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Editorial

LA TESIS EN EL NUEVO CURRICULO DE LA ESCUELA
PROFESIONAL DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

Con la finalidad de preparar al estudiante y que demuestre que es capaz de hacer
investigacion cientifica y comunicarlo, estd insertado curricularmente en todos los niveles:
pregrado y posgrado (Segunda Especialidad, maestria y doctorado) en concordancia con la
Ley Universitaria 30220 y Estatuto de la Universidad Nacional de Trujillo, vigentes, el
desarrollo y sustentacion de una Tesis.

En la curricula previa de la Escuela Profesional de Microbiologia y Parasitologia se tenia el

Sistema Implementado de la Generacion y Evaluacion de la Investigacion del
Trabajo Final de la Carrera Profesional (Tesis), en concordancia con el Criterio 3.1:
Generacion y Evaluacion de Proyectos de Investigacion con los estandares 46-55 del Modelo
de Calidad para la Acreditacion de las Carreras Profesionales Universitarias de Ciencias
Biologicas, propuesta por el CONEAU y con el Plan Operativo de la Facultad de Ciencias
Biologicas (POI); sin embargo, uno de los cinco ejes curriculares de la nueva curricula es
investigacion + desarrollo + innovacion (I+D+I) que inserta a la escencia puramente
cognoscitiva de las Tesis las nociones de desarrollo e innovacion vinculados al sector
productivo.

Para plasmar el mencionado eje curricular se plantea la Unidad de Competencia 5:
investigacion + desarrollo + innovacion en la que el estudiante de pregrado, “Formula y
ejecuta proyectos de investigacion con principios éticos en ciencia y tecnologia, los
difunde en eventos y revistas cientificas para contribuir en la solucion de
necesidades de la sociedad” y estos proyectos los desarrollara en el Curso de Tesis I,
dirigido a proponer una investigacion y plasmarlo en un proyecto (noveno ciclo) y en el
Curso de Tesis II, en el cual se ejecuta la investigacion (décimo ciclo). No obstante, si se
tiene en cuenta que cronologicamente un ciclo dura cuatro meses, resulta corto el tiempo para
cumplir por completo con lo propuesto en la Unidad de Competencia 5 referente a la
publicacion en revistas cientificas, si se tiene en cuenta que estos medios de comunicacion,
solo para aceptar el articulo, se toman tiempos mayores a seis meses. Entonces, queda por
proponer mejoras al respecto, una de ellas podria ser la siguiente: que existan tres Cursos de
Tesis (I, I y III en octavo, noveno y décimo ciclo): en Tesis I se propondria el proyecto, en
Tesis II y primer mes de Tesis III se ejecutaria la investigacion y el tiempo restante se
redactaria el informe de Tesis bajo el formato de articulo cientifico, tal y como se hace en la
Universidad Cayetano Heredia con buenos resultados porque todas las Tesis serian
publicadas, a diferencia de lo que ocurre ahora que pocas son publicadas. Eso significaria, a
su vez, que desaparezca el curso de Metodologia de la Investigacion Cientifica del VII ciclo.

Foto de la portada: Nombre cientifico: Rhodopis vester (Lesson, 1829). Nombre comun: "Colibri".
Familia: Trochilidae Lugar: Area de Conservacion Privada Lomas del Cerro Campana, Trujillo. Foto
tomada por De La Vega Pando Luis Alberto, Polo Corro José Luis y Pollack Velasquez Luis Enrique.

El Editor



REBIOL

Volumen N° 37, Numero 2, Julio - Diciembre, 2017

Contenido/Contents

ARTICULOS ORIGINALES/ORIGINAL PAPERS

Efecto del extracto acuoso de Moringa oleiféera sobre el indice mitético y la frecuencia de
micronucleos en Allium cepa/Effect of the aqueous extract of Moringa oleifera on the
mitotic index and the frequency of micronuclei in Allium cepa. FLORENCIA VERGARA
QUISPE Y CARLOS QUIJANO-JARA 5

Efecto biocida de Bacillus thuringiensis H-14 var. israclensis mutante sobre larvas III de Aedes
aegypti bajo condiciones de laboratorio/Biocidal effect of Bacillus thuringiensis H-14 var.
israelensis mutant on larvae III of Aedes aegypti under laboratory conditions. WILLIAN
BLAS-CERD{\N, GINA ZAVALETA-ESPEJO, JOSE SALDANA-JIMENEZ, WILLIAN BLAS-ROEDER Y
DEYVI MELENDEZ-RODRIGUEZ 14

Efecto sinérgico del 2,4-Diclorofenoxiacético y el Bencilaminopurina en la induccion de callos de
Jatropha macrantha (Euphorbiaceae)/Synergistic effect of 2,4-Diclorofenoxiacético and

Bencilaminopurina in the callus induction of Jatropha macracantha (Euphorbiaceae).
ANGELICA LOPEZ ZAVALETA Y ELOY LOPEZ MEDINA 22

Seleccion  de levaduras nativas productoras de etanol a partir de “chicha de jora” elaborada
artesanalmente en el distrito de Santiago de Chuco, La Libertad-Perta/Selection of native yeasts
ethanol producing from "chicha de jora" Handcrafted in the district of Santiago de

Chuco, La Libertad-Peru. ANIBAL QUINTANA DIAZ, EVA E. VILLANUEVA TARAZONA, PEDRO A.
ALVARADO SALINAS Y LUIS A. LLENQUE DIAZ 27

Cinética de inactivacion térmica de Salmonella sp. en jugo de fresa, Fragaria sp./ Kinetics of

thermal inactivation of Salmonella sp. in juice of Fragaria sp. LUIS A. LLENQUE-DIAZ,
ANIBAL QUINTANA-DIAZ, EVA E. VILLANUEVA DE CUEVA, NELVER A. MORENO-RUIZ Y ROSA M.
SEGURA-VEGA 36

Enterobiasis en nifios menores de 6 afos del distrito Victor Larco Herrera (Trujillo, Peru).
2016/Enterobiasis among children under six years-old from Victor Larco Herrera district
(Trujillo, Peru). 2016. FLOR DEL CARMEN SORIANO Y CESAR A. JARA 44

Socioepidemiologia de las helmintiasis intestinales en perros de casa (Canis familiaris) y los
riesgos en la comunidad. Chiclayo-Peru. 2015-2018/Socioepidemiology of the gastrointestinal
helminthiasis in house dogs (Canis familiaris) and risk factors. Chiclayo-Peru. 2015-
2018. RUTH ALVA FERNANDEZ Y CESAR A. JARA 53

Efecto de la temperatura en el ciclo de desarrollo de Galleria mellonella (Lepidoptera:
Pyralidae)/Effect of temperature on the development cycle of Galleria mellonella
(Lepidoptera: Pyralidae). ROBERT MARQUINA-BAZAN AIDA CARBAJAL DE WILSON------------—- 63

Pesqueria del pejerrey, Odontesthes regia regia, en Puerto Casma, Ancash (Pert). 2010-
2015/Fisheries of Odontesthes regia regia in Casma Port, Ancash (Peru). 2010-2015.



BILMIA VENEROS URBINA, ELENA ICOCHEA BARBARAN, NANCY CORDOVA ROSARIO Y CRISTIAN
GELDRES CRUZ 70

POLITICA EDITORIAL

¢ Guia para los autores 77



REBIOL 2017; 37(2): 5 - 13, Julio - Diciembre
Revista Cientifica de la Facultad de Ciencias Biologicas.
TUniversidad Nacional de Truiillo. Truiillo. Perfi. ISSN: 2313-3171 (En L.inea)

Articulo Original

Efecto del extracto acuoso de Moringa oleifera
sobre el indice mitotico y la frecuencia de
micronucleos en Allium cepa

Effect of the aqueous extract of Moringa oleirfera on the mitotic index
and the frequency of micronuclei in A//ium cepa

Florencia Vergara Quispe y Carlos Quijano-Jara
Laboratorio de Genética de Poblaciones. Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Truyjillo.
Trujillo-Pera

RESUMEN

Moringa oleifera es usada alrededor del mundo debido a que se le atribuye diversas propiedades medicinales;
sin embargo, poco se sabe sobre sus efectos adversos sobre el material genético. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto del extracto acuoso de semillas de M. oleifera sobre el indice mitdtico y la frecuencia de
microntcleos utilizando el test Allium. Se expusieron los raices de Allium cepa a 0.05, 0.1, 0.5 y 1g/L de
extracto acuoso de semillas de M. oleifera durante 8 horas y se analizaron las raicillas a las 0, 48 y 72 horas de
recuperacion. A partir de las 48 horas se evidencio dafio citotoxico con disminucion del indice mitdtico en todas
las raices expuestas al extracto con respecto al tratamiento 0 g/L y sin alterar el indice de cada fase mitotica. No
se observaron diferencias significativas en las frecuencias de micronucleos entre los tratamientos. Las
alteraciones del IM pueden deberse a la presencia de sustancias desconocidas o poco estudiadas, que se
encuentran presentes en M. olerfera, tales como glucosinolatos, isotiocianatos, etc.

Palabras clave: Extracto acuoso, Moringa, Indice Mitético, Micro niicleos

ABSTRACT

Moringa oleifera is used around the world because it is attributed various medicinal properties; however, little
is known about their adverse effects on the genetic material. The objective of this study was to evaluate the
effect of the aqueous extract of M. oleifera seeds on the mitotic index and the frequency of micronuclei using the
Allium test. The roots of Allium cepa were exposed to 0.05, 0.1, 0.5 and 1g / L of aqueous extract of seeds of
M. oleifera during 8 hours and rootlets were analyzed at 0, 48 and 72 hours of recovery. After 48 hours,
cytotoxic damage was observed with mitotic index decrease in all the roots exposed to the extract with respect to
the treatment 0 g / L and without altering the index of each mitotic phase. No significant differences were
observed in the micronucleus frequencies between the treatments. The alterations of the IM can be due to the
presence of unknown or little studied substances, which are present in M. oleiféra, such as glucosinolates,
isothiocyanates, etc.

Keywords: Aqueous extract, Moringa, Mitotic Index, Micronuclei



INTRODUCCION

A través de la historia el hombre ha usado las plantas para satisfacer sus necesidades con propositos
medicinales y todos estos conocimientos han transmitido por tradicion a través de las generaciones!:2.
Se estima que la frecuencia de uso es mayor en los paises en via de desarrollo, debido a la
inaccesibilidad de los tratamientos 34.

Moringa oleifera “moringa” fue introducida oficialmente al Pert en 19995, es la especie mas
conocida del género Moringa y pertenece a la familia Moringaceae, siendo el unico género
encontrado®. Es oriunda del noroeste de la India, se encuentra ampliamente distribuido por toda la
India, Asia occidental, peninsula Arabica, Africa del Este y del Oeste, Caribe, Florida, Centroamérica
y América del Sur ¢7. Presenta un alto contenido de carbohidratos, proteinas, vitaminas, flavonoides,
acidos grasos poliinsaturados, alcaloides, isotiocianatos, saponinas, oxalatos, minerales, entre otro
nutrientes 8%y se cree que sus propiedades pueden aliviar mas de 300 enfermedades!9.

Entre los beneficios que se le puede atribuir estd la capacidad analgésical! propiedades
antiinflamatorias!2, antidiabética, restaurador de tejidos!3, para tratar la gastritis!4, la hipertension 15,
como antioxidantes y anticancerigenas 6.

El uso de productos naturales con fines medicinales, aumentan cada dia mas, sin embargo, se han
encontrado evidencias de que plantas, consideradas como medicinales, presentan alta concentracion de
sustancias como los alcaloides y los glucidos cianogénicos, que producen toxicidad a nivel celular!7.18,
En el caso de M. oleifera L existen diversas investigaciones donde se observa toxicidad debido a su
forma de empleo; tal como, Canett, et al.’ que llegaron a la conclusiéon de que las partes
potencialmente toxicas vendrian a ser la raiz, la corteza y las semillas debido a que presentan
sustancias toxicas para el organismo, como moringina, moringinina, spirochin y bencil isocianato.
Algunos autores encontraron moringa puede ocasionar dafio hepatico y renal?, citotoxicidad?! y
genotoxicidad?2.

Existen diversos ensayos para determinar la genotoxicidad y citotoxicidad de ciertas sustancias,
entre los cuales encontramos ensayos in vifro como son los cultivos de ciertas lineas celulares de
tejidos?? y los ensayos in vivo en los que se utilizan organismos modelo como Mus musculus 24,
Artemia salina 25, Drosophila melanogaster’®, Lactuca sativa, Lepidium sativum ?7, Vicia faba 28,
Allium cepa®, entre otras especies.

El test Allium fue usado por primera vez por Levan3? y desde entonces ha venido siendo usado por
diferentes investigadores hasta la actualidad. Se ha empleado para observar alteraciones producidas
por diferentes sustancias como quimicos y pesticidas 3!, control ambiental 32 y extractos naturales 33.
Este test ha sido reconocido por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, quienes
bajo el Programa Gene-Tox, indicaron que el Test Allium es un test recomendado para mostrar el
efecto mutagénico de ciertas sustancias, debido a su alto grado de sensibilidad 34.

La inaccesibilidad de muchos farmacos sumado a nuestra costumbres ancestrales ha llevado a
muchas personas en nuestro pais a buscar remedios naturales para combatir diversas enfermedades.
Las semillas de “moringa” han alcanzado un mayor impacto que las hojas y han comenzado a usarse
de distintas formas y dosis; dejando de lado que el uso inadecuado de sustancias puede llegar a ser
nocivo para la salud, ante lo cual es necesario llevar a cabo una serie de analisis que determinen su
toxicidad a diferentes niveles, como por ejemplo a nivel del ciclo celular.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico.

Se compro6 semillas de M. oleiféra moringa” de la Asociacion de Agricultores del valle encantado el
Progreso — Patapo, Chiclayo, junto con material vegetal necesario para realizar la identificacion, la
cual se hizo en el “Herbarium Truxillense”.

Obtencion de extractos de Moringa oleifera.

Las semillas fueron lavadas, secadas y peladas, eliminando la cascara que los cubria, se procedi6 a
pulverizar las semillas y se hizo una solucion madre (SM), que se obtuvo diluyendo un gramo de
semilla de Moringa oleifera en un litro de agua destilada (1g/L). Esta mezcla se colocd por 30 minutos



en un homogenizador magnético y luego se filtro en papel filtro Watman N°1, para eliminar algunas
particulas no disueltas3s.
Enraizamiento de bulbos de Allium cepa L.

Se colocaron bulbos de A//ium cepa, sin las raices ni catafilas secas, en agua mineral embotellada en
oscuridad con la finalidad de obtener raices de 3 a 4 cm. El agua se renové cada 24 horas durante tres
dias, para los tratamientos se utilizaron bulbos que se encontraban en buen estado y que presentaban
como minimo 10 raices de tamafio homogéneo3®.

Diseno experimental.

Se utiliz6é un disefio experimental completamente al azar. A partir de la solucion madre se diluy6 con
agua destilada para obtener concentraciones de 1, 0.5, 0.1 y 0.05 g/L, se consider6 también un grupo
control consistente en agua mineral (0 g/L). Se asignaron los tratamientos aleatoriamente y se dejaron
los bulbos por un lapso de 8 horas, cumplido el tiempo se colectd la primera muestra de las raices, la
cual fue colocada en 5 mL con Carnoy; los bulbos fueron colocados en agua mineral donde inici6 el
tiempo de recuperacion y pasados las 48 y 72 horas se colecté muestras de raices.

Obtencion de preparados citologicos.

Las raices fijadas fueron refrigeradas a 4 grados hasta el momento de su coloracion y analisis. Se
utilizo el protocolo de Tjio & Levan3? modificado para la tincion, se agreg6 una proporcion de 9 gotas
de Orceina acética al 2% por 2 gota de HCI al 1.5N, dejandolo colorear por un tiempo de 1 hora, luego
se utilizo la técnica de aplastamiento o “squash”.

Determinacion del Indice Mitotico e Indice de Fases.

Para el analisis de indice mitotico se utilizé un microscopio compuesto con el objetivo 40X; se conto
usando la técnica de barrido, aproximadamente 2000 células por unidad experimental. Una vez
obtenida la cantidad de células en cada fase se uso6 la formula descrita por Berrocal, et al.38, para hallar
el Indice Mitético (IM) y el Indice de cada fase mitética (IF):

M Numero de células en division

0
Numero de células totales x 100%

Numero de células por fase mitotica

x 1009
Numero de células en division %

Determinacion de micronucleos.

Para el analisis de microntcleos se utilizo un microscopio compuesto con el objetivo 40x; se contod,
usando la técnica de barrido, aproximadamente 2000 células por unidad experimental.
Analisis estadistico.

Los datos obtenidos fueron organizados mediante tablas y graficos; y se utiliz6 analisis de varianza
para determinar diferencias significativas el indice mitdtico y micronticleos de los tratamientos, luego
se hizo uso de prueba de contrastacion de Tukey. Se utilizard el softward InfoStat version libre
actualizada el 18-07-2017 para Windows.

RESULTADOS

Se encontro que a las 0 horas el porcentaje de indice mitotico aumentd conforme aumenta la
concentracion de M. oleifera, entre 0,05 y 0,5 g/L, pero que cuando se utiliza 1 g/LL disminuye (Tabla
1), que las 48 horas de tratamiento hay un subito aumento en el porcentaje cuando se emplea d 0.05 a
1.0 g/L y disminuye, luego, a mayores concentraciones del vegetal (Tabla 2). Por el contrario, a las 72
horas de tratamiento el porcentaje disminuye de cuando se usa 0.05 a 1.0 g/L y luego vuelve a
disminuir (Tabla 3).

Cuando se analizo el porcentaje de microntcleos por cada 2000 células se encontré que conforme
aumenta el tiempo de exposicion de 0 a 48 y luego a 72 horas, el porcentaje aumenta (Tabla 4, Figs. 1

y 2).



Tabla 1 .Indices mitdticos y de fases mitdticas (X = SD) a las 0 horas de recuperacion en raices de A/lium cepa
L. var. roja arequipefia, tratadas con extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera L. a diferentes

concentraciones
TRATAMIENTOS INDICE FASE MITOTICA (%)
MITOTICO (%)
Profase Metafase Anafase Telofase
0g/L 11.36 £0.44a 54.69 +£5.93a 9.02 +2.29a 10.31+£0.77a 26.75 +6.59a
0.05 g/L 11.87 £0.62a 57.69 +9.46a 9.51 £2.6la 7.62 +2.38ab 25.18 £4.90a
0.1g/L 11.90 £ 0.83a 59.08 £5.44a 10.06 = 1.37a 8.54 +1.29ab 2232 +4.73a
0.5 g/ 11.94 £0.31a 57.50 + 1.64a 11.89 £0.43a 8.10 £ 2.72ab 22.51+391a
1g/L 10.77 £ 0.26a 59.33 £ 6.48a 8.67+1.73a 447 +1.61b 27.53 £6.13a

Valores con letra comtn no son significativamente diferentes (p>0.05)

Tabla 2 .Indices mitdticos y de fases mitoticas (X+ SD) a las 48 horas de recuperacion en raices de Allium cepa
L. var. roja arequipeifia, tratadas con extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera L. a diferentes

concentraciones
TRATAMIENTOS INDICE FASE MITOTICA (%)
MITOTICO (%)

Profase Metafase Anafase Telofase
0g/L 13.00 £ 0.38a 59.01 £5.02a 10.26 £0.33a 6.98 +1.93a 23.75+2.78a
0.05 g/L 11.13 £0.53b 57.89 £10.14a 11.23 £3.14a 6.84 +3.40a 24.03 +4.19a
0.1g/L 10.98 +0.70b 59.57 +4.83a 12.63 £3.00a 5.84 +3.42a 21.96 +£0.77a
0.5g/L 11.39+0.53b 56.83 £2.93a 12.49 + 1.43a 6.78 +0.88a 23.89 +3.03a
1g/L 11.28+0.16b 50.65+3.77a 14.38 +1.95a 9.18 +3.65a 2578 £4.22a

Valores con letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Tabla 3. indices mitéticos y de fases mitoticas (X+ SD) a las 72 horas de recuperacion en raices de Allium cepa
L. var. roja arequipefla, tratadas con extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera L. a diferentes

concentraciones
TRATAMIENTOS INDICE FASE MITOTICA (%)
MITOTICO (%)

Profase Metafase Anafase Telofase
0g/L 14.12 £ 0.68a 5297 +1.07a 12.01 £3.77a 8.38 £0.14a 27.86+2.6la
0.05 g/L 10.76 £ 0.58b 5428 £581a 11.33 +£1.86a 7.02+1.13a 27.37 £5.86a
0.1g/L 10.52 £ 0.63b 53.73 £6.14a 12.67 +£1.58a 7.25+1.35a 2636 +6.71a
0.5 g/L 10.67 £0.75b 54.22 +1.55a 1141 +£1.53a 10.12 £3.48a 2425+321a
1g/L 12.00 £0.91b 60.81 £4.88a 9.79 +£2.74a 8.10£0.67a 2130+2.11a

Valores con letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)



Tabla 4. indice de células que presentaron microntucleos (X £ SD) encontrados en las raices de Allium cepaL.
var. roja arequipefia, tratada con extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera L. a diferentes concentraciones

TRATAMIENTOS Micronucleos (% para 2000 células)

Oh 48h 72h
0g/L 0+0a 0.00 £ 0a 0.33+0.58*
0.05 g/L 0.33 +£0.58a 0.33 +£0.58a 2.00 + 1.00ab
0.1g/L 0.67 +£0.58a 0.67£0.58a 2.67 £ 1.15ab
0.5 g/L 0.67 £ 0.58a 1.00 + .100a 1.00 £ 0.00ab
1g/L 0.67 +£0.58a 0.67 £ 0.58a 2.33 +£0.58ab

Valores con letra comiin no son significativamente diferentes (p>0.05)

Fig. 1. Células que presentan Microntcleos (MN) a) célula en telofase que presenta microntiicleo y b) célula en
interfase con micronucleo. Microfotografias obtenidas con el Microscopio Olympus Trinocular BX41 a 1000A.

DISCUSION

El test Allium presenta un alto grado de sensibilidad a sustancias toxicas3, se suele usar como
parametro el indice mitdtico (IM) cuya variacion significativa sirve como evidencia de dafio o
inhibicion de la division celular.

En el presente estudio se encontr6 que a las 48 y 72 (Tabla 2 y 3) horas hubo disminucién
estadisticamente significativa de los indices mitdticos de los tratamientos concordando con lo



afirmado por Malakahmad, et al. 4! indicando que la disminucion del indice mitotico se debe a la
presencia de una sustancia citotoxica que va a inhibir las actividades del ciclo celular.

Existen diferentes formas por las cuales se puede modificar el ciclo celular, por ejemplo cuando el
dafio ocurre en las proteinas que regulan estos procesos, lleva a la célula a seguir una via apoptotica
intrinseca o bloquear el pase de un etapa a otra#?; pero también puede deberse a un dafio directo en el
ADN, el cual lleva a detener el ciclo celular en la fase G2 o después de la mitosis, en la fase G143; es
por ello que no se observd diferencias significativas del IM a la 0 horas del tiempo de recuperacion
(Tabla 1), pero en el tiempo, el IM se vio afectado mostrando diferencias significativas en relacién con
el tratamiento Og/L. Estudios demuestran que las sustancias toxicas pueden afectar el IM acelerando o
disminuyendo el tiempo en que la célula demora en cada fase mitdtica*4, pero en el presente estudio
no ocurri6 este tipo de alteracion y se puede observar en la Tabla 1, 2 y 3 que las frecuencias de las
fases no presentan diferencias significativas.

Elsayed, et al. 45 reportaron que la semillas de Moringa oleifera contenian aceites esenciales que eran
citotoxicos para varios tipos de lineas celulares cancerigenas; pero es Adebayo, et al. 46 quienes
compararon la citotoxicidad del extracto acuoso de M. oleifera en una linea celular cancerigena MCF7
y en una linea celular normal de mama MCF 10A y llegaron a la conclusion que producia un mayor
efecto antiproliferativo en células normales que en células cancerosas. La presencia de diferencias
significativas en los IM encontrados a las 48 y 72 horas, nos asegura una accion citotoxica, pero la
ligera variacion encontrada podria corroborarse con lo indicado por Maiyo, et al.4” que afirman que
podria haber cierta selectividad de la sustancias de M. oleifera para inducir a apoptosis.

Los micronucleos son fragmentos (Figura 1) anormales de cromosomas que se encuentran en el
citoplasma, estos son productos de ruptura del ADN y se usa para evaluar el dafio y la citotoxicidad
del ADN#, En la presente investigacion se encontrd baja frecuencia de células con micronucleos
(Tabla 4) y no observandose diferencias significativas entre los tratamientos; sin embargo es necesario
contrastar estos resultados utilizando el test cometa%.

