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Editorial

BIBLIOTECAS Y REPOSITORIOS DIGITALES PARA LOS ESTUDIANTES
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

La Universidad Nacional de Trujillo, como ente del saber ha implementado un sistema en linea donde el
estudiante puede acceder a diferentes informaciones cientificas, mediante sus bibliotecas y repositorios
digitales. Al revisar las diferentes paginas encontramos el Registro Nacional de Trabajos de Investigacion
RENATI, perteneciente al SUNEDU, que sirve como fuente de informacién a nivel nacional e internacional,
albergando las sintesis de las investigaciones (tesis, trabajos de suficiencia profesional, y trabajos
académicos), que conducen a grados académicos, contribuyendo con ello a cumplir con el mandato de
difundir su utilizacion en el ambito académico. Tenemos también el Repositorio Institucional UNITRU, cuyo
objetivo es facilitar y mejorar la visibilidad de la produccién cientifica y académica de nuestra universidad,
dentro de ellas la Facultad de Ciencias Biolégicas (tesis de Ciencias Biologicas, Microbiologia y
Parasitologia, Pesqueria y Segunda Especialidad) permitiendo el acceso abierto a sus contenidos.
Bibliotecas UNT catalogo online, donde con una sola palabra podras obtener los cédigos, titulos, autores,
contenido de libros o tesis presentes en la biblioteca de las facultades que creas conveniente. El Repositorio
Nacional Digital de Ciencia y Tecnologia e Innovacion, denominado ALICIA (Acceso Libre a la Informacion
Cientifica) ofrece acceso abierto al patrimonio intelectual resultado de la producciéon en materia de ciencia,
tecnologia e innovacién realizada en entidades del sector publico y privado. Segun datos proporcionados por
el CONCYTEC, los documentos sobre ciencia y tecnologia mas consultados por el puablico, son los articulos,
seguidos por las tesis de grado, tesis de maestria y los reportes. Institute of Physics (IOP) Science es una
coleccién digital definitiva de trabajos publicados desde 1874, es un recurso indispensable para la
comunidad cientifica y representa mas de 130 afios de investigacion publicada. Esta coleccion ofrece el
acceso perpetuo e inmediato a mas de tres millones de péginas de contenido publicadas por el IOP.
ScienceDirect contiene informacién fundamental hasta la investigacion nueva y novedosa, que cubren una
variedad de disciplinas desde las tedricas hasta las aplicadas, agrupadas en Ciencias Fisicas e Ingenierias,
Ciencias de la vida y la salud, Ciencias Sociales y Humanidades.

Ademas tenemos el Repositorio de Revistas Cientificas de las diferentes facultades de nuestra universidad,
entre ellas la Facultad de Ciencias Bioldgicas, destacando la revista REBIOL (Revista de Investigacion
Cientifica), donde se encuentra articulos cientificos relacionados a diferentes campos de la Biologia, la
politica de la revista es de acceso abierto a su contenido, basado en el principio de ofrecer al publico un
acceso libre a las investigaciones y ayuda a un mayor intercambio global del conocimiento.

Los editores

Foto de la portada: Nombre cientifico: Telmatobius sp. (Wiegmann, 1834). Nombre comun: “rana de agua”.
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Velasquez.
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RESUMEN

La papa es un cultivo de origen andino de importancia nutricional y econémica para los agricultores. La
existencia de mas de 5000 variedades ha catalogado al Perd como el centro de origen y de diversidad de la
papa, tal es asi que existen variedades especificas para un determinado uso culinario. Siendo Maria Reiche,
una variedad Gptima para el procesamiento que cuenta con un enorme potencial para las condiciones de
costa. La biotecnologia vegetal constituye una herramienta esencial para optimizar la produccién apartir de
un germoplasma in vitro libre de patdgenos; ante la necesidad de conocer el efecto de diferentes
fitorreguladores, se propuso determinar el efecto del acido giberélico y del acido indolacético en la
micropropagacion in vitro de Solanum tuberosum var. Maria Reiche. La investigacion se desarroll6 en el
Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de la Papa y Cultivos Andinos, donde se micropropag6 entrenudos
a partir de plantas madre de la variedad Maria Reiche. Para ver el efecto del acido indolacético y acido
giberélico, se prepar6 medio de cultivo MS (1962) suplementado con diferentes concentraciones de estos
fitorreguladores. Pasados 20 dias se evalud la altura de plantula, nimero de entrenudos y nimero de raices.
Al ser analizados estadisticamente no se encontrd diferencias significativas, se concluye que S. tuberosum
var. Maria Reiche, puede propagarse in vitro sin la necesidad de fitorreguladores.

Palabras claves: Acido giberélico, acido indolacético, micropropagacion, Solanum tuberosum.

ABSTRACT

Potato is an Andean crop of nutritional and economic importance for farmers. The existence of more than
5000 varieties has cataloged Peru as the center of origin and diversity of the potato. So that there are specific
varieties for a specific culinary use. Maria Reiche for example is an optimum variety for processing that has
enormous potential for coastal conditions. Plant biotechnology is an essential tool to optimize the production
of pathogen free in vitro germplasm; In view of the need to know the effect of different phytoregulators, it was
proposed how to determine the effect of gibberellic acid and indoleacetic acid on the in vitro micropropagation
of Solanum tuberosum var. Maria Reiche The research was developed in the Biotechnology Laboratory of the
Institute of the Potato and Andean Crops, where internodes from mother plants of the Maria Reiche variety
were micropropagated. To see the effect of indoleacetic acid and gibberellic acid, MS culture medium (1962)
supplemented with different concentrations of these phytoregulators was prepared. After 20 days the plantlet
height, number of internodes and roots were evaluated. When analyzed statistically, no significant differences
were found, so that it can be concluded that S. tuberosum var. Maria Reiche, can spread in vitro without the
need for phytoregulators.

Keywords: Gibberellic acid; indoleacetic acid; micropropagation; Solanum tuberosum.
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1. INTRODUCCION

El Perq, con 28 de los 32 climas que tiene el mundo, es un escenario en el cual se ha dado un largo proceso
de domesticacion de especies vegetales y su evolucién a través del tiempo, las condiciones en las cuales
han ocurrido estos procesos han conllevado a que muchas de estas especies exhiban una alta plasticidad
genética. Consecuencia de ello es una alta diversidad genética, distribuida en los diferentes pisos
ecoldgicos. Siendo la papa un cultivo que cuenta con especies silvestres, nativas y mejoradas. Las mas de
5000 variedades cultivadas por el poblador andino, constituyen ser la base de su seguridad alimentaria.
Debido a que las denominadas “variedades nativas”, han sido catalogadas como alimentos nutracéuticos por
la presencia de antioxidantes. Constituyendo ser un acervo genético invaluable, dada la necesidad de
mejoramiento de la produccién, productividad, calidad, resistencia a plagas y enfermedades, propiedades
culinarias y potencial de adaptacion al cambio climatico (CIP & FEDECH, 2006; Mendoza & Mosquera, 2011;
Diez et al., 2013; Gil et al 2019).

