentaje de mortandad de ninfasx de Planecoccus citri(%o)

CONTROL 106 107 10

Fig. 2. Porcentaje de mortandad de ninfas de Planococcus citri inoculadas con dos concentraciones de
Lecanicillium lecanii'y Beauveria bassiana a las 72 horas post-inoculacion. (B.b.: Beauveria bassiana,; L.1.:
Lecanicillium lecanii; a: p< 0.05, existe diferencia significativa, b: p> 0.05, no existe diferencia significativa).
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Es asi que, la adhesion de los conidios de los hongos entomopatoégenos a la cuticula del hospedero es
la etapa inicial del proceso patogénico e incluye eventos tanto pasivos como activos32, lo cual ha
sugerido que iones divalentes como el Ca*2 y el Mg*? reducen las fuerzas de repulsion de la
electrostatica de la superficie del insecto, por lo que pueden afectar su hidrofobicidad y promover la
adhesion del complejo pared celular fingica-cuticula, creando condiciones favorables para el
establecimiento de la espora y la subsecuente invasion del hospedero3!.

Luego de la adhesion viene la germinacion de la espora que se inicia con el hinchamiento de la
misma, siendo favorecido por una humedad alta; asi mismo la hidratacion de la espora es favorecida
por la accion anti-desecante de su cubierta mucilaginosa que presenta un alto contenido de
aminopeptidasas e hidrofobinas, las cuales favorecen la accion de la enzimas extracelulares sobre la
cuticula del insecto., que ademas funciona como protector ante la presencia de polifenoles toxicos y
enzimas secretadas por el sistema inmune del insecto; luego es estimulada por mensajeros que
generalmente son carbohidratos presentes en las proteinas cuticulares del insecto3!.

Tanto L. lecanii como B. bassiana logran penetrar la cuticula de las ninfas de P. citri debido a que
producen enzimas tales como lipasas, proteasas y quitinasas, utilizando una combinacién de estas para
penetrar en la cuticula33-34 y acceder al hemocele del hospedero que es rico en nutrientes32, lo cual
produce disturbios en el organismo del insecto (Tablal).

Durante la penetracion del hongo desde la cuticula del insecto hasta el hemocele, la hifa queda
inmersa en proteinas, quitina, lipidos, melanina, difenoles y carbohidratos; algunos de ellos son
nutrimientos pero otros pueden inhibir su crecimiento, sin embargo, los hongos desarrollan una serie
de actividades que les permiten evitar este tipo de defensas, tales como cambios en la pared celular y
produccion de sustancias inmunomodulatorias o toxinas fungicas35.36. Después de la penetracion de las
hifas, éstas se diseminan via hemolinfa, producen blastosporas y cuerpos filamentosos de hifas que
invaden el sistema inmune del hospedero multiplicindose rapidamente en los tejidos.

Cabe resaltar la produccion de micotoxinas dentro de las actividades que realizan los hongos
entomopatégenos, L. lecaniiy B. bassiana, las cuales son metabolitos fiingicos secundarios que hacen
parte de los mecanismos de infeccion y pueden dar lugar a una respuesta toxica en diferentes
organismos. Ellos son producidos por una seria de reacciones consecutivas, las cuales son catalizadas
por enzimas intermediarias del metabolismo primario37.

Ademas se conoce que B. bassiana produce beauvericinas, beauverolidos y destruxinas, la actividad
insecticida de la beauvericina fue descubierto por primera vez por Hamill et al.3¥ quienes afirman que
es el compuesto activo de B. bassiana enfrentandolo a Artimia salina; posteriormente, fue investigado
en Calliphora erythrocephala, Aedes aegypti, Lygus spp., Spodoptera frugiperda y Schizaphis
graminunr®*04142 A pesar de que la beauvericina por si sola tiene una fuerte actividad insecticida
contra un amplio espectro de plagas, no se ha aplicado como tal debido a, el movimiento de los
insectos y a que al aplicar el hongo entomopatogeno este puede propagarse en el cuerpo del insectos y
se extenderse ampliamente*2. A pesar de las similitudes entre las estructuras quimicas de beauvericina
y otras micotoxinas hexadepsipeptide ciclicos?® esta puede tener un mecanismo de accion unico.

B. bassiana también secreta otros compuestos conocidos como beauverolidos L que poseen una
fuerte accion inmunomoduladora pero no un efecto insecticida*3, por otro lado también estan las
destruxinas que inducen paralisis flacida y la contraccion muscular visceral en los insectos; estos
efectos citotoxicos en las células epiteliales probablemente sea porque envuelven los canales Ca2* -
ATPasa tipo vacuolar#445.

En cambio L. /ecanii secreta una serie de metabolitos secundarios los cuales se constituyen toxinas
que producen una reduccion del potencial de progenie y disuaden la actividad alimenticia en Bemisia
tabacr'®, insecto que posee un habito alimenticio similar al de P. citri, lo cual sugiere un reaccion
similar.

Las toxinas que estos organismos producen cumplen una funcion muy importante dentro de los
mecanismos de infeccion de los hongos entomopatégenos3? en la lucha por evadir los mecanismos de
defensa del insecto. El sistema inmune del insecto se activa a través de los procesos de melanizacion,
fagocitosis, nodulacion y encapsulamiento; la melanina sustancia responsable del oscurecimiento del
tejido, debido a ello las ninfas tratadas con L. /ecanii'y B. bassiana se tornan oscuras en comparacion a
las del control.

Luego de sobrepasados los mecanismos de defensa del insecto este perece y el hongo
entomopatdgeno entra en la fase de colonizacion y al agotar los nutrientes y el agua presentes en el
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interior de la ninfa esta se momifica, posteriormente el hongo emerge desarrollando sus hifas en la
superficie de ésta. Finalmente, el hongo deja de crecer y comienza a esporular3!47,

Mientras ocurren todos los procesos antes mencionado se pueden observar efectos en el
comportamiento de las ninfas de P. citri, como no poder adherirse y caerse de las hojas que le sirven
de alimento, posiblemente por la accion de las toxinas en el sistema nervioso; la pérdida de apetito que
se manifiesta por la reduccion de nivel de dafio en las hojas sobre las que se encontraban, esto ocurre
por pérdida de la integridad estructural de las membranas celulares y la consecuente deshidratacion de
las células causado por pérdidas de fluidos, todo esto ocurre por la accion mecanica de las hifas y la
accion quimica de las toxinas de L. lecanii o B. bassiana, llevandolas a la muerte.

La aplicacion de L. Jecanii produjo una mortandad de 81.7% y 80% a las concentraciones de 106 y
107, respectivamente, y B. bassiana produjo una mortandad de 78.3% y 85% a las concentraciones de
106 y 107, respectivamente; existiendo diferencia significativa con el control sin embargo no existe
diferencia significativa entre los cuatro tratamientos. Debemos tener en cuenta que los resultados
pueden verse influenciados por muchos factores como la temperatura (que puede afectar la estabilidad
del entomopatdgeno y perder la patogenicidad), la humedad relativa (puede intervenir en las diferentes
fases del ciclo de infeccion del hongo sobre el huésped), lo relacionado con el hongo (concentracion y
tiempo de vida media), suelo (textura, pH, cantidad y tipo de microorganismos), agroquimicos
(algunos tienen accion fungicida o fungistatico) asi como la radiacion solar, los vegetales y las
precipitaciones#547,

En cuanto al porcentaje de mortandad, se observo un 85% al aplicar B. bassiana a la concentracion
de 107 conidios/mL el cual podemos comparar los resultados*’” donde reportan 80% de mortandad en
ninfas de P. citri a una dosis de 108 conidios/mL, donde utilizaron un producto comercial y una dosis
superior a la utilizada en el presente trabajo, el 5% de diferencia que se obtuvo puede deberse a la
virulencia del aislamiento de B. bassiana utilizado, también se observa un menor aumento de la
mortandad al utilizar M. anisopliae (78%)'7, e Isaria farinosa (50-60%) a la misma concentracion
(107conidios/mL)!5.

CONCLUSION

e Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana tienen un efecto significativo en el aumento de la
mortandad de las ninfas de Planococcus citri.
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RESUMEN

La investigacion estuvo orientada a determinar el efecto de los tripomastigotes atenuados por calor de 7. cruzi
a la infeccion experimental en Mus musculus BALB/c con la forma infectiva del parasito; para lo cual, se
utilizaron tripomastigotes de 7. cruzi cepa Cl y ejemplares de Mus musculus BALB/c “raton”. Los
tripomastigotes se obtuvieron en Medio Grace a partir de epimastigotes mantenidos en un cultivo axénico en
medio bifasico (BHI + 10% de sangre / PYLB), los que fueron atenuados por shock térmico a temperaturas de
37, 37,5; 38; 38,5 y 39°C con tiempos de exposicion de 30, 60, 90 y 120 segundos y posteriormente inoculados a
20 ejemplares de Mus musculus BALB/c. A los 30 dias de la inoculacion, se evidencio la presencia del parésito
en tres ratones del grupo experimental y en los 17 ratones restantes la ausencia del parasito. Verificada la
efectividad de la atenuacion, estos parasitos fueron inoculados a 68 ratones del grupo experimental (4 ratones/17
casos positivos) con una dosis de 106 parasitos/0.2 mL al 0, 7, 21 dia; mientras que al grupo control comprendido
por cuatro ratones solo se suministré una dosis de 0.2 mL de Medio Grace. Después de los 30 dias de
inoculacion con la forma infectiva del parasito, una semana posterior a la tltima inmunizacion, se obtuvo un
96% de supervivencia en los ratones del grupo experimental y 25% de supervivencia en los ratones del grupo
control; con lo cual se comprobod que los parasitos atenuados a temperaturas de 37; 37,5; 38; 38,5 y 39°C generan
un efecto protector en Mus musculus BALB/c.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, tripomastigotes, epimastigotes, cultivo axénico.

ABSTRACT

The research was aimed at determining the effect of the tripomastigotes attenuated by heat of 7. cruzi to the
experimental infection in Mus musculus BALB/c with the ineffective form of the parasite, in which case, they
were used tripomastigotes of 7. cruzi strain Cl and specimens of Mus musculus BALB/c “mouse”. The
tripomastigotes were obtained in Medium Grace from epismastigotes kept in an axenic culture of a biphasic
environment (BH1+10% of blood / PYLB), which were attenuated by thermal shock at temperatures of 37; 37.5;
38; 38.5; 39 °C with exposure time of 30, 60, 90 and 120 seconds and subsequently inoculated to 20 specimens
of Mus musculus BALB/c. After 30 days of inoculation, the presence of the parasite was evident in the 3 mice
from the experimental group and in the remaining 17 mice the absence of the parasite. Verified the effectiveness
of the attenuation, these parasite were inoculated to 68 mice from the experimental group (4 mice / 17 positive
cases) with a dose of 100 parasites/0.2 mL at 0, 7, 21 day; whereas the control group comprised of 4 mice only
one dose was supplied of 0.2 mL from Medium Grace. After 30 day of inoculation with the ineffective form of
the parasite, a week later to the last immunization, it was obtained 96% survival in the mice from the
experimental group and 25% survival in the mice from the control group; whereupon it was proved that the
attenuated parasites by temperatures of 37; 37.5; 38; 38.5; 39 °C generate a protective effect in Mus musculus
BALB/c.

Keywords: Trypanosoma cruzi, tripomastigotes, epismastigotes, axenic culture.



INTRODUCCION

Causada por Trypanosoma cruzi y transmitida por insectos hematéfagos de la subfamilia
Triatominae, la enfermedad de Chagas constituye un serio problema de salud publica porque
aproximadamente ocho millones de personas estan infectadas, de las cuales, entre 23 y 43
mil personas mueren al afio y otras 100 millones estan en riesgo de contraer la infeccion!-2. En el Pert,
la zona costera sur (Ica, Arequipa, Moquegua, Tacna) son las zonas donde se han presentado la
mayoria de casos de enfermedad de Chagas, siendo 7riafoma infestansel vector y Cavia porcellus
"cobayo" el principal reservorio34.