El tiempo de exposicion usado fue relativamente corto en comparacion a estudios que se realizaron
con ratones, mostraron citotoxicidad al exponerlos por un tiempo prolongado al extracto etandlico de
semillas de “moringa”, donde concluyeron que esta sustancia podria causar daio necrosis en el higado
y reduccion del pH del semen en los individuos machos, que podria llevar a una posible infertilidad 5°.
Kim, et al. 5! también encontraron toxicidad al cebar por 14 dias a ratas, con un extracto etanolico
suplementado con un isotiocianato de M.oleifera, que ocasiond la muerte en su mas alta dosis y en las
dosis intermedias, necrosis en 6rganos reproductores y distencion gastrointestinal.

Aunque no se conoce cudl es el compuesto exacto que causa tales dafios, se le podria atribuir a la
presencia de dos tipos desconocidos de glucosinolatos o la presencia de isotiocianatoss2, que pueden
ocasionar diversas respuestas en los individuos y en ciertas ocasiones llegar a ocasionar dafio
genotdxico.

Se recomienda hacer un estudio fitoquimico de las sustancias presentes en el extracto acuoso de las
semillas de M. oleifera y a la vez estudiar la genotoxicidad de ellas mediante cariotipos para buscar
mayores evidencias de aneuploidia y test cometa para observacion de rupturas de ADN. En
conclusion, las concentraciones del extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera disminuye el
indice mitdtico a las 48 y 72 horas de recuperacion con diferencias significativas con respecto a un
tratamiento control (0 g/L) y sin diferencias significativas en las fases. No se observan diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias de micronucleos de los tratamientos utilizados.
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RESUMEN

Se evalud el efecto biocida de Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis mutante sobre larvas III de Aedes
aegypti bajo condiciones de laboratorio. Para ello se utilizé una formulacion comercial como testigo (2000 ppm)
y tres formulaciones de Bti mutante a tres concentraciones (3000, 4000 y 5000 ppm) y larvas de A. aegypti
obtenidas a partir de huevo bajo un sistema de iluminacion constante, temperatura de 26 £1°C y pH de 7.0. La
aplicacion de las formulaciones se realizo en vasos descartables conteniendo 100 mL de agua destilada con 25
larvas para cada una de las concentraciones consideradas. Las evaluaciones de mortalidad larvaria se hicieron a
partir de las 40 horas después de la aplicacion, ocurriendo el mayor efecto larvicida con la formulacion del Bti
mutante 2 a 4000 ppm, la misma que presenta diferencias significativas (p<0,05)con respecto a las otras
formulaciones utilizadas. Se determind que no existe relacion directa entre la produccion del bioinsecticida Bti
mutante y la actividad biocida sobre las larvas III de A. aegypti.

Palabras clave: Bacillus thuringiensis, Aedes acgypti, mutante, bioinsecticida, formulacion

ABSTRACT

Biocidal effect of Bacillus thuringiensis H-14 var. israclensis mutant strain on larvae III of Aedes aegypti
under laboratory conditions was examined. For this, a commercial formulation was used as control (2000 ppm)
and three formulations of mutant Bti (3000, 4000 and 5000 ppm) and A. aegypti larvae, which were obtained
from eggs under a constant lighting system, at a temperature of 26 +£ 1 ° C and a pH of 7.0. The application of
the formulations was carried out in disposable cups containing 100 mL of distilled water with 25 larvae for each
of the concentrations considered. The evaluations of larval mortality were made from 40 hours after the
application, with the highest larvicidal effect with the mutant Bti 2 (4000 ppm formulation), which presents
significant differences (p<0,05) with respect to the other formulations used. It was determined that there is no
direct relationship between the production of the Bti mutant bioinsecticide and the biocidal activity on larvae III
of A. aegypti.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Aedes acgypti, mutant, bioinsecticide, formulation



INTRODUCCION

Aedes aegypti, es el vector del virus que ocasiona el Dengue, una enfermedad muy frecuente en el
hombre, constituyéndose en un severo problema de salud publica, especialmente en paises tropicales
donde las condiciones ambientales favorecen su desarrollo y proliferacion. Se estima que anualmente
se presentan 50 millones de casos en el mundo!. Asi mismo en el Peru el primer caso de Dengue se
registro en 1852, en 1990 en Iquitos y Tarapoto se reportd una epidemia de 150000 personas
infectadas, y en Trujillo se diagnosticaron 7000 casos de Dengue clasico durante el afio 2000 2.

El Dengue se transmite por la hembra A. aegypti cuyo habito alimenticio, hematofaga, favorece la
propagacion de la virosis. Su ciclo biologico presenta dos etapas bien diferenciadas, la fase acuatica de
huevo, larva y pupa; y la fase aérea de adulto o imago. El periodo larval comprende cuatro estadios: I,
IL, I y IV, siendo los tres primeros los mas voraces, obteniendo su alimento del agua que se encuentra
en recipientes naturales o artificiales. El periodo larval transcurre entre 5 a 7 dias en condiciones
favorables de alimentacion y a 27° C de temperatura; el ciclo completo puede durar entre 10 a 15 dias,
dependiendo de las condiciones ambientales 3.

Hasta el momento el uso del larvicida temephos y cipermetrinas para adultos de A. aegyp#i han
tenido buenos resultados, sin embargo se ha informado casos de resistencia. Ante ello, una posible
alternativa para solucionar el problema de resistencia es el control bioloégico, definido como el uso de
un organismo natural o modificado genéticamente cuyos productos reducen sus efectos. Asi mismo se
ha reportado la existencia de mas de 1500 especies de microorganismos entomopatdogenos, entre los
cuales las bacterias son de mayor importancia, constituyendo los bioinsecticidas 5.

Bacillus thuringiensis (Bt), es una bacteria que se encuentra en la flora natural del suelo, de forma
bacilar, Gram positiva, anaerobica facultativa y formadora de esporas; esta bacteria produce toxinas
altamente especificas contra insectos 6, cuya produccién comercial se realiza por fermentacion en
grandes biorreactores. Primero se propaga en una fase vegetativa y exponencial; cuando un compuesto
nutritivo del medio se agota, la bacteria entra en fase de esporulacion sintetizando las proteinas
toxigénicas en forma de cristales. Después de terminada la esporulacion, las células se lisan por
completo liberandose la espora y los cristales paraesporales; luego de la citolisis, la masa de la espora
es aproximadamente 15% de la célula vegetativa y el cristal es del orden del 12% al 17% de la misma
7.8, Durante muchos afios se pens6 que Bf era un patogeno exclusivo de lepidopteros, porque solo se
aislaron cepas activas de este grupo de insectos. Sin embargo, en 1978 De Barjac describio la variedad
israelensis, que actiia en forma muy especifica contra mosquitos de los géneros Culex, Anopheles y
Aedes °.

Los cristales son protoxinas formados por la glucoproteina 8 - endotoxina, de elevado peso
molecular (130 a 140 Kda), las que se presentan en forma bipiramidal, cuboide, esférica o compuesta
10, 1L12, [.a § - endotoxina es efectiva solamente cuando es ingerida por insectos que tienen en las
membranas de sus células epiteliales del intestino medio, receptores especificos para ligar dicha
toxina 13.14,

Determinados agentes ambientales, fisicos o quimicos pueden alterar la estructura molecular del
ADN, provocando una mayor frecuencia de mutaciones, a los mismos que se les denomina mutagenos
o agentes mutagénicos. Dentro de los mutagénicos quimicos se encuentran el 5-Bromouracilo, etil
metano sulfonato (EMS), acido nitroso, cloruro de hidroxilamina, naranja de acridina, entre otros,
pudiéndose agruparse en varias categorias como: andlogo de bases, hidroxilantes, desaminantes,
alquilantes e intercalares !5. El naranja de acridina, es un colorante cationico selectivo de los acidos
nucleicos y se encuentra dentro de los agentes mutagénicos intercalares, integrandose entre las bases
nitrogenadas del ADN!.

Se han reportado trabajos en Escherichia coli, Rhizobium sp. y Drosophila melanogaster, donde se
confirma su actividad mutagénica en concentraciones que van de 10 a 100 pg/mL. Los mutantes
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obtenidos de E. coli tratados con naranja de acridina resultaron con una mayor actividad de la enzima
penicilina G-acylicasa, en tanto se sugiere que se podria utilizar para la produccion de otros
metabolitos secundarios en otros organismos 7 18,

En la actualidad B, es el producto comercial de mayor difusién y uso a nivel internacional por su
alta especificidad, inocuidad para el hombre, animales y plantas, al no dejar residuos toxicos en el
ambiente !9, Debido a la importancia de B# en la produccion de bioinsecticida, cuyos genes se
encuentran muy emparentados entre si, se ha creido conveniente desarrollar una nueva estrategia que
permita incrementar el control de larvas de A. aegypti utilizando B#i mutante inducido con naranja de
acridina.

Por lo antes expuesto se pretende conocer el efecto biocida de Bfi mutante sobre larvas III de A.
aegypti bajo condiciones de laboratorio; esperando que a mayor concentracion de B#/ mutante mayor
sera la mortalidad de larvas Il de A. aegypti. Por otro lado la presente investigaciéon tiene como
finalidad determinar las diferentes concentraciones de Bf/ mutante con mayor actividad larvicida, asi
como establecer la relacion entre la produccion de B#i mutante y su accion biocida.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico

Se usaron larvas de A. aegypti obtenidas de huevos de la cepa Rockefeller, proporcionado por el
Laboratorio de Protozoologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas; Bioinsecticidas: una formulacion
comercial de Bt/ “Lepibac” P.M. y formulaciones de B#/ mutante inducidas con naranja de acridina 20;
conservadas a -4°C.

Obtencion de larvas III de Aedes aegypti en condiciones de laboratorio.

Los huevos de A. aegypti se colocaron en fuentes de pléstico de 20 por 30 cm. con agua destilada
hasta su eclosion. Las larvas emergieron en un lapso de 2 a 3 dias, y se alimentaron con “conejina”,
previamente triturada y esterilizada a 80 °C por 30 minutos. El agua se reciclo diariamente para evitar
el desarrollo de patogenos hasta alcanzar el estadio de larvas III, cinco dias después de la eclosion 21.
Todo el proceso se desarrollo utilizando un sistema de iluminacion constante, con focos de 50 watts,
para mantener una temperatura a + 26°C, utilizando un termo hidrémetro y a un pH de 7,0.

Tamafo y representatividad de la muestra

Se utiliz6 2500 huevos de A. aegyti, de los cuales emergieron aproximadamente 1800 larvas y para

el desarrollo de la investigacion se tomaron al azar 1200 de ellas.

Produccion de Bfi mutante

En un medio de cultivo Nysma conteniendo 80, 160 y 200 ppm del mutageno naranja de acridina, se
realiz6 la siembra de B#, y luego de 48 horas se detectaron colonias mutantes: M1, M2 y M3, y se
seleccionaron por sus caracteristicas fenotipicas. Luego de un proceso de fermentacion por 50 horas,
en biorreactores tipo tanque cilindrico aireado y agitado, para cada concentracion se obtuvo la biomasa
de Bt mutante. Posteriormente se centrifugo, deshidraté y triturd la biomasa, cuantificandose en
gramos de peso seco por litro, con un contenido de esporas, cristales proteicos y residuos celulares; el
mismo que se considera como una formulacion 20.

Determinacion de la dosis letal media de la formulacion comercial.

Se pesaron 50, 80, 125, 250 y 500 mg de la formulacion; y se diluyeron en 100 mL de agua
destilada, contenidos en placas petri de 19 cm de didmetro més un control, posteriormente se
colocaron 25 larvas Il de A. aegypti para cada concentracion. La dosis letal media se determind por
el recuento de larvas muertas en tres repeticiones.

Disefio para la exposicion de lavas III de Aedes aegypti al Bti mutante.
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Se eligieron cuatro tratamientos de tres formulaciones de Bfi mutante y una de la formulacion
comercial “testigo”: 0, 2000, 3000, 4000 y 5000 ppm; se utilizd 20 vasos descartables conteniendo 25
larvas y 100 mL de agua destilada en cada repeticion, el ensayo se realizd por triplicado. Los datos se
tomaron a partir de las 40 horas después de la aplicacion, siguiendo un disefio experimental en bloques
completos al azar, donde cada tratamiento son las formulaciones y cada bloque las concentraciones?2.
Analisis Estadistico

Con los datos obtenidos en la experiencia, se realizaron los calculos para estimar la linea de
regresion, y determinar la dosis letal media y dosis letal maxima, asi como el Analisis de varianza y la
comparacion de medias por el método de Duncan, para establecer la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos, con una PEI=0,05 22,

RESULTADOS

En la Fig. 1, se muestra el efecto biocida de Bt/ sobre larvas Il de A. aegypti a través de la linea de
regresion, donde la dosis letal media se encuentra entre 1250 y 2500 partes por millon; y la dosis letal
maxima ocurre a partir de 5000 ppm de la formulacién comercial, a partir de las 40 horas de
aplicacion.

El nimero promedio de larvas III muertas de A. aegypti producidas por las diferentes formulaciones
a distintas concentraciones de Bti, obtuvieron sus valores maximos a 4000 ppm en cada uno de los
tratamientos (M1: 11,76; M2: 13,10; M3: 11,38) excepto en el testigo, después de las 40 horas de
aplicacion, como se observa en la Tabla 1.

En la Tabla 2, se presenta el andlisis de varianza para el promedio de larvas III muertas de A. aegypti
por cada formulacion de Bfi mutante, incluido el testigo, a diferentes concentraciones (ppm) a partir de
las 40 horas de aplicacion.

La prueba de comparacion de media de Duncan, confirma la existencia de diferencias significativas
entre la formulacion comercial, M1 y M3 con respecto al M2 de B, en relacion al nimero promedio
de larvas Il muertas de A. aegypti, como se indica en la Tabla 3.

Tabla 1. Numero promedio de larvas III muertas de Aedes aegypti producidas por cada formulacion de Bacillus
thuringiensis H-14 var. israelensis mutante incluso la formulacion comercial diferentes concentraciones (ppm) a
partir de las 40 horas después de la aplicacion.

BLOQUES TRATAMIENTOS
T T2 T3 Ta

(F.C) M1) M2) M3)
2000 ppm 13,42 9,77 9,86 9,83
3000 ppm 10,25 9,78 13,20 10,70
4000 ppm 10,23 14,80 15,70 14,60
5000 ppm 10,10 12,70 13,62 10,40
Promedio 11,00 11,76 13,10 11,38

F.C = Formulacion comercial, M1 = Bt/ mutante (80 ppm), M2 = Bt mutante (160 ppm), M3 = Bt/ mutante (200 ppm)
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Fig 1. Linea de regresion para determinar la Dosis Letal Media (DLso) y Dosis Letal Méaxima (DL o) de las
diferentes concentraciones (ppm) de una formulacion comercial de Bti “Lepibac” sobre larvas I1I de Aedes
aegypti a partir de las 40 horas después de la aplicacion.

Tabla 2. Analisis de varianza para el promedio de larvas III muertas de Aedes aegyptipara cada formulacion de
Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis mutante, incluido la formulacion comercial a diferentes
concentraciones (ppm) a partir de las 40 horas después de la aplicacion.

Fuente de Grados Suma de Cuadrado F- F-
Variacion de Cuadrados Medio calculado tabulado
Libertad
Entre 3 9,97 3,32 7,72 3,86 *
tratamientos
Entre 3 24,00 8,00 18,60 3,86 *
bloques
Error 9 3,90 0,43
Total 15 37,87

P.E.L: 0,05, * Presentan diferencias significativas
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Tabla 3. Prueba de comparacion de medias de Duncan de larvas III muertas de Aedes aegypti para cada
formulacion de Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis mutante, incluido la formulacion comercial a
diferentes concentraciones (ppm) a partir de las 40 horas después de la aplicacion.

Tratamientos Promedio de Grupos Homogéneos
larvas muertas
T1 (F.C) 11,00 X
T2 (M1) 11,76 X
T3 (M2) 13,10 XX
T4 (M3) 11,38 X
P.E.1.: 0,05
DISCUSION

En todo trabajo de investigacion, que implica comprobar la actividad de una sustancia determinada
sobre algun sistema biologico, se hace necesario conocer la dosis letal media y la dosis letal maxima;
porque a partir de ellas podemos elegir las concentraciones adecuadas para la consecucion de un
objetivo establecido?. En tal sentido, se utilizo la linea de regresion para determinar la dosis letal
media de las larvas IIl de A. aegypti, 1a que se encuentra entre 1250 y 2500 ppm; la dosis letal maxima
ocurre a partir de las 5000 ppm de la formulacion comercial utilizada como testigo respecto a las
formulaciones de Bfi mutante (Figura 1).

El niimero promedio de larvas III muertas de A. aegypti alcanz6é su valor mas alto a una
concentracion de 4000 ppm en todos los tratamientos con Bfi mutante, a excepcion del testigo, que lo
hizo a 2000 ppm. Esta actividad lenta se deberia a las diferentes concentraciones del naranja de
acridina del cual se originaron, ocasionando cambios en su actividad; la mortalidad larvaria maxima
ocurri6 cuando se utilizé la formulacion M2 de Bt a 4000 ppm, después de las 40 horas de aplicacion
(Tabla 1); coincidiendo con los resultados obtenidos por Couch y Ross 24 quienes sefialan que el mayor
efecto biocida en larvas de A. aegypti se produce entre las 24 y 48 horas después de la aplicacion con
Bti. Sin embargo, Zavaleta 2! reporta una mortalidad del 100% a las 24 horas, lo que concuerda con
Montero 25, quienes trabajaron en la susceptibilidad de A. aegyipti frente a Bii.

La maxima produccion de Btr se logrd a 200 ppm del agente mutagénico, con un peso seco promedio
de 2,78 gr/L; pero el mayor efecto biocida sobre las lavas Il de A. aegypti ocurre con Bti mutante,
utilizando 160 ppm del mutageno; evidenciando que no existe una relacion directa entre la produccion
del bioincecticida mutante y su capacidad larvicida, mas atn cuando ocurre asincronia en el proceso 20.

Los resultados distintos de la capacidad biocida de B#/ mutante y la formulacién comercial, sobre
larvas 11l de A. aegypti, indicados con sus promedios fueron confirmados por el andlisis de varianza
(Tabla 2); para identificar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos, no obstante
a pesar de ser un método riguroso es muy genérico y sensible a las diferencias que puedan presentar
por lo menos un par de tratamientos; ante ello se hizo necesario un método mas especifico como es la
prueba de comparacion de medias de Duncan (Tabla 3), para determinar entre que tratamientos existen
tales diferencias 22.

La produccion de Bt mutante en la presente investigacion se encuentra sobre las halladas en otras
investigaciones, pero esto no demuestra una mayor capacidad biocida, dado a su origen. Sin embargo
es necesario sefialar que se trabajo solo con el 16% del principio activo, a diferencia de la formulacion
comercial que presenta el 32% del mismo. Por otro lado las formulaciones de B# mutante son poco
estables y los resultados hallados no aseguran su reproducibilidad, por lo tanto lograr la estabilidad del
mutante es una finalidad a cumplir 20,

Se hace necesario ampliar las investigaciones relacionadas a los resultados del presente ensayo, con
la finalidad de aprovechar mejor los genes de B. thuringiensis H-14 var. israelensis en la consecucion
de bioinsecticidas, tratando de hacer combinaciones de los mismos para mejorar el rango de accion de
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las proteinas biocidas contra distintos organismos plaga, que constituyen una amenaza para la salud y
calidad de vida del hombre; utilizando técnicas inducidas de mutacion al azar.

Es factible iniciar en el Pert y sobre todo en nuestra region, otros trabajos con diferentes agentes
mutagénicos quimicos, para obtener mutantes mas eficientes e incrementar la produccion del
bioinsecticida Bt/ y lograr curvas de rendimiento mas elevadas, asi como disminuir las poblaciones de
insectos vectores de enfermedades como el dengue, malaria, entre otras.

Se debe potenciar y masificar la utilizacion del bioinsecticida B, dentro del marco del desarrollo
sustentable por ser biodegradable, efectivo, seguro y sin llegar a producir impactos ambientales; para
lo cual se debe iniciar algunas estrategias que permitan implementar normas y politicas para su uso.
En conclusion: (i) las formulaciones de Bacillus thuringiensis H-14 var. israelensis (Bti) mutante
tuvieron efecto biocida sobre las larvas Il de Aedes aegypti bajo condiciones de laboratorio, (ii) el
mayor efecto larvicida se logré con la formulacion de Bff M2 a una concentracion de 4000 ppm. Y
(iii) no existe relacion directa entre la produccion del bioinsecticida Bt mutante y la actividad biocida
sobre las larvas de A. aegypti.
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RESUMEN

Jatropha macrantha, Mull. Arg, conocido cominmente como ‘“Huanarpo macho” (Euphorbiaceae), es un
arbusto propio de las vertientes occidentales y valles interandinos del Pert. Esta especie presenta en su raiz al
alcaloide jatrofano, similar a la yohimbina, ademas de saponinas, esteroides, flavonoides y proantocianidinas,
que son compuestos quimicos con actividad antiinflamatoria y anti artritis. El objetivo de la presente
investigacion fue determinar el efecto sinérgico del 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) y del 6-bencil aminopurina
(BAP) en la induccion de callos in vitro, libre de patdgenos, como base para la produccion masiva de este
vegetal. Se utilizaron segmentos de hoja y se cultivaron en M & S (1962) completo, suplementado con 2,4-D y
BAP a diferentes concentraciones. Se logré el desarrollo de callos de J. macrantha de consistencia compacta y de
color blanquecino, con mayor porcentaje en el Tratamiento N° 2, en donde se observé callos de Grado 2 y Grado
3 de la Escala propuesta por Santana (1982), en un 50%. Se concluye que existe un efecto sinérgico de estos
reguladores de crecimiento en la induccion de callos de J. macrantha en condiciones de laboratorio.

Palabras clave: Jatropha macrantha, induccion de callo, 2,4-Diclorofenoxiacético, Bencilaminopurina.

ABSTRACT

Jatropha macrantha, Mull. Arg, (Euphorbiaceae), is a shrub typical of the western slopes and inter-Andean
valleys of Peru. This species has in its root alkaloid jatrophane, similar to yohimbine, as well as saponins,
steroids, flavonoids and proanthocyanidins, which are chemical compounds with anti-inflammatory and anti-
arthritis activity. The aim of the present investigation was to determine the synergistic effect of 2,4-
Dichlorophenoxyacetic (2,4-D) and 6-benzyl aminopurine (BAP) in the induction of calluses in vitro, free of
pathogens, as a basis for the production massive of this vegetable. Leaf segments were used and cultivated in
complete M & S (1962), supplemented with 2,4-D and BAP at different concentrations. The development of
callus of J. macrantha of compact consistency and of whitish color was achieved, with a higher percentage in
Treatment No. 2, where callus of Grade 2 and Grade 3 of the Scale proposed by Santana (1982) was observed, in
50% It is concluded that there is a synergistic effect of these growth regulators in the induction of callus of J.
macrantha under laboratory conditions.

Keywords: Jatropha macrantha, callus induction, 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid, Benzylaminopurine.



INTRODUCCION

Perteneciente a la Familia Euphorbiaceae, Jatropha macrantha Mull. Arg., conocida cominmente
como huanarpo macho, barbasco, huanarpo de canta, palo de grado o urco huanarpo, es un arbusto de
tamafio mediano (1.5 a 2 m. de altura), ramificado con ramas extendidas, carnosas y visiblemente
marcadas por los callos de las cicatrices del peciolo caido; posee raiz conoidea y pivotante con pocas
raices secundarias y una corteza de regular espesor; las estipulas son glanduliformes, con yemas
ligeramente pedunculadas en el periodo seco las hojas son tempranamente parduzcas y pegajosas
como la savia de la rama carnosa; las flores, de color rojo anaranjado, poseen brécteas pequefias,
folidceas, ovaladas, lanceoladas y de aproximadamente 10 mm de largo. Los sépalos de las flores
masculinas son oblongo-ovaladas, agudos, dentadas glandulares, libres, de 4 a 5 mm. de largo, los
pétalos son de 2 cm de largo oblongo obtusos, parecidos a las ufias y libres, el androceo presenta 10
estambres, con el exterior mas corto y el interior monadelfo alargado. Las inflorescencias son
capituladas, de color escarlata, que aparecen tardiamente durante el periodo seco!.