En nuestro pais, el cultivo de la papa abarca 19 departamentos, con una produccién de 260,000 ha/afo;
cuyo consumo per capita fue de 89 Kg en el 2017, proyectandose para el 2021 llegar a los 100 kg.
(Ministerio de Agricultura, 2011; Agraria, 2019). De las 70 variedades modernas liberadas por Ministerio de
agricultura e INIA, tanto para consumo en fresco como para procesamiento, las variedades para consumo
fresco han tenido mayor difusibn y por tanto mayor uso, siendo las variedades para procesamiento
relativamente desconocidas, tal es el caso de las variedades Costanera, Desértica, Tacna, primavera,
Reiche, entre otras. La variedad Reiche, esta adaptada a condiciones de costa, tuberiza a temperaturas
altas, su periodo vegetativo es de 90 dias, su produccion es de 30 toneladas por hectérea, soporta salinidad,
es inmune a los virus PVX y PVY, presenta alto contenido de materia seca, bajo contenido de azlcares
reductores, lo cual facilita las labores culinarias al consumir una baja cantidad de aceite en la fritura y al no
quemarse (Vasquez, 2003).

Una buena produccion de papa, tanto en cantidad como en calidad, esta en funcion de los tubérculos-
semillas utilizados. Los cuales deben poseer buenas condiciones genéticas, fisicas, fisiolégicas y sanitarias.
El sistema Biotecnoldgico, en sus fases de laboratorio, invernadero y campo, garantizan que los tubérculos
semillas producidos tengan las caracteristicas deseadas. A nivel de laboratorio, la micropropagacién de un
buen material es indispensable, entendiéndose por micropropagacion, como el conjunto de técnicas que
buscan producir masivamente plantulas in vitro bajo condiciones asépticas y con el manejo de los factores
ambientales. El medio de cultivo Murashige y Skooog (1962), es el medio en el cual responden la mayoria de
especies cultivadas in vitro. Haciéndose uso de fitohormonas y/o reguladores de crecimiento, los cuales
estimulan, inhiben, retardan o regulan cualquier proceso fisiolégico en las plantas; clasificAndose en auxinas,
giberelinas, citocininas, acido abscisico y etileno (Kessel, 2008; Abdelnour & Vincent, 1994; Beltran & Roca,
1984).

El &cido indolacético (AIA), es una auxina que promueve el alargamiento celular al actuar sobre las paredes
celulares, al mismo tiempo estimula la divisién celular a concentraciones muy bajas. Mientras que el acido
giberélico (AG3), es una giberelina que esta relacionado con el alargamiento de los entrenudos y el
crecimiento de plantas. Siendo importante considerar que la actividad de las fitohormonas puede acelerarse
(sinergismo) o retardarse (antagonismo) al ser afiadida independiente o complementaria con otras
fitohormonas (Salisbury & Ross, 1984; Ortega, 2000; Rojas et al., 2004; Su et al., 2011; Curtis et al., 2008;
Campbell et. al, 2001).

Ante la necesidad de obtener masivamente plantulas in vitro, el presente trabajo de investigacion tuvo como
objetivo de investigacion determinar el efecto del &cido giberélico y del acido indolacético en la propagacion
in vitro por nudos de Solanum tuberosum var Reiche .

2. MATERIAL Y METODOS

El material bioldgico estuvo constituido por plantulas in vitro de S. tuberosum L. Var. Reiche, procedente del
banco de germoplasma del Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de la Papa y Cultivos Andinos (IPACA),
de la Universidad Nacional de Trujillo. Se utilizé el medio basal de MS (1962), suplementado con sacarosa al
3%, agar 0.8% y diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento (Tabla 1). Los medios fueron
preparados de acuerdo a los tratamientos en tubos de ensayo. Una vez tapados con papel platino, se
llevados a esterilizar en autoclave a 120°C y a 1 atm de presién por 20 minutos. La siembra se realiz6 en la
camara aséptica, previa esterilizacion del ambiente, utensilios y materiales adjuntos. Luego se procedio a
sembrar los nudos en sus respectivos medios de cultivo. Para finalmente transportarlos al cuarto de



incubacion, con un fotoperiodo de 16-8 horas luz oscuridad, 18 °C de temperatura y humedad relativa de
85%.

Se empled un disefio completamente aleatorizado, con 9 tratamientos y 7 repeticiones por tratamiento. La
evaluacion se realiz6 a los 20 dias, tomando como parametros la altura de plantas, nimero de nudos y
namero de raices. Los datos obtenidos fueron sometidos al analisis de varianza.

3. RESULTADOS

Tabla 1. Medio de cultivo MS 1962 suplementado con diferentes concentraciones de fitohormonas para
evaluar el efecto del acido giberélico y del acido indolacético en la micropropagacion in vitro de Solanum
tuberosum var. Maria Reiche, durante 20 dias.

Tratamiento | AG3(ppm) | AlIA(ppm)

1 0 0

2 0 0.1
3 0 0.25
4 0.25 0

5 0.25 0.1
6 0.25 0.25
7 0.5 0

8 0.5 0.1
9 0.5 0.25

La tabla 2, resume los resultados promedios de los parametros altura de plantula, nimero de nudos y
numero de raices en la micropropagacion por nudos de S. tuberosum L. var. Maria Reiche, empleando
diferentes concentraciones de &cido giberélico y del acido indolacético. Pudiéndose resaltar que el
tratamiento 7 destaca por presentar mayor resultados en los parametros evaluados. Por otro lado la Figura 1,
ilustra las plantulas in vitro a los 20 dias de evaluacién. Mientras que la Figura 2, ilustra diferentes graficos
de cajas, observandose cierta variabilidad en lo resultados promedios evaluados de S. tuberosum var. Maria
Reiche.

Tabla 2. Promedio de los tratamientos de las combinaciones del &cido giberélico y del &cido indolacético en
los pardmetros: Altura de plantula, nUmero de nudos y humero de raices en la micropropagacién por nudos
de Solanum tuberosum L. var. Maria Reiche.

Tratamiento | Altura Namero nudos NUmero de raices
1 0.971 2.710 1.429
2 0.457 1.286 2.000
3 1.571 3.000 2.286
4 1.086 3.286 1.000
5 1.443 2.860 1.714
6 2.100 4.143 3.000
7 2.614 5571 2.143
8 1.143 2.710 1.429
9 0.857 1.857 0.429
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Figura 1. Plantulas in vitro a los 20 dias, obtenidas en tratamientos resultantes de las combinaciones del
acido giberélico y del &cido indolacético en la micropropagacion por nudos de Solanum tuberosum L. var.
Maria Reiche.
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Figura 2. Grafico de cajas, para demostrar el efecto del acido giberélico y del acido indolacético para altura
de plantula, nimero de nudos y nimero de raices en la micropropagacion por nudos de Solanum tuberosum
var. Maria Reiche.