La enfermedad de Chagas presenta una fase aguda con sintomas no especificos, seguida de una fase
indeterminada que puede durar hasta 10 afios y una fase cronica progresiva con patologia severa del
corazén y/o tracto digestivol45. En la fase aguda se aprecia activacion de sistema inmune, con
presencia de citoquinemia, intensa activacion de linfocitos T y B, linfoadenopatia, esplenomegalia y
un intenso proceso inflamatorio difuso o local asociado a la miocitolisis inducida por el parasito. En la
fase indeterminada aparecen los IgG especificas y hay ausencia de signos, sintomas y de anomalias del
electrocardiograma y el corazon, esdfago y colon presentan tamafio normal. En la fase cronica se
presenta una reaccion inflamatoria  fibrotica que dafia el musculo cardiaco
y la red de conduccion y el sistema nervioso entérico?45.

La variabilidad de susceptibilidad del hospedador a 7. cruzidepende de factores ligados tanto al
parasito como al hospedador®’8. Una misma linea isogénica de raton presenta diferentes grados de
susceptibilidad a la infeccién causada por diferentes cepas de 7. cruzP-10.11) lo que demuestra que el
curso de la infeccion depende de las caracteristicas intrinsecas del parasito!2.

En la actualidad, la principal medida de control es el tratamiento con insecticidas de las viviendas y
peridomicilios donde habita el insecto vector , metodologia especialmente eficiente cuando la propia
comunidad participa en la vigilancia epidemiological2. Sin embargo, la continua recolonizacion de las
viviendas hace necesario ampliar el marco del control de la transmisiéon abriendo el desafio del
desarrollo de extrategias confluyentes de control y prevencion, tales como el desarrollo de una vacuna
de agentes terapéutifcos efectivos. Una vacuna, ya sea preventiva o terapéutica, contribuiria en gran
medida al control de la enfermedad de Chagas mediante la reduccion de la infecciosidad del principal
reservorio interno del parasito, asi como mejorar la atencion de los animales que cada vez mas se ha
detectado como infectados por 7. cruzi 13.14

Una amplia gama de formulaciones de vacunas han sido evaluadas a lo largo de los afios, que van
desde los parésitos enteros a purificados o proteinas recombinantes, vectores virales y vacunas de
ADN. Intentos iniciales de utilizar parasitos muertos de 7. cruzi produjeron modestos resultados de
proteccion contra la infeccion!s:16, posiblemente debido a una inmunogenicidad mas bien baja. Por otra
parte, parasitos vivos atenuados son mucho mas inmunoégenos y los primeros estudios indican que son
capaces de conferir proteccion significativa contra la infeccion!®17.18, Del mismo modo, la
inmunizaciéon con 7. rangeli en vivo, una relacionada especie de parasito no patdogeno en seres
humanos, también puede proporcionar cierta inmunidad cruzada reactiva y una proteccion parcial,
posiblemente debido a antigenos homoélogos!9:20,

Estos enfoques plantean los problemas comiinmente asociados con las vacunas vivas, es decir, la
seguridad y los retos asociados con su produccion a gran escala y distribucion. No obstante, existe un
renovado interés en un vivo enfoque de vacuna atenuada y estudios recientes han descrito la
generacion de mutantes de 7. cruzi por genes especificos, que puede proporcionar una buena
proteccion contra la infeccion en los ratones, incluso a través de la administracion oral [33-351, Por
tanto, es de gran interés que las formulaciones de vacunas puedan utilizarse tanto para la prevencion
de la enfermedad de Chagas, asi como para la terapia de una infeccidon en curso, siendo esta una
herramienta muy flexible para el control de la enfermedad?2!.2223, Desde muy diversas perspectivas se
ha intentado inducir una respuesta inmune protectora contra 7Trypanosoma cruzi. Ensayos con
parasitos vivos atenuados o no proliferativos, muertos intactos u homogeinzados, fracciones
subcelulares y macromoléculas purificadas, han demostrado, en el mejor de los casos, poteccion
expresada como mayor sobrevida y menor parasitemia?’.

En este articulo se presentan los resultados de una investigacion orientada a inducir un efecto
protector en ejemplares de Mus musculus BALB/c, utilizando tripomastigotes de 7rypanosoma cruzi
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cepa C1 obtenidos en medio Grace y atenuados a temperaturas de 37; 37,5; 38; 38,5 y 39°C con
tiempos de exposicion de 30, 60, 90 y 120 segundos.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico

o Cultivo de T. cruzi cepa C1 en su forma epimastigote donado por el Instituto de Medicina Tropical

de la Universidad Nacional de San Marcos (Lima, Pert)

¢ 72 ejemplares machos de Mus musculus BALB/c “ratéon” de cuatro semanas de edad, adquiridos

del Bioterio del Instituto Nacional de Salud (Lima, Pert).
Propagacion de la forma epimastigote de 7. cruzi C1.

Las formas epimastigotes de la cepa C1 de 7. cruzi, fueron cultivadas en tubos estériles de 20x150
mm con tapa rosca. El cultivo estaba compuesto por un medio Bifasico, conformado por Agar BHI
(fase solida) y medio PYLB (fase liquida). Cada tubo contenia ocho mL de fase sélida, debidamente
suplementada con 10% de sangre desfibrinada de conejo o humana!s, la cual se agregd cuando el agar
se encontraba a una temperatura entre 40 a 50°C, luego se colocé en plano inclinado hasta solidificar.
Mientras que la fase liquida a razéon de 11 mL por cada tubo, tenia como aditivo necesario 0.01% de
Amikacina (500mg/2mL). Seguidamente, se realiz6 la siembra de los parésitos, extrayendo 1 mL de
indculo procedente del medio liquido del cultivo de la cepa. Segliin esta descripcion, se obtuvo por
cada lote de cultivo, 20 tubos y se mantuvo a 22 +/- 2°C (temperatura optima de crecimiento del
epimastigote) durante 15 dias 2426,

Obtencion de formas tripomastigote de 7. cruzi.

Después de los 15 dias de incubacion, se verificod la presencia de los epimastigotes en cada uno de
los tubos a través de observacion microscopica de una pequefia gota del cultivo. La fase liquida de
cada uno de los tubos fueron traspasados a otros tubos limpios de 13x100 mm. Estos tubos fueron
centrifugados a 4000 rpm por cinco minutos con la finalidad de obtener en el sedimento los parasitos y
eliminar el sobrenadante. Luego fueron lavados tres veces con PBS estéril pH 7.26 conteniendo 0.5%
Bencilpenicilina 100UIl/SmL y 0.25% Gentamicina 160mg/2mL y centrifugado a 4000 rpm por cinco
minutos. Luego se elimino el sobrenadante y a partir del pellet, se cambid a tubos limpios y estériles
en donde se anadidé medio Grace (Sigma Aldrich) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino. Los
cultivos fueron mantenidos durante seis dias a 22 +/- 2°C y a partir de los tres dias se evalu6 mediante
la observacion y busqueda microscopica de parasitos metaciclicos2®.

Atenuacion de tripomastigotes de 7. cruzi.

Luego de la transformacion de las formas tripomastigotes, se procedié a la atenuacidon de dicha
forma infectiva sometiendo al parasito a bafio maria a temperaturas de 37°C ; 37,5°C; 38°C; 38,5°C y
39°C en tiempos de 30, 60, 90 y 120 segundos por cada temperatura.

Evaluacion de la efectividad de la atenuacion.

Para comprobar la efectividad de la atenuacion se inocularon 20 ejemplares de Mus musculus
BALB/c (un ejemplar por temperatura/ tiempo), con una dosis de 10¢ tripomastigotes /0.2 mL que fue
monitoreado por recuento en cdmara de Neubauer. A partir del segundo dia de inoculados se empezo a
evaluar el estado de los ratones hasta el dia 30. Transcurrido este tiempo se tom6 muestras de la parte
distal de la cola de cada uno de los ratones y se busco los parasitos por observacion microscopica.
Inmunizacion con tripomastigotes atenuados en Mus musculus.

Luego de evaluar y determinar la ausencia del parésito en sangre de los ratones y comprobar la
atenuacion de los tripomastigotes, el grupo experimental de M. musculus BALB/c comprendido por
17 subgrupos con cuatro ratones cada uno, fue inmunizado con una dosis de 10¢ tripomastigotes
atenuados/0,2 mL por la ruta intraperitoneal (IP)#!], al mismo tiempo el grupo control comprendido
por cuatro ratones, cada uno recibié una dosis de 0.2 mL de Medio Grace. Las inmunizaciones, tanto
al grupo experimental como control, se realizaron a los dias 0, 7 y 21.

Inoculacion con formas tripomastigotes de 7. cruzi C1 en Mus musculus.

Siete dias después de la ultima inmunizacion se realizé la infeccion experimental, para lo cual a
todos los ratones del grupo control y del grupo experimental se les administr6 via intraperitoneal una
dosis de 105 tripomastigotes/ 0.2 mL de 7. cruzi cepa C1 obtenidos de medio Grace y que no fueron
atenuados. Después de 30 dias de la administracion del parasito, se evaluo la supervivencia de los
ejemplares y se comprobo la eficacia de la proteccion.
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RESULTADOS

Se encontr6 que la dosis de 105 tripomastigotes metaciclicos, después de un mes, en su mayoria
origind un efecto inmunoprotector en los ejemplares experimentales, obteniéndose un 96% de
supervivencia (65 de 68) en los ratones inmunizados (grupo experimental). La tasa de supervivencia
de los ejemplares inmunizados en comparacion al grupo control es notablemente superior, debido al
reporte de sobrevivencia del 25% (1 de 4) en los ratones no inmunizados (grupo control). (Tabla 1)

En la Tabla 2 se registré un 100 % de supervivencia(4/4) en 14 casos de ratones experimentales
inmunizados con parasitos atenuados a temperaturas comprendidas entre 37°C/120”; 37,5°C/30”a
90”; 38°C/ 307a 1207; 38,5°C/ 30” a 90”; asi como 39 °C/ 30” a 90”; mientras que los parasitos
atenuados a 37,5°C/ 120”; 38,5°C/ 120y 39°C/ 120” sélo lograron un 75% de supervivencia (3/4) al
dia 30 en los ejemplares experimentales de Mus musculus.

Tabla 1. Porcentaje de supervivencia de los ejemplares del grupo control y experimental de Mus musculus cepa
BALB/c a la infeccion con tripomastigotes de Trypanosoma cruzi cepa C1.

Grupo N° total de N° de supervivientes al 30
Ejemplares dia/total (%)
Experimental 68 65/68 96%
Control 4 1/4 25%
p<0.05
DISCUSION

El conocimiento sobre la fisiopatologia de la infeccion de 7. cruzi en animales de experimentacion

ha constituido un avance importante en el estudio de la Enfermedad de Chagas??, ya que los modelos
experimentales controlados permiten analizar diferentes parametros dependientes tanto del hospedador
como del parasito, lo que por razones practicas y éticas no pueden realizarse en humanos.
Con el objeto de estudiar la respuesta inmunologica producida por la inmunizacién y la
inmunoproteccion ante el desafio con formas infectantes del parasito; por los resultados obtenidos, se
pone de manifiesto que la supervivencia en la mayoria de los casos, fue del 100 % en los grupos
inmunizados con tripomastigotes atenuados y del 25 % en el control sin inmunizar. De tal modo, se
podria aludir que la inmunizacién redujo significativamente la parasitemia y mortalidad post-desafio
con la forma infectante del parasito.