J. macrantha crece entre los 1500 y 2600 m.s.n.m, es autdctona del Pert y se distribuye mayormente
en el valle fluvial del Marafén, en la Amazonia, y en Puno; ha sido utilizada por nuestros antepasados
para mejorar la disfuncion eréctil, motivo por el cual se le conoce también como viagra peruano,
siendo los tallos jovenes, los que se utilizan de la planta. Actualmente se sabe que contiene saponinas,
esteroides, flavonoides, aceites esenciales y alcaloides?, asi como, gran cantidad de proantocianidinas
que son compuestos quimicos con actividad antiinflamatoria y utiles para el tratamiento de la artritis y
la disfuncion erectil!.

La formacion de callos, masa amorfa surgida de la proliferacion de células del parénquima como
consecuencia de una herida, puede ser inducida en numerosos organos y tejidos de plantas que
usualmente no desarrollan callos en respuesta a un dafio. El material vegetal comiinmente cultivado
incluye, cambium vascular, parénquima de reserva, periciclo de raiz, cotiledones, mesoéfilo de la hoja y
tejido provascular®. Los callos no tienen patrones predecibles de organizacion, estan presentes en
centros localizados de actividad meristematica y a menudo aparecen en regiones cambiales
rudimentarios con zonas de diferenciacion vascular. Una de las caracteristicas importantes de callo,
desde un punto de vista funcional, es su irregular crecimiento, teniendo el potencial para desarrollar
raices normales, brotes y embriones que forman plantulast. El cultivo de callos puede ser una
alternativa para la obtencion de algunos de estos metabolitos secundarios lo que podria permitir la
produccion a gran escala de dichos compuestos. El cultivo de callos puede ser utilizado para diferentes
propositos, tales como la micropropagacion y el mejoramiento vegetal, que requiere de un explante
inicial, el que puede tener una alta diferenciacion de sus tejidos, como un trozo de raiz, tallo u hoja, o
bien la utilizacion de tejidos menos diferenciados como hipocétilos y cotiledones de plantulas recién
germinadas e incluso embriones zigdticos maduros e inmaduros. También, aunque con menor
frecuencia, se han utilizado tejidos florales como estambres, pétalos y ovarios. En cualquier caso, la
induccion de callo representa un proceso de desdiferenciacion y division celular intensiva, el cual
depende principalmente del explante, genotipo, medio de cultivo, tipo de regulador de crecimiento
como también su concentracion y combinacion3s. Existe escasa informacion sobre la callogénesis en
Huanarpo.

La presencia y accion conjunta de dos fitohormonas (por ejemplo auxinas y citocininas) puede
inducir y fijar un tipo determinado de expresion morfogénica de acuerdo a los niveles relativos entre
si, o de cada una de ellas, en un tejido. Asi por ejemplo, auxinas y citocininas, de acuerdo a su nivel
relativo pueden conducir a la formacion de brotes, alternativamente de raices y/o a la proliferacion de
masas celulares sin mayor organizacion. Las auxinas son un grupo de hormonas vegetales naturales
que regulan muchos aspectos del desarrollo y crecimiento de plantas, promueven el crecimiento
principalmente por un aumento de la expansion celular®. Las citocininas son hormonas esenciales en el
accionar de varios procesos vinculados al crecimiento y desarrollo de las plantas y relacionados a la
accion de varios genes. Su efecto hormonal fue visualizado rapidamente al inducirse, en compaiiia de
auxinas, diferentes tipos de morfogénesis en tejidos de tabaco y de otras especies bajo condiciones in
vitro. Un alto nivel de citocininas vs. auxinas provocaba la formacion de brotes en tejidos derivados de
explantes de médula, mientras que con niveles bajos de citocininas y/o conjuntamente niveles altos de
auxina, se observaba la formacion de masas celulares no organizadas (callos) y la formacion de raices
con gradientes mayores de auxina. Junto a auxinas, promueven la produccion de tejidos no
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organizados denominados callos, de los cuales es también posible inducir la formacion de brotes y/o
raices’.

El objetivo de la investigacion es determinar el efecto sinérgico del 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-
D) y la Bencilaminopurina (BAP) en la induccién de callos de Jafropha macrantha Mull. Arg,
“huanarpo”, a partir de explantes de mesofilo foliar.

MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Papa y Cultivos Andinos, Facultad de Ciencias Biologicas, campus de la Universidad Nacional de
Trujillo, (Tryjillo, Pert), utilizando explantes de limbos foliares de un centimetro cuadrado
procedentes de plantas crecidas en el invernadero de Fisiologia y Biotecnologia de la misma Facultad.

Los explantes fueron cultivados en medio MS (1962), suplementado con vitaminas, conteniendo
sacarosa (30 g/) y agar (0.8%), al cual se adiciond6 Acido 6-Bencil Aminopurina y 2.4-
Diclorofenoxacético a diferentes concentraciones (Tabla 1). El pH se ajustd a 5.8 con NaOH 1N o
HCI, llevado a bafio maria, servido en frascos de penicilina 2 ml por frasco, y tapados con papel
aluminio previamente esterilizados en autoclave a 121°C y 1 atm de presion durante 20 minutos.

Tabla 1. Concentraciones de 6-Bencil Aminopurina (BAP) y 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), para la
induccioén de callos de Jathropha macrantha Mull. Arg, “huanarpo macho”.

Tratamiento BAP (ppm) 2,4-D (ppm)
1 0,0 0,0
2 1,0 1,0
3 1,0 0,0
4 0,0 1,0

Los explantes fueron lavados cuidadosamente con agua de cafio, luego se colocaron en una soluciéon
de benlate al 1% y se mantuvieron durante cinco minutos en agitacion continua. A continuacion, se
trasladaron a la cabina de flujo laminar, donde se desinfectaron con alcohol al 70% por 30 segundos y
en hipoclorito de sodio al 3%, durante 3 minutos, y se enjuagaron cuatro veces con agua destilada
estéril. Los limbos foliares se seccionaron en porciones de 01 cm? aproximadamente, luego de ser
introducidos a condiciones in vitro, fueron llevados al cuarto de incubacion donde se distribuyeron en
un disefio en Bloques Completos al azahar, con Tres repeticiones y 8 unidades muestrales, donde
permanecieron durante 45 dias a temperatura de 26+ 1°C y fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas
oscuridad.

A los 45 dias se evalu6 el porcentaje de formacion de callos de grado 3 seglin la escala propuesta por
Santana (1982)8. Ademas, se realizo una evaluacion cualitativa del callo en cuanto a color (amarillo,
crema y blanco) y consistencia (compacto, friable y esponjoso).

Descripcion de la escala empleada por Santana, 1982:
e 1-No formacion del callo.
e 2- Ligera formacion del callo (se observa una débil proliferacion en zonas del borde del
explante).
e 3-Formacion del callo (hay proliferacion de células por todos los bordes del explante, sin
llegar a formar una masa).
e 4- Abundante formacion del callo (formacioén de una masa voluminosa de callos).

Finalmente, se aplico el test de comparacion de proporciones para evaluar el efecto en la induccion
de callos, tomando como resultados los callos morfogénicos pertenecientes al grado 3 de la escala de
Santana (1982) obtenidos en el experimento.
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RESULTADOS

Se logré el desarrollo de callos de J. macrantha de consistencia compacta y de color blanquecino,
con mayor porcentaje en el Tratamiento N° 2, en donde se observé callos de Grado 2 y Grado 3 de la
Escala propuesta por Santana (1982), en un 50% (Fig. 1 y Tabla 2)
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Fig. 1. Callo de Jatropha macrantha, “huanarpo macho”, obtenido mediante el efecto  sinérgico del 2,4-
dicolorofenoxiacético y del 6-bencilaminopurina a concentracion de 1.00 ppm.

Tabla 2. Presencia de callos, grado de desarrollo segin la escala de Santana, 1982, Color y consistencia,
expresados en porcentaje obtenidos a partir de explantes de hoja de Jatropha macrantha Mull. Arg,
“huanarpo macho”, mediante la aplicacion combinada de 2.4-Diclorofenoxiacético y 6-
Bencilaminopurina, en condiciones de laboratorio.

Tratamiento Callo Desarrollo de callos, (%) Color (%) Consistencia (%)
(%) segun Santana, 1982.
1 2 3 4 Blanco Cremoso Compacto Friable
1 25.0 75.0 25.0 0 0 100.0 0.0 100.0 0.0
2 100.0 0 50.0 50 0 87.5 12.5 62.5 37.5
3 37.5 62.5 37.5 0 100.0 0.0 100.0 0.0
4 12.5 87.5 12.5 0 0 100.0 0.0 100.0 0.0
DISCUSION

El 100% de callos obtenidos en el tratamiento 2,( Fig.1 y tabla 2), respecto al tratamiento 3 solo con
BAP y al tratamiento 4 solo con 2,4-D, demuestra el efecto sinérgico de estos fitorreguladores que al
trabajar juntos permiten la formacion completa de callos, debido probablemente a que, el BAP,
bioquimicamente refuerza la accion del 2,4-D, mediante la estimulacion en la formacion de enzimas
responsables de la sintesis del 2,4 D, lo cual incrementa la actividad de las auxinas que se encargan de
estimular el crecimiento y la divisién celular, ocurriendo el incremento de la velocidad de formacion
de células de manera organizada a partir de las células del explante®10, E1 50% de grado 2 y 50% de
grado 3 segun la escala de Santana encontrados, indica que ambos reguladores tienen efecto
complementario debido a que la formacion de callos obtenido va desde pequefios a completamente
formados, la coloracion blanquecina en un 87.5% nos confirma que son verdaderos callos asi como su
consistencia compacta. demostrando una fuerte actividad sinérgica de estos reguladores del
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crecimiento, asi como su capacidad de producir un crecimiento desordenado en las células del
explante, lo cual concuerda con una investigacion efectuada en camotes, donde el medio con 2,4-D
(0,50 mg/L1) y 6-BAP (0,25 mg/L-1) resultd superior en la formacion de callos desde el punto de vista
cuantitativo (total de callos formados) con valores de 100% y cualitativo (callos potencialmente
embriogénicos), con valores entre 90,0 y 96,0%, formandose callos pertenecientes al grado 3, de color
crema y amarillo, nodulares y friables, el resultado alcanzado indic6 el efecto positivo del 2,4-D y el
6-BAP en el indicador evaluados.

Segun Rodriguez et al3, al trabajar en hojas de Ugni molinae Turcz, el tratamiento que obtuvo el
porcentaje mas alto de callo-génesis fue 1,0 mg L-1 de 2,4-D + 1,0 mg L-1 de BAP con un 60 %, a
diferencia de los demas, presentd mejores respuestas en los tratamientos combinados y menores
porcentajes en los tratamientos con 2,4-D y testigo. Siendo estos resultados semejantes a los
encontrados en el presente trabajo con un 100 % en la igualdad de concentraciones entre hormonas®-12,
En conclusion: el empleo de 2,4-D y BAP a un 1.00 ppm en el medio de cultivo, propicio la
formacion de callos en explantes de hojas Jathropha macracantha Mull. Arg, “Huanarpo macho”, en
un 100%.
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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivos aislar, seleccionar y conservar levaduras nativas productoras de
etanol a partir de “chicha de jora” elaborada artesanalmente en el distrito de Santiago de Chuco, La Libertad-
Perti. Las muestras de “chicha de jora” fueron recolectadas en frascos estériles de 200 mL de capacidad,
acondicionadas adecuadamente y trasladadas a Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo, para su posterior procesamiento. Para el aislamiento
y seleccion de los cultivos se utilizo la técnica de dilucion y agotamiento por estria en placas Petri conteniendo
Agar Sabouraud enriquecido con extracto de levadura, fueron incubadas a 30°C durante 24 horas, las colonias
desarrolladas fueron analizadas macroscopica y microscopicamente. Las células observadas con caracteristicas
morfolégicas de levadura, fueron purificadas y conservadas. En la Seleccion secundaria los cultivos conservados
fueron reactivados en agar sabouraud e incubados para obtener biomasa de levaduras luego, se “cosecharon” con
solucion fisioldgica estéril y se centrifugaron en tubos de ensayo estériles, a 4000 g durante 10 minutos, La
capacidad fermentativa fue medida mediante el método de Davies-Griffith modificado, utilizando caldo
sabouraud sacarosado. Selecciondndose ocho cultivos puros de levaduras nativas que mostraron diferentes
productividades (en g etanol/g lev. h), y con diferencias estadisticamente significativas entre algunas de ellas.
Estas levaduras nativas no superaron la productividad alcanzada por el cultivo control referente Saccharomyces
cerevisiae MIT-L51, pero si igualaron su productividad segin la evaluacion estadistica de comparaciones
multiples realizada lo cual nos mostr6é una informacion relevante ya que los aislados realizados son levaduras de
altas productividades con un potencial uso industrial.
Palabras clave: Saccharomyces, Levaduras nativas, Chicha de jora.

ABSTRACT

The aims of this research were to isolate, select and preserve native yeasts produce ethanol from "chicha"
handcrafted in the district of Santiago de Chuco, La Libertad, Peru. Samples of "chicha" were collected in sterile
flasks of 200 ml capacity, suitably packaged and transported to Laboratory of Industrial Microbiology, Faculty
of Biological Sciences of the National University of Trujillo, for further processing. For isolation and crop
selection dilution technique and exhaustion was used streaked on Petri plates containing Sabouraud agar
enriched with yeast extract, were incubated at 30°C for 24 hours, the colonies grown were analyzed
macroscopically and microscopically. The cells observed with morphological characteristics of yeast were
purified and preserved. In secondary selection cultures preserved were reactivated in Sabouraud agar and
incubated for yeast biomass then were "harvested" with sterile saline and centrifuged in sterile test tubes at 4000
g for 10 minutes, The fermentative capacity was measured by the method of Davies-Griffith modified using
Sabouraud broth sacarosado. Eight pure cultures of selected yeast native showed different productivities (in g
ethanol/g lev. H), and statistically significant differences between some of them. These native yeasts did not
exceed productivity achieved by the control culture reference Saccharomyces cerevisiae MIT-L51, but if they
matched their productivity according to the statistical evaluation of multiple comparisons made which showed us
relevant information as isolated made are yeasts high productivities with a potential industrial use.
Keywords: Saccharomyces, native yeasts, Chicha de jora.



INTRODUCCION

Las levaduras productoras de etanol pueden aislarse a partir de diversas fuentes naturales realizando
técnicas de screening. Una alternativa es recurrir a materias primas sometidas a fermentacion natural, lo
cual permite que las levaduras nativas, salvajes, silvestres o autoctonas!:2 presentes en estas fuentes
naturales, desarrollen en medios debidamente formulados, facilitando asi su aislamiento y seleccion.

Las levaduras mas importantes desde el punto de vista biotecnoldgico son las pertenecientes al género
Saccharomyces, destacando S. cerevisiae. Estas levaduras son cultivadas a nivel industrial para obtener
biomasa que puede ser utilizada en panificacion o como suplemento dietético!-3. También son utilizadas
en la produccion de etanol y bebidas alcoholicas; asi mismo en la obtencion de mosto alcoholico para la
produccion de acido acético y vinagre4. Es eucariota, facilmente cultivable en el laboratorio, su genoma
es pequefio y su tiempo de duplicacion es relativamente cortoS.

La importancia de Saccharomyces esta en el éxito del bioprocesos y la rentabilidad, ello exige utilizar
cultivos seleccionados con capacidades metabolicas especialesé que se hallan disponibles en colecciones;
sin embargo, esta forma crea dependencia y no garantiza la disponibilidad del “mejor” cultivo. La
alternativa es aislarlos de su habitat natural. Considerando que en estos habitats estan acompafiados de
otros microorganismos, se requiere aplicar programas de aislamiento y seleccion®.

En el Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Universidad Nacional de Trujillo se han aislado
levaduras productoras de etanol a partir de diversos frutos sometidos a fermentacion natural in vitro,
Tal es el caso de tunal® “fresa”, “pifia”, “ciruela” y “uva”!l; “mango”, “platano” y “mandarina”!2; y de
tres variedades de “uva”!3. También es factible aislar estas levaduras a partir de bebidas alcohdlicas
producidas en forma artesanal, en las que no se han inoculado levaduras especificas. Como estas
bebidas son fermentadas en forma natural, es factible aislar las levaduras y seleccionar las mas
promisorias.

En el distrito de Santiago de Chuco, region La Libertad-Peru, se produce “chicha” en forma artesanal
sin utilizar la adicion de levaduras seleccionadas; por lo cual, la fermentacion alcohodlica lo realizan
levaduras nativas y la flora microbiana acompafiante propias de las materias primas que utilizan y se
han ido instalando a través del tiempo en los recipientes de fermentacion. Los productores artesanales
inician un bafch de produccion con levaduras procedentes de un bafch anterior. Sin embargo, este
procedimiento no es adecuado debido a que el proceso de fermentacion es llevado a cabo por una
poblacion mixta, ademas se debe tener en cuenta que las levaduras van degenerando y cambiando sus
caracteristicas con el tiempo, hecho que afecta su metabolismo.

De estas fermentaciones naturales, sin adicion de indculos especificos, es factible seleccionar
levaduras nativas que son responsables de las fermentaciones espontaneas, las mismas que después de
una adecuada evaluacion pueden ser utilizadas en fermentaciones controladas y garantizar asi la
calidad del producto final; las levaduras que se logran seleccionar de muestras de “chicha” estaran
mejor adaptadas a las condiciones de fermentacion y permitiran dar identidad a la bebida que se
produzca. Asi, la “chicha” producida en Santiago de Chuco tendra caracteristicas particulares que la
diferenciaran de las bebidas producidas en otras regiones del pais, aun cuando se utilice la misma
materia prima y se estandarice las condiciones de produccion.

A partir de productos en proceso de fermentacion, como la “chicha” es factible aislar levaduras

productoras de etanol. Se han analizado poblaciones de levaduras durante procesos de fermentaciones
alcohdlicas espontaneas!4-18. También se seleccionaron cepas nativas de S. cerevisiac para la
produccion de sidra en Uruguay y en la fabricacion artesanal de licor “cocuy’19:20,

Uno de los problemas en el proceso de elaboracion de la chicha de jora es el no contar con
inoculantes microbianos que sean utilizados para los procesos de fermentacion y de esta manera
elaborar una chicha de calidad, estandarizada en sus caracteristicas organolépticas y bioquimicas. Por
ello se considera de gran importancia para la produccion de “chicha” aislar, a partir de ellas, levaduras
productoras de etanol con la finalidad de seleccionar las mas utiles para ser utilizadas en procesos
controlados con la finalidad de mejorar la calidad del producto final. En la presente investigacion se
aislo, selecciono, conservo e identifico levaduras nativas productoras de etanol a partir de “chicha”
producidos en forma artesanal en el distrito de Santiago de Chuco.

Aun cuando la produccion de “chicha” es una actividad tradicional, en la actualidad es un proceso
fermentativo que merece la atencion de los investigadores con la finalidad de mejorar la calidad del
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producto, lo cual va permitir incrementar la rentabilidad del proceso con lo cual se beneficiaran los
productores artesanales y los consumidores.

MATERIAL Y METODOS

Coleccion de las muestras de “chicha de jora”

Las muestras de “chicha de jora” se recolectaron en frascos estériles de 200 mL de capacidad y
fueron rotuladas segun el codigo asignado al lugar de procedencia. Se acondicionaron adecuadamente
y se trasladaron al Laboratorio de Microbiologia Industrial de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de Trujillo, para su procesamiento.

Procesamiento de las muestras

Las muestras se incubaron a temperatura ambiental para su enriquecimiento, hasta observar signos de
fermentacion. En la tapa de cada frasco se colocod una aguja hipodérmica para permitir la salida del
CO..

Aislamiento y seleccion primaria de levaduras productoras de etanol

Del sedimento de los recipientes se tomaron alicuotas de 0,1 mL y se hicieron diluciones decimales
con agua destilada estéril (ADE); posteriormente se sembraron por estria y en superficie en placas
conteniendo Agar Sabouraud enriquecido con extracto de levadura (ASE) y se incubaron a 30°C
durante 24 horas. Cumplido el tiempo de incubacion, las colonias desarrolladas fueron analizadas
macroscopica y microscopicamente. Este Ultimo incluyo coloracion de Gram y observaciones en
fresco, en el microscopio. Las colonias con caracteristicas morfologicas de levadura, se aislaron en
frascos conteniendo AS y se incubaron a 30°C durante 24 horas. Cumplido el tiempo de incubacion se
verificod su pureza mediante coloracion de Gram. Los cultivos puros fueron sellados, rotulados y
conservados en condiciones asépticas en refrigeracion a 8°C aproximadamente.

Seleccion secundaria de levaduras productoras de etanol!!

Los cultivos conservados fueron sembrados en AS e incubados a 30°C durante 24 horas. Luego, se
“cosecharon” con solucion salina fisiologica estéril SSFE y se centrifugaron en tubos de ensayo
estériles, previamente pesados, a 4000 g durante 10 minutos. Se elimino el sobrenadante y el tubo de
ensayo con la biomasa fue nuevamente pesado. El peso de la biomasa se obtuvo por diferencia entre los
dos pesos registrados. La capacidad fermentativa fue medida mediante el método de Davies-Griffith
(1982)14 modificado utilizando caldo sabouraud Sacarosado al 10%. Ademas, se evalud la capacidad
fermentativa de S. cerevisiae MIT L51. Se realizaron los calculos y se seleccionaran los cultivos que
presentaron igual o mayor productividad de etanol que S. cerevisiae MIT L51.

Identificacion de levaduras productoras de etanol

Los cultivos puros de las levaduras seleccionadas fueron analizados tanto en sus caracteristicas
macroscopicas como microscopicas. Las levaduras seleccionadas fueron sembradas en medios
especificos y se realizaron estudios comparativos a S. cerevisiae MIT L51 que fue utilizado como
cultivo control referente.

Conservacion de levaduras productoras de etanol

Los cultivos de levadura fueron sembrados en AS y después de la incubacion se acondicionaron en
recipientes estériles y conservados a 8°C.
Analisis de Datos

El ntimero de levaduras aisladas y seleccionadas a partir de las muestras de cada productor de
“chicha” fueron procesadas y organizadas en tablas. La productividad de etanol de las levaduras
aisladas fue comparada con los valores de productividad de etanol de S. cerevisiae MIT L51 que fue
utilizado como cultivo control referente. Los valores de productividad de etanol de los cultivos nativos
seleccionados y del cultivo control referente fueron analizados estadisticamente mediante la prueba de
ANOVA utilizando el Programa SPSS. 21 para Windows, con un nivel de significancia de 0,05%.

RESULTADOS

En chica de jora elaborada artesanalmente en Santiago de Chuco se encontr6 colonias redondeadas
compatibles con las de levaduras, las cuales fueron convenientemente codificadas (Tabla 1). Estas,
produjeron una biomasa, en g levadura, de 0,5866 a 1,0279 y CO; a las concentraciones de 0,0215 a
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0,0600 por L (Tabla 2). 12 cultivos produjeron etanol en cantidades estadisticamente significativas
mayores que las demas (Tabla 3).

Tabla 1. Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de las células y colonias de levadura nativas, aisladas
de Chicha de Jora elaborada artesanalmente de ocho lugares de produccion del distrito de Santiago de Chuco, La
Libertad-Peru. Cultivadas en Agar-Sabouraud-Sacarosado (pH 5.6, a Temperatura Ambiente 25 + 1°C)

Caracteristicas microscopicas

Caracteristicas macroscopicas

Denominacion del
Cultivo (Codigo)

Células redonda u ovaladas estado Colonias redondas, de aspecto SCH-L1
con yemas Cremoso y convexo.

Células redonda u ovaladas estado Colonias redondas, de aspecto SCH-L2
con yemas Cremoso y convexo

Células alargada con proyecciones Colonias redondas, de aspecto SCH-L3
distales cremoso y plano

Células alargada con proyecciones Colonias redondas, de aspecto SCH-L4
distales cremoso y plano

Células alargada con proyecciones Colonias redondas, de aspecto SCH-L5
distales cremoso y plano

Células alargada con proyecciones Colonias redondas, de aspecto SCH-L6
distales cremoso y plano

Células redonda u ovaladas estado Colonias redondas, de aspecto SCH-L7
con yemas Cremoso y convexo.

Células redonda u ovaladas estado Colonias redondas, de aspecto SCH-L8
con yemas Cremoso y convexo.

SCH = Santiago de Chuco L = Levadura

Tabla 2. Produccion de biomasa (g), anhidrido carbénico (CO»/L) y productividad en base a la capacidad
fermentativa de los cultivos aislados de “Chicha de Jora” elaborada artesanalmente, del distrito de Santiago de
Chuco, La Libertad-Pert. Cultivadas en Caldo-Sabouraud-Sacarosado (10%, pH 5.6, a Temperatura Ambiente

25+ 1°C).