4. DISCUSION

La micropropagacion es una técnica de propagacion clonal, para la generacion de una descendencia
uniforme, con plantas genéticamente idénticas (Castillo, 2004).Respecto al parametro altura de plantula de
S. tuberosum L. var Maria Reiche (Tabla 2), el tramiento 7, constituido por 0.5 ppm de AGs manifesté una
mayor altura promedio. Al hacer una comparacién de medias con el método LSD de Fisher (Figura 2), se
llegd a la conclusion de que al menos un par de medias son distintas para el factor altura de plantula. Sin
embargo todos los tratamientos al ser analizados estadisticamente, segln el andlisis de varianza no se
encontraron diferencias significativas, debido a que el valor-P, fue mayor que 0,05; con un nivel confianza del
95,0%. De ello se infiere que a las concentraciones empleadas, el efecto del acido indolacético como
promotor del crecimiento celular y del acido giberélico como promotor del crecimiento de plantulas intactas y
alargamiento de entrenudos son relativamente muy débiles (Figura 1 y 2), debido probablemente al
fenomeno de habituaciébn o a la intromisién de fitohormonas, sintetizados de manera natural por las
plantulas in vitro de S. tuberosum L. var Maria Reiche (Salisbury & Ross, 1984; Lopéz et al., 2017).
Investigaciones de Araque et al,, 2018, corroboran los resultados obtenidos al concluir que para la
micropropagacion de S. tuberosum L., el empleo de medio de cultivo MS + 0,02 mg L-1 de ANA y MS sin
reguladores es adecuado en la produccién de brotes de apariencia uniforme, vigorosos, de mayor grosor y
longitud promedio, debido a que el cultivo in vitro de S. tuberosum L., no es exigente de fitohormonas y
fitorreguladores. De la misma manera Lopéz, 2012, afirma que para la micropropagacion in vitro de
variedades nativas de S. tuberosum L., basta el medio de cultivo MS (1962), suplementado con &cido
giberélico a la concentracion de 0,25 ppm (Lopéz, 2012).Por otro lado Garcia et al., 2015, afirma que para la
micropropagacion de S. tuberosum L. basta medio de cultivo MS (1962), suplementado con 100 mg I'* de
mio-inositol. Ademéas de demostrar la existencia de diferentes repuestas de los explantes, en relacion al
factor altura dependiendo del genotipo de la variedad. Sin embargo Tacoronte et al., 2017, afirma que al



aumentar las concentraciones de nitrato de amonio a 1,98 g L1, nitrato de potasio 2,28 g L1y disminuir la
sacarosa a 20 g L1, se alcanza una longitud superior a los 5,82 cm.

Referente al nimero de nudos y nimero de raices (Tabla 2 y Figura 1), el tratamiento 7, constituido por 0.5
ppm de AGs, manifestd un mayor nimero de nudos; mientras que el tratamiento 6, constituido por 0.25 ppm
de AGzy 0.25 ppm de AlA, manifesté un mayor nimero de raices. Todos los tratamientos al ser analizados
estadisticamente, segun el analisis de varianza no se encontraron diferencias significativas, debido a que el
valor-P, fue mayor que 0,05; con un nivel confianza del 95,0%. Sin embargo al hacer una comparacion de
medias con el método LSD de Fisher, se llegdé a la conclusiéon de que al menos un par de medias son
distintas para el factor nUmero de nudos y nimero de raices, lo cual se ve representado en el grafico de
Cajas (Figura 2). Es importante considerar que investigaciones han demostrado que un mejor desarrollo
radical se obtienen al emplear 0.05 mg L de AIB. Ya que el acido indolbutirico (AIB) es catalogado como el
enraizante por excelencia en biotecnologia vegetal (Araque et al., 2018). Sin embargo, en la actualidad se ha
demostrado que cultivos liquidos y los Sistemas de Inmersion Temporal permiten obtener mayor calidad de
plantulas de S. tuberosum L., el cual esta vinculado a los factores altura, nimero de entrenudos y raices
(lgarza, 2012).

5. CONCLUSIONES
Se concluye que el efecto del &cido giberélico y el &cido indolacético es relativamente débil en la

micropropagacién de S. tuberosum var. Maria Reiche, pudiendo propagarse in vitro sin la necesidad de estos
fitorreguladores.
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RESUMEN

Con el objetivo de registrar las especies de helechos epifitos en Elaeis guineensis “palma aceitera”, un
cultivo industrial de importancia en la amazonia peruana, se evaluaron dos zonas en la region San Martin,
(valle de Shanusi y Tocache), lugares con amplios campos de E. guineensis; se registraron 7 familias y 14
especies, 12 de ellas en Shanusi y ocho en Tocache; en las dos zonas se presentan seis: Pityrogramma
calomelanos, Asplenium serratum, Christella grandis, Nephrolepis biserrata, Cyclopeltis semicordata y
Phlebodium decumanum, sélo en Shanusi hay seis: Polytaeniun guayanense, Pteris biaurita Christella sp.,
Thelypteris sp. Campyloneurum phyllitidis y Microgramma sp., y en Tocache solo se registran a Cheiroglossa
palmata y Vittaria lineata. Se concluye que hay poca riqueza de especies epifitas las que tienen una amplia
distribucion, tanto latitudinal como altitudinal.

Palabras clave: Elaeis guineenis, Helechos epifitos, San Martin, palma aceitera
ABSTRACT

With the aim to register the species of epiphytic ferns in Elaeis guineensis "oil palm", an important industrial
crop in the Peruvian Amazon, two zones were evaluated in the San Martin region (Shanusi Valley and
Tocache), places with wide fields of E. guineensis; 7 families and 14 species were recorded, 12 of them in
Shanusi and eight in Tocache; in the two zones there are six: Pityrogramma calomelanos, Asplenium
serratum, Christella grandis, Nephrolepis biserrata, Cyclopeltis semicordata and Phlebodium decumanum,
only in Shanusi there are six: Polytaeniun guayanense, Pteris biaurita Christella sp., Thelypteris sp.
Campyloneurum phyllitidis and Microgramma sp., and in Tocache only Cheiroglossa palmata and Vittaria
lineata are registered. It is concluded that there is little richness of epiphytic species that have a wide
distribution, both latitudinal and altitudinal.
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1. INTRODUCCION

Los helechos son plantas vasculares que producen esporas 'y presentan una
alternancia de generaciones con gametofitos y esporofitos de vida libre. (Christenhusz & Chase, 2014). Los
helechos son alrededor de 10 500 especies, (PPG I, 2016; Smith et al., 2006; Tryon & Stolze, 1989a); se
distribuyen en los ecosistemas tropicales, subtropicales, temperados y boreales. Son colonizadores de
paisajes disturbados y también estan dispersos entre las rocas de desiertos semiaridos, sabanas, costas y
altas montafias alpinas, donde resisten la sequia, fuego y bajas temperaturas. (Sharpe, Mehltreter & Walker,
2010; Christenhusz, Zhang, & Schneider, 2011).

Los helechos son especialmente diversos y abundan en habitats himedos con temperaturas moderadas en
elevaciones de 1000 a 2500 m. (Kessler, 2010). En los bosques tropicales himedos, se encuentran
alrededor del 65% de las especies de helechos, pero muchas especies también estan en habitats propensos
a la sequia, ya sea en ecosistemas (semi) aridos o en lugares con suministro de agua discontinuo dentro de
ecosistemas por lo demas himedos. Estas ubicaciones incluyen ramas de arboles y rocas, ambos sustratos
con poca capacidad de almacenamiento de agua (Hietz, 2010).

En Sudamérica se estima entre 3 000 y 3 500 las especies de helechos vy licofitas (Almeida & Salino, 2016;
Moran, 2008; Tryon & Tryon, 1982). En Peru se reportan 1 200 especies (Kessler & Smith, 2017; Smith et
al., 2005), las cuales se distribuyen principalmente en areas de bosques montanos lluviosos o nublados,
ecosistemas presentes en los departamentos de Amazonas, San Martin, Huanuco, Junin, Pasco, Cusco,
(Tryon, Stolze, & Hickey, 1994). San Martin es la regiéon de mayor riqueza con 611 especies, (Pelaez et al.,
2010).