En la Tabla 1. se observa que 65 de 68 ejemplares del grupo experimental representan un 96% de
supervivencia acumulada a los 30 dias post infeccion, mientras que 1 de 4 ratones del grupo control
sobrevivid a dicha infeccion, lo que equivale a una supervivencia significativamente mas baja del 25%
en el mismo periodo (aun cuando en las primeras tres semanas, el ejemplar mostré decaimiento y el
pelo erizado como expresion de un sindrome de enfermedad) ; lo que demostraria que dicho evento
conllevd a una proteccion en los animales experimentales por la efectividad del tratamiento térmico al
que fueron sometidos los tripomastigotes de 7. cruzi. Sin embargo, se sugiere evaluar mayor numero
de ratones como controles para lograr un resultado mas significativo.
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Tabla 2. Numero de casos y porcentaje de supervivencia de los ejemplares del grupo experimental de Mus
musculus inmunizados con tripomastigotes atenuados a diferentes temperaturas y tiempos a la post-infeccion con
tripomastigotes de 7. cruzicepa C1.

Grupo experimental

Supervivencia
Temperatura de atenuacion Tiempo de exposicion Casos de ratones Porcentaje
(&®)} (segundos) vivos al 30 dia (%)
37 120 4/4 100
37,5 30 4/4 100
37,5 60 4/4 100
37,5 90 4/4 100
37,5 120 3/4 75
38 30 4/4 100
38 60 4/4 100
38 90 4/4 100
38 120 4/4 100
38,5 30 4/4 100
38,5 60 4/4 100
38,5 90 4/4 100
38,5 120 3/4 75
39 30 4/4 100
39 60 4/4 100
39 90 4/4 100
39 120 3/4 75

Como todos los ratones fueron infectados con el mismo niimero de parasitos, se utilizé la muerte o
supervivencia como criterio para determinar la inmunoprotecciéon y resistencia de cada grupo de
ratones a la infeccion con 105 tripomastigotes metaciclicos. En la Tabla 2 se muestra que el grupo de
ratones experimentales, de 4 semanas de edad, presentd un 100% de supervivencia en 14 de 17 casos a
los 30 dias p.i. mientras los 3 casos restantes, presentaron un 75% de supervivencia en el mismo
periodo. Al dia 21 se observo mortalidad 1 de 4 en los ratones inmunizados con tripomastigotes
sometidos a 37,5°C por 120 segundos, mientras que 1 de 4 ratones a 38,5 y 39 ° C por 120 segundos
presentaron una mortalidad al dia 28. Aunque, en los primeros diez dias post-infeccion los ejemplares
muertos no presentaron cuadro alguno de parasitemia, lo que si se dejo ver a los 18-20 dias (pese a
encontrarse bajo las mismas condiciones que el resto de individuos), se presume que dicho evento
sucede debido a que no todos los ratones presentaron el mismo cuadro de resistencia y/o su sistema
inmunolégico fue deficiente, favoreciendo la capacidad infectiva del parasito. Este suceso parece
apoyar la sugerencia que la persistencia del parésito es una de las principales causas de la Enfermedad
de Chagas26.28,

Desde luego, uno de los aspectos mas sorprendentes de la enfermedad es la compleja red de eventos
que parece acompaiar, tanto el desarrollo de una respuesta inmune protectora como el desarrollo de
una respuesta autoinmune que progresa en el transcurso de la infeccion y/o de la enfermedad. En otras
palabras, el elevado porcentaje de supervivencia en los ratones BALB/c, puede explicarse por el
temprano desarrollo de una respuesta inmune que logra controlar la infeccidon, pero que
secundariamente conduce al desarrollo de hipersensibilidad y luego a un cuadro de autoinmunidad
como consecuencia de la autoproteccion del hospedero. De esta forma, la obtencion de vacunas contra
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T. cruzi, es un verdadero desafio, porque podria ser un paso importante en la prevencion de la
Enfermedad de Chagas en humanos.

CONCLUSION

e Los tripomastigotes de Trypanosoma cruzi cepa Cl atenuados a temperaturas con tiempos de
exposicion de 37°C/120”; 37,5°C/30”a 90”; 38°C/ 30”a 120”; 38,5°C/ 30” a 90; asi como 39 °C/
30” a 907, lograron generar proteccion al infectar ejemplares de Mus musculus BALB/c
encontrando un porcentaje elevado de supervivencia del grupo experimental en relacion al grupo
control.
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RESUMEN

Se evalud el efecto insecticida de diferentes concentraciones del extracto alcohdlico de Ocimum basilicum
(EAO) en dos poblaciones de L3 y L4 de Aedes aegypti: una natural de Sullana y la otra, una cepa de referencia
(Rockefeller). Para determinar la actividad larvicida se utilizaron las concentraciones de 1.5, 2.0 y 4.5% del
EAO y un control (etanol al 1%) en recipientes de 500mL. Se llevaron a cabo cinco repeticiones: dos para los
provenientes de Sullana y tres para la cepa Rockefeller; la actividad adulticida fue determinada mediante el
método de la botella (CDC), para ello se establecid un grupo control (etanol absoluto) y tres grupos
experimentales de 1mL de las concentraciones de 15%, 20% y 30% del EAO con cinco repeticiones: dos para los
provenientes de Sullana y tres repeticiones para la cepa Rockefeller. Se observd una elevada mortalidad de las
larvas de Ae. aegypti de Sullana y en las cepa Rockefeller encontrandose diferencia significativa para todas las
concentraciones respecto al control y sin diferencia significativa entre las poblaciones, produciendo la
concentracion de 4.5% un 100% de mortalidad para ambas cepas en 60 minutos, con un CLsy de 2.9% para
Sullana y CLso de 3.158% para Rockefeller. Asimismo, se observd una elevada mortalidad de los adultos
encontrandose diferencia significativa para todas las concentraciones respecto al control y sin diferencia
significativa entre poblaciones, produciendo la concentracion de 30% un 100% de mortalidad para ambas cepas
en 40 minutos, observandose un CLsy de 24.260% para la cepa Sullana y un CLsy de 24.468% para la cepa
Rockefeller. Se concluye que existe un efecto insecticida del EAO en Ae. aegypti para larvas con una CLsy de
2.9% para la cepa Sullana y 3.158% para la cepa Rockefeller, y para adultos con un CLsy de 24.260% para la
cepa Sullana y un CLsy de 24.468% para la cepa Rockefeller, no encontrandose diferencia significativa en
mortalidades entre las poblaciones.

Palabras Clave: Aedes acgypti, insecticida, larvicida, adulticida, extracto alcoholico, Ocimum basilicum.

ABSTRACT

The insecticidal effect of different Ocimum basilicum alcoholic extract concentrations was evaluated in Aedes
aegypti, for this, two populations of mosquitoes from Sullana and Rockefeller strain was used. To determine de
larvicidal effect three O. basilicum alcoholic extract concentrations of 1.5%, 2.0% and 4.5% and one ethanol
1% control was used. The concentrations and control placed in 500mL containers, then the III and IV instar Ae.
aegypti larvae was put in the containers, performing five repetitions: two for Sullana and three for Rockefeller
strain; the adulticidal effect was determined through the CDC bottle method, for this, one control group (ethanol
absolute) and three experimental groups of 15%, 20% and 30% O. basilicum alcoholic extract concentrations
was established with five repetitions: two for Sullana and three for Rockefeller strain. A high mortality in Ae.
aegypti from Sullana and Rockefeller strain larvae was observed, finding a significant difference for all
concentrations in relation to control and without significant difference between poblations, producing the 4.5%
concentration 100% mortality in 60 minutes for both strains, with a LCso of 2.9% for Sullana and LCs¢ of
3.158% for Rockefeller. A high mortality in adults also was observed, finding a significant difference for all
concentrations in relation to control and without significant difference between poblations, producing the 30%
concentration 100% mortality in 40 minutes finding the LCso of 24.260% for Sullana and LCso of 24.468% for
Rockefeller. Therefore there is an insecticidal effect of O. basilicum alcoholic extract in Ae. Aegypti with a LCs
of 2.9% for Sullana and LCsy of 3.158% for Rockefeller larvae and LCso of 24.260% for Sullana and LCs of
24.468% for Rockefeller adults not finding a significant difference between poblations was concluded.

Keywords: Aedes aegypti, insecticidal, larvicidal, adulticidal, alcoholic extract, Ocimum basilicum.



INTRODUCCION

El control de vectores sigue siendo la principal prevencion y control de enfermedades metaxénicas
por cuanto aiin no se cuenta con vacunas; de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), el enfoque para combatir tales enfermedades se basa en la interrupcion del ciclo de
transmision mediante la reduccidén del vector con insecticidas sintéticos, aspecto que esta siendo
revisado debido al incremento de resistencia a éstos y por sus efectos negativos al medio ambiente y a
los integrantes de la Clase Mammalia en general!-234,

Diferentes compuestos bioactivos de las plantas estan siendo utilizadas en el control de mosquitos,
ya que pueden actuar: como insecticidas, deteniendo la alimentacion, inhibiendo hormonas de muda,
deteniendo la oviposicién, como repelentes, inhibiendo el crecimiento, incluso como
atrayentess6.7.8.9.10, Los principios activos en el vegetal se agrupan en funcion al “precursor” a través
del cual se biosintetizan, tales como, flavonoides, quinonas, lignanos y cumarinas, fenoles simples y
acidos fendlicos y lipidos; asi como, derivados del 4cido mevalénico, de los aminoacidos y de
polisacéridos, heterdsidos cianogenéticos y sulfocianogenéticos!!-12. Por estas razones los insecticidas
de plantas estan ganando mds popularidad en este contexto, particularmente por su viabilidad en el
medio ambiente!3.

Los miembros del género Ocinum (Lamiaceae) han sido evaluadas como fuentes naturales de
insecticidas en general y contra vectores en particular; asi, se ha registrado que O. canumy O.
sanctum presentan efecto larvicidas contra Anopheles subpictus'* y adulticida contra Culex,
quinquefasciatus y Ae. Aegypti's, O. gratissimum contra An. gambiaey An. finestus en los cuales
produce el denominado efecto knockdown!9.

La albahaca, O. basilicum es cominmente usada como antiespasmodicos, antiséptico, analgésico y
para tratar desérdenes cardiovasculares, como estimulante digestivo y para el dolor de cabeza, tos,
diarrea, insomnio, constipacion, verrugas, heridas y malfuncionamiento de los rifiones!’. En su aceite
esencial predominan el linalol, eugenol, safrol, 1,8 cineol y otros monoterpenos!$; sin embargo, los
componentes quimicos pueden variar segun los quimiotipos dados por la diferencia geografica: el
quimiotipo Europeo, presentando el linalol y estragol como componentes principales; el quimiotipo
Reunidn, se caracteriza por tener altas concentraciones de estragol; el quimiotipo tropical por ser rico
en cinamato de metilo; y un quimiotipo de Africa del norte y de la antigua Unién Soviética es rico en
eugenol!? , entre otros. Sus compuestos han sido reportados con efectos antivirales!? antibacterianos!'!,
antifungicos!213 antiparasitarios!® e insecticidas. Estas propiedades han conducido a probar su
toxicidad y potencial repelente contra diferentes estadios y pupas de Ae. Aegypti, habiéndose
encontrado que los valores de LCsy para la L1 fue 3.734; la L2, de 4.154; la L3, de 664 y L4 de 5.1242

Teniendo en cuenta que ha sido documentado el efecto insecticida de O. basilicum en culicidos y al
no existir publicaciones del extracto etandlico sobre Ae. Aeygpti de esta region asi como la variacion
de la composicion quimica de los quimiotipos y que el uso de insecticidas quimicos conducen a
promover la resistencia, contaminacion del medio ambiente y dafios en la salud del hombre, se
propuso el presente trabajo que tuvo como proposito: determinar el efecto larvicida y adulticida de las
concentraciones de 1.5%, 2.0%, 4.5% y 15%, 20%, 30%, respectivamente, del extracto alcohdlico de
O. basilicum contra A. aegyptibajo condiciones de laboratorio. Teniendo en cuenta los antecedentes,
se puede afirmar que a medida que se incrementa las concentraciones del extracto alcoholico,
disminuye la viabilidad de las L4 tempranas y adultos de A. aegypti en condiciones experimentales.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico

Se utilizaron adultos de Aedes aegypti que fueron obtenidos en el laboratorio a partir de huevos
colectados en el distrito de Sullana (Piura, Perti), asimismo, se utilizd una cepa susceptible (Cepa
Rockefeller) que es mantenida en el cual insectario de Artropodologia Parasitaria de la Universidad
Nacional de Trujillo (Trujillo, Pert). Las larvas fueron depositadas en recipientes de plastico de 30x35
cm y 5 cm de alto conteniendo 1500 mL de agua, y se mantuvieron con alimento balanceado estéril
“purina” hasta el estadio de larva 1V22, Posteriormente, las pupas fueron transferidas a jaulas de
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crianza con medidas de 30x30x30 cm!523.24. Los adultos fueron alimentados con una dieta a base de
una solucion de sacarosa al 10% y las hembras ademas con sangre de Mus musculus, se mantuvieron a
una temperatura de 25+2°C-5y a una humedad de 70-75% 20.21. Para la ovoposicion se acondicionaron
recipientes de plastico de 10x10x5 cm. con agua libre de cloro®? y alrededor del recipiente papel filtro
0364, Los adultos de Ae. aegypti emergidos de estos huevos eclosionados, fueron utilizados para la
realizacion de los respectivos bioensayos.