Cultivos Biomasa CO2 Productividad

(g levadura) (L) (get/glev. h)
SCH-L1 0,7846 0,0411 0,1084
SCH-L2 0,9288 0,0273 0,0626
SCH-L3 1,0279 0,0355 0,0324
SCH-L4 0,7517 0,0215 0,0258
SCH-LS 0,7438 0,0600 0,0555
SCH-L6 0,7785 0,0500 0,0440
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SCH-L7 0,6636 0,0200 0,0705

SCH-L8 0,5866 0,0315 0,1003
MIT- L51 - - 0,0365
SCH = Santiago de Chuco L = Levadura

Tabla 3. Evaluacion estadistica de comparaciones multiples, de la productividad de etanol de los cultivos
nativos aislados de “Chicha de Jora” elaborada artesanalmente, del distrito de Santiago de Chuco, La Libertad-
Pert y Saccharomyces cerevisiae MIT-L51, empleado como control.

Cultivo Diferencias de Error tipico Sig. (p - valor)
Medias
Cultivo SCH-L1 SCH-L2 ,0458 ,0120 ,0604
SCH-L3 ,0760% ,0120 ,0025
SCH-L4 ,0826* ,0120 ,0014
SCH-L5 ,0529* ,0120 ,0271
SCH-L6 ,0644* ,0120 ,0079
SCH-L7 ,0380 ,0120 ,1462
SCH-LS8 ,0081 ,0120 9979
MIT - L51 ,0450 ,0120 ,0665
Cultivo SCH-L1 -,0458 ,0120 ,0604
SCH-L2 SCH-L3 ,0302 ,0120 ,3322
SCH-L4 ,0368 ,0120 ,1660
SCH-L5 ,0072 ,0120 ,9991
SCH-L6 ,0186 ,0120 ,8091
SCH-L7 -,0079 ,0120 ,9984
SCH-LS8 -,0377 ,0120 ,1512
MIT - L51 -,0009 ,0120 1,000
Cultivo SCH-L1 -,0760* ,0120 ,0025
SCH-L3 SCH-L2 -,0302 ,0120 ,3322
SCH-L4 ,0066 ,0120 ,9995
SCH-L5 -,0231 ,0120 ,6183
SCH-L6 -,0116 ,0120 ,9804
SCH-L7 -,0381 ,0120 ,1446
SCH-LS8 -,0678* ,0120 ,0056
MIT - L51 -,0311 ,0120 ,3052
Cultivo SCH-L1 -,0826* ,0120 ,0014
SCH-L4 SCH-L2 -,0368 ,0120 ,1660
SCH-L3 -,0066 ,0120 ,9995
SCH-LS5 -,0297 ,0120 ,3505
SCH-L6 -,0182 ,0120 ,8242
SCH-L7 -,0447 ,0120 ,0688
SCH-LS8 -,0744* ,0120 ,0029
MIT - L51 -,0377 ,0120 ,1512
Cultivo SCH-L1 -,0529% ,0120 ,0271
SCH-LS5 SCH-L2 -,0072 ,0120 ,9991
SCH-L3 ,0231 ,0120 ,6183
SCH-L4 ,0297 ,0120 ,3505
SCH-L6 0115 ,0120 9818
SCH-L7 -,0150 ,0120 ,9238
SCH-LS8 -,0448 ,0120 ,0676
MIT - L51 -,0080 ,0120 ,9981

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Tabla 3. (Continuacion) Evaluacion estadistica de comparaciones multiples, de la productividad de etanol de los
cultivos aislados de “Chicha de Jora” elaborada artesanalmente, del distrito de Santiago de Chuco, La Libertad-
Pert y Saccharomyces cerevisiae MIT-L51, empleado como control.

Cultivo Diferencias de Error tipico Sig. (p - valor)
Medias

Cultivo SCH-L1 -,0644* ,0120 ,0079
SCH-L6 SCH-L2 -,0186 ,0120 ,8091
SCH-L3 ,0116 ,0120 ,9804

SCH-L4 ,0182 ,0120 ,8242

SCH-L5 -,0114 ,0120 9818

SCH-L7 -,0264 ,0120 4711

SCH-LS8 -,0562* ,0120 ,0188

MIT - L51 -,0194 ,0120 , 7752

Cultivo SCH-L1 -,0380 ,0120 ,1462
SCH-L7 SCH-L2 ,0079 ,0120 ,9984
SCH-L3 ,0381 ,0120 ,1446

SCH-L4 ,0447 ,0120 ,0688

SCH-L5 ,0150 ,0120 9238

SCH-L6 ,0265 ,0120 4711

SCH-LS8 -,0298 ,0120 ,3455

MIT - L51 ,0070 ,0120 ,9993

Cultivo SCH-L1 -,0081 ,0120 9979
SCH-LS8 SCH-L2 ,0377 ,0120 ,1512
SCH-L3 ,0678% ,0120 ,0056

SCH-L4 ,0744%* ,0120 ,0029

SCH-L5 ,0448 ,0120 ,0676

SCH-L6 ,0562* ,0120 ,0188

SCH-L7 ,0298 ,0120 ,3455

MIT - L51 ,0368 ,0120 ,1660

MIT - L51 SCH-L1 -,0450 ,0120 ,0665
SCH-L2 ,0009 ,0120 1,0000

SCH-L3 ,0311 ,0120 ,3052

SCH-L4 ,0377 ,0120 ,1512

SCH-L5 ,0080 ,0120 9981

SCH-L6 ,0195 ,0120 ,7752

SCH-L7 -,0070 ,0120 9993

SCH-L8 -,0368 ,0120 ,1660

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
DISCUSION

La industria de la fermentacion microbiana ha experimentado un crecimiento revolucionario en los
ultimos afios que ha permitido la produccidon en gran escala de varias sustancias organicas entre ellas
el etanol, de importancia econémica para la pequefia y mediana industria de la produccion de alcohol.
El aislamiento y seleccion de levaduras productoras de etanol es una practica que viene realizando el
hombre desde hace miles de afios, con el objeto de producir alcohol, bebidas alcohdlicas, pan, y
alimentos fermentados. Las propiedades de las bebidas fermentadas tradicionales como la “chicha de
jora” son el resultado combinado de la actividad metabdlica sinérgica de distintos tipos de levaduras y
grupos microbianos, junto con las caracteristicas del proceso de produccion.

La Chicha de Jora, es una bebida fermentada elaborada artesanalmente en el distrito de Santiago de
Chuco que por sus caracteristicas de elaboracion utilizan materias primas e insumos propios de la
zona. En los procesos de fermentacion, las levaduras brindan una contribucion ttil para el
mejoramiento del sabor y aceptabilidad del producto?!22). Quiza la especie mas reconocida, tanto en
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bebidas fermentadas espontaneas como inoculadas, es S. cerevisiae®, siendo una de las de mayor
interés a nivel comercial, ya que produce y tolera altas concentraciones de etanol y sintetiza
compuestos volatiles que le brindan el sabor y aroma al producto final.

Estos conocimientos permitieron la investigacion del aislamiento y seleccion de levaduras nativas
productoras de etanol, asi en esta experiencia, se aislaron cultivos nativos puros de levaduras que
fueron evaluadas por el método de Davies-Griffith Modificado’, para determinar sus productividades
de etanol. Selecciondndose ocho cultivos de levaduras nativas que mostraron diferentes
productividades (en g etanol/g lev. h), y con diferencias estadisticamente significativas entre algunas
de ellas (Tabla 3). Estas levaduras nativas no superaron estadisticamente la productividad alcanzada
por el cultivo control de alta productividad S. cerevisiae MIT-L51 utilizada como referente, quien
fermentd en las mismas condiciones que las levaduras seleccionadas, pero si tuvieron una
productividad similar ya que segun la evaluacion estadistica de comparaciones multiples realizada no
muestran diferencia significativa con el cultivo control, este hallazgo muestra una informacion
relevante ya que los aislados realizados son levaduras de altas productividades con potencial uso
industrial.

Por otro lado comparando investigaciones se encontré que Centurién24 realizé un trabajo sobre las
selecciones secundarias de levaduras “nativas” productoras de etanol aisladas de frutos de la Region
La Libertad-Pert, en Fragaria sp. “fresa”, Spondias purpurea “ciruela” y Vitis vinifera “uva” y
determinod que sus productividades superaban, en todos los casos, al cultivo control S. cerevisiae MIT
L51, y por ende a los cultivos seleccionados en este trabajo, pero a diferencia de esta investigacion que
se utiliz6 Caldo sabouraud Sacarosado al 10% (CSS), él utilizd una Soluciéon Azucarada Bufferada
Enriquecida (SABe), que incluye sales de K2ZHPO4 (0.2 g %) y NaH2PO4 (0.2 g%).

Es importante saber que las condiciones medio ambientales y las fuentes nutritivas en los medios de
aislamiento, seleccion y evaluacion de microorganismos (y para este caso la determinacion de la
capacidad fermentativa), juegan un rol importante en la comparacion de datos y la reproducibilidad de
los mismos. Por ello en la presente investigacion, se ha tenido en cuenta mantener las condiciones
constantes para todas las evaluaciones, toda vez que durante este proceso, pueden haber factores que
pueden influir sustancialmente, como es el caso de los diluyentes, esto en razéon de que se ha
encontrado que los diluyentes, como agua peptonada y destilada tienen influencia en los recuentos de
levaduras?s. En conclusion: (i) se aislaron, seleccionaron y conservaron ocho cultivos nativos de
levadura de alta productividad de etanol, a partir de "chicha de jora" elaborados artesanalmente en el
distrito de Santiago de Chuco, La Libertad-Pert, (ii) se identificaron macroscdpicamente y
microscopicamente ocho cultivos nativos de levaduras nativas productoras de etanol, aisladas de
“chicha de jora” elaborados artesanalmente en el distrito de Santiago de Chuco, (iii) se determin6 de
acuerdo al andlisis estadistico de comparaciones multiples, diferencia significativa entre las
productividades de algunos de los ocho cultivos nativos de levaduras productoras de etanol (Tabla 3),
aislados a partir de "chicha de jora" elaborada artesanalmente en el distrito de Santiago de Chuco y
(iv) no se encontrd diferencia significativa entre el cultivo control referente de S. cerevisiae MIT-L51
y los ocho cultivos nativos de levaduras productoras de etanol aislados a partir de "chicha de jora"
elaborada artesanalmente en el distrito de Santiago de Chuco.
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RESUMEN

Se determind la cinética de termodestruccion de Sa/monella sp. a temperaturas de 50, 55 y 60°C en jugo de
fresa, Fragaria sp. Se reactivd el cultivo bacteriano y ajustd a una turbidez equivalente al 9 x 108 células/mL.
Luego, se licudé 300 g de frutos maduros de fresa con 800 mL de agua destilada; previa filtracion, se deposito el
jugo en recipiente estéril y fue pasteurizado a 80°C por 5 minutos. Cada sistema de ensayo fue acondicion6 en
un matraz de vidrio de 250 mL con 90 mL de jugo pasteurizado y 10 mL de indculo bacteriano estandarizado y
sometido luego a temperatura de 50°C en bafio maria. Desde el tiempo 0 y cada 2 minutos, hasta los 6 minutos,
se extrajo una alicuota de 1 mL de muestra, se hizo diluciones con solucion salina estéril y sembré 1 mL de la
dilucion por incorporacion en Agar Nutritivo, e incubd a 35°C por 18 horas, y los recuentos bacterianos se
expresaron en UFC/ml. Este procedimiento se repitié tres veces consecutivas; asimismo, para las temperaturas
de 55 y 60°C. Con los datos obtenidos se representd las curvas de supervivencia de la bacteria (UFC/ml) en
relacion al tiempo de exposicion, se determind la velocidad de muerte térmica de la bacteria y los valores D para
cada temperatura de evaluacion. La poblacion de Sa/monella sp. en jugo de Frugaria sp. fue reducida y destruida
en mayor proporcion a medida que se incrementd la temperatura con un valor D promedio de 2 minutos.

Palabras clave: Cinética, Termodestruccion, Valor D, Sa/monelia sp, Fragaria spp.
ABSTRACT

Kinetics of termodestruction of Salmonella sp. at temperatures of 50, 55 and 60°C in strawberry juice, Fragaria
sp., was dtermined. Bacterial culture was reactivated and adjusted to a turbidity equivalent to 9 x 108 cells/mL.
Then, 300 g of ripe fruits of strawberry was blended with 800 ml of distilled water. After filtration, was
deposited juice in sterile container and it was pasteurized at 80°C for 5 minutes. Every test system developed in a
flask of 250 mL glass with 90 mL of pasteurized juice and 10 mL of bacterial inoculum standardized, and
subjected to a temperature of 50°C in a water bath. From the time 0 and every 2 minutes, up to 6 minutes,
extracted an aliquot one-mL of sample, became dilutions with saline solution sterile and planted one mL of
dilution by incorporation into Nutrient Agar and incubated at 35°C for 18 hours, and bacterial counts were
expressed in CFU/mL. This procedure was repeated three times in a row; Likewise, for temperatures of 55 to
60°C. With the data obtained represented the survival curves of bacteria (CFU/mL) regarding exposure time,
determined the speed of thermal death of the bacterium and D values for each temperature evaluation. The
population of Sa/monella sp. juice of Frugaria sp. it was reduced and destroyed in greater proportion to increased
temperature with an average value of 2 minutes.

Keywords: Kinetics, Termodestruction, value D, Sa/monella sp., Fragaria spp.



INTRODUCCION

Las fresas, Fragaria spp. (Rosaceae), de fragante perfume y color llamativo, son una de las mejores
fuentes naturales de antioxidantes y vitaminas C y E; sin embargo, se ha encontrado que los
compuestos fenolicos presentes tienen una accidon antioxidante mds potente y que trabajan
sinérgicamente con las vitaminas en la eliminacion de los radicales libres. Su composicion quimica en
porcentaje, es: Solidos totales, 7.0-12.7; Solidos solubles totales, 4.6- 11.9; Azlcares totales, 4.1-6.6;
Azucares reductores, 3.7-5.2; Sacarosa, 0.2-2.5; Fructosa, 1.7- 3.5; Glucosa, 1.4-3.1; Pectinas
solubles, 0.2-0.9; pH, 3.18-4.10; Acidez titulable, 0.50-1.87; Acido citrico, 0.42-1.24; Acido malico,
0.09-0.68. Acido ascorbico total, 26-120 mg/100 g; Fenoles totales, 58-210 mg/100 g y Antocianinas
totales, 55-145mg/100 g!-3.

Los alimentos, dentro de ellos los jugos frescos, son perecederos, por lo que necesitan ciertas
condiciones de tratamiento, manipulacion y conservacion: si no son tratados adecuadamente se
producen cambios en la textura, color, olor y sabor, debido, entre otros factores, a la proliferacion de
microorganismos. Entonces, los distintos métodos de conservacion de alimentos pretenden
incrementar la vida util de los productos durante su almacenamiento, idealmente, aplicando técnicas
que logren la inhibicion o inactivacion del crecimiento microbiano, pero manteniendo la calidad4.

Los tratamientos térmicos han sido las técnicas de inactivacion de microorganismos mas usados en la
industria para producir alimentos seguros y durables y, dentro de ellos, la pasteurizacions. Ademas,
existen regulaciones que especifican que se requieren procedimientos para inhibir microorganismos
patogenos en los jugos, los cuales exigen una reduccion de cinco ciclos logaritmicos del numero de
microorganismos®. Sin embargo, los microorganismos tienen diferentes resistencias al calor y algunas
de estas diferencias son debidas a factores que se pueden controlar, aunque otras son propias de los
microorganismos y no siempre se pueden controlar’. En efecto, las poco patdogenas son destruidas con
facilidad, pero las termofilas requieren el empleo de temperaturas de 80 a 90°C durante varios
minutos. También es maxima en la etapa final de la fase lag y casi tan elevada en la fase estacionaria
maxima. Salmonella typhi muere a 60°C en 4.3 minutos, pero la composicion del sustrato en el cual se
encuentras las células vegetativas o esporas influye en la velocidad de inactivacion de los
microorganismos al someterse al tratamiento térmico. Asi, por ejemplo, rangos de humedad entre 60 y
90% fue suficiente para obtener una reduccion mayor o igual a 6.5 log de Sa/monelias.

El criterio de muerte de un microorganismo se determina mediante métodos cuantitativos de siembra
en placa donde los sobrevivientes se detectan porque forman colonias. Entonces, cuando una
poblacion microbiana se expone a un agente letal, la cinética de la muerte es casi siempre exponencial
ya que el nimero de supervivientes disminuye de forma geométrica con el tiempo. Si se representa
graficamente el logaritmo del numero de supervivientes frente al tiempo se obtiene una linea recta
cuya pendiente negativa define la tasa de mortalidad. Esta tasa de mortalidad nos dice solamente que
fraccion de la poblacion inicial sobrevive a un determinado periodo de tratamiento. Para cuantificar el
numero real de sobrevivientes es necesario conocer ademas el tamafio inicial de la poblacion®19,

Varios procesos térmicos aplicados en la industria durante la fabricacion de alimentos suelen ser
efectivos para la destruccion de Sa/monella; sin embargo, el tratamiento con calor ha dejado de ser
altamente efectivo y debe combinarse con otro factor: la variacion en los valores de pH!!.12. La
resistencia térmica de Sa/monella ha sido ampliamente estudiada sobre diversos sustratos y ambientes,
tanto a nivel ambiental como de alimentos, a fin de establecer la temperatura necesaria para la
destruccion de este patdgeno!d. Se ha registrado la sobrevivencia de Salmonellasp. en compost
industrial durante 59 dias a 60°C, lo cual podria a la generacion de factores de termorresistencia como
proteinas de membrana alternas que le confieren una mayor proteccion al calor!4!15,

Uno de los parametros cinéticos para la inactivacion de microorganismos es el tiempo de reduccion
decimal o valor D, donde la muerte de microbios a una temperatura elevada es aceptada como una
cinética de primer orden, la cual basa en que a una temperatura constante el rango de muerte de los
microorganismos es directamente proporcional con la concentracidn presente en un tiempo en
particular. El resultado de la cinética de primer orden es definido por el tiempo durante el cual el
nimero de microorganismos mueren de uno a diez del numero inicial en un intervalo de tiempo,
independiente del numero actual!!. Entonces, el valor D corresponde al tiempo de calentamiento
necesario para reducir la poblacion del medio a la décima parte de su valor inicial.

Sanchez® afirma que a pesar de que un tratamiento térmico sea severo, siempre habra la oportunidad
de sobrevivencia o que la probabilidad de sobrevivencia puede ser extremadamente pequeiia, o que la
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probabilidad de sobrevivencia en cualquier proceso es directamente proporcional a la poblacion
original. También afirma que es ideal realizar calentamientos cortos a altas temperaturas logrando
respetar las condiciones iniciales del medio. En ese sentido, se observo que el procedimiento UHT en
la leche y otros alimentos se ha convertido en un éxito en cuanto a conservacion de los alimentos si
llegar a cambiar ostensiblemente las condiciones sensoriales y nutritivas del medio.

La inactivaciéon microbiana y la seguridad del alimento se incrementa entre mas severo sea el
tratamiento térmico, pero la calidad sensorial u organoléptica del producto generalmente disminuye;
sin embargo, se deben tomar en cuenta ambos aspectos y considerar el factor que esta afectando mas la
calidad final del producto, y basandose en ese factor se deben de plantear los procesos. Se debe de
considerar para el célculo de los procesos las variables cinéticas (D y Z) para llevar a cabo un
tratamiento térmico adecuado y no sobreestimar o subestimar el proceso al cual el alimento debe ser
sometido. De igual importancia, es tener conocimiento de la flora bacteriana que esta asociada con los
materiales para aplicarsele el tratamiento térmico apropiado!”.

La presencia del patoégeno Salmonella sp. en frutas y también en aguas de riego por contaminacion es
evidente. Ademas, existe un riesgo latente al preparar y comercializar jugos de fruta contaminado con
este patogeno que son utilizados como materia prima en la elaboracion de otros productos derivados
de interés alimentario y comercial. En este sentido, el conocimiento de la cinética de inactivacion
térmica de Salmonellaa temperaturas de pasteurizacion en jugos de frutas, permitira proponer
metodologias para optimizar el proceso de pasteurizacion de los jugos de fruta y deducir nuevos
mecanismos de adaptacion y resistencia de esta bacteria. Entonces, el objetivo de la presente
investigacion es determinar la cinética de inactivacion térmica de Salmonella sp. en jugo de fresa a las
temperaturas de 50, 55 y 60°C y determinar la velocidad de muerte y los valores D promedio a las
condiciones de ensayo.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico:

Se utilizaron frutos maduros de fresa adquiridos en el Mercado La Hermelinda (Trujillo-Pera) y un
cultivo puro de Sa/monella sp. proporcionado por el Laboratorio de Fisiologia y Genética Microbiana
de la Universidad Nacional de Trujillo (Trujillo, Peru).

Preparacion de jugo de fresa y medicion del pH

Se pes6 300 g de fresa, lavados con agua destilada estéril y desinfectados con solucién de hipoclorito
de sodio 2.5 % y enjuagados con agua destilada estéril tres veces consecutivas. Se colocd en una
licuadora eléctrica; se adicion6 800 ml de agua destilada estéril, y licu6 por 10 minutos.
Posteriormente se filtr6 con un tamiz de plastico de 0.01 mm y el filtrado se colocd en frascos
estériles. Se midi6 el pH haciendo uso de cintas comerciales y se pasteurizé a 80 °C por 5 minutos.
Reactivacion del cultivo y preparacion del inoculo

El cultivo de Sa/monella sp fue sembrado por estria en Agar Mac Conkey e incubado a 35 °C por 18
h. A partir de las colonias amarillas, se sembr6 en Agar Nutritivo, por estria y agotamiento, e incub6
en las mismas condiciones. Se hizo una coloracion Gram para verificar la pureza del cultivo. Se
sacaron varias colonias del cultivo reactivado y se prepar6 una suspension bacteriana en agua
peptonada 0.1% estéril, ajustandose a una turbidez del tubo 3 del nefelometro de Mac Farland
equivalente a 9.0 x 108 UFC/mL.

Preparacion del sistema de ensayo e inoculacion

Se prepar6 el sistema de ensayo constituido por un matraz de 250 ml, conteniendo 90 ml de jugo de
fresa, al mismo tiempo que se agregé 10 ml de indculo bacteriano y se homogeneizé manualmente por
3 minutos.

Monitoreo, siembra y recuento

El sistema de ensayo fue calentado a 50°C en bafio maria y a los 0, 2, 4, y 6 minutos, se extrajo una
alicuota de 1.0 mL de muestra y agregado en 9 ml de agua peptonada 0.1%. Se realizo las diluciones
10-1, 102, 103, 104, y 10-. Finalmente, se sembrd en Agar Nutritivo, por incorporacion 1 ml de
muestra diluida, e incubado a 35°C por 18 h. Se hizo el recuento de las unidades formadoras de
colonias/ml de las bacterias sobrevivientes en cada una de las placas sometidas a la temperatura de
ensayo.
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Todo este procedimiento se repitid tres veces consecutivas y este mismo procedimiento se realizd
con las temperaturas de 55 y 60°C.
RESULTADOS

Se encontrd que la curva de muerte de Salmonella sp., a pH 4.0, presenta las mismas tendencias a las
temperaturas probadas (Fig. 1) y que a 60°C, la velocidad de muerte en minutos fue mayor que las
otras temperaturas probadas y, en cambio, el valor D fue menor (p<0,05) que a 55 y 50°C (Tabla 1)
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Fig. 1. Curva de muerte térmica de Sa/monella sp. a 50°C = ), 55°C (=—=)y 60°C ( =) en jugo de fresa, pH
4.0.

Tabla 1. Velocidad de muerte y valor D promedio para Sa/monelia sp. en jugo de fresa a diferentes
temperaturas de evaluacion.