La Amazonia tiene el bosque humedo tropical mas grande del planeta, con un érea de casi seis millones de
km2, (RAISG, 2015), en Peru son 730 mil km? de bosques. Los beneficios que generan los bosques en
términos de servicios ecosistémicos y biodiversidad son numerosos y sirven de base productiva y de medios
de vida a parte importante de la poblacién. Sin embargo, esta riqueza natural ademas de subvalorada, cada
dia se ve disminuida por procesos de deforestacion y degradacion, en parte debido a la instalacion de
cultivos permanentes como “café” y “cacao”. A partir de 2007 se constata una mayor expansion de la
deforestacion vinculadas a cultivos industriales de “palma aceitera” principalmente y de “cacao” en la
regiones de San Martin, Loreto y Ucayali (GIZ, 2016; Defensoria del Pueblo, 2017).

La “palma aceitera” (Elaeis guineensis), es el cultivo oleaginoso mas productivo y rentable, la principal zona
de produccion mundial es el Sudeste Asiatico, pero debido al aumento de la demanda del aceite y a la
escasez de tierras en esta regidn esta provocando que la industria busque otras zonas para expandirse, algo
que esta ocurriendo con rapidez en Africa y América Latina. La Amazonia retne condiciones biofisicas
adecuadas para el cultivo de la palma. En el caso del Perl, ya se registran inversiones de empresas
asociadas con plantaciones en Malasia y tiene la mayor superficie destinada al cultivo en la Amazonia con
un crecimiento acelerado (Dammert, 2014).

Las plantaciones de Elaeis guineensis se consideran agroecosistemas complejos y heterogéneos
relacionados, integrados por el cultivo y la flérula asociada; en ésta uUltima predominan las plantas terrestres
ademas de epifitas y parasitas (Farifias et al., 2011). La flora epifita en general y los helechos en particular,
encuentran en el estipite de E. guineensis, un lugar adecuado para su desarrollo, debido a que la base de
los peciolos acumulan material necesario para su establecimiento (Sofiyanti, 2013).

Algunos trabajos sobre helechos epifitos en E. guineensis indican la presencia de seis familias y 16 especies
en Indonesia (Sofiyanti, 2013), cinco familias y cinco especies en Venezuela (Farifias et al., 2011), tres
familias y cuatro especies en Nigeria (Adeleye, Akinsoji, & Adeonipekun, 2017), no existiendo trabajos
relacionados a estas plantaciones en Per0. Por lo cual el objetivo planteado es reportar las especies epifitas
de helechos en plantaciones de E. guineensis “palma aceitera” departamento de San Martin y su distribucion
geogréfica.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. AREA DE ESTUDIO

Las plantaciones de E. guineensis “palma aceitera”, estan ubicadas en el valle Shanusi (a 65 Km al este de
la ciudad de Tarapoto) y en la Provincia de Tocache (Tabla 1).

2.2. TOMA DE DATOS

Los helechos epifitos del estipite de Elaeis guineensis se colectaron en dos muestreos realizados en junio y
octubre del 2016. Para lo cual, se hizo un muestreo cualitativo, en 10 palmeras por parcela, evaluando un
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total de 30 estipites, los mismos que se eligieron tomando en cuenta la accesibilidad y la cantidad de epifitos;
asi mismo, se hizo un registro fotografico con una camara Canon SX60HS, de cada una de las especies
encontradas.

2.3. COLECCION Y TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE HELECHOS

Se registraron las especies presentes, cuando fue necesario, para la determinacion de las especies, se
colectaron ejemplares fértiles y se anotaron las caracteristicas méas saltantes (tamafio aproximado, color de
los soros, rizoma, escamas, etc.). Se hizo el registro fotogréfico.

2.4. DETERMINACION DE LAS ESPECIES DE HELECHOS

Con la bibliografia especializada de la flora peruana (Tryon & Stolze, 1989a, 1989b, 1991; Tryon et al.,
1994; Tryon, Stolze, & Ledn, 1993), la misma que sirvido para ver la distribucién geogréfica; asimismo
trabajos de Brasil (Prado, Hirai, & Moran, 2017), y comparacion de las muestras colectadas con ejemplares
depositados en el Herbarium Truxillense (HUT).

También se utiliz6 como consulta, paginas web especializadas como Flora do Brasil 2020
(http://floradobrasil.jbri.gov.br); Trépicos (http://www.tropicos.org/).

El arreglo de Familias y Géneros fue de acuerdo a la propuesta de Clasificacion de licofitos y helechos
existentes, (PPGlI, 2016).

Tabla 1. Georreferenciacion de las zonas de muestreo de helechos epifitos en
Elaeis guineensis, “palma aceitera” 2016. (Coordenadas UTM)

. ., Altitud
Denominacién (msnm) S E
Shanusi 1 179 9323144 0370127
Tocache 1 501 9078152 0342353

3. RESULTADOS

Se reportan siete familias, 13 géneros y 14 especies de helechos en las 2 zonas de muestreo de San Martin
(Tabla 2); las familias con mayor nimero de géneros y especies son Pteridaceae con cuatro géneros y
cuatro especies y Polypodiaceae con y tres géneros y tres especies.

En la tabla 3, se presentan la relacion de especies de helechos epifitos y su ubicacion geografica en las dos
zonas de muestreo, en la zona de Shanusi, se encontraron 12 especies y en Tocache nueve.

En la tabla 4. Se presenta la distribucidon geogréfica en Peru (departamentos) de helechos epifitos de Elaeis
guineensis presentes en la zona de estudio, donde se puede ver que todas ocurren en mas de un
departamento, y con altitudes que van hasta los 2500 msnm.

Tabla 2. Relacién de Familias y numero de Géneros y Especies de Helechos
Epifitos en Elaeis guineensis “palma aceitera”, en Shanuzi y Tocache, 2016.

FAMILIAS GENEROS ESPECIES
OPHIOGLOSSACEAE 1 1
PTERIDACEAE 4 4
ASPLENIACEAE 1 1
THELYPTERIDACEAE 2 3
NEPHROLEPIDACEAE 1 1
LOMARIOPSIDACEAE 1 1
POLYPODIACEAE 3 3
8 13 14
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Tabla 3. Familias y Especies de helechos epifitos en Elaeis guineensis “palma
aceitera” en Shanusi y Tocache, 2016

FAMILIA ESPECIE UBICACION
SHANUSI TOCACHE
OPHIOGLOSSACEAE Cheiroglossa palmata (L.) C.Presl X
Pityrogramma calomelanos (L.) X X
PTERIDACEAE Link
Polytaeniun guayanense (Hieron.) X
Alston
Pteris biaurita L. X
Vittaria lineata (L.) Sm. X
ASPLENIACEAE Asplenium serratum L. X X
Christella grandis (A.R. Sm.) A.R. X X
THELYPTERIDACEAE Sm.
Christella sp. X
Thelypteris sp. X
NEPHROLEPIDACEAE Nephrolepis biserrata (Sw.) Schott X X
LOMARIOPSIDACEAE Cyclopeltis semicordata (Sw.) X X
J.Sm.
Campyloneurum phyllitidis (L.) X
POLYPODIACEAE C.Presl
Microgramma sp. X
Phlebodium decumanum (Willd.) J. X X
Sm.
12 8

4. DISCUSION

En términos generales, las formas epifitas conforman entre el 25 y 29% de las especies en el mundo y
después de las Orchidaceae y Bromeliaceae, los helechos es el grupo de plantas vasculares en donde se
concentra la mayor riqueza de taxa epifitas (Mendoza-Ruiz, Ceja-Romero, & Pérez-Garcia, 2016); creciendo
no solo sobre forofitos silvestres, si no, que han logrado adaptarse a vivir sobre especies cultivadas, como
Elaeis guineensis, una palmera cuya base del peciolo acumula material necesario para su establecimiento
(Sofiyanti, 2013).