La planta de Ocimum basilicum fue colectada del distrito de Simbal, provincia de Trujillo,
Departamento de La Libertad (Pert) e identificada en el Herbarium Truxillense de la Universidad
Nacional de Trujillo.

Obtencion del extracto alcoholico de O. basilicum
¢ Extraccion del extracto etanolico de O. basilicum
El extracto fue preparado siguiendo el protocolo de Renisheya et al2s as hojas frescas (gramos)
fueron secadas y pulverizadas utilizando un moledor, el material pulverizado fue remojado en
etanol por 48 horas en una temperatura ambiente. Después del remojo, el extracto fue filtrado
usando papel filtro Whatman N° 41. El filtrado fue colectado y guardado a 4°C2¢

Determinacion del efecto larvicida

* Preparacion de las concentraciones usadas
Las concentraciones de 1.5% 2.0% y 4.5% fueron preparadas segiin Basheer®’ siendo obtenidas a
partir de la solucion de 30% de extracto alcohodlico y se anadié agua destilada hasta completar unos
250 ml, luego fueron transferidos al recipiente de experimentacion, el control fue con etanol al 1%.
Se colocaron 25 larvas de estado IV temprano de Ae. aegypti en un recipiente de plastico de
500mL, en cuatro recipientes en total, colocandose unos 250 mL de agua destilada en cada
recipiente para someterla a condiciones de estrés; los recipientes fueron cubiertos con un pedazo de
malla sujetados firmemente con una liga, por 24 horas antes del experimento.

= Bioensayo
Se colocaron los 250 mL preparados de cada concentracion en los recipientes de 500mL
incluyendo el control, después se colocaron 20 larvas de cara recipiente que fue sometido a estrés
con ayuda de un pincel. Se realizd cinco repeticiones: Dos para la poblacion Sullana y tres para la
cepa Rockefeller siendo todos mantenidos a la misma temperatura de 27 + 2°C ¢y a una humedad
de 70-75 % 26

= Calculo del porcentaje de mortalidad
Después de 3, 6, 9, 12 y 24 horas desde el inicio de la colocacion de las larvas el numero de
muertos y vivos fue contado y se realizé la curva de muerte. El tiempo de muerte de las larvas fue
contado cada 5 minutos hasta los 360 minutos, para determinar el porcentaje de mortalidad se
aplico la siguiente formula:

N °de mosquitos muertos
N °de mosquios expuestos

Determinacion del efecto insecticida

= Preparacion de las concentraciones usadas:
Se prepard las concentraciones a partir de la solucion madre, siendo diluidas en alcohol para cada prueba, se
sigui6 el protocolo del ensayo bioldgico de a botella del Centro Para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC)?8, colocando 1mL en tres botellas de cada concentracion, posteriormente se recubrio
toda la botella agitandola y rodandola suavemente como indica el protocolo, la botella control se recubrioé con
ImL de agua destilada y etanol absoluto respectivamente. Las botellas fueron secadas a las 24 horas antes de
colocarlas en posicion vertical. Se colocaron 25 adultos al azar de Ae. aegypti con la ayuda de un tubo
colector, en un recipiente de plastico de 500mL en cuatro recipientes en total para someterla a condiciones de
estrés; los recipientes fueron cubiertos con un pedazo de malla sujetados firmemente con una liga, por 24
horas antes del experimento y alimentados a través de un algodon remojado con 10% de dilucion de azicar.

= Bioensayo
Se colocaron 20 adultos de Ae aegypts de los sometidos a estrés y con la ayuda de un tubo colector, en la
botella seca y cubiertos con un pedazo de malla sujetados firmemente con una liga para prevenir el escape;
lo mismo se realizé para las demas botellas. Los mosquitos fueron provistos de 10% de dilucion de azticar
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estéril en un algodén remojado y fue colocado encima de las botellas. Se realizo cinco repeticiones: Dos para
la poblacion Sullana y tres para la cepa Rockefeller.

= Calculo del porcentaje de mortalidad
Después de los 300 minutos desde el inicio de la exposicion los mosquitos fueron considerados muertos si
ellos se encontraban tumbados sobre sus espaldas o de lado en la parte inferior de la botella y si no podian
volar después de unos suaves golpecitos en la botella. El nimero de muertos y vivos sera contado y se
realizara la curva de muerte, determinandose el porcentaje de mortalidad mediante la siguiente formula:

N °de mosquitos muertos
N °de mosquios expuestos

Analisis de datos y analisis de los CLsp y CLoo

Los datos fueron sometidos al analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de medias
T-student, a fin de determinar las diferencias significativas entre los grupos experimentales y control
con un grado de significancia de 0.0537 Los valores de CLs, (concentracion letal que mat6 al 50% de la
poblacion) y CLoy (concentracion letal que matd al 90% de la poblacion), la actividad larvicida y
adultica fueron calculados mediante el programa de analisis de la agencia de proteccion ambiental
(EPA Analysis Program) version 1.529

RESULTADOS

Se encontré que hubo diferencias significativas entre los grupos experimentales y controles (etanol al
1%), que la concentracion de 4.5% caus6 la mortalidad del 100% de la poblaciéon en tan solo 60
minutos para cepa Rockefeller y cepa Sullana y que, a pesar que la concentracién de 1.5 y 2.0% no
tiene diferencia significativa entre éstos, la concentracion de 4.5% obtuvo una diferencia significativa
para ambas cepas de Ae. aegypti. (p<0.05) (Figs. 1,2,3y4)

Los resultados del Programa de analisis de la agencia de proteccion ambiental (EPA Analysis
Program) verion 1.5 de los bioensayos para determinar la actividad insecticida en larvas del extracto
escencial de O. basilicum, permitieron establecer las concentraciones letales, la concentracion letal
media (CLso) y la concentracion letal 90 (CLgg) encontradas en el trabajo fue CLsode 2.900% y CLgg
de 4.783% para la cepa Sullana (Tabla 1) y un CLsode 3.158% y CLoo de 5.924% para la cepa
Rockefeller (Tabla 2),

En las Figuras 4, 5, y 6 indican los resultados obtenidos al colocar el extracto de O. basilicum en la
botella donde se encontraban los adultos de Ae aegypti. (Método CDC) Se observa variacion en la
mortalidad en las concentraciones utilizadas de 15%, 20% y 30% de extracto alcohoélico de O.
basilicum mostrando efectos estadisticamente significativos en comparacion con los controles (etanol
al 100%) (p<0.05) (Figura 8) que mostraron una escasa mortalidad. La concentracion de 30% afectd
dréasticamente causando la mortalidad del 100% de la poblacion, que murieron todos a los 45 minutos
de la exposicion, siendo altamente significativo (p<0.05).

Los resultados del Programa de analisis de la agencia de proteccion ambiental (EPA Analysis
Program) version 1.5 de los bioensayos para determinar la actividad insecticida en adultos del extracto
esencial de O. basilicum, permitieron establecer las concentraciones letales CL so= 24.260% y CL 9o=
29.390% para la cepa Sullana (Tabla 3) y un CL50 de 24.468 y CL90 de 30.295 para la cepa
Rockefeller (Tabla 4) , encontrandose que no existe diferencia significativa entre cepas, pero si existe
diferencia significativa entre las concentraciones (Figura 8)
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Fig. 1: Porcentaje de mortalidad de larvas IV tempranas de Aedes aegypti cepa Sullana y cepa Rockefeller
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Fig. 2: Porcentaje de mortalidad de larvas IV temprana de Aedes acgypti cepa Sullana y cepa Rockefeller

expuestas al extracto etanolico de Ocimum basilicum al 2.0%
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Fig. 3: Porcentaje de mortalidad de larvas IV tempranas de Aedes aegypti cepa Sullana y cepa Rockefeller
expuestas al extracto etanolico de Ocimum basilicum al 4.5%

Tabla 1: Concentracion letal media (CLsop) y concentracion letal 90 (CLgo) del extracto alcoholico de Ocimum
basilicum contra larvas IV tempranas de Aedes acgypti cepa Sullana.

Extracto alcohoélico Concentracion % %Mortalidad CLso CLgo X?
(vIv)
Ocimum basilicum 1.5 7%
2.0 13% 2.900 % 4.783 % 0.524
4.5 88%
Control (agua 0%
destilada)
Control (etanol 1%) 0%

Tabla 2: Concentracion letal media (CLso) y concentracion letal 90 (CLgo) del extracto alcoholico de Ocimum
basilicum contra larvas IV tempranas de Aedes aegypti cepa Rockefeller.

Extracto alcoholico Concentracion % %Mortalidad CLso CLgo X2
(vIv)

Ocimum basilicum 1.5 10%

2.0 12% 3.158 % 0.872

4.5 78% 5.924 %
Control (agua 0%
destilada)

Control (etanol 1%) 0%

83



100
90
80
70
60
50
40

Mortalidad (%)

30
20
10

B Cepa Sullana

Cepa
Rockefeller

1.5 2 4.5 Control
Concentraciones (% v/v)

Fig. 4: Porcentajes de mortalidad de larvas IV tempranas de Aedes aegypti cepas Sullana y Rockefeller
tratadas a diferentes concentraciones (1.5%, 2.0% y 4.5%) del extracto alcohélico de O. basilicum'y control
(etanol 1%). Letras diferentes presentan diferencia significativa entre grupos
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Fig. 5: Porcentaje de mortalidad de adultos de Aedes aegypti cepa Sullana y cepa Rockefeller expuestas al

extracto etandlico de Ocimum basilicum al 15%
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Fig. 6: Porcentaje de mortalidad de adultos de Aedes aegypti cepa Sullana y cepa Rockefeller expuestas al
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Fig. 7: Porcentaje de mortalidad de adultos de Aedes aegypti cepa Sullana y cepa Rockefeller expuestas al

extracto etandlico de Ocimum basilicum al 30%
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Tabla 3: Determinacion de la concentracion letal media (CLsp) y concentracion letal 90 (CLgg) del extracto
alcoholico de Ocimum basilicum contra adultos de Aedes acgypti cepa Sullana.