Temperatura Velocidad de Valor D (minutos)
°O) muerte — -
(minutos 1) Repeticiones Promedio D. E.
1 2 3
50 4.902 2.162 2.164 2.163 2.1632 0.001
55 5.041 2.011 2.077 2.099 2.062a 0.046
60 5.597 1.889 1.925 1.657 1.824b 0.145
D. E. : Desviacion Estandar
a p>0.05
ab; p <0.05
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DISCUSION

Los comensales discrepan en relacion al consumo de frutas y hortalizas frescas por ser un alimento
saludable, accesible a las grandes mayorias y de bajo costo; y por otro lado, por qué su consumo
representa un riesgo latente de infeccion por microbios patogenos!s. Aqui se evidencid la permanencia
de esta bacteria después de haber sido expuestas a temperaturas de 50, 55 y 60 °C hasta por 6 minutos
(Fig. 1). Al respecto, se han reportado brotes infecciosos asociados al consumo de jugos de naranja y
manzana!%20 que pueden ser incorporados en los alimentos y causar gastroenteritis y sepsis; estas
infecciones son casi siempre el resultado de la ingestion de alimentos contaminados con bacterias
como Salmonella spp.2!. Ademas de la patogenicidad, estudios han advertido su propagacion a través
de la cadena alimentaria?? y contaminar otros lotes de manera silenciosa?? cuando no existe ningin
procedimiento de inspeccion destinado especificamente para el control4.

Salmonella spp. se encuentra en la naturaleza a través de la eliminacion inadecuada de residuos de
origen humano y/o animal constituyendo fuente de contaminaciéon de alimentos?S. La poblacion de
Salmonella sp. contamina los frutos maduros de Frugaria spp. debido a que los agricultores utilizan
aguas de regadio contaminados con esta bacteria o durante su comercializacion. Por tanto, su presencia
en los mercados publicos y grandes centros comerciales a nivel local, regional y nacional, donde se
preparan las frutas de manera artesanal o en plantas procesadoras con escaso control de calidad, y que
son distribuidos en una actividad comercial agil constituye un peligro latente; debido a que la
recoleccion, manipulacion y procesamiento de las frutas frescas posibilita la incorporacion de esta
bacteria patégena durante el rebanado, picado o troceado del material vegetal, que sobreviven si no se
hace un buena pasteurizacion y pueden reproducirse activamente?26:27,

Esquivel et al28 detectaron la presencia de Sa/monella spp en el 11.11% de muestras de tomate
constituyendo un riesgo potencial para la infeccion con patdégenos en los consumidores. Al mismo
tiempo, existen diferentes procesos tecnologicos para eliminar o reducir el nimero de salmonelas en
los alimentos crudos, tales como son: esterilizacion, pasteurizacién’, congelacion, refrigeracion?,
ajuste de pH!2, irradiacion3® y Aw3!, e incluso la adicion de quimicos3? y conservantes naturales como
los aceites esenciales con poder bactericida, ya que dificultan la actividad y el desarrollo del patdgeno.
Por tanto, la destruccion térmica constituye una posibilidad de destruir la poblacion bacteriana
presente y los resultados obtenidos, ponen en evidencia que la pasteurizacion de jugos de Frugaria spp
a 60 °C por mas de 6 minutos si podria eliminar la totalidad de la poblacion de Salmonelia sp.
contaminante.

La aseveracion anterior como resultado de esta investigacion se acopla a los fabricantes de alimentos
envasados y en el caso especifico de los jugos, donde la pasteurizacion se realiza a 95°C por 30
segundos?. De manera general, someten sus productos a una temperatura por encima de 45 °C durante
un periodo de tiempo determinado para garantizar la inactivacion de bacterias y destruir células
viables. De igual modo, se reportd que a 60 °C, Salmonella typhi es destruida a los 4.3 minutos!’. En
tanto que, Bautista!? determin6 que la temperatura de 50 °C redujo la poblacion inicial de Salmonella
spp. en caldo BHI a pH 7.0 en un 36.8%; mientras que, la temperatura de 60 °C disminuy6 en un
53.2% y 70 °C en un 62%, e inactivé totalmente a los 180 minutos de tratamiento a pH 7.0 y de 105
minutos a pH 5.5. En tanto que se ha determinado que Sa/monella se puede prevenir a las temperaturas
de 93.3 a 176.8 °C por 45 a 60 segundos34.

El calor afecta directa e indirectamente los microbios desnaturalizando las proteinas intracelulares e
impidiendo la sintesis de nuevas proteinas. De alli que la destruccién microbiana a una temperatura
elevada es generalmente aceptada por la cinética de primer orden!!. Esta tendencia se observa en la
Fig. 1 donde la poblacidon de Salmonella sp. es destruida directamente proporcional en cada una de las
temperatura de ensayo (50, 55 y 60°C) con relacion a la concentracion presente en un tiempo en
particular y la velocidad de muerte es mayor a medida que se incrementa la temperatura, desde 4.902 a
5.597 generaciones muertas/ minuto (Tabla 1) y la reduccion de la poblacion bacteriana oscild entre 7
y 8 unidades logaritmicas de la poblacion inicial (Fig. 1) por dafos en el ADN, desintegracion de la
estructura completa de la bacteria y por lisis de proteinas!2. Al respecto, existen regulaciones que
especifican que se requieren procedimientos para inhibir microbios patdégenos en los jugos, los cuales
exigen una reduccion de cinco ciclos logaritmicos del nimero de microorganismos!o.

La pasteurizacion es adecuada para alimentos liquidos, ligeramente acidos o zumos de verduras y
fruta. Este tipo de tratamiento térmico se utiliza como método principal para inactivar Sa/monella en la
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preparacion y transformacion de alimentos crudos. Las temperaturas oscilan a partir de 70 °C aunque
los alimentos con poca actividad de agua o alto contenido de grasa exigen un tratamiento térmico mas
intenso!3. Algunos protocolos proponen aumentar la temperatura, disminuyendo el tiempo de
tratamiento, ultrapasteurizacion, para no alterar en lo posible las propiedades organolépticas del
alimento; por ejemplo, 72 °C por 15 segundos aunque en huevos es de 64-65 °C durante 2-4
minutos3S; y en el caso especifico de la pasteurizacion del jugo de fresa se determind que a 60 °C por 6
minutos se inactivo mas del 99.99 % de la poblacion inicial (Fig. 1) sin variaciéon organoléptica
aparente. En tanto que se logr6 destruir Sa/monella spp. en compost a 55 °C por una hora o 60 °C por
15 a 20 minutos3¢.

El tratamiento térmico de los alimentos con temperatura altas conduce a la obtencién de un producto
libre de patdgenos, sin embargo es necesario tener en cuenta que estan limitados por los cambios en
las caracteristicas organolépticas y nutricionales que originan del producto final. Por otro lado, las
células vegetativas y esporas son termorresistentes a pH cercano a 7.0; un alejamiento de este valor
acelera su destruccion por el calor, siendo mas eficaz un aumento hacia la acidez!?, y segan Welti-
Chanes?, la fresa es un alimento acido con pH entre 3.7 y 4.5. Ademas, la composicion quimica del
medio en que se encuentran las bacterias ejerce distinta influencia en la velocidad de inactivacion de
las mismas frente al tratamiento térmico. De alli que, el jugo de fresa, pH 4.0, proporcion6 nutrientes a
Salmonella sp. pero la concentracion de solutos evitaron la accion del calor sobre las bacterias a las
temperaturas de ensayo (Fig. 1) donde hay mayor cantidad de sobrevivientes, posiblemente debido a
que las bacterias que solo fueron lesionadas por el calor aplicado, pudieron recuperarse posteriormente
al encontrarse bajo condiciones ambientales y nutricionales apropiadas. Esta resistencia térmica
también estaria relacionada con la presencia de factores de virulencia que le permiten soportar
ambientes adversos?’.

El estudio de la cinética de inactivacion microbiana permite optimizar el proceso para asegurar una
mayor reduccion de la poblacion microbiana contaminante30. Aqui, Sa/monella sp. fue destruida desde
el tiempo cero a las temperaturas de 50, 55 y 60 °C con valores D promedio de 2.163, 2.062, y 1.824
minutos, respectivamente no existiendo diferencia significativa entre los dos primeros, pero si entre
cualquiera de los dos primeros y el ultimo valor D. Por su parte, Bautista®, reportd que S. enferitidis en
caldo BHI, pH 7.0 tuvo un Valor D de 10.8 minuto a 70 °C; en tanto que, para Sa/monella spp a 50 °C
fue de 35.7 minutos, a 60 °C fue de 80.7 minutos, a 70 °C fue 73.6 minutos, y a 80 °C fue de 40.2
minutos. Por otro lado, la resistencia térmica ha sido evaluada en carne de pollo y en otros alimentos,
siendo importantes estos datos por el grado de patogenicidad de esta bacteria asociada al consumo de
frutas? y derivados en forma ambulatoria y artesanal.

En conclusion, la poblacion de Sa/monella sp. en jugo de Frugaria sp. fue reducida y destruida en
mayor proporcion a medida que se incremento la temperatura con un valor D promedio de 2 minutos.
Sera necesario verificar las caracteristicas organolépticas en que quedo el jugo después del tratamiento
térmico para asegurar su consumo humano.
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RESUMEN

La enterobiasis, helmintiasis producida por Enferobius vermicularis, es una de las enfermedades transmisibles
mas prevalentes en la poblacion infantil del Perd y la mas dificil de controlar por los diversos factores que
intervienen en la cadena de su propagacion; sin embargo, la real prevalencia y los factores de riesgo no se
conocen en muchas partes del Pera, dentro de ellas la zona costera de la Region La Libertad. En la presente
investigacion se determiné la prevalencia de enterobiosis en nifios menores de seis afios habitantes en el distrito
de Victor Larco Herrera (Trujillo, Pert) y su relacién con algunos factores epidemioldgicos, de marzo a
diciembre del 2016. Se evalud las muestras de restos perianales obtenidas por la técnica de Graham de 280 nifios
(157 nifios y 123 nifias) menores de 6 afios que acudieron al Hospital distrital de Vista Alegre y la informacion
de factores epidemioldgicos obtenidos mediante encuestas. Se encontro: una prevalencia global de 58.6% y que
la prevalencia no estuvo asociada a la edad (p>0,05), pero si (p<0,05) al sexo (mas prevalente en nifios -38.2%-
que en nifias -20.4%) y al indice de hacinamiento (a mayor hacinamiento, mayor prevalencia).

Palabras clave: Enterobius vermicularis, enterobiasis, indice de hacinamiento, técnica de Graham
ABSTRACT

Enterobiasis, helminthiasis produced by Enterobius vermicularis, is one of the most prevalent communicable
diseases in the child population of Peru and more difficult to control due to its great diffusion and the various
factors that intervene in its chain of propagation; however, its real prevalence and risk factors are not known in
many parts of Peru. In the present investigation, the prevalence of enterobiosis was determined in children under
six-years of age living in the district of Victor Larco Herrera (Trujillo, Peru) and its relationship with some
epidemiological factors, from March to December, 2016. For this purpose, the samples obtained of 280 children
(157 boys and 123 girls) under six-years of age attended in the Hospital distrital de Vista Alegre was evaluated
by Grahams’ technique, as well as, the information about epidemiological factors obtained through surveys. It
was found: a global prevalence of 58.6%, and that the prevalence was no associated with the age (p>0,05), but
was associated with the sex (more prevalent in children -38.2%- than in girls -20.4%) and rate of overcrowding
(more crowding, more higher prevalence).

Keywords: Enterobius vermicularis, enterobiasis, overcrowding index, Graham technique



INTRODUCCION

Producida por Enterobius vermicularis, la enterobiosis u oxiuriasis es una infeccion parasitaria de
distribucién mundial presente en todos los climas, niveles sociales y econémicos de la poblacion; es
una de las enfermedades transmisibles mas dificiles de controlar, no s6lo por su gran difusion debido a
que se puede adquirir por ingestién y/o inhalacion de huevos infectivos o por el mecanismo de
retroinfeccion, sino por los diversos factores que intervienen en su cadena de propagacion; se presenta
sobre todo en los primeros afios de vida, ya que este grupo de poblacion (nifios de 5 a 12 afios de edad)
aun no ha adquirido los habitos higiénicos necesarios para prevenirlo y aun no presentan inmunidad
frente a este parasito y la carencia de agua potable las 24 horas del dia y la falta de educacién en la
prevencion de enfermedades parasitarias, se encuentran entre los otros factores sociales que facilitan la
incidencia de esta parasitosis!-3.

La enterobiasis es, una helmintiasis intestinal asintomatica en adultos quienes por lo general portan
una baja carga parasitaria; sin embargo, en nifios, sobre todo en aquellos parasitados por gran nimero
de especimenes hembras producto de las frecuentes reinfecciones, se presentan una serie de signos y
sintomas que incluyen nerviosismo, inquietud, irritabilidad y distraccion, aspectos que pueden
influenciar en su crecimiento fisico y cognoscitivo; el problema puede agravarse en nifias cuyas partes
genitales pueden ser invadidas por hembras de E. vermicularis erraticas o por huevos, los cuales,
causan vaginitis o vulvovaginitis con descensos que se confunden con las producidas por otros agentes
infecciosos?4:5.

Se estima que entre el 4 y 28% de nifios se hallan infectados globalmente por E. vermicularis’-$. En
el Pert, cuando se aplica la técnica de Graham para la deteccion, que es la técnica “Gold estandar”, se
registran elevadas prevalencias en la poblacion infantil de diversas regiones’!3. Sin embargo, cuando
se registra la frecuencia del helminto junto con otros en un contexto de parasitismo intestinal, las
frecuencias presentadas son, por lo general, menos del 1%35.14. En la Region La Libertad y por lo tanto
en Trujillo poco se ha investigado al respecto; en efecto, solo se tiene referencia de las investigaciones
efectuadas en Paijan que tuvo como resultado el porcentaje de positividad de 26.415, en Cascas donde
se detecto que el 36.5% de nifios examinados presentaron positividad a los huevos en la prueba del
parche! y en Alto Trujillo, donde se hall6 un 34.4 de parasitismo por E. vermicularis'’.

Dada la necesidad de contar con cifras actualizadas respecto de la prevalencia de la infeccion por E.
vermicularis en diferentes areas del Perti y en particular de la Region La Libertad, asi como su
distribucién por grupos etarios y sexo, considerando que los registros nacionales son escasos?! y que
estos datos tienen importancia para poder establecer nuevas y mejores politicas de salud, se llevo a
cabo una investigacion que estuvo dirigida a determinar la prevalencia de enterobiosis en nifios
menores de seis afnos procedentes del distrito de Victor Larco Herrera y que acudieron a consulta
externa al Hospital distrital de Vista Alegre y su relacion con algunos factores epidemioldgicos, de
marzo a diciembre del afo 2016.

MATERIAL Y METODOS

Area y poblacion estudiadas:

La presente investigacion fue conducida en el distrito de Victor Larco Herrera, antes Buenos Aires
(Fig. 1), uno de los 11 distritos de la provincia de Trujillo (Region La Libertad, Pertl); presenta una
extension superficial de aproximadamente 64533 km y una poblacion total de 23,767 habitantes de los
cuales, el 60% tiene necesidades socioecondmicas insuficientes, el 20% esta en pobreza extrema y el
3% se encuentra en situacion de indigencia, aspecto que repercute significativamente en la calidad de
vida del individuo, familia y comunidad!8. Este distrito cuenta con el Hospital Vista Alegre, encargado
de velar por la salud de la poblacion sefalada. Como se trata de un hospital distrital cuenta con
infraestructura compatible con esta categoria.
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La poblacion estudiada estuvo conformada por 280 nifios (157 nifios y 123 nifias) menores de seis
afos, procedentes del distrito mencionado que acudieron al consultorio externo del Hospital distrital
de Vista Alegre (HDVA) para la atencion de su salud, de marzo a diciembre del 2016.

Encuesta

Ademas del requerimiento por escrito de analisis por parte del médico al Laboratorio de Analisis del
HDVA para que se investiguen parasitos, en particular a nivel de restos perianales, se prepard un
cuestionario que incluy6 preguntas de informacion basica, ademas de nombre, edad, sexo, tales como:
cantidad de personas que viven en casa, cuantos comparten el dormitorio, si se practican normas
basicas de higiene como lavado de manos frecuente y si los nifios practican el lamido de dedos u
onicofagia. También si el domicilio cuenta con sanidad béasica adecuada o deficiente.

Deteccion de la infeccion por Enterobius vermicularis

La deteccion de huevos de E. vermicularis se hizo mediante el uso del método de la cinta adhesiva
transparente o M¢étodo de Graham, tal como se describe en el Manuel de Procedimientos de
Laboratorio para el diagnostico de las parasitosis intestinales del hombre!920. Las muestras fueron
tomadas en el HDVA, mediante coordinacion con el area de pediatria del hospital. Para una eficaz
toma de muestra, se tom6 en cuenta las condiciones pre-analiticas, informando a los padres de familia
que las muestras se obtendrian en la mafiana (6am) antes del aseo matinal, y sin aplicacion de talcos,
lociones ni cremas la noche anterior.

Con las recomendaciones mencionadas, se procedid a la etapa analitica, se dio mediante toques en el
borde perianal con la cinta adhesiva transparente, presionando suavemente con un baja-lengua.
Finalmente, la cinta adhesiva se coloco en la lamina portaobjeto. Las laminas fueron observadas a
través del microscopio Optico a objetivo de 10x; y para la identificacion de los huevos de E.
vermicularis, se tomo en cuenta las siguientes caracteristicas: estructura oval, cubierta delgada. Una de
sus caras es aplanada y la otra convexa. Son muy ligeros y miden 45 - 60 um de longitud. Los huevos
recién depositados por las hembras no se encuentran embrionados.

Aspectos éticos

Todo el proceso de recepcion de los nifios en el Laboratorio, de la toma de muestra y del informe de
los resultados del analisis fue hecho en concordancia con las normas éticas del HDVA y en
concordancia con normas éticas propuestas en el Comité de Etica de LA Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo (Trujillo. Peru).

Analisis de los resultados

Los analisis estadisticos de la prevalencia de E. vermicularis en relacion a diversos factores de riesgo
se hizo utilizando la prueba Chi cuadrado (X?). Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas si el p<0,05. Para ello se utilizo el software SPSS. 21 para Windows (SPSS Inc, Illinois.
USA)

RESULTADOS

De 280 muestras analizadas de infantes entre la edad de 2 a 5 nifios atendidos en el Hospital Distrital
Vista Alegre entre los meses de marzo a diciembre del 2016 se hallaron un total de 116 casos positivos
para enterobiosis (58.6%).

Cuando se examino el parasitismo en relacion a la edad, se encontrd porcentajes que variaron entre
5.4% (cuatro afios) y 28.9% (cinco afios); la prueba estadistica demostré que los nifios de cinco afios
se hallan mas infectados con E. vermicularis (p<0,05) que las otras edades (Tabla 1).

Al mismo tiempo, al examinar el parasitismo respecto del sexo, (Tabla 2) se encontré que los niflos
(38.2%) estuvieron significativamente (p<0,05) mas parasitados por el oxiuro que las nifias (20.4%).

Al efectuar s condiciones sanitarias de la zona con criterios establecidos previamente (Fig. 2) y
comprobar mediante la prueba estadistica si hay asociacion, se encontrd que la mayoria de las
viviendas cumple con el criterio “regular”, con 51%, no hay tal asociacion (p>0,05).
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Mas bien se hall6 que el indice de hacinamiento si se halla asociada estadisticamente significativa
(p<0,05) con la prevalencia de infeccion por E. vermicularis (Fig. 3).

R¥

oTuzco

ASCOPE

TRUWILLO

- \ COLOMBIA
ECUADOR R
V
~ :
Gl BRASIL
oA

=
™ :

OCEANO \\
PACIFICO )

VA

EHILE

Fig. 1. Ubicacion del distrito Victor Larco Herrera en la provincia de Trujillo. El recuadro superior derecho
muestra la ubicacion de la provincia en el departamento de La Libertad y el recuadro inferior de éste en el Peru
(flechas).

Tabla 1. Prevalencia de infeccion por Enterobius vermicularis en nifilos menores de dos a seis afios atendidos en
el Hospital distrital Vista Alegre (Victor Larco Herrera, Trujillo-Pert1), de marzo a diciembre, 2016.

Positivo Negativo TOTAL
Edad (afios) Ne % Ne° % Ne %
Dos 40 14.3 21 7.5 61 21.8
Tres 28 10.0 22 7.9 50 17.9
Cuatro 15 5.4 19 6.8 34 12.1
Cinco 81 28.9%* 54 19.3 135 48.2
TOTAL 164 58.6 116 41.4 280 100.0
*p<0,05
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Tabla 2. Prevalencia de infeccion por Enterobius vermicularis, segun el sexo, en nifilos menores de 6 afios
atendidos en el Hospital distrital Vista Alegre (Victor Larco Herrera, Trujillo-Perti), de marzo a diciembre,

2016.
Genero Positivo Negativo TOTAL
N° % N° % N° %

Masculino 107 38.2%* 50 17.9 157 56.1

Femenino 57 20.4%* 66 23.6 123 43.9

TOTAL 164 58.57 116 41.4 280 100.0

*p<0,05
100.0
90.0
80.0
70.0
60.0
X 500
40.0
30.0
20.0

_ _
0.0 — —
MUY BUENO BUENO REGULAR DEFICIENTE MUY
PARAMETROS DEFICIENTE

Muy bueno: Cumple todas las condiciones dptimas, Bueno: 3 condiciones
Optimas, Regular: 2 condiciones dptimas, Deficiente: 1 condicion optima,
Muy deficiente: No cumple ninguna condicion éptima (Rodriguez?®).

Fig. 2. Distribucion de los casos positivos de infeccion por Enterobius vermicularis, segln el factor
saneamiento bésico intradomiciliario, en nifilos menores de 6 afos atendidos en el Hospital distrital Vista Alegre
(Victor Larco Herrera, Trujillo-Peru), de marzo a diciembre, 2016.
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Fig. 3. Distribucion de los casos positivos y negativos de infeccion por Enferobius vermicularis en nifos
menores de 6 afios atendidos en el Hospital distrital Vista Alegre (Victor Larco Herrera, Trujillo-Pert), segun el
factor hacinamiento de marzo a diciembre del 2016.

DISCUSION

Aunque por lo general la infeccion por E. vermicularis es considerada una molestia mas que una
enfermedad grave (debido a que la presentacion clinica no es llamativa) la elevada morbilidad con que
se presenta en diferentes partes del mundo y del Perti, la convierten en una infeccion que debiera
tomarse mas en cuenta!25. Sin embargo, al juzgar los casos de parasitismo intestinal que presenta
anualmente el Instituto Nacional de Salud?!, se observa que los casos son pocos. Esto se debe a que la
enterobiasis no es una enfermedad de declaracion obligatoria como otras.

La prevalencia global hallada en la presente investigacion es alta, lo que enfatiza que cuando se
emplea la técnica apropiada (la de Graham o prueba del parche) se detectan altas prevalencias de
infeccion por E. vermicularis. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que para ello, es necesario efectuar
tres pruebas en tres dias sucesivos, conforme se recomienda, y ello en razéon de que la eliminacion de
huevos por parte de la hembra no es periodica, pero no tarda mas de tres dias. Asi, cuando no se
emplea las tres pruebas, las prevalencias, aunque altas, no alcanzan los dos digitos como es el caso de
las investigaciones efectuadas en China (12.7%)4, Celendin (16.7%)!! y Loreto (15.0%)8, pero en caso
contrario, supera los dos digitos, como es el caso de los estudios llevados cabo en Madre de Dios!2
(32.5%), Paijan!s (26.4%), Cascas (36.5%)!¢, Tarapoto (15.5%)° y Paucarpata (26.0%)!3. En este
mismo contexto, algunos autores sefialan encontrar huevos en heces, aspecto no usual porque esta
demostrado que ello no ocurre naturalmente y por eso se ha ideado una prueba particular: la de
Graham. En investigaciones de este tipo los porcentajes son bajos y no superan el 1.0%3.5.

Es consenso que la enterobiasis es una afeccion infantil y casi todos los trabajos son efectuados en
este segmento de la poblacion. Una razon fundamental de ello es que la toma de muestras para llevar a
cabo la prueba del parche implica tocamientos perianales, acontecimiento a lo que no estan dispuestos
y se niegan a la ejecucion nifios mayores a los seis afios, tampoco los adultos; sin embargo, utilizando
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como estrategia la desparasitacion en adultos, se ha demostrado que también resulta ser un parasitismo
a ese nivel y, probablemente, con consecuencias, tal como ocurre en nifios22.

Si bien, el hospital se encuentra en una zona béasicamente urbanizada, la mayoria de usuarios
atendidos en el hospital provienen de las zonas periféricas del distrito, las cuales son una mezcla de
poblacion rural con carencia de saneamiento ambiental basico, y de agua potable, y de poblacién
urbana que cuenta con agua entubada, aunque no en forma continua, lo que obliga a la poblacion a
almacenar dicho liquido, con el consecuente peligro de contaminarse por varios mecanismos con
formas parasitarias infectantes. Estas condiciones ecologicas, epidemioldgicas y de habitos favorecen
la presencia de parasitosis intestinales. Ademas, los nifios en edad escolar tienen un radio de accion
mas amplio y disminuye el control materno, esta seria la explicacion de la alta prevalencia en la zona
estudiada. Por otra parte, se ha observado que, en laboratorios particulares de la ciudad de Trujillo, la
prevalencia de enterobiosis es menor, esto se debe a la diferencia de las condiciones socioeconomicas,
de higiene y hacinamiento de los pacientes que se atienden en clinicas particulares en relacion a los
que se atienden en hospitales del Seguro Social, que son personas de recursos economicos bajos y que
por lo general presentan mayor porcentaje de infeccion?3.