La Amazonia peruana relne condiciones biofisicas adecuadas para el cultivo de la palma, contando con
grandes superficies de cultivo de “palma aceitera”, resaltando Shanusi y Tocache (Dammert, 2014). Es
estas areas se han encontrado 14 especies de helechos epifitos, 12 de ellas en el &rea de Shanusi y ocho
en Tocache; coincidiendo las especies de Pityrogramma calomelanos, Asplenium serratum, Christella
grandis, Cyclopeltis semicordata, Nephrolepis biserrata y Phlebodium decumanum. Por otro lado,
Polytaeniun guayanense, Pteris biaurita, Christella sp., Thelypteris sp. Campyloneurum phyllitidis y
Microgramma sp., se reportan sélo para Shanusi, mientras en Tocache se registr6 a Cheiroglossa palmata
y Vittaria lineata.

Segun, Pteridophyta of Peru (Tryon & Stolze, 1989b, 1991, 1992, Tryon et al., 1994, 1993), todas las
especies encontradas, tienen amplia distribucion geografica, en lo que respecta a los departamentos de
Perd, y un rango altitudinal, que va desde los 100 a 2500 m.s.n.m., aunque la mayoria habitan por debajo
de los 2000 m.s.n.m., y solo Campyloneurum phyllitidis, Cheiroglossa palmata, Pityrogramma calomelanos y
Vittaria lineata, habitan por encima de esa altitud. Esto indica, que las especies reportadas no son
especificas para éste cultivo, habiéndose adaptado a éste.

En cuando a la riqueza especifica encontrada, es baja, pero mayor que las cinco especies reportadas en
Venezuela (Farifias et al., 2011) y a las cuatros especies registradas en Nigeria (Adeleye et al., 2017); dentro
de las cuales esta Nephrolepis biserrata, reportada para nuestra zona de estudio, que también ha sido
registrada en Indonesia dentro de las 16 especies (Sofiyanti, 2013). No obstante, es evidente que cuando los
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habitats naturales son convertidos a plantaciones ocurre una, reduccién de la biodiversidad nativa,
incluyendo la riqueza de especies, hasta en 60% (Dirzo et al., 2014).

5. CONCLUSIONES

La evaluacién de helechos epifitos de Elaeis guineensis en el valle de Shanusi y Tocache (San Martin)
permite concluir que:
e El valle de Shanusi, alberga una mayor riqueza especifica comparada con Tocache, aunque en
general es baja la riqueza.
e Las especies tienen una amplia distribucion latitudinal como altitudinal.
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RESUMEN

La sensibilidad al cobre por parte de microorganismos biolixiviadores es uno de los principales problemas
que enfrenta la mineria para mejorar los procesos de biolixiviacion. En tal sentido, nosotros evaluamos la
resistencia al cobre de un consorcio microbiano conformado por Sulfobacillus spp., y Acidithiobacillus
ferrooxidans, el cual se propagé, en bioreactores de tanque aireado y agitado de 1 L, los cuales contenian
medio 9K suplementado con hierro y concentraciones crecientes de cobre (200 mM, 400 mM, 600 mM, 800
mM y 1,000 mM) a 30°C con un pH de 1.6 durante 96 horas. Se colect6 una muestra de cada biorreactor
cada 8 horas, para realizar andlisis, microscépicos y moleculares, ademas el cultivo del consorcio en placa
mostré una resistencia al cobre hasta 1,000 mM. Se observd que el consorcio microbiano puede crecer en
presencia de cobre tanto en medio liquidos (biorreactores-9K+Cu: 200 mM-800mM) como en medios sélidos
(agarosa-9K + Cu: 1,000mM). Nuestros resultados proponen que el consorcio conformado por Sulfobacillus
spp., Y Acidithiobacillus ferrooxidans, presenta resistencia extrema al cobre y podria ser aplicado bajo
condiciones de mayor escalamiento en procesos de biolixiviacion de minerales sulfuros donde el cobre se
encuentra en concentraciones de hasta 1,000 mM.

Palabras clave: Acidithiobacillus ferrooxidans; consorcio microbiano; microorganismos biolixiviadores;
Sulfobacillus spp, resistencia al cobre
ABSTRACT

The sensitivity to copper by bioleaching microorganism is one of the main problems faced by mining to
improve bioleaching processes. In this sense, we evaluated the resistance to copper of a microbial
consortium formed by Sulfobacillus spp., and Acidithiobacillus ferroxidans which was propagated, in aerated
and agitated tank bioreactors of 1 L, which contained 9 K medium supplemented with iron and concentrations
copper (200 mM, 400 mM, 600 mM, 800 mM and 1,000 mM) at 30 °C with a pH of 1.6 for 96 hours. A
samples of each bioreactor was colleted every 8 hours, to perform cytometric microscope and molecular
analysis, and plate count test showed a resistance to copper at 1,000 mM. It was observed that the microbial
consortium can grow in the presence of copper both in liquid medium (bioreactors -9K + Cu: 200 mM — 800
mM) and in solid media (agarose — 9K + Cu: 1,000 mM). Our results propose that the consortium formed
Sulfobacillus spp., and Acidithiobacillus ferrooxidans presents wxtreme resistance to copper and could be
applied under higher scaling conditions in bioleaching processes of sulfide minerals where copper is found in
concentrations up to 1 000 mM.

Keywords: Acidithiobacillus ferrooxidas; bioleaching microorganisms; microbial consortium; Sulfobacillus
Spp; resistance to copper.
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1. INTRODUCCION

Los microorganismos extremoacidofilos viven en condiciones que no son comunes para la mayoria de los
seres vivos (pH < 2), donde estan expuestos a la oxidacion por metales pesados (Madigan et al., 2019).
Dichos microorganismos pertenecen a especies de bacterias, arqueas y hongos, e incluso algunas protistas,
las cuales se caracterizan por tener metabolismos quimiolitoautétrofos y quimiolito-organotrofos, ademas de
ser aerobias y mesdfilas, o bien terméfilas (Madigan et al., 2019; Medina et al., 2012).

La biolixiviacién se puede definir como un proceso natural de solubilizacion de metales, por disgregacion de
los minerales, generada por el ataque oxidante de moléculas liberadas por el metabolismo del hierro y el
azufre en las bacterias extremoacidofilas (Watling, 2006). Este bioproceso ya es usado en paises como
Chile, donde la biomineria es una estrategia eficiente frente a los métodos convencionales, utilizando cepas
modificadas genéticamente para incrementar los rendimientos de extraccién (Latorre et al., 2016).

En la biolixiviacion del cobre, se disponen pilas de minerales, las cuales contienen sulfuros secundarios,
donde se adicionan soluciones acidas (Watling, 2006). Estas soluciones contienen diferentes
concentraciones de cobre ya que constantemente estan bafiando las pilas, por lo que suelen clasificarse de
tres formas: la solucion rica en cobre o también llamada PLS (Pregnant Leach Solution), la solucion
intermedia de cobre o también llamada ILS (Intermediate leaching solution) y la solucién de refino que
contiene una baja concentracidon de cobre, debido a qué se obtiene después de la extraccion del cobre
(Morales, 2016).