Extracto Concentracion %  %Mortalidad CLso CLsgo X2
alcoholico (vIv)
Ocimum 15% 17%
basilicum 20% 18% 24.260 %
30% 93% 29.390 % 1.342
Control (agua 3%
destilada)
Control (Etanol 2%
100% )

Tabla 4: Determinacion de la concentracion letal media (CLsp) y concentracion letal 90 (CLgg) del extracto
alcoholico de Ocimum basilicum contra adultos de Aedes acgypti cepa Rockefeller

Extracto Concentracion %  %Mortalidad CLso CL% X2
alcoholico (vIv)
Ocimum 15% 15%
basilicum 20% 18% 24.468 %
30% 90% 30.295 % 1.145
Control (agua 3%
destilada)
Control (Etanol 3%
100% )
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Fig. 8: Porcentajes de mortalidad de adultos de Aedes aegypti cepas Sullana y Rockefeller tratadas a
diferentes concentraciones (15%, 20% y 45% -% v/v) del extracto alcohdlico de Ocimum. basilicum'y control
(etanol 100%): Letras diferentes presentan diferencia significativa entre grupos
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DISCUSION

El efecto larvicida, 100% para ambas poblaciones, se deberia a que esta planta presenta alcaloides,
glicosidos, flavonoides, fenoles, saponinos, triterpenoides ,proteinas , resuinas, esteroides y taninos en
el extracto alcohodlico las cuales son conocidos por tener propiedades larvicidas, ninfocidas y
adulticidas en insectos algunos compuestos fendlicos como linalool y eugenol identificados en esta
especie, se demostro su eficacia en hongos: el linalool se encuentra en mayor cantidad en esta planta.
Dentro de los compuestos fendlicos que posee O. basilicum se encuentran monoterpenos como el
metileugenol, que se ha demostrado que tiene propiedades insecticidas , siendo éste mas toxico que los
terpenos cineol, limoneno, pcymeno y mas efectivo en actividad knockdown, asi como repelente y en
mortalidad?s. También indujo el 100% de mortalidad en larvas IV de Ae. aegypti.

Otro componente presente en O. basilicum es el metilclavicol, o también conocido como estragol,
Nour et al?’ determinaron que el metilclavicol y el geranial - geraniol extraido del aceite esencial en
dosis de 500pug/ml caus6 el 100% de mortalidad en larvas 11l de Aedes aegypti después de tres y seis
horas respectivamente siendo el LCspy LCoo de 160 pg/ml y 262 pg/ml para el metilclavicol y 174
ug/mly 356 pg/ml para el geranial- geraniol.

Los resultados obtenidos en el trabajo concuerdan con Aidaross? et al que demostraron que la mas
alta concentracion de 10 000 ppm del extracto acuoso de O. basilicum causé el 20%, 30%, 50% y 60%
de mortalidad exponiendo a 1, 2, 3, 4 y 24 horas en larvas Il de Cx. quinquefasciatus
respectivamente siendo la concentracion de 1000 ppm la mas eficaz produciendo una mortalidad de
10%, 10% y 26% a las 3, 4 y 24 horas de exposicion. Asi como con Aarthi y Murugan que
estudiaron que la mortalidad incrementa con el aumento de la concentracion , encontrando asi 78% ,
81% y 84% de mortalidad para larva IV, Il y Il de An. stephensi respectivamente, producido por el
tratamiento del extracto metandlico al 2%

En el presente trabajo la concentracién letal media (CLsp) y la concentracion letal 90 (CLgo)
encontradas fue un CLspde 2.900% y CLoy de 4.783% para la cepa Sullana (Tabla 1) y un CLsy de
3.158% y CLop de 5.924% para la cepa Rockefeller (Tabla 2), estos resultados difieren de Maurya et
al** que comprobaron el efecto lavicida del extracto de éter petrdleo de O. basilicum teniendo valores
de LCso de 8.29+1.92 ppm y 4.57+1.24 ppm para las 24 y 48 horas respectivamente y un LCq de
87.69+34.35 ppm para las 24 horas y un LCq de 47.25£16.01 ppm para las 48 horas, todos para An.
stephensi Anteriormente evaluaron el extracto de éter petréleo de éter petroleo obteniendo un CLso de
4.57 ppmy 6.06 ppm a las 24 y 48 horas para Cx. quiquefasciatus y una CLs 8.29 ppm alas y 10.06
ppm a las 24 y 48 horas contra larvas de An. stephensis.

Otros reportes que demuestran la actividad larvicida encontrada es el de Manzoor et al? que
estudiaron la eficacia de aceite esencial de O. basilicum contra Ae. aegypti y Cx. quinquefasciatus
(Say) con un LCso de 75.35 ppm y 92.30 ppm respectivamente y Chavan y Nikam?8 mostraron el
efecto larvicida que inducio el 100% de mortalidad en Cx, quienquefasciatus a la concentracion de
0.12%. y Govindarajan et al.2! que encontraron que el aceite esencial posee propiedades larvicidas
con un LCspde 9.75, LCo 18.56 ppm para An. subpictus,un LCso de 14.01, LCy 23.44 ppm para Culex
tritaeniorhynchusy un LCso de 11.97 , LCo 23.44 ppm para Aedes albopictus

Basheer®’ encontré un LC 5o de 705, 532, 455 ppm a las 24, 48 y 72 horas en larvas Il de An
arabiensis producido por el extracto etanolico de hojas de O. basilicum, sin embargo se encontrd un
menor LCsp por el extracto etandlico de las semillas con una LCs de 657, 556, 442 ppm a las 24,48 y
72 horas, a pesar de estos resultados se extrajo el extracto alcohdlico de las hojas en el trabajo ya que
estudios como el de Inbaneson et al*4 demostraron que las hojas de O. basilicum tienen mas baja CLsg
que las semillas, raices y flores para Plasmodium falciparun con un CLs de 43.81 mientras el resto de
63.67 78.69 y 76.75 ng/ml de extracto alcoholico, mostrando que el extracto de hojas es mas eficaz
que el extracto de semillas pudiéndose deber a la alta concentracion de aceites esenciales en la hoja
que son conocidos por ser toxicos debido a que posee alcaloides, taninos, proteinas que no se
encuentran en las semillas ni en los tallos22.

A pesar que Murugan et al35 encontraron valores de LCso y LCy para el extracto metandlico de hojas
de O. basilicum en larvas de I, II, Il , IV y pupa de Ae. aegypti de 3.734% y 7.528% para larva I,
4.154 y 8292 para larva I, 4.664% y 8.746% para larva III, 5.124 y 9.767% para larva IV y 5449 y
15.474% para pupas; estos resultados son diferentes a los encontrados en el presente trabajo lo cual se
deberia a la composicion quimica de la planta que difiere en variedades encontrdndose diferentes
variedades de la planta como O. basilicum L. var minima Benth, contenia geraniol (45%) y eugenol
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(25%) como los mayores componentes, O. basilicum L. var glabratum Benth., quimiotipo N° 1
contenia metilclavicol (38%) y linalool (35%). O. basilicum var glabratum Benth.,quimiotipo N° 2
contiene linalool (47%) y eugenol (20%) como los mayores componentes; O. basilicum L. var.
glabratum Benth., quimiotipo N° 3 contiene linalool (40%) eugenol (20%) y camphor (20%) O.
basilicum L. var purpurascence Benth. contiene methilcinnamato (20 %) y linalool (60 %); O.
basilicum L. var tryrsiflora Benth. contiene metilcinamato (35 %) y linalool (60 %); O. basilicum L.
var crispum Benth. contiene metilclavicol (50 %) y linalool (28 %); y O. basilicum L. var darkapal
contiene geraniol (35 %), linalool (35 %) y eugenol (25 %)23.

Ademas de los anteriores quimiotipos prsesentados, existen otras clasificaciones de acuerdo al de
origen geograficos como el quimiotipo Europeo, presentando el linalol y estragol como componentes
principales; el quimiotipo Reunion, se caracteriza por altas concentraciones de estragol; el quimiotipo
tropical, es rico en cinamato de metilo; y un quimiotipo de Africa del norte y de la antigua Union
Soviética es rico en eugenol’* y los descritos por Koba$> que son quimiotipos provenientes de Togo,
siendo del tipo estragol, el tipo linalool/estragol, el tipo metileugenol, tipo metileugenol T- anetol y el
tipo anetol Nour et al8¢ demostraron el efecto insecticida varia con la variabilidad encontrandose que a
500 pL/L el aceite esencial de O. basilicum como planta ornamental proveniente de Sudan produjo
una mortalidad del 60% de larvas del 111 estado de Anopheles sp. mientras el aceite esencial de como
planta silvestre proveniente de Sudan obtuvo un 90% a las 3 horas y el aceite esencial de proveniente
de Emiratos Arabes Unidos y el de Alemania obtuvieron ambos un 100% de mortalidad a las 3 horas,
encontrandose un LC50 de 300 YL/L para el proveniente de Sudan utilizado como planta ornamental,
280 PL/L para el proveniente de Suddn como planta silvestre, 190 yL/Lpara el proveniente de
Emiratos Arabes Unidos y 16.200 YL/L para el proveniente de Alemania, el cual indicaria que la
efectividad del efecto larvicida esta en relacion con su variedad; y con Umesh et al!” que encontr6é un
LCso de 10 pg/ml para el aceite esencial de O. basilicum var. purpurascens para Ae. albopictus.

La actividad insecticida del extracto alcohdlico de O. basilicum en adultos de Ae. acgypti mostro que
la concentracion letal incrementa con la concentracion y el tiempo de exposicion (Figura 5, 6, 7 ). Las
concentraciones mas bajas de extracto alcoholico utilizadas (1.5%, 2% y 4.5%) afectan en el aumento
de la mortalidad de las larvas pero son menos eficaces en la mortalidad de los adultos, por esta razon
se utilizaron concentraciones mas elevadas. Se observé que los zancudos muertos tuvieron cierta
atraccion hacia el extracto alcoholico y quedaron paralizados hasta tener el knockdown, estas
propiedades como atrayente concuerdan con la presencia de fenoles el cual los polifenoles actiian
como atrayente para insectos y microbios!!:18 el 99% mortalidad se encontré a los 40 minutos (Figura
7) indicando que el extracto tiene propiedades insecticidas lo cual se deberia a que esta planta presenta
alcaloides, glicosidos, flavonoides, fenoles, saponinos, triterpenoides ,proteinas , resuinas, esteroides y
taninos en el extracto alcohdlicot4. Ya que como se habia explicado antes, contienen monoterpenos
como el metileugenol, eugenol y linalool que se han demostrado que tienen efectos insecticidas.

Uno de los monoterpenos como el metileugenol también se utiliz6 como fumigante siendo muy
toxico para Ceratitis capitata y Bactrocera cucurbitae comparado con el aceite esencial de O.
basillicum, linalool, estragol y e-anetol que no mostraron efecto knockdown a la concentraciéon de
0.75%. Después de dos horas de exposicion al metil eugenol a concetraciones de 0.5 y 0.75% la
mortalidad /knockdown fue de 96 y 100% contra C. capitatay 98 y 08% contra Ba. cucurbitae'®.

El mecanismo de accion que posee los monoterpenos como el metileugenol se deberia a que son
inhibidores de la acetilcolina esterasa un enzima responsable de la hidrélisis del neurotransmisor
acetilcolinal!’, como los insecticidas sintéticos quedando la enzima bloqueada e inactiva, de esta
manera las concentraciones sinapticas de acetilcolina aumentan y ocurre una hiperexcitacion del
sistema nervioso central paralizando la transmision nerviosa reportandose hiperactividad,
convulsiones, temblores, seguido por paralisis “knockdown” una pérdida de la locomocion?4 e incluso
la muerte20. Otro de los monoterpetos con esta propiedad es el linalool, que se ha encontrado en
trabajos como el de Lopez Belchi’ que es un inhibidor de la acetilcolinesterasa; por lo tanto también
tiene un modo de accion como el metileugenol, como lo indica Pravena y Sanjayan®! siendo el linalool
un inhibidor de la de acetilcolinesterasa de Ae. aegypti con mayor actividad.actuando en el sistema
nervioso afectando el transporte de iones e inhibiendo la acetilcolinaesterasa2s31.