Al analizar la frecuencia de parasitados por E. vermicularis en relacion a la edad se encontrd que el
parasitismo es significativamente mayor 8p<0,05) en aquellos de cinco afios de edad. Este hecho
tendria su explicacion en que a partir de los cuatro afios y con énfasis a partir de los cinco afios los
nifios van siendo liberados del cuidado de los padres; es decir, se le deja el aseo personal y de
alimentacion bajo su responsabilidad en tanto que los padres concentran su atencion en los mas
pequefios, asimismo, se les separa de dormitorio y en un sola cama duermen los nifios de mas edad,
claro si se trata de zonas con viviendas hacinadas, como ocurre en muchas zonas, entre ellas varios
barrios de Victor Larco Herrera. Algunos investigadores también han apreciado este fendmeno, como
por ejemplo en China4 y en Paijan (Per1)!s. Sin embargo, la mayoria de investigaciones apuntan que
entre los dos y cinco afios en parasitismo es uniforme y la edad no juega un particular papel de
asociacion con la infeccion con el oxiuro humano?.

En la distribucion del total de infantes estudiados se observo que el 38.2% de los casos positivos
corresponden al sexo masculino frente a 20,36% del sexo femenino, con diferencia estadisticamente
significativa. Este fenémeno ha sido explicado por la hiperactividad presente en nifios que los conduce
a jugar con juguetes que no se lavan ni protegen, a salir a la calle con mayor libertad que las niflas y a
juntarse también con mayor libertad; a ello se suma el acervo cultural que sefiala, manifiestamente,
que las nifias deben asearse mas que los nifios por el simple hecho de ser nifias. En Cascas (Peru)!6
también se aprecid esta asociacion: sexo masculino versus parasitacion por E. vermicularis. Sin
embargo, anatdbmicamente no hay base para que el parasitismo por este helminto debiera ser mayor en
nifios que en nifias o viceversa y en ello se basan los resultados de otras investigaciones.

Se ha sefialado que el saneamiento basico intradomiciliario no es un factor de riesgo en la
adquisicion del oxiuro porque éste se disemina no a través del suelo, como la mayoria de nematodos
intestinales del hombre, sino incluso por el aire y por mecanismos de retroinfeccion; por esta razon
para llevar a cabo el diagnostico y detectar casos positivos, no se examinan heces sino restos
perianalaes. Sin embargo, la infraestructura sanitaria interna sin duda juega un papel importante. Las
viviendas de los nifios que formaron parte del estudio presentaron en la mayoria de los casos la
categoria “Regular”, en tanto que la categoria “Bueno” so6lo obtuvo el 21.8%!2. Esto puede
relacionarse con la alta prevalencia de enterobiosis, puesto que, al no tener las condiciones 6ptimas de
saneamiento, ello puede representar, un foco de infeccion de parasitosis.

En concordancia con la mayoria de informes respecto de la enterobiasis en nifios, el grado de
hacinamiento tiene una relacion directa con el porcentaje de casos positivos. Se ha tratado de
fundamentar este fenémeno por el modo como la enterobiasis se trasmite, es decir, de un nifio
infectado a otro susceptible por la cercania o convivencia entre ellos, que los compromete a compartir
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camas, alimentos y a veces vestimenta, aunque, al menos, bafio comiin. Entonces, esta totalmente
justificada, de acuerdo a los antecedentes, el denominar a la enterobiasis como “una helmntiasis
familiar”, aspecto que tiene importancia trascendental porque el tratamiento debe ser masivo o
extensivo a los nifios de la familia!.121617 y que mas que la infraestructura sanitaria y el grado de
hacinamiento, que son factores de riesgo sociales, una buena educacion sanitaria podria aminorar
significativamente la prevalencia de esta helmintiasis?4. En conclusion: (i) la prevalencia de
enterobiosis en niflos menores de 6 afios que acudieron al HDVA (58.57%) es alta sin existir
diferencia significativa en relacion a la edad con el nimero de casos positivos, (ii) la prevalencia de
enterobiosis es mayor en el sexo masculino con 38.21% frente al 20,36% del sexo femenino, (iii) la
alta prevalencia de enterobiosis en infantes se basa primordialmente al saneamiento basico
intradomiciliario y (iv) la elevada prevalencia de enterobiosis en nifios menores de 6 afios, estd
vinculado al hacinamiento humano.
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RESUMEN

El crecimiento urbano en las ciudades costeras del Peru, acompafiado del aumento en la adquisicion de
mascotas principalmente perros, Canis familiaris, genera un riesgo potencial de presentacion de enfermedades
zoonoticas en la comunidad. Sin embargo, la prevalencia real de parasitismo no se ha determinado en muchas de
ellas. Se realiz6 un estudio transversal en un grupo de 370 personas que poseian caninos a fin de establecer la
frecuencia de helmintos intestinales en perros de casa, los factores socioepidemioldgicos asociados a las
parasitosis y los riesgos en la comunidad de Chiclayo (Pert1). Se analizaron las muestras fecales de los animales
mediante método de flotacion con sulfato de zinc 'y se aplicod un cuestionario sobre edad, sexo de los canes, tipo
de alimentacion del canino, suministro de agua hervida o potable, forma de adquisicion y motivos de tenencia,
grado de restriccion del canino, asistencia veterinaria, desparasitacion, conocimiento sobre enfermedades
zoonosicas, manejo de las excretas del perro. Los datos obtenidos fueron analizados. La prevalencia del
parasitismo zoonézico en los perros de casa fue del 31.3%. El parasito mas comin fue 7oxocara canis (18.0%)
seguido de Trichuris vulpis (10.0%) y  Diphylidium caninum (5.7%) y la asociacion parasitaria mas
frecuentemente hallada fue la de 7oxocara canis-Giardia lamblia (4.2%). Se concluye que existe una prevalencia
moderada de infeccién por helmintos zoondsicos en la poblacion canina de Chiclayo y que su presencia
constituye un riesgo de Salud Publica.

Palabras clave: Zoonosis, parasitos, factores sociales, animal de compaiiia.

ABSTRACT

The urban growth in the coastal cities of Peru, accompanied by the increase in the acquisition of pets, Canis
familiaris, generates a potential risk of occurrence of zoonotic diseases in the community. But, the real
prevalence y some of them is unknowns. A cross-sectional study was conducted in a group of 370 people who
had canines in order to establish the frequency of gastrointestinal helminths in house dogs, the
socioepidemiological factors associated with the parasitosis and the risks in the community of Chiclayo. The
faecal samples of the animals were analyzed by flotation method with zinc sulphate and a questionnaire was
applied on age, sex of the dogs, type of feeding of the canine, supply of boiled or potable water, form of
acquisition and reasons of tenure, degree of canine restriction, veterinary assistance, deworming, knowledge
about zoonoses diseases, and management of dog excreta. The data obtained was analyzed. The prevalence of
zoonotic parasitism in house dogs was 31.3%. The most common parasite was 7oxocara canis (18.0%) follows
by Trichuris vulpis (10.0%) abd Diphylidium caninum (5.7%), as well as, and the parasite association more
frequent was 7oxocara canis-Giardia lamblia (4.2%). It was concluded that in Chiclayo exists a moderate
prevalence of infection by zoonoses helminths, while, it is evident that constitute a public health risk.

Keywords: Zoonoses, parasites, social factors, pet.



INTRODUCCION

En los ultimos anos se ha observado la emergencia y reemergencia de algunas zoonosis, debido a
cambios ecologicos, climdticos y socioculturales que han determinado que la poblacion animal
comparta su habitat con el hombre cada vez con mayor frecuencial2. El estudio de los problemas
zoonosicos hace entender que no pueden ser revisados de manera aislada, pues son problemas
interdependientes y en la misma medida en que las condiciones de vida son adversas para la
poblacion, también lo son para sus animales y al aumentar el riesgo para la salud humana,
aumenta también el riesgo para la salud animal, y este hecho se revierte hacia la poblacioén en
un plano de consideracion eminentemente ambiental3.

Siendo todos los seres vivos miembros de comunidades ecoldgicas ligadas unas a otras en una red de
interdependencia, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) esta buscando reducir los riesgos
de enfermedades infecciosas en la interaccion animales-seres humanos-ecosistemas, estableciendo la
estrecha interdependencia entre la salud publica, la sanidad animal y el estado de los ecosistemas.
Surge un nuevo concepto: «un mundo, una salud», con la toma de conciencia colectiva del vinculo
existente entre las enfermedades animales y la salud publica.

Los determinantes sociales pueden tener efectos negativos para la salud animal y por ende para la
salud humana, asi las zoonosis se constituyen en un problema de Salud Publica, ademas que no es
necesario convivir con un animal para estar en riesgo de contraer una zoonosis, puesto que son
condiciones dependientes del ambiente las que definen este riesgo, mismo que puede estar referido a
una, o a varias zoonosis diferentes, dependiendo de la especie animal y de la forma en que ésta se
transmita3.5.9,

La tenencia de un animal de compaiia y sus implicaciones para la salud humana en el sector urbano,
esta determinada por elementos ancestrales y culturales de gran arraigo en la poblacion y hoy en dia en
muchos hogares de nuestro pais es ya un miembro mas de la familia. Sin duda un animal tiene un
importante papel en el bienestar fisiologico y psicologico de sus propietarios, especialmente nifios y
ancianos’?; no obstante, puede tornarse en un grave peligro para la salud no solo del propietario y la
familia, sino de la comunidad entera, al albergar los perros un desconcertante numero de parasitos
transmisibles al hombre y a otros animales domésticos: Grardia spp., Toxocara spp., Echinococcus
granulosus, Ancylostoma spp, Dipylidium caninum, Trichuris vulpis, Spirocerca spp., Uncinaria sp.,
Strongyloides spp.810 entre otros, los cuales pueden ocasionar en los humanos diversas patologias
cutaneas, viscerales, oculares y cerebrales debido a que las excretas de los animales de compaiiia son
un material bioldgico altamente contaminante de los alimentos, el agua y el suelo a través
principalmente de quistes, huevos y larvas infectantes de parasitos intestinales?10.11,

Aun cuando el parasitismo por estos agentes es muy frecuente en los animales domésticos,
particularmente los perros y los gatos, no son consideradas dentro de los programas de salud, a
excepcion de la hidatidosis (£. granulosus), por lo que se carece de casuistica que permita su
vigilancia*!2. Al mismo tiempo, la mortalidad humana por helmintiasis intestinal no es tan alta
comparada con otras infecciones, aunque su morbilidad si lo es y la poblacion infantil es la mas
susceptible debido a su inmadurez inmunologica y al escaso desarrollo de habitos higiénicos!3.

El parasitismo intestinal en perros ha sido investigado en algunas ciudades de paises de Sudamérica
tales como, Sao Paulo (Brasil)!4, Buenos Aires (Argentina)!5, Rio de Janeiro (Brasil)!¢, Medellin
(Colombia)!” y Tolima (Colombia)!8 y se han encontrado resultados variables de los cuales destaca la
alta prevalencia del parasitismo por 7. canis, al igual que lo registrado en algunos lugares del Pera
tales como, Ical®, Jauja?0, Puno?!, Lima?2 y TruyjilloZ. Particularmente en Chiclayo, Nunton24,
Carrasco?> y Aguilar?¢ también han investigado la prevalencia de helmintiasis en perros y han
detectado que el grado de parasitismo es elevado y el riesgo de trasmision es también alto.

Tomando en cuenta la importancia social que ofrece la tenencia de una mascota canina para las
familias chiclayanas, surge la necesidad de hacer un estudio sobre el tema, identificando los factores
sociales asociados a la infeccion animal, que puedan orientar al disefio de actividades de prevencion y
control de esos posibles riesgos asi como los planes adecuados que lleven a lograr una convivencia
equilibrada y bienestar entre las personas y animales de la comunidad, en el marco de la Atencion
Integral de Salud.
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MATERIAL Y METODOS

Zona de estudio.

Entre setiembre del 2015 y marzo del 2018 se realizd un estudio descriptivo correlacional de corte
transversal en caninos, Canis familiaris, en el distrito de Chiclayo, en el Departamento de Lambayeque
(Pert). El distrito esta situado a 13 kilometros de la costa del Pacifico, en una zona tropical, cerca del
Ecuador, sin embargo, su ambiente es sub-tropical, sin lluvias durante la mayor parte del afios y
ligeras lloviznas durante la estacion de verano (diciembre-marzo) y temperatura que varia entre 15° y
23°C.

Poblacion estudiada:

Se estima que en Chiclayo viven aproximadamente 12040 canes?’ de cuya poblaciéon se obtuvo una
muestra (n) calculada utilizando la siguiente formula:

n= Z2(p.q)?/T2. Para el célculo de n se considerd la prevalencia de parasitos gastrointestinales de
30.6%2 y el T = 5%. Con ello, se estimé un tamafio muestral de 370 perros. Se incluyeron en la
muestra a aquellos canes cuyos propietarios accedieran a responder la entrevista y que no hayan
recibido tratamiento antiparasitario en el ultimo mes; se excluyeron, a aquellos que presentaron
enfermedades que dificultaban la toma de la muestra, como procedimientos quirirgicos recientes y
aquellos con comportamiento agresivo. La evaluacion fisica fue realizada por el médico veterinario.
Analisis coproparasitoscopicos:

Las muestras fecales de cada animal fueron recogidas directamente del recto, con el fin de evitar la
contaminacion con tierra y/o heces de otros animales. La recoleccion de las muestras fecales se
realiz6, de preferencia, en horas de la mafana y luego de ello fueron codificadas, rotuladas y
dispuestas convenientemente en cajas de tecknopor con hielo, manteniendo la cadena de frio, para su
traslado al laboratorio donde se refrigeraron hasta el analisis. El diagnostico coproparasitologico se
realiz6 mediante el método de flotacion con sulfato de zinc?” en el Laboratorio de Parasitologia en la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo.

Recoleccion de la informacion:

Se aplico una encuesta personal a los propietarios, el cual incluy6 las variables independientes del
estudio: edad, sexo, tipo de alimentacion del canino, suministro de agua hervida o potable, forma de
adquisicion y motivos de tenencia, grado de restriccion del canino, desplazamiento dentro de casa,
asistencia veterinaria, desparasitacion, conocimiento sobre enfermedades zoondsicas, manejo de las
excretas del perro. Para cumplir con los Aspectos éticos, se obtuvo la aprobacion para la ejecucion de
la investigacion, por medio de un consentimiento informado leido y firmado por los propietarios de los
canes.

Analisis estadistico:

La informacion obtenida de los canes y propietarios, sumado al diagnostico coproparasitologico, fue
transferida a una base de datos en hojas de calculo del programa Microsoft Excel 2010. Los resultados
de frecuencias fueron expresados en forma porcentual considerando las variables.

RESULTADOS

Se identificaron especies de parasitos, de los cuales Toxocara canis fue el mas prevalente, seguido de
Trichuris vulpis, Ancylostoma caninum y Dipylidium caninum. La prevalencia global de infeccion
por helmintos fue de 31.4% y se hall6 una doble asociacion parasitaria con protozoarios, de 4.2 y 2.8%
(Tabla 1).

Respecto de los factores sociodemograficos se encontré que el 100% de perros estuvieron
aparentemente sanos, que la mayoria de parasitados (49.2%) tenian menos de dos afio, que la mayoria
(52.0%) fueron obsequiados, que al 39.1% de los duefios les gusta tener perros, que la mayoria
(51.0%) le prepara en casa el alimento y le da agua de cafio (94%), que casi no tienen la costumbre de
sacar al paseo diario; sin embargo, si tienen atencion veterinaria, aunque no muy frecuente (Tabla 2)
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Tabla 1. Prevalencia del parasitismo por helmintos intestinales en perros de casa, Canis familiaris, de
la ciudad de Chiclayo (Pert). 2015-2018

Helminto Prevalencia

Ne %
Toxocara canis 49 70.0
Trichuris vulpis 7 10.0
Ancylostoma sp. 5 7.1
Dipylidium caninum 4 5.7
Toxocara canis-Giardia lamblia ; 3525

Toxocara canis-Isospora sp.

DISCUSION

El andlisis de las muestras fecales de caninos provenientes del distrito de Chiclayo mostr6 que el
parasitismo intestinal por helmintos es alto (31.3%), aspecto que podria deberse al modo de crianza de
los perros que conduce a que se expongan a varios factores de riesgo y a que no es periodica la
desparasitacion la cual se hace de modo individual y no en masa, de manera que los suelos se vuelven
a contaminar periddicamente. Los resultados encontrados en la presente investigacion son inferiores a
los registrados por: (i) Nunton2* (87%), 40% para 7. canis y 72% para D. caninum, (ii) Vega et al22
(100.0%), 87.7% para T. canis y 4.1% para D. caninum, (iii) Minaya2° (73.2%), 41.5% para 7. canis
y 1.4% para la asociacion 7.canis-Toxascaris leonina-A. caninum'y (iv) Trillo et al?® (40.1%), 8.6%
para D. caninum, 4.3% para Taenia sp., 19.7% para 7. canis, 9.3% para A. caninum y 6.2% para T.
leonina (6,17%). Sin embargo, como ocurre cuando se investigan fenémenos biolodgicos tales como el
parasitismo, en otras investigaciones se han observado frecuencias menores a la detectada en esta
investigacion. En efecto, Cruz et al2! determinaron la frecuencia global de helmintiasis gastrointestinal
en perros pastores de la provincia de Carabaya y Lampa-Puno de 20.5% y particular de 7aenia de
14.5%, Trichuris vulpis de 2.6% y Capillaria sp de 0.9% y Aguilar?¢ determiné un 20.8% de
prevalencia de enteroparasitos en 120 perros del distrito de José Leonardo Ortiz, Chiclayo, reportando
T. canis 16%, A. caninum 12%, D. canium 8%, T. vulpis 4% y la asociacion Isospora canis-T. canis
4%, la prevalencia fue mayor en las hembras con 23.2% que en machos 17.6% y entre las edades fue
mayor en los perros de 1 a 3 afios con 28.6%. Probablemente por tratarse de la misma area, aunque en
tiempos diferentes, los hallazgos de esta investigacion son similares al estudio realizado por Carrasco?
quien efectuo el analisis coprologico de 150 perros del distrito de Chiclayo, y encontro 30.7% de
positivos, con 54.3% para 7. canis, A. caninum 10.9%, D. caninum 2.2%; con respecto al sexo,
31.4%hembras y 30.0% de machos fueron positivos y tomando en cuenta la edad, la mayor
prevalencia se hallo entre perros de 1 a 3 afios con 20% y de 5 afios a mas 11.33%.

A pesar de observarse un buen estado de los perros evaluados en esta investigacion, mas de la cuarta
parte de la poblacion canina fue diagnosticada positiva a alguna helmintiasis. L.a mayor frecuencia con
49.2% correspondio a perros menores de dos afios de edad. Asi mismo, se hall6 que mas de la mitad
de los perros eran machos en un 58% y hembras 42%, siendo que el mayor indice de parasitismo lo
presentaron las hembras con un 74.4% y los machos en un 68,0%. En investigaciones ejecutadas
previamente!”.2223 se ha observado la misma tendencia. Como se ha mencionado, en términos
generales el parasitismo es mas prevalente en hospederos mas jovenes porque tienen mas
probabilidades de infectarse y porque el sistema inmune aun no madura; mas bien la prevalencia del
parasitismo es discutible porque se han registrado variaciones y es que probablemente solo es
casuistica, ya que no hay razon para el parasitismo se relacione con el sexo. Si bien la frecuencia es
baja, debe considerarse relevante por el tipo de poblacion canina evaluada que son de casa a diferencia
de los trabajos que evaluaron animales sin duefio (callejeros) y tienen mayor riesgo de infectarse y por
los parésitos reportados que son helmintos enteroparasitos zoonoticos y de alto potencial bidtico!6.25.
El rol de algunos parasitos intestinales de perros y gatos como agentes de infecciones zoonoéticas ha
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Tabla 2. Prevalencia de factores sociodemograficos de perros de casa, Canis familiaris, de la ciudad de Chiclayo
(Peru), parasitados por helmintos intestinales. 2015-2018

Factor Sociodemografico %
Estado de salud
e Aparentemente sano 100.0
o Evidentemente enfermo 0.0
Edad (afios)
o <2a?2 49.2
e 3a4 23.2
27.5

e masde4
Forma de adquisicion

e Obsequio 52.0
e Compra 26.0
o (Cria en casa 16.0
e Recogido de la calle 6.0
Razoén de tenencia

e (usta tener perro 39.1
e Compaiiia necesaria 21.7
e Costumbre familiar 20.3
e Guardiania 12(8)
e Peticion de un hijo ’
Tipo de alimentacion

e Comida casera 51.0
e (Comida casera + raciéon comercial 38.0
e Racion comercial 11.0
Agua de bebida

e No hervida (cafio) 94.0
e Hervida 6.0
Restriccion de salida a la calle

e Si 78.3
e No 21.7
Paseo supervisado

e Si 72.0
e No 28.0
Desplazamiento en casa

e Trrestricto 68.1
e Solo en azotea 14.5
e Confinado a caseta 29
Asistencia Veterinaria

o Si 68.1
e No 31.8
Desparasitacion

e Si 78.0
e No 22.0
Frecuencia de desparasitacion

e Hace menos de un afio 82.7
e Hace mas de un afio 17.3
Lugar de defecacion

o Intradomiciliar 40.6
e Extradomiciliar 30.4
Eliminacion correcta de excretas en la calle

o Si 753
e No 24.6
Frecuencia de recojo de excretas intradomiciliar

e Diaria 73.8
e Interdiaria 11.9
e Semanal 14.3
Lugar de preferencia de defecacion

o Grass/tierra 46.4
e Piso de cemento 43.5
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sido claramente establecido desde hace varias décadas para especies como 7. gondii, T. canis,
Ancylostomideos, D. caninum, E. granulossusy T cati-2*.

Generalmente, los perros adultos aun estando parasitados no presentan sintomas clinicos, mas si son
portadores sanos, pudiendo infectar no solo a la camada sino al ambiente; por ejemplo, la presencia de
huevos de Toxocaray Ancylostoma no pueden detectarse en los perros adultos a través de un andlisis
clinico, debido a la migracién somadtica que realizan a partir de la sexta semana®!7. En este sentido, es
bueno recalcar el papel de 7oxocara en la salud canina y humana porque 7. canis es tal vez el mas
importante pardsito causante de enfermedad en el huésped humano y que tiene como fuente de
infeccion el perro y el suelo; por ello, ha sido motivo de investigaciones particulares en diferentes
partes!829.3032 y también en parques de Chiclayo3!. Las personas se infectan principalmente a través de
la ingesta de huevos eliminados por los cachorros o las hembras en la etapa final de la gestacion.
Ocurre esto con mayor frecuencia por la manipulacion de tierra contaminada. Los suelos
contaminados en parques publicos y areneros descubiertos son un riesgo para los nifios, debido a sus
habitos de juego, que involucran la manipulacion de la tierra, el llevarse las manos a la boca, y con
cierta frecuencia pica y geofagia. Ademas, existe el habito dafiino de llevar a los perros a defecar al
parque y a los nifios a jugar a los mismos sitios. Otras personas vulnerables son aquellas que tienen
contacto frecuente con suelos contaminados (ejemplo: jardineros, campesinos) o con los animales
como los criadores de perros). Es de relevancia el hallazgo de concentraciones de huevos en
diferentes estadios de desarrollo y viables, en el pelaje de perros, debido al contacto estrecho que suele
presentarse con ellos, principalmente por parte de nifios!2.28.29,

Epidemiologicamente, el sexo es un factor a considerar, ya que las hembras presentan dos estados
fisiolégicos que favorecen al parasitismo de gastrointestinales, como la gestacion, donde las
alteraciones hormonales que se dan en este periodo inducen al parecer a una disminucién inmunitaria
de las perras prefiadas y, son aprovechadas por los parasitos como 7. canis en las perras, donde las
larvas inhibidas del parasito, se activan durante la gestacion, atraviesan la barrera placentaria e
infectan al feto2%30. La hembra adulta sirve de reservorio de larvas para su descendencia y éstos a su
vez actuan como reservorios de parasitos adultos. El mecanismo que induce la reactivacion de estas
larvas latentes, tiene relacion con alteraciones hormonales, tales como la hidrocortisona, oxitocina. La
lactacion también conlleva a un efecto inmunosupresor en la hembra, debido al aumento de la
hormona prolactina, que aumenta entre 10 a 12 veces su concentracion en la sangre durante la
lactacion!3.15,

La tenencia responsable es un conjunto de deberes que adquiere una persona cuando decide tener un
animal de compaiiia a fin de asegurar la convivencia armoniosa y el bienestar de los animales y las
personas que viven con ellos y del vecindario impulso del momento. Es importante pensar primero, si
se cuenta con presupuesto para su alimentacion basica, control veterinario, educacion, espacio y
tiempo para una mejor calidad de vida de su mascota. Los resultados demuestran que el perro ha sido
siempre el animal de compania preferido del hombre. Sin embargo las razones de tenencia en la
ciudad son la compaiiia y la afectividad. Se ha sefialado que el poseer un animal doméstico se ha
convertido en una necesidad social para algunas personas y en algunos casos la unica razon®.