Las soluciones PLS contienen alrededor de 100 mM de cobre, mientras que en las soluciones de refino se
pueden encontrar concentraciones aproximadas a 19.2 mM de cobre (Morales, 2016); ademas, otras
soluciones de biolixiviado presentan concentraciones en torno a 30.5 a 40 mM de cobre (Jia et al., 2016).
Estas concentraciones son letales para procariotas no extremoaciddéfilas, porque el cobre tiene
caracteristicas antimicrobianas (Neciosup et al.,, 2015); sin embargo, empleando herramientas
metagenémicas se han reportado la existencia de comunidades microbianas (Xie et al., 2007). Segun
Watling et al. (2014), bacterias de los géneros Acidithiobacillus, Leptospirillum, Ferriphilum y Acidiphilum,
ademas de arqueas como Ferroplasma han sido identificadas en soluciones ILS (Demergasso et al., 2005).
Segun Jia et al. (2016), las soluciones PLS e ILS, con presencia de microorganismos, muestran una mejor
oxidacidn del hierro en relacién con la solucion de refino, lo cual indica un metabolismo muy activo a pesar
de las concentraciones de cobre.

Bacterias como Acidithiobacillus ferrooxidans son utilizadas en procesos de biolixiviacién por su capacidad
de crecer en presencia de cobre (Demergasso et al., 2005; Harvey y Crundwell, 1996; Rawlings y Johnson
2007), ademas de que subespecies de Sulfobacillus thermosulfidooxidans han sido reportadas como
tolerantes a concentraciones elevadas de cobre (Watkin et al., 2009), pero su comportamiento como
consorcio microbiano en respuesta al cobre no ha sido establecido.

Uno de los grandes desafios es hacer constante la biolixiviacién a escala industrial, y que las comunidades
microbianas establecidas en las soluciones, obtengan resistencia al cobre. En este rumbo, esta investigacién
evalud la resistencia de un consorcio microbiano expuesto a elevadas concentraciones de cobre como un
modelo microbioldgico de alta resistencia al cobre con potencial aplicacion en la biolixiviacion.

2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Aislamiento, caracterizacion y propagacién del consorcio microbiano.

El consorcio microbiano constituido por Sulfobacillus spp., y Acidithiobacillus ferrooxidans, se aislé desde un
drenaje acido de mina (pH: 3.0) en el distrito de Sayapullo, (La Libertad, Peru), cuyas coordenadas son
7°35°34.46"" S, 78°29°00.46" O, elevacion: 2206 m.s.n.m. Este consorcio se mantuvo activo por repiques

constantes en medio 9K-Fe hasta obtener un inoculo de 1.8 x 108 células/ml, usando recuento en cAmara de
neubauer.
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2.2. Acondicionamiento y bioproceso

Cinco biorreactores (figura 1) tanque aireado agitado de 1.5 L (Miranda et al., 2006), contenian 250
mL del inéculo bacteriano (1 x 108 células / mL), 180 mL de medio 9K (10X) (Yates y Holmes (1987)), 75 mL
de solucion de Fe2SO04. 7H20 (10X), 270 mL de agua destilada estéril y 230 mL de CuSOa4. 5H20 (utilizado
para los biorreactores con sulfato de cobre y para el control fue reemplazado con agua destilada estéril)
alcanzando un volumen total de 1 L. La solucion de sulfato de cobre utilizada, fue preparada a partir de una
soluciéon madre (250 g / L) alcanzando una concentracion de 880 mM de cobre (valor confirmado por
espectrofotometria de absorcion atdmica), llevando a los 4 biorreactores a una concentracion base de 200
mM de cobre, a partir de alli se adicion6 sulfato de cobre en polvo, previos calculos estequiométricos (59. 20
0, 118.50 g y 177.82 g) para alcanzar las concentraciones deseadas de 400, 600 y 800 mM de cobre. El
H2S04 se utilizé para reducir el pH hasta 1.5. Los 6 biorreactores fueron incubados a 30 °C +/- 2°C con
aireacién de 0.05 vvm, 180 rpm por 96 horas. El ensayo se realiz6 por triplicado.
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Figura 1. Biorreactor tanque aireado y agitado (Miranda et al., 2006), (A) disefio de biorreactor. (B)
Biorreactor usado para bioproceso de resistencia al cobre, donde (a) motor a 180rpm, (b) eje en el que se
encuentra adosada la turbina, (¢) manguera 0.25mm didmetro, (d) bomba de aire (0.05vvm). Biorreactor
disefiado para 1.5 L de capacidad.

2.3 Andlisis y monitoreo del bioproceso.

Cada 8 horas hasta completar 96 horas se colectaron muestras de 1.0 ml por cada biorreactor y se analiz6 el
numero total de células en camara de Neubauer (Madigan et al., 2019), se determin6 la concentracién de
cobre al inicio y al final del bioproceso mediante espectrofotometria de absorcién atémica (Allan, 1961).

Los datos del recuento celular se procesaron por andlisis de varianza con un nivel de significancia de 95% y
se determind el grado de significancia entre el consorcio sin exposicion (control) y el consorcio expuesto a
concentraciones de 200, 400, 600 y 800 mM de cobre; ademas de determinar el grado de significancia entre
el consorcio expuesto a 200, 400, 600 y 800 mM de cobre utilizando la prueba HSD de Tukey con el software
SPSSv. 15.

2.4 Reactivacion del consorcio y cultivo.

Al término del bioproceso, fueron tomados, 2.5 mL del contenido de cada biorreactor y se inoculd en un
matraz de 500 mL, conteniendo 100 mL del medio 9K-Fe (Schrader y Holmes, 1988), incubandose en
agitacion constante de 120 rpm por 18 dias a temperatura ambiente. Al término de este tiempo se
concentraron por centrifugacién a 8000 rpm, las biomasas celulares de 10 mL de cada consorcio, de estos
concentrados fueron tomados 20 pL y adicionados sobre la superficie del medio 9K — Fe / Cu 1 000 mM
/agarosa en placas de Petri siguiendo el protocolo de Yates y Holmes (1987).
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2.5 Extraccién de ADN gendmico de los microorganismos resistentes al cobre.

Un inéculo de 100 mL (1 x 108 células / mL) obtenido del biorreactor de 800 mM de cobre, al término de los
18 dias de reactivacion, se sometié al sistema de filtracion al vacio usando un filtro de 0.2 um, dicho inéculo
se lavé con 10 mL de agua HPLC libre de nucleasas a pH 2. La suspension bacteriana resultante del lavado
se coloco en tubos microtubos (1.5 ml) y se centrifug6é a 10,000 rpm por 5 minutos. Este proceso se repitio
dos veces y la biomasa bacteriana final se us6 para la extraccion del ADN total. Para ello, se utiliz el kit de
extraccion PowerSoil DNA Isolation Kit, MoBio Lac. Inc siguiendo las instrucciones del proveedor.

2.6 Amplificaciéon del gen ARNr 16S.

El ADN total se us6 como templado para amplificar por PCR la regién del gen que codifica para el ARNr 16S,
para ello se utiliz6 los oligonucleétidos 27-F (5'd AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3') y el 1492-R (5'd
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') (Lane, 1991). La reaccion de PCR tuvo, 8 pL de Power Mix; 2 uL ADN
gendmico a una concentracion de 50 ng/uL. El Power Mix se formul6 por 0.5 uL Green Buffer 5X, 13.5 pL de
agua bidestilada estéril, 3.2 uL MgCl2 (50 mM), 0.6 pL de 27-F (10 mM), 0.6 pL de 1492-R (10 mM), 0.5 pL
dNTPs (10 mM); y 0.02 uL de Taq Polimerasa (2.5 U). Las condiciones del PCR fueron: una
desnaturalizacién a 95°C durante 5.00 minutos, una hibridacion a 57°C durante 45 segundos, una extension
a 72°C durante 45 segundos, lo cual se repitié durante 36 ciclos, ademas de una amplificacién final a 72 °C
durante 5 minutos para finalmente almacenarse a 4 °C. El producto de PCR fue resuelto en un gel de
agarosa al 1%, 100V por 30 minutos. Como marcador de peso molecular se utilizé 1 kb plus DNA Ladder
(Promega®) y como revelador bromuro de etidio.