Los resultados encontrados concuerdan con Zahir et al52. que observaron un 100% de mortalidad a
las 24 horas en adultos de An. stephensi, causada por el extracto de etil acetato de O. basilicum , con
una CLsyp de 93.02 pg/ml y una IEq de adultos es 705.09 pg/ml del extracto de cloroformo. Akono et
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al3! estudiaron que tuvo una mortalidad de 100% a la concentracion de 250 ppm para Anopheles
funestus ss 'y Belong et al32 con una LCso de 84 ppm para el mismo mosquito. También concuerda con
Bhatnagar3? et al que reportd que el aceite esencial y su mayor constituyente: metil clavicol en dosis
de 0.003 ml/43.0 cm? y 0.001 ml/ 43.0 cm? induci6 el 100% de mortalidad en An. stephensi, Ae.
aegyptiy Cx. quinquefasciatus.

El presente trabajo indicaria que el extracto alcoholico alcohodlico de O. basilicum posee propiedades
larvicidas y adulticidas para Ae. aegypti siendo debido a la presencia de alcaloides, glicosidos,
flavonoides, fenoles, saponinos, triterpenos, proteinas, resinas, esteroides, taninos y monoterpenoides
como el linalool y metileugenol que actian inhibiendo la acetilcolinesterasa , de esta manera alteran el
sistema nervioso y contribuyen a su muerte.

CONCLUSION

e Las concentraciones de 1.5, 2.0 y 4.5% del extracto alcoholico de O. basilicum asi como las de 15,
20 y 30% tienen efecto larvicida y adulticida respectivamente con un CLsy de 2.9% para las larvas
de la poblacion Sullana y de 3.158% para la de la cepa Rockefeller asimismo un CLso de 24.26%
para los adultos de la poblacion Sullana y 24.468% para los de la cepa Rockefeller.
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RESUMEN

Se determiné las caracteristicas del ciclo bioldgico y se obtuvo la Tabla de Vida de Aedes aegypti L., en
condiciones de laboratorio, Trujillo (Pert) 2014. La investigacion se realizo en el Laboratorio Referencial de la
Gerencia Regional de Salud de La Libertad, a una temperatura de 25+3°C y 80+15% de humedad. Las larvas
fueron alimentadas con “Super Cat®” y los adultos con agua azucarada ademas a las hembras se les aliment6 con
sangre humana para la oviposicion. Segun los resultados obtenidos, se concluyd que el ciclo biologico fue de
aproximadamente 18 dias y respecto a la tabla de vida se encontrd que la tasa de mortalidad fue mayor en
adultos de 46 a 55 dias, siendo para los padres del 50% y para la F1 del 81%. La esperanza de vida fue
aproximadamente de 11 dias y ésta fue disminuyendo conforme avanzoé en edad. La curva de supervivencia fue
del tipo I y la longevidad fue mayor para las hembras con 44 dias, mientras que para los machos fue de 29 dias.

Palabras clave: Aedes acgypti L., Ciclo bioldgico, Tabla de vida. Supervivencia, Mortalidad.

ABSTRACT

The biological cycle characteristics and Life Table of Aedes aegypti L., under laboratory conditions, Trujillo
(Peru) 2014 were determined. The research was conducted in the Reference Laboratory of the Regional Health
Management-Headquarters of La Libertad, at the temperature of 25 + 3 °C and 80 + 15% humidity. The larvae
were fed with "Super Cat™”. The adult were fed with sugared water, and the female were also fed with human
blood for oviposition. According to the results, it was concluded that the biological cycle was approximately 18
days. And regarding the life table, it was found that the mortality rate was higher in adult aged 46-55 days; that
is, 50% for parents and 81% for F1. The life expectancy was about 11 days and it started to decrease as it
advanced in age. The survival curve was of type I and the longevity was greater for female 44 days, while for
male ones it was only 29 days.

Keywords: Aedes acgypti L., Biological cycle, Life table, Survival, Mortality.



INTRODUCCION

Los mosquitos hematofagos son los responsables de la transmision bioldgica de varios agentes
patdgenos causantes de enfermedades como la malaria, bartonelosis, leishmaniasis, dengue y fiebre
Chicungunya, entre otros!-2. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), anualmente ocurre un
estimado de 50 millones de infecciones por el virus del dengue y aproximadamente 2,5 mil millones
de personas viven en paises endémicos debido a que el vector: Aedes aegypti L., (Diptera: Culicidae)
presenta adaptacion al ambiente y al comportamiento urbano3.

Ae. aegypti es originario de Etiopia (Africa) y se encuentra distribuido y adaptado a las regiones
tropicales y subtropicales del mundoS. El ciclo de desarrollo abarca siete dias o un poco mas,
dependiendo de la temperatura y de la disponibilidad del alimento. Las fases bioldgicas son de huevo,
larva con cuatro instars, pupa y adulto. El comportamiento del adulto es diurno, sin embargo pueden
prolongar su actividad durante la noche si la luz permanece encendida; prefieren criaderos artificiales
como cilindros, baldes, floreros asi como objetos de desecho que no son eliminados adecuadamente en
ambientes domiciliares o peridomiciliares*s.

La necesidad de erradicar el dengue ha impulsado el desarrollo de investigaciones que permitan
determinar los factores que influyen en el comportamiento del mosquito, como en el caso de las
temperaturas elevadas y precipitaciones frecuentes que son determinantes, ya que mejoran la actividad
y la proliferaciéon del vector transmisor, siendo esto explicado por la ola epidémica del dengue del
verano de 1986-1987 en Rio de Janeiro, Brasil’. Se sabe que el proceso de colonizacién, es decir la
crianza en laboratorio influye en la duracidon del ciclo bioldgicod. El desarrollo inmaduro de Ae.
aegypti asi como la oviposicion pueden ser influenciado por el tipo y la calidad del agua, éste vector
se reproduce en reservorios de agua limpia, aunque puede adaptarse a las nuevas situaciones impuestas
por el hombre®. Se ha demostrado que la salinidad del agua, y los coliformes fecales y bacterias son
factores que afectan la oviposicion de este insecto, disminuyendo o aumentando respectivamente!?,

El tamafio de los mosquitos es un indicador del lugar donde se cria, asi lo demostr6 un estudio en el
que se encontr6 que los individuos de mayor longitud provinieron de bebederos de animales; mientras
que los valores mas pequefios, de depositos artificiales abandonados en los patios, resultado de
esperarse porque éstos por lo general presentan bajo volumen de agua y pudiera existir posible
competencia interespecifica por espacio y alimento!!. En Santiago de Cuba, se determino que las
pupas de Ae. aegypti, sobrevivieron y emergieron a adultos, a pesar de ser extraidas del agua y
colocadas en tierra. Si estos resultados obtenidos en laboratorio sucedieran en la practica de rutina,
entonces una gran cifra de mosquitos adultos estarian emergiendo luego de la supuesta destruccion de
focos detectados en estado de pupas, durante el vaciado del agua del depdsito a la tierra, de esta
manera persistiria la infestacion!2.

En Peru, en el departamento de Ancash, se han realizado estudios de la duracion del ciclo biologico
de Ae. taeniorhynchusy de Ae. aegypti en condiciones de laboratorio!3!4, y en La Libertad se ha
investigado el efecto de plantas en el control de larvas y pupas de Ae. aegypti 15.16,

En el desarrollo del ciclo biologico de Ae. aegypti se puede determinar también aspectos sobre
fecundidad y supervivencia de las poblaciones, que esta en funcion de la edad de los individuos. Los
procesos de mortalidad, natalidad, determinan el valor numérico de la poblacion y se representan de
manera sindptica y sintética en tablas de vida!’. Estos parametros poblacionales que son obtenidas en
condiciones de laboratorio son apropiados para estudiar poblaciones de vida corta como los mosquitos,
y permiten estimar lo que estd sucediendo en la naturaleza, que unido al conocimiento del ciclo
bioldgico ofrecen informacion importante sobre aspectos necesarios para su control. Asi, se determin6
las principales caracteristicas del desarrollo y tablas de vida de Ae. aegypti en condiciones de
laboratorio a partir de larvas colectadas en campo y se observo que los machos desarrollan mas rapido
que las hembras; sin embargo la esperanza de vida en las hembras es mayor que en los machos!s.
Asimismo, se estudid la fluctuacion poblacional, patrones de dispersion, ademas de la esperanza de
vida en condiciones de campo y de laboratorio de este mosquito, encontrandose que la poblacion
mantenida en laboratorio fue més longeva que la del campo y que los valores de los parametros de
crecimiento poblacional son altos para la poblacién en condiciones de laboratorio!®. Al mismo tiempo,
se estudiod a Culex quinguefasciatus, en la cual tres cohortes ubicadas en diferentes pisos altitudinales
fueron evaluadas teniendo en cuenta diferencias en desarrollo, sobrevivencia y mortalidad, las que
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fueron expresadas en una tabla de vida, cuyos valores permitieron determinar que se ha ido adaptando
a zonas mas altas con temperaturas menores20.

Considerando la falta de referencias en Peru respecto de tablas de vida de Ae. Aegypti y que las
condiciones ambientales influyen en la duracion de su ciclo de vida se propuso una investigacion que
tuvo el propdsito determinar las caracteristicas del ciclo biolégico y obtener de la tabla de vida de
Aedes aegypti, en condiciones de laboratorio, Trujillo ("Pert), 2014.

MATERIAL Y METODOS

Lugar de Ejecucion:

El trabajo se llevd a cabo en el 4rea de Entomologia Médica del Laboratorio Referencial de la
Gerencia Regional de Salud de La Libertad (LRGRLL), ubicado en el Jr. Ayacucho N° 314 de la
ciudad de Trujillo-Perut.

Procedencia del Material Biologico

El ciclo biologico se realizd a partir de huevos, los que fueron proporcionados por el area de
Entomologia Médica, producto de la crianza masiva a partir de larvas colectadas en el distrito de
Florencia de Mora-Trujillo en los meses de febrero y marzo del 2014, los que fueron conservados a
una temperatura de 22°C + 3° y humedad relativa en un rango de 75-80%.

Determinacion del ciclo Biologico

e Huevo: Se hirvié 500 mL de agua, luego se vertié hacia una bandeja de plastico de 39 x 26 x 6
cm, asi mismo se colocd un termometro para medir la temperatura, ya que a 30 °C se tenia que
agregar 12g de azucar. Una vez disuelta el azlcar se procedidé a agregar 8mL de la solucion
preparada en cada una de las 11 divisiones de 5 cajas de “Pandora” N°10. Luego se coloco los
huevos individualmente en cada uno de las divisiones de la caja y se llevo los recipientes a la
camara de crianza de Ae. aegypti. La temperatura se registrd diariamente utilizando un termometro,
que fue colocado en el agua.

e Larva: Cuando emergieron las larvas de primer instar, se agregd en cada division 0,05 mg de
comida para gatos “Super CatR”, previamente triturada y tamizada. Diariamente se observd en el
estereoscopio, la presencia de exuvias las que fueron retiradas con una pipeta de transferencia,
anotandose el tiempo correspondiente para cada cambio de instar. El agua y el alimento se cambid,
cada dos dias para evitar la formacioén de hongos.

e Pupa: Se prepararon vasos colectores de plastico de 250mL y se agregd 50mL de agua potable
sedimentada. Cuando se observo en los recipientes la presencia de pupas, se trasladaron con ayuda
de una pipeta de transferencia hacia los vasos y luego se colocaron a la camara de crianza para la
emergencia de los adultos. Se controlo la temperatura y la humedad con un termohigrémetro
“VWR”.

e Adulto: En los adultos emergidos se determiné el dimorfismo sexual, teniendo en cuenta el tipo de
antenas y se trasladaron en parejas, con ayuda del tubo capturador, hacia otro vaso colector que
contenia en la base algodén con papel toalla, el que fue previamente humedecido para la
oviposicion. Se coloco algoddén embebido en agua azucarada en una proporcion de 5g de aziicar en
100mL de agua para la alimentaciéon de machos y hembras, luego se llevo a la camara de crianza.
Se cambid el sustrato cada dos dias para evitar la formacién de hongos y cada 6 dias se colocd los
dedos de la mano sobre el vaso para la alimentacion de las hembras.

= Se realizaron tres repeticiones con 14 parejas. La primera repeticion fue con los padres; la segunda
repeticion, con la primera generacion y la tercera repeticion con la segunda generacion.