Los programas de desparasitacion deben iniciarse en la hembra gestante, dos semanas antes del parto
para limitar la infeccion de los fetos. Esto basado en las caracteristicas de las larvas arrestadas de 7.
canis, que cerca del parto, debido a la presencia de hormonas del parto y de la lactancia, reactivan a
estas larvas que a través de la corriente sanguinea se dirigen al feto. Los cachorros deben ser
desparasitados a partir de la segunda semana de edad y los perros adultos deben recibir tratamiento
cada seis meses, tratindose ademas los animales que vivan en el mismo ambiente!!. De acuerdo a la
OPS4 los lugares de residencia de los animales de compaiiia, deben contar con una puerta de entrada
cerrada y no deben existir otros tipos de caminos hacia otras casas, para evitar que la mascota
contraiga alguna enfermedad infecto contagiosa zoondtica. Recomienda también verificar
periddicamente el estado de las cercas perimétricas de los patios, para lograr el aislamiento de la
vivienda e impedir la libre entrada o salida de otros animales de patios aledafios y que penetren
enfermedades. Finalmente, sugiere que la importancia de la supervision del perro es para evitar que el
perro consuma basura o desperdicios, que pueden actuar como fuentes de infeccion cuando contienen
agentes infecciosos de enfermedades transmisibles con perjuicio para la salud. Los desperdicios
pueden estar contaminados con organismos no solo patdgenos para el perro sino también para el
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hombre. De todo ello, se ha creado conceptos de acuerdo al nivel de restriccion o supervision impuesta
al perro por las personas: Perro supervisado: totalmente dependiente y totalmente restringido o
supervisado. Es el perro que no sale de la casa si no es con su duefio ¢ idealmente con un medio de
sujecion que lo una directamente al propietario (correa o trailla). Perro callejero. totalmente
dependiente; semi-restringido. Es el perro que tiene duefio y hogar asociado pero que se puede
encontrar en la calle solo, constantemente o de forma temporal. Perro de vecindario. semi-
dependiente; semi-restringido o sin restriccion. Es el perro que no tiene un hogar asociado ni duefio
que se responsabilice por los problemas que pueda producir. Se asocia a un barrio y lo alimentan una o
mas personas.

Los resultados expuestos para la ciudad de Chiclayo, indican un conocimiento muy escaso sobre
zoonosis. Si lo comparamos con la poblacion urbana, de la periferia y aun rural del municipio de Santa
Clara en Cuba, donde se registré un 62%, 44% y 38% respectivamente. En general, los propietarios
espafioles de perros y gatos desconocen los riesgos que los parasitos intestinales de sus mascotas
pueden suponer para su propia salud y la de su familia. Segin los datos que aporta el estudio, el 23%
de los propietarios de perros o gatos no saben lo que es un parésito intestinal, y mas del 50%
desconoce que pueda ser causante de enfermedades en personas. Nuestra ciudad en materia de
convivencia humano-animal, vive una realidad que no difiere de otras ciudades de nuestro pais:
desordenada tenencia de animales, contaminacién ambiental por deyecciones, abandono animal,
accidentes y mordeduras, presencia de reservorios y vectores de enfermedades y es lo que refleja estos
resultados: un desconocimiento generalizado en la poblacion acerca de enfermedades zoonodsicas y
manejo adecuado de animales de compaiiia.

Aun cuando el hombre ha domesticado a esta especie desde tiempos remotos, hasta el siglo XIX sélo
se sabia que la rabia, y la peste, que genera problemas respiratorios y hemorragias en la piel, podian
ser transmitidas por el contacto con perros y ratas, respectivamente; los estudios médicos y
epidemiologicos efectuados desde entonces han multiplicado la lista de zoonosis, y los conocimientos
son tan amplios que ahora se sabe que incluso un animal saludable es capaz de transmitir una
infeccion. De las potenciales situaciones de contagio, derivadas de la presencia de los animales en un
medio comun para animales y humanos, se puede diferenciar entonces aquel contacto que de manera
voluntaria se establece, como es el caso de quienes poseen animales por un interés estimativo, y que se
ejemplifica en las mascotas o, por una circunstancia en la que media el interés econdémico y de
servicio, correspondiendo ésta a animales de trabajo, guardia o proveedores de algun producto de
consumo. Debe hacerse énfasis en la circunstancia que implica el contacto involuntario e ignorado,
resultado de la convivencia con los animales por vecindad o por el uso de espacios comunes, como
sucede en patios, calles y los parques publicos, en donde el suelo, al agua y hasta el aire, sirven para
hacer posible este contagio. Un ejemplo tipico de estos casos son las ascaridiasis atribuibles a 7. canis
y 7. felis, para las que, a través de estudios realizados en ciudades como la de México, se han
encontrado concentraciones significativas de huevos de estos parasitos en parque publicos, resultado
de la contaminacion por heces de perros en areas verdes, en donde la poblaciéon mas expuesta son los
nifios23. Sin embargo, la desinformacion generalizada en la ciudadania, con respecto a cuestiones
basicas de bienestar animal, prevencion de enfermedades y tenencia responsable, genera conductas
perjudiciales tanto para los animales como para la sociedad. Pefia et al® estudiaron las enfermedades de
mascotas en humanos y concluyeron que:...las mascotas son animales de compaiiia, pero debida a
diversas causas esta asociacion ha producido diversas y variadas enfermedades, algunas de ellas
severas y graves y otras con gran impacto en la salud publica, por ellos es importante conocerlas a fin
de prevenir y controlar algunas de ellas. En el presente trabajo se observo que menos de la mitad de
los propietarios permiten que sus mascotas defequen en la casa. Sin embargo, no todas ellas recogen
las heces, solo el 68,12% y de este grupo el 73,81% lo hace en forma diaria. Un porcentaje alto
30,43% permite que su animal defeque en la calle, y otro 30% es indiferente donde defeque. Este
resultado sefiala nuevamente el desconocimiento sobre enfermedades zoondsicas, su transmision y
prevencion.

La ausencia del recojo de heces, propicia la contaminacion ya sea de los patios o jardines de las casas
o si el animal defeca fuera de casa, se esta perjudicando las areas publicas y de juego como son los
parques y jardines, constituyéndose de inmediato en focos de infeccion y un factor de riesgo para la
salud publica. El suelo tiene una significancia particular en la ruta de transmision medio ambiental,
representando un factor de riesgo para la transmision a los humanos!2. El suelo permeable es un factor
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que favorece el desarrollo y la viabilidad de los huevos/larvas de los parasitos y otros perros. Los
perros infectados al defecar en tierra o jardines, contaminan el suelo con materia fecal, que contiene
los huevos/larvas de parasitos. Estas formas con el calor, la humedad del suelo y la sombra, maduran y
se convierten en estadios infectantes del parasito.

Las personas, principalmente los nifios, pueden ingerir los embriones del pardsito, por las manos
sucias y el polvo. Las personas inmunocomprometidas, nifios, adultos mayores y los propietarios de
mascotas deben tener conocimiento sobre el riesgo potencial de adquirir infecciones parasitarias a
partir de sus mascotas y de los sitios frecuentados por los animales!?. Los parques mejor conservados
son los mas contaminados, ya que presentan la mayor proporcion de areas con vegetacion, lo que
proporciona las condiciones Optimas de humedad, temperatura y sombra que favorecen la
supervivencia de los huevos de 7oxocara spp, y larvas de ancylostdmidos; mientras que los parques en
mal estado de conservacion, los huevos y larvas estan expuestos a la desecacion y a la accion directa
de los rayos solares que los destruirian en corto tiempo!2.13.28.3031,

El recojo de las heces debe hacerse diario para cortar el desarrollo de los huevos o larvas. Estos
cuando son eliminados necesitan un tiempo para transformarse en formas infectantes, es decir capaces
de contagiar e instalarse en los hospederos susceptible. Una vez que los huevos, fuentes de infeccion,
son depositados junto con las heces, la limpieza y sanidad asumen una importancia vital para la
prevencion de infecciones/reinfecciones de los perros. Lo recomendable es que las heces sean
removidas diariamente y nunca deben ser dejadas por recoger en los locales donde los animales o las
personas pasan el tiempo. Con relacion a los factores condicionantes generales, los parasitos
gastrointestinales, tiene como principal factor comun, decisivo para su existencia y difusion, la
necesidad de un alto grado de “fecalismo ambiental”.

Las heces de los animales de compaiiia son un material biolégico altamente contaminante en todas
las ciudades, donde los parasitos pueden ser viables durante largos periodos de tiempo. No recoger las
heces de los perros es altamente peligroso para la salud publica, ya que los parasitos que contienen
pueden ser viables durante largos periodos de tiempo. Extremar los habitos de higiene cuando se
convive con una mascota puede minimizar los riesgos de contraer ciertas zoonosis.

Los propietarios en un alto porcentaje 75,36% manifestaron eliminar las heces en los basureros
publicos, sin embargo un 25% lo hace en la via publica. Nuevamente se refleja la falta de
conocimiento de las enfermedades zoonosicas y su impacto en la salud publica. La importancia de
realizar una correcta eliminacioén de heces caninas, no s6lo es por las molestias que estos excrementos
causan en las ciudades (mal olor y aspecto), sino por el riesgo sanitario que pueden provocar en caso
de que los animales no estén correctamente desparasitados. Desde el punto de vista sanitario, la
eliminacion de las heces de la via publica evita el contagio de enfermedades zoonosicas!-3. Las heces
del perro son tdxicas para el césped, provocando quemaduras y decoloracion antiestética, pero mas
alla del césped, se ha estimado que un solo gramo de excremento de perro puede contener 23 millones
de bacterias coliformes fecales, que son conocidos por causar calambres, diarrea, enfermedades
intestinales y trastornos graves de rifion en los seres humanos3-3!. En conclusion: (i) existen riesgos
para la salud de las familias de la ciudad de Chiclayo que poseen perros con helmintos
gastrointestinales zoonosicos, (ii) los parasitos gastrointestinales con potencial zoondtico reportado en
perros domiciliarios estan asociados con factores sociales como habitos de higiene, falta de tenencia
responsable de caninos y falta de conocimiento de las posibles enfermedades que pueden adquirir por
la tenencia de animales de compaiiia, (iii) los médicos veterinarios pueden desempeiar un papel
importante en la educacion de sus clientes, (iv) se requieren una atencién a las zoonosis parasitarias
desde una perspectiva integral, que mas alla de una casuistica, considere sus determinantes para lograr
un proceso de evaluacion y seguimiento mas real de estas parasitosis, elementos necesarios para la
implementacion de un modelo de vigilancia epidemiologica de las infecciones parasitarias en caninos
domiciliarios y (v) es necesaria una mayor integracion entre las autoridades sanitarias de Salud Publica
con los Médicos Veterinarios con el propdsito de trazar politicas publicas, para el control
epidemiologico del parasitismo de animales de compaiiia.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la temperatura en el ciclo de desarrollo de Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), en condiciones de laboratorio. El trabajo se realizo en el laboratorio de
Crianza de insectos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo, de febrero a
agosto del 2016. Se utilizaron los adultos y huevos de G. mellonella, se acondicionaron cdmaras climaticas para
regular las temperaturas de 25°C, 29°C, 33°C y a temperatura ambiente 21°C, con tres repeticiones por cada una
de las temperaturas. El registro de temperatura se realizé por medio de un termohigrometro VWR, se empled el
disefio experimental completamente al azar. Los resultados mostraron que la duracion del ciclo de desarrollo de
G. mellonella fue que a menor temperatura (temperatura ambiente de 21°C) la duracion del ciclo de desarrollo de
Galleria mellonella L. fue mayor (87.8 dias) y a mayor temperatura (33°C) la duracién del ciclo de desarrollo fue
menor (45.85 dias). La duracion del periodo de incubacion, estado larval, estado pre-pupa y pupa a mayor
temperatura fue de 6.91, 27.16, 1.21, 10.57 dias a 33°C y a menor temperatura fue de 12.85, 51.89, 2.53 y 20.53
dias a temperatura ambiente.

Palabras clave: Ciclo de desarrollo, Galleria mellonella, temperatura.

ABSTRACT

The objective of this work was to determine the effect of temperature in the development cycle of Galleria
mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae), under laboratory conditions. The work was carried out in the laboratory
of Insect Breeding of the Faculty of Biological Sciences of the National University of Trujillo, from February to
August 2016. The adults and eggs of G. mellonella were used, climatic chambers were conditioned to regulate
the temperatures of 25 ° C, 29 ° C, 33 ° C and at room temperature 21 ° C, with three repetitions for each of the
temperatures. The temperature record was made by means of a VWR thermohygrometer, the experimental
design was used completely at random. The results showed that the duration of the development cycle of G.
mellonella was that at a lower temperature (ambient temperature of 21 © C) the duration of the development
cycle of Galleria mellonella L. was higher (87.8 days) and higher temperature (33 °) C) the duration of the
development cycle was shorter (45.85 days). The duration of the incubation period, larval stage, pre-pupal stage
and pupa at higher temperature was 6.91, 27.16, 1.21, 10.57 days at 33 ° C and at a lower temperature was 12.85,
51.89, 2.53 and 20.53 days at room temperature.

Keywords: Development cycle, Galleria mellonella, temperature.



INTRODUCCION

Galleria mellonella L. (Lep.: Pyralidae) “polilla mayor de la cera”, se distribuye ampliamente en
todo el mundo, excepto en climas muy frios y en grandes altitudes!. La actividad de los adultos
comienza en primavera y continta gran parte del verano, aunque en paises tropicales puede continuar
desarrollandose durante todo el afio2. Las polillas ovipositan preferentemente en lugares oscuros, con
poca ventilacion o en colmenas débiles, presentando preferencia por los panales viejos y oscuros3. Es
considerada una de los mayores enemigos de las colonias de abejas, ya que en su fase larvaria
destruye, de forma significativa, los panales y se encuentra distribuida en todas las regiones de mundo
donde se practica la apicultura?.

A pesar de la importancia de la “polilla mayor de la cera” en la industria apicola, también se
investiga mucho mas como un organismo modelo para estudios en Fisiologia de insectos,
la Genomica, la Protedmica, entre otros. La “polilla mayor de la cera” es considerada un insecto 1til,
ya que sus larvas son comercializadas en Estados Unidos y Europa para la alimentacion de peces y
aves’. Las larvas de G. mellonelia, son utilizadas como hospederos alternativos para la produccion de
parasitoides y otros enemigos naturales de plagas perjudiciales para los agroecosistemass, la exigencia
cada vez mayor del uso racional y selectivo de pesticidas por parte de los mercados internacionales ha
impulsado el desarrollo de un programa de manejo integrado en el que se emplea practicas
agronomicas, etoldgicas y biologicas en este rubro la crianza de insectos’. En también en Brazil, se
utilizo6 larvas del V estadio para la produccion artificial de Lixophaga diatracae (Towns)s.

El comportamiento y desarrollo de las poblaciones de insectos, tanto de hospederos como
parasitoides, estan influenciados por varios factores abidticos entre ellos la temperatura, humedad y
luz y biodticos como los organismos herbivoros, la calidad y las caracteristicas de las plantas
hospederas®. Entre los factores abidticos, uno de los mas importantes es la temperatura. Esta es la que
determina los limites de las actividades bioldgicas de los insectos, de tal manera que las temperaturas
optimas y los umbrales maximos y minimos pueden ser estimados para todos los procesos principales
de la vida de los insectos. Sin embargo, los requerimientos térmicos pueden ser diferentes segun las
especies y las etapas de desarrollo!0.1!,

Neiral? registro que el ciclo biologico de G. mellonella varia de acuerdo a las condiciones de
temperatura, pudiendo ser de 30 a 60 dias a 22° C!2, La duracion del ciclo de vida de G. mellonella
disminuye a medida que se incrementa la temperatura!?; sin embargo, no se ha investigado con detalle
tal influencia en cada estadio d desarrollo y en circunstancias distintas a su medio natural.

Se debe considerar que el conocimiento sobre los efectos de la temperatura sobre los diferentes
estados de desarrollo de los insectos es un elemento importante para la definicion de las estrategias de
crianza y control. Este conocimiento, cuando se aplica a G. mellonella, permitira determinar el tiempo
de desarrollo a diferentes temperaturas. Por lo que el objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de la temperatura en el ciclo de desarrollo de Galleria mellonella L., en condiciones de
laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Lugar de ejecucion:

El trabajo se llevo a cabo, en el Laboratorio de Crianza de insectos. Pabellon “Antonio Samanamud
Romero” 304. Ciudad Universitaria — UNT. Av. Juan Pablo II s/n., distrito de Trujillo, provincia de
Trujillo, departamento de La Libertad, entre los meses de febrero a agosto del 2016.

Obtencion del material bioldgico:

Los adultos y huevos de G. mellonelia que se utilizaron en el trabajo de investigacion provienen de
crianza masal del laboratorio de control bioldégico del Servicio Nacional de Sanidad Agraria -
SENASA.

Preparacion de la dieta:

En un recipiente se coloco el alimento de mascota “Mimaskot” molida junto con el afrecho de trigo,

al cual se le agregd miel de azicar rubia agitando constantemente hasta obtener una mezcla ligosa.
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Efecto de la temperatura:

Los experimentos fueron realizados en laboratorio, donde se acondiciond camaras climatizadas para
regular las temperaturas de 25° C, 29° C y 33° C y a temperatura ambiente con tres repeticiones por
cada una de las temperaturas. El registro de la temperatura se realiz6 por medio de un
Termohigrometro VWR.

Ciclo de desarrollo:
Colecta de posturas y acondicionamiento de huevos

Se colect6 a diario huevos de G. mellonella y se acondicionaron en recipientes de plastico de 500
mL, aproximadamente de 0,4 g de huevos con 4 g de polen por un periodo de 8 dias, cumplido el
tiempo se agregd 500 g de dieta por un periodo de 7 dias.

Para determinar el periodo de incubacion de G. mellonella, se inici6 con una unidad experimental
constituida por 20 huevos recién ovipositados, ubicados en una placa petri sobre un papel filtro
humedo. Estos se incubaron a las diferentes temperaturas 25° C, 29° C, 33° C y a temperatura
ambiente, hasta su eclosion, para cada temperatura o tratamiento se tuvo tres repeticiones.

Crianza de larvas

Para las observaciones sobre el estado de larva de G. mellonella, se colocd una larva de un dia de
edad en un recipiente con la dieta preparada, lo que constituye la unidad experimental. El experimento
se inicid con 20 larvas para cada temperatura y diariamente se tom6 la medida de la longitud de su
cuerpo, la cual se midié con la ayuda de una regla milimetrada, para este estado se registro el tiempo
que tomo la larva en cambiar de estadio.

Acondicionamiento de pre-pupa y pupa

Se coloco una pupa en un recipiente de 4.5 x 4.6 x 2.3 cm sobre un papel filtro, el experimento se
inicié con 20 pupas por cada temperatura o tratamiento y se registrd el tiempo de duracion de este
estado.

RESULTADOS

En la Tabla 1 y Fig. 1, se presentan la duracién promedio del ciclo de desarrollo de G. mellonella L.
Se observo que el ciclo de desarrollo de G. mellonella es mas corto a medida que se incrementa la
temperatura, siendo el mayor promedio de duracion de 87.80 dias a 21° C y el menor promedio de
duracion de 45.85 dias a 33° C, que fue la mayor temperatura.

En la Tabla 2, se presenta la duracion promedio de cada estado de G. mellonella. Se observéd que el
periodo de incubacion varia de 6.91 a 12.85 dias a 33° C y temperatura ambiente. El menor tiempo de
duracion del estadio de pupa fue de 1.21 dias a 33° C.

En la Fig. 5, se presenta la duracion promedio de cada estadio larval de G. mellonella. Se observo
que 33° C el desarrollo de cada estadio fue en menor tiempo a comparacion a la de 21° C que tuvo
mayor tiempo de desarrollo.

Tabla 1. Duracion promedio en dias del ciclo de desarrollo de Galleria mellonelia L. a temperatura ambiente
(21°C), 25° C, 29° Cy 33°C.

Tratamiento Promedio * DS
T. ambiente (21° C) 87.80 £2.92
25°C 70.36 £2.57
29°C 60.81 £2.38
33°C 45.85+2.27
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Fig. 1. Duracion promedio en dias del ciclo de desarrollo de Galleria mellonella L. a temperatura ambiente, 25°
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Fig. 2. Ciclo de desarrollo de Galleria mellonella L. en condiciones de laboratorio.

Tabla 2. Duracion promedio en dias de los estados de desarrollo de Galleria mellonella L. a temperatura
ambiente, 25° C, 29° C y 33°C.

ESTADO T. ambiente 25°C 29°C 33°C
Huevo 12.85+£0.75 10.90 + 0.54 8.93 +0.68 6.91 £0.37
Larva 51.89 £3.01 41.92+2.94 37.01 £2.88 27.16 +2.80

Pre Pupa 2.53+£0.27 2.23+0.21 1.85+0.17 1.21 +£0.11
Pupa 20.53 £2.01 1531 +1.88 13.02 +1.67 10.57 £1.51
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Fig. 3. Promedio de la duracion en dias de cada estadio larval de Galleria mellonella L. a temperatura ambiente,
25°C,29° Cy33°C.

DISCUSION

En la Tabla 1 y Fig. 1, se observa, el tiempo total de duracion de los estados biologicos de G.
mellonella a temperatura ambiente fue de 87.80 dias, a 25° C fue 70.36 dias, estos resultados se
asemejan a los obtenidos en Cuba, donde se encontré que el ciclo de desarrollo de G. mellonella a 20°
C y 25° C y tuvo una duracion total de 89.10 y 71.25 dias, respectivamente!4. A temperatura de 29° C
fue de 60.81 dias muy cercano con Ozer!s, que menciona que a 29° C el ciclo de desarrollo fue de
59.67 dias. A la temperatura de 33° C tuvo un promedio de duracion de 45.85 dias. En los resultados
obtenidos, se ha encontrado una relacion inversamente proporcional entre la temperatura y la duracion
del ciclo de desarrollo!e.

En la Tabla 2 se observa, que el periodo de incubacion de la polilla tuvo un promedio de 12.85,
10.90, 8.93 y 6.91 dias para temperatura ambiente, 25° C, 29° C y 33° C respectivamente, estos
resultados son similares a los registrados por Abid ef al !7 quienes registraron que la duracion del
estado de huevo fue de 13.6 dias a 22° C. Asimismo, Cardoso et al. '8 mencionan que el periodo de
incubacion fue de 8.3 dias a 29° C y de 6.8 a 32° C.

El estado larval fue influenciado por la temperatura y tuvo un promedio de 54.42, 44.15, 38.86 y
28.37 dias para temperatura ambiente, 25° C, 29° C y 33° C respectivamente (Tabla 2), estos
resultados son similares a los registrados por Marston y Campbell!4, quienes evaluaron el crecimiento
larvario de G. mellonella en dietas alternativas expuestos a diferentes temperaturas y registraron que la
duracion del estado larvario es de 56.97, 41.07 y 30,4 dias a temperatura ambiente, 21° C, 29° C y 33°
C respectivamente. Por lo contrario- cuando evalu¢ el ciclo biologico de G. mellonella en condiciones
controladas de temperatura y fotoperiodo de 16:8 horas de oscuridad: luz, demostré que la duracion
del estadio larvario fue de 74.41, 50.27 y 23.4 dias a temperatura ambiente, 25° C, 29° C y 33° C
respectivamente!®, probablemente, en este estudio las larvas estaban expuestas a un periodo de luz lo
cual pudo afectar el desarrollo larvario, por ser G. mellonella un insecto de habitos nocturnos2.