2.7 PCR Multiplex para microorganismos biolixiviantes.

Se realiz6 un PCR multiplex (De Wulf-Durand et al., 1997) utilizando los oligonucleétidos 170-F (5'-
CAATCCCGCATACGTTCC-3") y 606-R (5"-AAACCGCTACGTATCGCAC-3") para detectar a Sulfobacillus
sp., ademas de 458-F (5-GGGTGCTAATAWCGCCTGCTG-3) y 1492-R (5°-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3") para detectar a A. ferrooxidans. Para el PCR multiplex, se prepar6 el
master mix, conteniendo: 603 pL de agua bidestilada estéril, 50 pL MgCl (50 mM), 250 pL buffer green 5X. El
contenido del Master mix se dividié en dos microtubos de 1.5 mL de capacidad. El Mix taq contenia 250 uL
de master mix mas 7 uL de Tag ADN polimerasa. Por ultimo el power mix contenia 653 uL de master mix y
se le afiadié 25 uL de dNTPs (10 Mm), ademas de 20 uL de cada oligonucleétido. La distribucién en los
tubos de PCR fue de 18.5uL de power mix, 1.5 pL de ADN templado (50 ng/ pL) y 5.0 uL de Mix Tag.

Las condiciones del PCR multiplex fueron: Una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3 minutos, una
amplificacion a 72 °C durante 1 minuto, subsecuentemente, se realizé una amplificacion final a 72 °C durante
7 minutos, para finalmente almacenarse a 4 °C. El producto de PCR fue resuelto en un gel de agarosa al 1
%, 100 V por 30 minutos. Como marcador de peso molecular se utilizé 1 kb plus DNA Ladder (Promega®).
Los geles se revelaron con GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (BIOTIUM).

3. RESULTADOS
3.1 Efecto del cobre sobre el crecimiento microbiano

En las primeras 8 horas post-inoculacion se observo una disminucion del nimero de células en los grupos
con presencia de cobre. A partir de alli, hasta el final del bioproceso, el nimero de células varié en un rango
de 7.87 x 107 hasta 6.65 x 107 (200 mM), de 6.51 x 107 hasta 5.40 x 107 (400 mM), 5.46 x 107 hasta 4.60 x
107(600 mM), 4.43 x 107 hasta 3.50 x 107 (800 mM). El grupo sin exposicion al cobre aumentd su
concentracion celular durante las 96 horas (figura 2). El analisis de varianza ANOVA permitié determinar que
existieron diferencias significativas entre el crecimiento del consorcio sin exposicién al cobre y el consorcio
expuesto a las concentraciones de 200, 400, 600 y 800 mM de cobre (P < 0.05). Para determinar si existe
diferencia significativa entre los grupos expuestos al cobre se aplicé el andlisis Tukey, determinandose que
existe diferencia entre los grupos expuestos a 200 y 400 mM de cobre con los grupos 600 y 800 mM de
cobre (p < 0,05); ademéas se determind que la velocidad especifica de crecimiento del consorcio sin
exposicion al cobre fue 1.82 x 102 h,
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Figura 2. Crecimiento de un consorcio microbiano resistente al cobre conformado por Acidithiobacillus
ferrooxidans y Sulfobacillus spp, expuesto a diferentes concentraciones de sulfato de cobre, durante 96
horas de incubacién a 30°C +/- 2°C, en medio 9K Fe a pH 1,6, en condiciones de laboratorio.

3.2 Bioproceso y andlisis microbioldgicos.

En la figura 3, se muestran las imagenes de los biorreactores en el bioproceso y las caracteristicas
morfologicas de los microorganismos durante la exposicion al cobre usando la tincién de Gram. Se observan
bacterias con forma de bacilo y cocobacilos. La mayoria de células son Gram negativas, siendo visible en los
grupos de 600 y 800 mM de cobre. Esta observacion se realizé de los cultivos propagados terminada la
experiencia.
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Figura 3. Observacion del bioproceso y andlisis microbiolégico en diferentes concentraciones de cobre.
Todos los biorreactores tanque aireado y agitado contienen medio 9K-Fe a pH 1,6 agitados a 180 RPM,
donde cada Biorreactor contiene el consorcio microbiano (A): sin cobre, (B):con 200 mM de cobre (12,7 g/
L Cu), , (C): con 400 mM de cobre (25,4 g/ L de Cu), ( D): con 600 mM de cobre (38,1 g /L de Cu),. (E):
con 800 mM de cobre (50,8 g / L de Cu). En las microfotografias de la columna derecha se observa células
bacterias tefiidas con tincion de Gram, correspondientes a cada biorrector (A-E)

3.3 Electroforesis en geles de agarosa.

En la figura 4A, se muestra la amplificacion de las secuencias del gen ARNr 16S para el dominio bacteria
(1,500 pb). Este resultado indica la presencia de microorganismos del dominio bacteria, en los cuatro grupos
del consorcio expuesto al cobre. En la figura 4B, se muestran tres bandas que corresponden a los
amplificados de los oligonucleétidos para A. ferrooxidans y Sulfobacillus spp., con pesos moleculares de
1,000 pb y 500 pb, respectivamente. En el carril 2 y 3 se detecto la presencia de A. ferrooxidans y en el carril
3 solo Sulfobacillus sp.
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, para confirmar la presencia de bacterias extremoacidofilas.
A: Productos de PCR para el dominio bacteria tefiidos con Gel red (Biotium), utilizando oligonucleétidos 27-
F, 1492-R; donde el carril 1 corresponde al marcador de peso molecular 1kb; carril 2, ADN de A. ferrooxidans
(control positivo); carril 3 agua bidestilada estéril (control negativo); en los carriles 4, 5, 6 y 7 corresponden al
consorcio expuesto a 200, 400, 600 y 800 mM de cobre. B: Productos de PCR multiplex tefiidos con bromuro
de etidio, donde el carril 1 es el marcador de peso molecular 1kb; en el carril 2 y 3 se observa la
amplificacion del gen ARNr de A. ferrooxidans y en el carril 3 se observa la amplificacion de ARNr de
Sulfobacillus sp.