Determinacion de la Tabla de Vida

Al igual que en la crianza para el ciclo biologico, se prepard la solucion de agua azucarada, sin
embargo ya no se trabajo individualmente, por lo que en un bandeja se colocoé 100 huevos. Cuando se
observo la presencia de larvas I, se agregé 0.09¢ de comida para gatos. Diariamente se reviso la
bandeja y se retird las exuvias con una pipeta de transferencia. Se cambid el agua y el alimento cada
dos dias, y cuando emergieron las pupas se trasladaron a un frasco que contenia 50 mL de agua. Luego
se colocod dentro de una jaula de 23x23x23 cm, siendo el armazon de madera y las caras laterales
cubiertas con tul, en la cara anterior presentd una manga adicional de 30 cm confeccionado del mismo
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material. La jaula se coloco en la camara de crianza para la emergencia de adultos (Anexo 14). Para la
alimentacion de machos y hembras se coloco algodén embebido con agua azucarada 5g/100mL, asi
mismo las hembras por su naturaleza hematdéfaga, necesitan de la ingesta de sangre, por lo que se
introdujo el brazo humano cada seis dias. Para la obtencion de huevos se colocd una bandeja de
plastico de 20x10cm, sobre la cual se coloco papel toalla humedecida.

Para determinar la tabla de vida, se trabajo primero con el grupo de los padres, anotando en Excel el
numero de individuos muertos; a la vez se cre6 la tabla de vida y en la primera columna “Nx” se anot6
el niimero de sobrevivientes en cada estado bioldgico. Cuando llegd a adulto se anotd el nimero de
sobrevivientes en un rango de cinco dias hasta la muerte del tltimo especimen. Una vez ingresado
todos los datos, se procedio6 a aplicar las formulas para la obtencion de los pardametros poblacionales
como supervivencia (Ix), tasa de mortalidad (gx), y esperanza de vida (ex). Se trabajé también con la
primera generacion, por lo que se seleccioné al azar las oviposiciones obtenidas por los padres,
repitiéndose los pasos anteriormente descrito. De esta manera se realizaron dos repeticiones,
describiendo ambos grupos en una sola tabla de vida.

Analisis Estadistico

Para el analisis de los datos se empleo el programa Minitab 17.

La tabla de vida se realizd aplicando formulas planteadas por Rabinovich (1980), las cuales se
muestran a continuacion.

=Nx/No || die(-bed) | | ax=aix |  Lx= (kb /2

 Tx=XhLx || ex=Tdx |

Donde:
Nx: cantidad de individuos de edad (x) que se registran.
No: Cantidad de individuos de edad inicial.
Ix: Supervivencia especifica por edad.
dx: Proporcion de la cohorte original que muere durante la edad (x).
gx: Tasa de mortalidad. Mortalidad especifica por edades.
Lx: Media de la probabilidad de supervivencia entre dos edades sucesivas.
Tx: Numero total de dias que quedan por vivir a los sobrevivientes que han alcanzado la edad
(x); “m” representa la maxima edad alcanzada.
ex: Esperanza de vida.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestra los resultados obtenidos referente a la duracioén en dias de cada uno de los
estados bioldgicos y en la Fig.1 se observa la morfologia de los diferentes estados biologicos de A.
aegypti: en el estado de larva, el nimero mayor de dias lo present6 la segunda generaciéon con 7.07
dias y el menor en los padres con 6.72 dias. En el estado de pupa, el mayor valor fue para la primera
generacion con 3.00 dias y el menor para los padres con 2.79 dias.

En el ciclo de desarrollo, que comprende desde el estado de huevo hasta la emergencia del adulto, el
mayor valor se obtuvo en la segunda generacion con 11.00 dias y el menor para los padres con 10.51
dias. En el ciclo biolégico que comprende desde el estado de huevo hasta la primera oviposicion de los
adultos, de la misma manera, el mayor valor fue para la segunda generacion con 17.86 dias y el menor
valor para los padres con 17.51 dias. En el ciclo de vida, que comprende el ciclo de desarrollo mas la
longevidad, a diferencia de los anteriores, el mayor valor lo presentaron los padres con 73.83 dias y el
menor valor la segunda generacion con 69.29 dias. El analisis de significancia se realiz6 con el

programa Minitab 17, no encontrandose diferencias significativas y con un nivel de confianza del
95%.
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En la Tabla 2 se muestra los resultados correspondientes a la oviposicion. Se trabajo con las hembras
por lo que se realiz6 14 repeticiones. La ovipostura de A. aegypti obtuvo como mayor promedio para
la F1 con 37.07 huevos y el menor para los padres con 26.00 huevos. El coeficiente de variacion (%)
presenta valores no homogéneos; la F1 con un 90.13%, siendo este valor posible, debido a que en dos
oviposiciones se obtuvieron valores extremos respecto a los demas y como menor valor a la F2 con
69.86%.

En la Tabla 3 se presenta la poblacion padre en la que la emergencia a larva I fue total,
manteniéndose hasta larva II. A partir de Larva III empez6 con la pérdida de individuos por lo que al
estado de adulto llegaron 93 especimenes entre machos y hembras. Para la poblacion de primera
generacion no hubo una emergencia total a larva I, se continud con los estados llegando a adulto con
82 mosquitos, menor cantidad que la poblacion padre. En ambas poblaciones se continud hasta la
muerte del ultimo individuo. Respecto a la tasa de mortalidad (qx) en los primeros estados se
encuentra la menor cantidad de muertes para ambas poblaciones en estudio, en los padres la tasa de
mortalidad oscil6 del 0 al 4% y en la F1 del 0 al 9% pero a partir de los adultos de 16 dias en adelante
la mortalidad va en aumento llegando incluso al 50% para los padres y a 81% en la F1. En la
esperanza de vida (ex) se observa que en ambas poblaciones va disminuyendo conforme avanza en
edad. Del estado de huevo a adulto la esperanza de vida fue mayor para la poblacion padre con 11.84
dias a diferencia de la F1 que fue de 10. 39 dias.

En la Fig. 2, se observa la curva de supervivencia de Ae. aegypti de la poblacion padre y F1. Segin el
numero de individuos sobrevivientes en cada estado biologico se va formando la curva de supervivencia,
obteniéndose al término del estudio una curva del tipo I para las dos poblaciones, en donde la mortalidad
actua fuertemente en los individuos viejos. En las curvas se puede observar que en los primeros estados
bioldgicos no hay una pérdida considerable pero a medida que van aumentando en edad la supervivencia
disminuye. En la curva de la poblacion padre la supervivencia se hace nula en los adultos de 66 a 70 dias y

en la de la primera generacion termina en los adultos de 61 a 65 dias.

Tabla 1.Duracién promedio en dias y error de estimacion de los estados de desarrollo de Aedes aegypti en
Padres, F1 y F2 bajo condiciones controladas de laboratorio a una temperatura de 25+3°C y 80£15% de
humedad, Trujillo (Pera) 2014.

Estados Biologicos Duracion en dias
Padres F1 F2
Huevo 1.00£0.00 1.04+0.08 1.00+0.00
Larval 1.18+0.16 ~ 1.11+0.13  1.21+0.17
Larva II 1.36 £0.23 1.46 £0.21 1.50 £ 0.21
Larva III 1.29+£0.19 139+020 1.43+0.21
Larva IV 2.89+0.20 2.86+021 293+0.27
Total en Larva 6.72+0.2 6.82+021 7.07+0.22
Pupa 2.79+0.17 3.00+£0.11 2.93+0.15

Total del Ciclo de Desarrollo 10.51+0.46 10.93+0.45 11.00+0.46

Total del Ciclo Biologico 17.51+£0.51 17.57+045 17.86+0.49

Total Ciclo de Vida 73.83+£2.82 71.29+1.14 69.29+1.21
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P<0,05; Fl=primera generacion; F2=segunda generacion

HUEVO

(ETAPA ACUATICA)

ADULTO
(ETAPA AEREA)

~

LARVA

(ETAPA ACUATICA)

®O®®

3 dias

PUPA
(ETAPA ACUATICA)

/

M7 dias

Fig. 1. Ciclo Biologico de Aedes acgypti

Tabla 2. Promedio del Numero de huevos de Aedes aegypti con error estandar, desviacion estandar, varianza y
coeficiente de variacion, bajo condiciones controladas de laboratorio a una temperatura de 25+3°C y 80+£15% de
humedad, Trujillo (Pern), 2014.

Variable N° de Promediodel N° ES DS Varianza CV
hembras de huevos/hembra (%)
Padres 14 26.00 512 19.17  367.54  73.74
F1 14 37.07 8.93 3341 111638  90.13
F2 14 27.93 521 19.51 90.13 69.86

Fl=primera generacion; F2=segunda generacion;

variacion

ES= error estandar; DS= desviacion estandar, CV= coeficiente de
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Cuadro 3. Tabla de vida de una poblacion de padres y primera generacion de Aedes aegypti bajo condiciones
controladas de laboratorio a una temperatura de 25+3°C y 80+15% de humedad, Trujillo (Pera), 2014.

Estado Biolégico Nx Ix dx qx Lx Tx ex

y rango de longevidad de
adultos (dias) P F1 P F1 P F1 P F1 P F1 P F1 P F1

Huevo 100 100 1.00 1.00 0.00 0.08 0.00 0.08 1.00 096 11.84 1039 11.84 10.39
Larva I 100 92 1.00 092 000 000 0.00 0.00 1.00 092 10.84 9.43 10.84 10.25
Larva Il 100 92 1.00 092 0.04 002 004 002 098 091 9.84 8.51 9.84 9.25
Larva III 96 90 096 090 001 008 001 009 09 0.86 8.86 7.60 9.23 8.44
Larva IV 95 82 095 082 002 000 002 000 09 0382 7.90 6.74 8.32 8.22
Pupa 93 82 093 08 002 004 002 005 092 0.80 6.96 5.92 7.48 7.22
Adulto (1-5) 91 78 091 078 0.04 004 004 005 089 0.76 6.04 5.12 6.64 6.56
Adulto (6-10) 87 74 0.87 074 002 006 002 008 086 0.71 5.15 436 5.92 5.89
Adulto (11-15) 85 68 0.85 068 0.02 000 002 000 084 0.68 4.29 3.65 5.05 5.37
Adulto (16-20) 83 68 0.83 068 0.16 001 019 0.01 075 0.68 3.45 2.97 4.16 4.37
Adulto (21-25) 67 67 0.67 067 0.12 011 0.18 0.16 0.61 0.62 2.70 2.29 4.03 3.42
Adulto (26-30) 55 56 055 056 005 007 009 013 053 0.53 2.09 1.67 3.80 2.98
Adulto (31-35) 50 49 0.50 049 005 0.10 0.10 020 048 044 1.56 1.14 3.12 2.33
Adulto (36-40) 45 39 045 039 0.10 0.11 022 028 040 0.34 1.08 0.70 2.40 1.79
Adulto (41-45) 35 28 035 028 0.1l 0.12 031 043 030 022 0.68 0.36 1.94 1.29
Adulto (46-50) 24 16 024 0.16 0.12 0.13 050 081 0.18 0.10 0.38 0.14 1.58 0.88
Adulto (51-55) 12 3 0.12 003 004 001 033 033 0.10 0.03 0.20 0.04 1.67 1.33
Adulto (56-60) 8 2 008 002 003 002 038 1.00 0.07 0.01 0.10 1.25 0
Adulto (61-65) 5 0 0.05 0.00 0.05 1.00 0.03 0
Adulto (66-70) 0 0.00

Nx=ntimero de individuos en cada edad; Ix = proporcion de sobrevivientes en la edad x; dx = proporcion de individuos que mueren entre las
edades; qx = Tasa de mortalidad; Lx = media de la probabilidad de supervivencia; Tx= dias por vivir en cada edad; ex = esperanza de vida
para cada edad
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Fig.2. Curva de supervivencia de los estados biologicos de Aedes aegyptibajo condiciones controladas de
laboratorio a una temperatura de 25+3°C y 80+15% de humedad, Trujillo (Peru), 2014.