En la Fig. 3, se presenta la comparacion en la duracion de los diferentes estadios larvales en las
temperaturas evaluadas, se observo que las larvas de G. mellonella pasaron por seis estadios,
resultados semejantes a los obtenidos por Zenner y Posada?!, quienes en su investigacion observaron
que las larvas de esta especie pasaron por seis estadios a 25° C, 29° C y 33° C; Realpe et al.'3, cuando
utilizaron larvas para la produccion de nematodos entomopatogenos observaron que esta especie
pasaron por seis estadios. Sin embargo, este dato difiere con los datos obtenidos por Cardoso ef al.!8,
en el cual las larvas fueron alimentadas con harina de trigo, levadura, miel procesada y cera sélida; y
observaron que a 20° C las larvas de G. mellonella pasaron por siete estadios, mientras que a 25 y 30°
C pasaron por ocho estadios, probablemente esta dieta tendria un alto valor nutricional ya que se
utilizaron ingredientes que forman parte de la dieta natural de G. mellonella. Sin embargo, cuando se
evaluo el efecto de diferentes dietas en la produccion de larvas, registro que G. mellonella paso por
siete estadios larvarios?2. Cabe anotar que el niimero de estadios en los insectos puede variar como
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respuesta a factores como la disponibilidad, la cantidad y calidad de alimento ya que de esto va a
depender el estado nutricional y tendrian un efecto directo sobre el rendimiento y la calidad de las
larvas23.

En el estado biologico de pre-pupa y pupa, la tendencia general de la duracion en estos estados es
igual a la observada en el estado de huevo y larva, con una disminucion en dias a medida que aumenta
la temperatura. La duracion del estado de pre-pupa fue de 2.53, 2.23, 1.85 y 1.21 dias para
temperatura ambiente, 25° C, 29° C y 33° C, y la duracidén del estado de pupa fue de 20.53, 15.31,
13.02 y 10.57 dias para temperatura ambiente, 25° C, 29° C y 33° C, respectivamente, estos
resultados se asemeja al obtenido por Brar ef a/24, encontraron que la duracion del estadio de pupa es
de 18.2 dias a 22° C y 12.2 dias a 31° C. No obstante, esos datos difieren de los obtenidos por
Molina y Lopez?> quienes encontraron que la duracion de este periodo es de 6.5 a 7.8 dias a una
temperatura de 32° C.

Las diferencias encontradas en el ciclo de desarrollo de G. mellonella a temperatura ambiente, 25° C,
29° C y 33° C, se deben a factores fisicos y biologicos principalmente como se ha mencionado la
temperatura, lo que también coincide con Kopacek ef al2¢, que este factor determinaria el tiempo de
duracion del ciclo de desarrollo. De igual manera otro factor que influiria seria los estimulos quimicos
generados por el insecto tales como gradientes de temperatura?’. Estas diferencias en el ciclo de
desarrollo de G. mellonella también se pueden atribuir a los mecanismos de defensa de cada insecto al
estar expuestos a diferentes temperaturas?s. En conclusion: (i) a menor temperatura (temperatura
ambiente de 21°C) la duracion del ciclo de desarrollo de Galleria mellonella L. fue mayor (87.8 dias) y
a mayor temperatura (33°C) la duracion del ciclo de desarrollo fue menor (45.85 dias), (ii) la duracion
del periodo de incubacion, a mayor temperatura fue de 6.91 dias a 33° y a menor temperatura
ambiente a 21° C fue de 12.85 dias a temperatura ambiente, (iii) la duracion del estado larval, a mayor
temperatura fue de 27.16 dias a 33° C y a menor temperatura ambiente a 21° C fue de 51.89 dias a
temperatura ambiente y (iv) la duracion del estado de pre-pupa y pupa, a mayor temperatura fue de
1.21 y 10.57 dias a 33° C y a menor temperatura a 21° C fue de 2.53 y 20.53 dias a temperatura
ambiente.
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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo caracterizar la pesqueria de Odontesthes regia regia en Puerto Casma,
Ancash desde el afio 2010 hasta el 2015; la informacion procesada fue obtenida en Puerto Casma. El mayor
desembarque de esta especie se observo en el afio 2010, luego disminuyo bruscamente en el 2011, para
posteriormente a partir del 2013 mostrar una tendencia a estabilizarse. La flota utilizada fueron lanchas con una
capacidad de bodega entre 6 y 12 T, botes entre 1 y 5 T y chalanas de 0,7 y 08 T, equipadas con redes de cerco y
cortina las lanchas y los botes, mientras que las chalanas solo operaron con red cortina. El nimero de tripulantes
por lancha vario entre 5 y 6, los botes entre 1 y 5 y las chalanas entre 1 y 2. Las zonas de pesca fueron 26 siendo
las mas frecuentes y con mayores desembarques el Frio, Punta Gorda, Batan, Bernardino, Isla Blanca, el Huaro,
la pampa y Rincén Pifios.

Palabras Clave: Pesqueria, Odontesthes regia regia, Casma, Ancash.

ABSTRACT

The objective of this research was to characterize the fisheries of Odontesthes regia regia in Port Casma,
Ancash, since the year 2010 to 2015, the processed information was obtained from Port Casma the mayor landed
this specie was in the year 2010, later diminished quickly in 2011, then since 2013 to show a tendency to
stablished. The fleet used was launches with a hold between 6 and 12 T, boats between 1 and 5 T and scows of
0,7 and 0,8 T, equipped whit ring and courtain nets. The crews umber for launch was 5 and 6, the boats between
1 and 5 and scows between 1 and 2. The most fishing zones were 26 and with the most landings the Frio, Punta
Gorda, Batan, Bernardino, Isla Blanca, the Huaro, the Pampa and Rincon Pifios.

Keywords: Fishery, Odontesthes regia regia Casma, Ancash.



INTRODUCCION

El mar peruano se extiende de norte a sur en una franja litoral de 3080 Km, abarcando una superficie

de 960 000 Km2, de esta superficie la franja paralela a la costa (hasta 20 millas aproximadamente),
constituye el area de actividad pesquera artesanal, en la cual se obtienen una variedad de recursos!.
Este se encuentra ubicado en el area de afloramiento mas importante del mundo, tiene niveles de
productividad no superados por ningun otro ecosistema marino, y que son la base de una inmensa
cadena trofica lo que favorece el desarrollo de grandes volimenes de recursos pesqueros?.
La pesqueria artesanal en el Perti es una actividad que se remonta a épocas prehispanicas, tal como se
aprecia en las diferentes manifestaciones culturales de las épocas pre-incas e incas; esto significa que
el poblador peruano desarrolld una tecnologia de extraccion, conservacion y utilizacion de los
recursos, lo cual ha permitido que el pescador artesanal tenga un conocimiento innato sobre el
comportamiento y disponibilidad de los recursos en funcion de los cambios en el ambiente,
aprovechando éstos cuando le son mas accesibles3.

Durante el 2010, el desembarque de la pesqueria artesanal fue de 757 607 t lo que significé 21,2 %
de incremento con respecto al 2009. De este total, 49,4 % fueron peces (373 897 t); 48,8 %
invertebrados (369 307 t), 14 117 t de algas y 286 t de ovas de pez volador4. Dentro de estos recursos
que sustentan la pesqueria artesanal en el Peri se encuentra la especie (Odontesthes regia regia,
conocida como el pejerrey, es una especie pelagica costera que se encuentra en el mercado en el
mercado interno es bastante aceptada por el agradable sabor y buena textura de su carne.

Berrt et, al’ identificaron en Puerto Casma 16 especies de invertebrados comerciales y 40 especies

de peces, asi como praderas de macroalgas y fauna asociada, indicando que la comunidad pesquera
artesanal del litoral de este Puerto sustenta mayormente su actividad en peces y moluscos como
Pejerrey, lorna, anchoveta, machete, cabinza y lisa, calamar, caracol negro, pulpo y lapa. Asi mismo
mencionan que los registros de capturas durante el afio 2004, sefialan que los peces mas importantes
por sus volimenes de captura fueron: O. regia regia “pejerrey” (39,48%), Sciaena deliciosa “lorna”,
Engraulis ringens “anchoveta”, Ethmidium maculatum “machete”, Isacia conceptionis “cabinza”,
Mugil cephalus “lisa” y Paralichthys adspersus “lenguado”.
IMARPES¢ indica que en Puerto Casma las principales especies icticas que sustentan la pesca
artesanal son, teniendo en cuenta sus desembarques, O. regia regia, Paralonchurus
peruanus “coco”, M. cephalus, S. deliciosa y E. maculatum. O. regia regia es una especie
perteneciente a la familia Atherinopsidae’, que tiene gran demanda en el consumo humano debido a
su bajo costo, es de habitat relativamente costero y habita sobre fondos arenosos cercanos a las playas,
es de amplia distribucion de preferencia al norte y centro del litoral peruano.

La presente investigacion, estuvo orientada a caracterizar la pesqueria de Odontesthes regia
regia “pejerrey” durante los ultimos 5 afios tiene con la finalidad conocer como se esta desarrollando
la pesqueria de este recurso, y pretende sentar las bases cientificas para una optima gestion de la
pesqueria, asegurando una pesca responsable y sostenida a través del tiempo, lo que permitird aportar
fuente de proteinas a la poblacion de Puerto Casma.

MATERIAL Y METODOS

La recoleccion de informacion se realizo en Puerto Casma, ubicado entre 9°28'01" Latitud Sur y
78°24'00" Latitud Oeste, perteneciente al distrito Comandante Noel de la provincia de Casma,
departamento de Ancash (Fig. 1).

Los desembarques de pejerrey se procesaron por aflo y estacion, para determinar las variaciones a
través del tiempo, asi mismo se identificd las zonas de pesca, los desembarques por cada zona, para
estimar las zonas que aportaron los mayores desembarques y estimar el porcentaje de cada una de
ellas, a través del tiempo, asi como las zonas mas frecuentes de pesca.

Se identificaron las embarcaciones y se clasifico de acuerdo a su capacidad de bodega, el numero de
tripulantes por embarcacion y los artes de pesca utilizados en la captura de pejerrey, segin Tresierra et
als.

La informacion fue organizada en tablas y graficas utilizando el Programa Computacional Excel y
para la redaccion el Programa Computacional Word 2011.
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Fig. 1. Ubicacion geografica de la Zona de
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RESULTADOS

Los desembarques de pejerrey en el periodo comprendido entre el 2010 y el 2015 presentd una
tendencia a disminuir a través del tiempo, observandose un alto desembarque en el afio 2010, luego
una disminucion brusca hacia el afio 2011 y luego aparece una ligera recuperacion para el afio 2012;
sin embargo, a partir del 2013 sus desembarques tienen la tendencia a estabilizarse (Fig. 2).

Los desembarques mds altos de esta especie se observaron en la estacion de invierno durante los
afios 2010 y 2014, para los afios 2011 y 2012 los mayores desembarques corresponden a la estacion de
otoio, en el 2013 en el verano y 2015 fue en la estacion de primavera (Fig. 2).

La captura de pejerrey en puerto Casma se realiza con chalanas, botes y lanchas (Fig. 3), siendo los
botes las embarcaciones que estuvieron presentes durante los cinco afios, la capacidad de bodega de
los botes vario entre 1 y 5 toneladas, a excepcion de afio 2012 en la que la capacidad de bodega estuvo
comprendida entre 3 y 5 para el verano y entre 2 y 5 toneladas para la estacion de primavera (Tabla 1).

Las lanchas tienen una capacidad de bodega que varia entre 6 y 12 T y en la estacion de primavera
de los afios comprendidos entre el 2010 y 2013 no participaron de la captura de este recurso, asi como
en el verano del afio 2011 y 2012. Las chalanas, por su parte, tienen una capacidad de bodega
comprendida entre 0,7 y 0,8 T y estuvieron presentes en otofio, invierno y primavera del 2013 y
verano y primavera del 2014 (Tabla 1).

El nimero de tripulantes en las lanchas varid entre 5 y 6 y la captura lo realizaron solo con red de
cerco, mientras que los botes su ntimero de tripulantes vario entre 1 y 6 cuando operaban con red de
cerco y 1 a 2 cuando la captura se realiz6 con red cortina y en las chalanas que solo capturaban con red
cortina el nimero de tripulantes vario entre 1 y 2 personas por embarcacion.

Las zonas de pesca fueron 26 y las que aportaron mayor captura en el afio 2010 fueron el Frio, Punta
Gorda ¢ Isla Blanca, en el 2011 el Frio y el Batan, 2012 la zona de pesca fue el Huaro, Punta Gorda y
Rincon pifios, 2013 fueron Bernardino, Punta Gorda y el Huaro, 2014 Bernardino, el Huaro y la
Pampa y en el 2015 fueron Bernardino, el Frio y el Huaro (Tabla 2). Estas zonas de pesca ademas de
ser las mas frecuentadas son las que mayores capturas han aportado durante los cinco afios.
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Fig. 2. Variacion anual de desembarques de Odontesthes regia regia “pejerrey”, procedente de Puerto Casma
(Pern). 2010-2015,
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Fig. 3. Variacion estacional de desembarques de Odontesthes regia regia “pejerrey”, Puerto Casma (Pert).
2010- 2015.
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Fig. 4. Embarcaciones pesqueras dedicadas a la pesca artesanal en Puerto Casma, durante el periodo 2010 —
2015.

Tabla 1. Capacidad de bodega (Ton) y presencia de embarcaciones por estacion y por afio en la captura de
Odontesthes regia regia “pejerrey”’, Puerto Casma (Pert) del 2010 al 2015.

Afio VERANO OTONO INVIERNO PRIMAVERA
B L Ch B L Ch B L Ch B L Ch
2000 1-4 6 - 1-4  6-12 - 1-5 12 - 1-5 - -
2011 1-5 - - 1-5  6-7 - 1-4 - - 1-4 - -
2012 3-5 - - 1-5 6 - 1-5  7- - 2-5 - -
12
2013 1-5 6 - 1-5 - 07 1-5 7 0,7 1-5 - 0,7
2014 1-5 6 07 1-5 12 - 1-5 6-7 08 1-5 6-7 07
20015 1-5 6 - 1-5 12 - 1-5 6-7 07 1-5 - -

B=bote, L= lancha Ch= Chalana, -= negativo
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Tabla 2. Zonas de pesca y capturas de Odontesthes regia regia “pejerrey” en Puerto Casma, Ancash (Peru),
durante el periodo 2010 — 2015.

ZONAS DE PESCA DESEMBARQUES (Kg)

2010 2011 2012 2013 2014 2015
Batan / Perez 10 3619 13052 147 - 239
Batea 27 579 3473 5559 1771 2931
Bernardino - - 956 52460 93293 51893
Bocana del rio - - 26 88 - -
Cajero 895 3010 6578 4721 4915 2173
Campanario 475 - 25 25 - -
El Faro 6241 - 1 - - 3592
El Frio 967345 90625 9040 14 - 27023
El Arco/Gramita/Pta.Cruz - - 1480 50 - 55
El Huaro 7050 - 124505 9040 23610 21459
Escaleria 8182 - - - - 250
Isla Blanca 18869 134 3403 471 1678 1421
Isla Tortuga = = - - 200 4127
Islote la Viuda - 475 - 400 - -
La Fortuna 9 - - - 194 50
La Lobera / Loberia 211 21 8840 7885 949 3854
La Pampa 835 2391 1486 3687 23589 14623
Los Chivatos - - 458 7148 125 880
Mongon 950 125 63 1339 1275 749
Palo Parado 25 1625 781 18 -
Punta Gorda 30380 538 22833 9566 1725 2365
Punta Infiernillo 2025 1375 - - 146 937
Punta Mongoncillo - - 2056 - - 361
Punta Pifios 1027 5 4636 72 - 646
Rincon Pifios 28 - 15840 257 - -
Salitre 113 - - - - -

DISCUSION

En Puerto Casma, la pesqueria artesanal esta sustentada por una variedad de especies, de las cuales
segun IMARPE!3 la especie mas representativa en las capturas de recursos costeros fue la “lisa” con
un volumen de extraccion de 2340 toneladas, representando el 35,3 % del total capturado, seguido del
"pejerrey” y “lorna” (1834 y 1430 toneladas), que representaron el 27,2 y 21,2 %, esto se observa
durante el periodo de estudio donde El “pejerrey” estuvo presente y presento desembarques
significativos.

Las variaciones de los desembarques en el periodo 2010 — 2015 puede explicarse por los factores
ambientales y por el uso de las redes de cerco, la cual al no ser selectiva captura los ejemplares sin
tener en cuenta la talla minima de captura de esta especie (16 cm). Veneros!0 indica que la captura
indiscriminada de las tallas mas pequefias de las especies, puede provocar una serie de consecuencias
en la estructura de la poblacion, lo cual se traducen en la disminucion de la captura y por ende en los
rendimientos pesqueros.
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Las embarcaciones utilizadas en Puerto Casma fueron botes, lanchas y chalanas, de las cuales los
botes son los mas utilizados, seguidos de las lanchas y chalanas, que son las embarcaciones propias
para esta actividad, segun el Reglamento de la Ley General de Pesca, asi mismo Wosnitza-Mendo3
indica que la pesca artesanal en el Per, opera normalmente entre las 10 — 20 millas con
embarcaciones no mayor de 30 TM de capacidad.

El nimero de tripulantes por embarcacién fue mayor en las lanchas y botes y mas en aquellos que
utilizaron red de cerco para la captura, esto para poder operar la red, en las chalanas el numero de
tripulantes fue de 1 a 2 debido a que usaron solo redes cortina y ademas por el poco espacio en la
embarcacion, esto coincide con lo sefalado por Teran!! quien indica que para poder realizar una buena
maniobra en una chalana se debe llevar como maximo dos tripulantes.

Algunas de las zonas de pesca mas frecuentes de captura de esta especie coinciden con lo reportado
con Berrt et, al. (2005) quienes reportan, ademas a Loberia, Infiernillo, Mongon, Tortugas y chivatos,
lo que confirma que las zonas de pesca persisten a través del tiempo. En conclusion: (i) los
desembarques de pejerrey tienen una tendencia a disminuir a partir del afio 2011, (ii) la flota utilizada
para la extraccion de estuvo constituida por lanchas, botes y chalanas, (iii) las redes utilizadas en la
captura fueron la red de cerco y cortina y (iv) las zonas de pesca mas frecuentes y con mayor volumen
de desembarques fueron el Frio, Punta Gorda, Batan, Bernardino, Isla Blanca, el Huaro, la pampa y
Rincon Pifios.
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Guia para los autores

La revista REBIOL es el 6rgano oficial de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de Trujillo que publica investigaciones en los diversos campos de las Ciencias Biologicas y
afines. Se admiten investigaciones cientificas y tecnoldgicas que no estén publicados parcial ni
totalmente o en estado de revision en otro medio de publicacion. La recepcion de los informes es
permanente y la prioridad de su publicacion se hard de acuerdo al orden en el que fueron aceptados y
aprobados. La publicacion se realizard luego de ser sometido a un arbitraje andénimo por personas
versadas.

Naturaleza de los informes.

Se acepta para publicaciones solo aquellos informes de las categorias siguientes: a) trabajos
originales, que son informes completos, orientados al registro de hechos o fenomenos y al desarrollo
de conceptos (generalizaciones, leyes o teorias; b) notas cientificas, que son articulos cortos, sobre
asuntos muy especificos, que aportan al conocimiento, pero no necesariamente al desarrollo de
conceptos, cuyos resultados son dificilmente verificables, debido a que son hechos o fenomenos muy
esporadicos o la muestra es muy dificil de encontrar (también puede prepararse de esta manera sobre
nuevos métodos, técnicas y aparatos y redactados de modo que no es posible su repeticion por razones
de propiedad industrial y otros; y c) revisiones o monografias, que son informes criticos en los que
se reunen, analizan y discuten informaciones ya publicadas y relativas a un solo tema.

Preparacion del manuscrito

Los manuscritos deben ser redactados de modo impersonal, en una extension maxima de 20
paginas para los trabajos originales, 10 para las notas cientificas y 35 para las revisiones
bibliograficas. Deben ser escritos a doble espacio, con margenes de 3 cm a cada lado.

Se recomienda evitar errores gramaticales y de puntuacion en el texto y seguir las normas
internacionales relacionadas con la escritura de los nombres cientificos, de numeros, de simbolos o
abreviaturas de prefijos de pesos y medidas, matematicos, estadisticos y quimicos. Ademads, no se debe
escribir palabras completamente con mayuscula, salvo para siglas y en las figuras.

Estructuracion del manuscrito.

Los trabajos originales y las notas cientificas deben estructurarse en este orden: titulo (en espafiol
e inglés, de una extension aproximada a no mayor de las 20 palabras, sin abreviaturas, férmulas
quimicas ni autores de taxa cientificos), autor(es) y direccion(es), resumen y abstract (en un solo
parrafo y extension aproximada a las 200 palabras), introduccion, material y métodos,
resultados, discusion, reconocimientos (opcional y so6lo a personas que han contribuido
significativamente a la investigacion), referencias bibliograficas), tabla(s) y/o figura(s) (opcional)
y leyendas de figuras. Con las mismas caracteristicas, las revisiones, por su lado, deben estructurarse
en este orden: titulo, autor(es) y direccion(es), tabla de contenidos, introduccion, topicos de
revision, reconocimientos (opcional), referencias bibliograficas, tablas y figuras (opcional) y
leyendas de figuras.
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Las referencias y las citas bibliograficas deberan estructurase acogiéndose a uno de los
sistemas internacionales, de preferencia el de Vancouver. Las tablas solo deben tener tres
lineas horizontales y ninguna vertical, un titulo claro y entendible por si mismo, sin necesidad
de recurrir al texto y precedido de un nimero arabigo.

Descripcion de los procedimientos para el manejo de los manuscritos

Los autores enviaran sus manuscritos al Editor (cjara@unitru.edu.pe) conjuntamente
con una carta declarativa.

El Editor verifica si el material enviado se ajusta a la linea editorial de la revista. Si es
conforme, el articulo es sometido a un sistema de arbitraje de pares (peer review),
recurriendo a minimo dos (02) revisores o evaluadores externos, para que en el plazo maximo
de quince dias expresen sus opiniones (segin la “Hoja de Opinion”), recomendando la
aceptacion o rechazo del articulo. Si el articulo no se ajusta a la linea editorial, el Editor se
reserva el derecho de enviar un informe al autor para cambiar o rehacer su articulo, total o
parcialmente, teniendo los autores que iniciar nuevamente el proceso de envio de su trabajo.
En el peor de los casos, el manuscrito se rechaza y es comunicado a los autores,
adjuntando un informe con las razones de la denegacion. Los nombres de los revisores se
mantienen en el anonimato para el(los) autor(es) durante todo el proceso. Aunque, para
facilitar el arbitraje, los autores pueden enviar una lista de cuatro (4) posibles
revisores, especialistas en el tema del articulo, con sus respectivas direcciones de
correo electronico.

Hoja de Opinion
Los revisores responden a las siguientes preguntas:
1. { El manuscrito representa una contribucion nueva y original?
2. (El resumen es adecuado?
3. (Las palabras clave son las adecuadas?
4. ;El material enviado especifica claramente el proposito del trabajo?
5. (El método, estrategia, intervencion o experimento es idoneo, aplicable y replicable?
6. ;Los resultados son validos para otros contextos y realidades?
7. (Se logra el objetivo declarado?
8. (Se cita bibliografia adecuada y actualizada para el desarrollo del tema?
9. (Considera que las conclusiones estan acordes con la informacion que se presenta?
10. ; El material debe ser revisado en términos de estilo, ortografia y gramatica?
11. ;{Cémo calificaria este manuscrito?

Sobresaliente ; Muy bueno__; Bueno ; Regular _; Deficiente .
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12. ;El articulo es aceptable para su publicacion?
SI, en su forma actual.

SI, con algunas modificaciones

SI, después de una revision importante

NO, debe ser rechazado.

Tras el regreso de las opiniones, éstas se envian al autor para que tenga en cuenta las
sugerencias y/o comentarios de los revisores y vuelva a presentar el manuscrito. Se repite el
procedimiento hasta que no haya observaciones.

Nota

Mientras el manuscrito se esté evaluando para su publicacion, no podra ser enviado a otras
revistas. Una vez aprobado para publicacion, todos los derechos de reproduccion total o
parcial pasaran a la revista REBIOL.

Envios

Los manuscritos deberan ser preparados en Word para Windows (formato electronico y digital) y
enviados a:

REBIOL
Av. Juan Pablo II s/n - Ciudad Universitaria
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad Nacional de Trujillo
Trujillo, Pera
Email: cesarj75@hotmail.com
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