En la Tabla 4 se muestra la relacion de sexos y longevidad de las dos poblaciones en estudio.
En la poblacion de padres emergieron 50 machos y 41 hembras, sin embargo para la FI la
cantidad de machos es de 37 y para las hembras 41. Respecto a la longevidad, se observa que en
la poblacion de padres, la duracion promedio del tiempo de vida como adultos para las hembras
es de 46.39 dias, y para los machos de 29.98 dias. En la F1 la duracion promedio del tiempo de
vida como adultos para las hembras es de 40.74 dias, y para los machos de 28.80 dias.

Tabla 4. Numero de individuos machos y hembras y longevidad promedio en dias de Aedes acgyptibajo
condiciones controladas de laboratorio a una temperatura de 25+3°C y 80+15% de humedad, Trujillo
(Peru), 2014.

Variable hembras machos
N° de individuos Longevidad (dias) N° de individuos Longevidad (dias)

Padres 41 46.39 +5.46 50 29.98 + 3.55
F1 41 40.74 £ 5.54 37 28.80 £ 5.72
Promedio 41 44 +5.50 435 29 +4.64
DISCUSION

Se realizo la crianza de Aedes aegypti bajo condiciones de laboratorio, desarrollandose para padres,
F1 y F2; en el estado de larva se necesitd en 6.72, 6.82 y 7.07 dias respectivamente sin diferencias
significativas, lo que en promedio fue 7 dias. Este tiempo estd dentro del rango que menciona Vargas
(1998), quién cita que el estado larval con frecuencia comprende de 4 a 10 dias, en condiciones
favorables de temperatura entre 25-29°C 21. Asi mismo otros autores, citan el tiempo en estado de
larva, en funcioén del alimento y la temperatura encontrando que las larvas criadas en aguas residuales
no tratadas a 25.7°C necesitaron 6.3 dias; agua de lluvia a 25°C, 9.5 dias y en agua no clorada a
25.8°C, 9.7 dias22. Asi mismo Thirion (2003) menciona que el tiempo que permanece cada individuo
en este estado depende en gran medida de la disponibilidad de alimento, temperatura y de la densidad
larvaria del criadero?3. En el presente estudio, se observo que el cuarto instar demora un dia mas que
los tres primeros, ya que la continua y constante alimentacion es fundamental para acumular las
reservas de energia, las que no son obtenidas en el estado de pupa, porque ya no se alimenta, y de esta
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manera se asegura la transformacién de una forma acuatica a una terrestre y voladora que es el
adulto?!.

El ciclo de desarrollo para los padres tuvo una duracién promedio de 11 dias, sin embargo para
Lucero y col (2002), el tiempo del ciclo de desarrollo fue de 14 dias a una temperatura de 28°C!4. El
numero de dias va a depender de factores externos como temperatura, humedad, tipo de alimentacioén
en el estado larval, entre otros?3; siendo la temperatura uno de los factores que mas influye en el
crecimiento y desarrollo, puesto que tiene accion directa sobre la tasa metabdlica, que es la velocidad a
la cual el organismo utiliza la energia disponible. Cuando la temperatura aumenta, la tasa metabdlica
incrementa y disminuye cuando la temperatura desciende. Por lo que los procesos bioquimicos se van
a acelerar o disminuir respectivamente?*.

Como se menciono anteriormente, el ciclo de desarrollo necesitdé en promedio 11 dias, a lo cual se le
sumo el tiempo de 6 a 8 dias que transcurrio desde la ingesta de sangre (una sola ingesta), digestion de
la misma y hasta la primera ovipostura, obteniéndose un promedio de 18 dias para el desarrollo del
ciclo bioldgico; sin embargo en condiciones naturales se desarrolla en un lapso de 15 dias, siendo
probable que haya realizado més de una ingesta de sangre?526. Este periodo suele estar en funcion de la
temperatura, humedad, y del nimero de veces de ingestas de sangre.

El ciclo de vida se desarrolld en un promedio 71 dias ya que bajo condiciones de laboratorio se
mantiene en un rango de temperatura y humedad optima, asi mismo no va a existir competencia por
alimento, lo que permite que el desarrollo se de en un ambiente favorable; sin embargo en condiciones
naturales sobrevive en un promedio de entre 15 y 30 dias puesto que las condiciones ambientales
varian constantemente?’.

El nimero promedio de huevos en las oviposturas de Ae. aegypti fue de 30; sin embargo se observo
que los padres, F1 y F2 presentaron alta variabilidad respecto a sus medias, sobre todo para la F1,
debido a la existencia de valores extremos (Anexo 5). Thirion (1993), afirma que la cantidad de
huevos que producen las hembras por cada ovipostura esta directamente en relacion con el volumen de
sangre ingerida?3. En la presente investigacion, todas las hembras ingirieron sangre hasta tener el
abdomen distendido, sin embargo la produccion de huevos fue diferente entre ellas a pesar que los
especimenes se mantuvieron en las mismas condiciones, por lo que la variabilidad debe ser por las
caracteristicas genéticas de la especie, puesto que las poblaciones de la variante costera presenta un
elevado flujo genético28:29.

Respecto a la tabla de vida se muestran los pardmetros poblacionales en el Cuadro 3, dando inicio
con el estado de huevo, el cual emerge a larva siempre y cuando se hayan formado completamente el
embrion?3, en el estudio solo en la poblacion de padres emergieron en su totalidad. En los siguientes
estados se mantiene casi constante una proporcion baja de individuos muertos (dx) por lo que la tasa
de mortalidad (qx) es relativamente baja en las etapas inmaduras, hasta que en los adultos de 16 dias
en adelante empieza a aumentar la mortalidad debido al avance en edad. Todo lo contrario sucedi6 en
condiciones naturales de Ae. cantans, especie que fue estudiada por tres afios en Inglaterra, lo que
mostr6é que la pérdida sustancial de la poblacion se produjo en los dos primeros instar larvales, puesto
que en el campo las variaciones ambientales, ya sea de temperatura, humedad y alimentacion, entre
otros factores externos, son constantes por lo que no logran sobrevivir en su totalidad hasta el estado
adulto30.

En cuanto a la esperanza de vida (ex) la cual representa el nimero de dias que le queda a los
individuos de la edad (x), la tabla muestra que los valores van disminuyendo a medida que avanza en
crecimiento y desarrollo bioldgico. La esperanza de vida maxima para Ae. aegypti en el estado de
huevo (edad 0), fue de 11 dias; por otro lado en Arabia Saudita se encontré en laboratorio que la
esperanza de vida fue de 13.37 dias!8, este valor esta cercano al encontrado en México en una
poblacion de campo a una temperatura que oscild de 27.5 a 5°C en donde en el estado de larva (edad
7) tuvo 15.3 dias y a partir de los adultos (edad 13) baja gradualmente mientras que para la poblacion
en laboratorio a 20 £ 2°C en el estado de huevo fue de 60 dias, por lo que es evidente que la
temperatura es el factor que mas influye en la esperanza de vidal®.

Una manera de presentar graficamente los datos de la tabla de vida es la curva de supervivencia en
base a la columna “Ix” y tiene su utilidad porque permite describir un patrén de mortalidad a la cual
esta sujeta una poblacion. En el presente trabajo en la Fig. 2 se observa que ambas poblaciones
presentaron una curva de supervivencia de tipo I, en la cual la mortalidad actia fuertemente en
individuos viejos. Este tipo de curva se ha dado debido a que la crianza se ha realizado bajo
condiciones controladas de laboratorio; sin embargo Trevifio (1992), obtuvo una curva entre el tipo [ y
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II trabajando a una temperatura de 20 £2°C, mientras que la curva para la poblacidon estudiada en
campo fue del tipo III, en la cual la mortalidad es mayor para los estados inmaduros!'®. Todo lo
contrario encontré6 Manrique y col. (1998), quién en condiciones de campo obtuvo una curva del tipo
II, en la cual la tasa de mortalidad es casi constante con forme transcurre el tiempo3!.

La longevidad promedio de hembras fue de 40 dias, a diferencia de los machos que fue de 29 dias.
La ultima hembra en morir vivié un promedio de 65 dias, mientras que el macho 55. Tal como lo
indica Conde (2003), la hembra tiene una longevidad mayor que el macho y esto se debe al tipo de
alimentacion, si bien es cierto los machos y hembras suelen alimentarse del néctar de las plantas, pero
en el caso de las hembras también son hematofagas, por lo que reciben mayor cantidad de nutrientes
que los machos favoreciendo directamente en su longevidad32. Asi mismo Harrington y col (2001),
menciona que la hembra al alimentarse de sangre humana ingiere el aminoacido isoleucina, el cual en
concentraciones altas junto con los azucares obtenidos de las plantas, permiten la sintesis y la
acumulacion de energia, por lo que aumenta la supervivencia especifica por edad, el rendimiento
reproductivo, y por ende la longevidad33.

CONCLUSIONES

o El ciclo biologico de Aedes aegypti fue de aproximadamente 18 dias, bajo condiciones de
laboratorio a una temperatura de 25+3°C y 80+15% de humedad.

e [a tasa de mortalidad mayor fue en los adultos de 46 a 55 dias, siendo para los padres de 50% y
para la F1 de 81%.

e La esperanza de vida fue de aproximadamente 11 dias y fue disminuyendo conforme avanza en
edad.

e La curva de supervivencia de Aedes aegypti fue del tipo I, bajo condiciones de laboratorio, a una
temperatura de 25+3°C y 80+15% de humedad.

e Las hembras tuvieron una longevidad mayor que los machos, en un promedio de 44 y 29 dias
respectivamente.
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Guia para los autores

Siguiendo normas gramaticales, de puntuacion, de escrituras de nombres cientificos, de abreviaciones y de
escritura de simbolos quimicos de aceptacion universal, la redaccion debera hacerse de modo impersonal en una
extension maxima de 20 paginas. El tipeado deberd hacerse a espacio y medio, en papel Bond de 80g, A4, con
margenes de 2,5cm a cada lado y presentados, por duplicado, acompafiados de la version grabada en CD
ESTRUCTURA
Deberan estructurase como sigue:
a. Titulo: sin abreviaturas, simbolos quimicos, ni autores de taxa cientificos.
b. Auto(es): , primer nombre, seguido por la inicial del segundo nombre (opcional), apellido paterno y
materno (opcional)
c¢. Direccién(es); de la Institucion y e-mail del primer autor
d. Resumen: en un solo parrafo y aproximadamente 200 palabras. Debe contener el problema u objetivo, la
metodologia empleada, los resultados mas importantes y la(s) conclusion(es). Al final debe tener sus
Palabras Clave (cinco como maximo)
e.  Abstract: es una traduccion, al inglés, del resumen. Al final debe aparecer: Keywords
f. Introduccion

Material y métodos

5w

Resultados

Discusion

e
.

j. Agradecimientos (opcional y sélo para los que han aportado significativamente con la investigacion)

k. Referencias bibliograficas

1. Tablas y/ o figuras (opcional y con su leyenda).

Las citaciones de los autores deberan hacerse utilizando numeros, a modo de superindice, separados por
comas y las referencias deberan enumerarse de acuerdo al orden de aparicién en el texto y deberan ser
estructuradas siguiendo la tltima version de Las Normas Vancouver.

Formalmente, las Tablas deberan tener solamente lineas horizontales, un titulo claro, completo y entendible sin
necesidad de recurrir al texto y con esta denominacién numerada con numeros ardbigos, por ejemplo: Tabla 1.
Las llamadas o notas de pie de Tabla se haran mediante letras como exponentes en orden alfabético o con
asteriscos, en caso que sean una o dos.

Las figuras, que incluyen gréficas, fotografias y/o esquemas, deberan abreviarse como Fig. y numerada, por

ejemplo Fig. 1., seguida de un titulo claro y entendible por si mismo.
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