3.4 Resistencia extrema al cobre (1,000 mM) en microorganismos extremoacidoéfilos
En la figura 5 se muestra el cultivo in vitro del consorcio que desarroll6 en presencia de 1,000 mM de cobre
en diferentes tiempos de crecimiento. La colonia mixta de bacterias Gram positivas y Gram negativas es

convexa de color café claro y mas oscuro en el centro, de borde redondeado. Ademéas se muestra que la
morfologia celular bacteriana es preferentemente bacilar y cocobacilar.
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Figura 5. Andlisis microbioldgico del consorcio. A: Colonias resistentes a 1000 mM de cobre al cabo de 16
dias de incubacion, usando la técnica de siembra de microgota. B: vista panoramica de las colonias de color
café oscuro en el centro y naranja oscuro en el borde; ademéas se observa una zona oscura alrededor de la
colonia. C: Andlisis microscdpico del consorcio, se observan a inmersion bacterias Gram positivas y Gram

negativas.
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4. DISCUSION

La resistencia de los microorganismos al cobre, puede deberse a la activacion de genes especificos
mediante la regulacién positiva que ejerce el cobre, para la traduccién de proteinas transportadores como
ATPasas tipo P (Dupont et al., 2010) y proteinas relacionadas a la resistencia, nodulacion y division celular
(RND) que pueden bombear el cobre desde el citoplasma al periplasma y luego hacia espacio extracelular
(Li et al., 2015). Una caracteristica notoria del consorcio bacteriano, es que la presencia de bacterias Gram
negativas, explica uno de los mecanismos involucrados en la resistencia extrema al cobre, debido a la
presencia de una membrana externa con mayor numero de proteinas (RND) favoreciendo los sistemas de
expulsién del cobre. Este mecanismo no esta presente en la bacterias Gram positivas (Saier, 2003); ademas,
existe evidencia que las bacterias utilizan polisacaridos como medida de proteccién frente a las altas
concentraciones de metales pesados (Jachlewski et al., 2015).

La concentracion de células en el consorcio, se ve disminuida por el efecto del cobre en las primeras 8 horas
(Figura 2) y a partir de alli el consorcio comienza a mantenerse en una concentracion celular constante. Esta
accion del cobre sobre el crecimiento bacteriano fue investigada por Neciosup et al. (2015) al evaluar el
crecimiento de bacterias patégenas intrahospitalarias en superficies de acero y cobre, siendo el cobre letal
para Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, bacterias que son las principales
causantes de infecciones intrahospitalarias y generalmente resistentes a antibidticos. Sin embargo las
bacterias presentes en el consorcio crecen en ambientes acidos con presencia de metales pesados y tienen
mecanismos moleculares intrinsecos de resistencia que le permiten tolerar y mantenerse viables a pesar del
estrés oxidativo que sufre la membrana celular, las proteinas y el &cido nucleico (San Miguel y Martin, 2009;
Castillo et al., 2017).

La velocidad de crecimiento del consorcio sin exposicion al cobre (1.82 x 102 h'1) en relacién a la experiencia
de Cabrera et al. (2005) fue menor tanto para el cultivo puro de Thiobacillus ferroxidans (8.6 x 10-2 células/
mL) y el cultivo mixto de Thiobacillus ferrooxidans e Acidiphilum sp (8.7 x 102 células/mL). Esta diferencia
podria deberse a que nuestro trabajo utiliz6 5 veces mayor volumen que la realizada por Cabrera et al.
(2005) y que la toma de muestra en el biorreactor (1 L) podria no ser homogénea siendo una debilidad de la
técnica de recuento celular usando la camara de Neubauer, con volimenes a mayor escala. Ademas este
autor sefiala que la velocidad de crecimiento en presencia de cobre con una sola especie (Thiobacillus
ferrooxidans) se ve mas afectada que cuando se encuentra asociada (Thiobacillus ferrooxidans vy
Acidiphilium sp), por lo que la resistencia a mayores concentraciones de cobre estaria asociada a los
mecanismos de interaccién entre los integrantes del consorcio y seria una de las explicaciones por las
cuales el consorcio es resistente a 800 mM de cobre en biorreactor de 1 L y a 1000 mM de cobre in vitro.
Con relacion a los grupos expuestos al cobre, existe un descenso en el nimero de células de forma gradual,
sin embargo, se evidencia la resistencia del consorcio al mantener un nimero elevado de células durante 96
horas de bioproceso.

Después de reactivar el consorcio, se observaron microorganismos con morfologia bacilar y cocobacilar,
luego se realiz6 una tincion de Gram observandose presencia de bacterias Gram negativas en mayor
proporcién (figura 3). El analisis de PCR para el ARNr 16S especifico para el dominio bacteria, es positivo en
todos los grupos expuestos al cobre (figura 4), por ese motivo se afirma que todas las bacterias presentes en
el consorcio en la etapa de reactivacion, son resistentes a las diferentes concentraciones de cobre
expuestas; ademas, en la figura 5, se muestra el resultado de la electroforesis de los productos de PCR
multiplex detectando la presencia de, A. ferrooxidans y Sulfobacillus sp.

Estos resultados toman mayor solidez al enfocarse en A. ferrooxidans, la bacteria mas estudiada en
biomineria ya que presenta por lo menos 10 genes relacionados con la homeostasis del cobre (Nies et al.,
2003); ademas, la fase de latencia encontrada en nuestro trabajo (figura 2), puede ser explicada por la
experiencia de Natarajan et al. (1994), cuando expuso a A. ferrooxidans a 314 mM de cobre, sefialandose
que las células podrian realizar algunos reajustes de material celular asociada con la membrana celular; sin
embargo es preciso sefalar que A. ferrooxidans adquiere resistencia cuando es expuesta consecutivamente
al cobre (Navarro, 2009).

Segun la literatura se conoce que el género Sulfobacillus tiene una especie S. thermosulfidooxidans que

presenta resistencia al cobre hasta 786 mM (Watkin et al., 2009); sin embargo en esta investigacion la cepa
Sulfobacillus spp., presente en el consorcio es resistente hasta 1000 mM de cobre. Dentro de las especies
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de este género estan S. thermosulfidooxidans, que es mas activa a la oxidacion de del Fe*? y de sulfuros
minerales, en comparacién con S. acidophilus, que es mas eficiente con la oxidacion del azufre (Rodriguez et
al., 2001), bajo esta perspectiva habrian pocas posibilidades que la especie de Sulfobacillus presente en el
consorcio sea justamente ésta Ultima. Cabe indicar que Demergasso et al. (2005), sefialé6 que estas dos
bacterias forman parte de la diversidad microbiana que se encuentran en la naturaleza en diferentes etapas
de los procesos de biolixiviacion, sumado a su alta resistencia al cobre hace que sea muy probable
identificarlos luego de nuestra experiencia. Por lo tanto uno de los aportes de nuestro trabajo es confirmar
que las bacterias A. ferrooxidans y Sulfobacillus spp., son resistentes al cobre entre 800 a 1,000 mM (figuras
4y 5).

Se demostr6é que el PCR multiplex puede ser utilizado para la deteccion de microorganismos biolixiviantes,
que generalmente se encuentran en medios extremos como aguas acidas, relaves mineros, con elevadas
concentraciones de metales pesados y también sefialar que en el proceso de evaluacién de este consorcio
las bacterias estuvieron en soluciones elevadas de cobre, por ese motivo la técnica de PCR multiplex y el
proceso de purificar ADN bacteriano libre de cobre para el PCR es reproducible para ser usada con
microorganismos extremoacidoéfilos (Figura 4). Por tanto, la técnica de PCR multiplex en esta investigacién
debe ser aplicada como indicador de la presencia de bacterias resistentes al cobre, lo cual constituye una
herramienta importante para evaluar bioprocesos en la industria minera, ambientes extremos como pasivos
ambientales, drenajes acidos asi como durante los procesos de biolixiviacién.

La generacién de un cultivo mixto en medio 9K con hierro y cobre al 1,000 mM, en estado solido, brinda un
modelo para la deteccién, comparacién y estudio de consorcios microbianos biolixiviantes resistentes al
cobre, asi como para el estudio in situ de las relaciones ecoldgicas entre dos 0 mas procariotas frente a
metales pesados. Una aplicacién biotecnoldgica que surge como consecuencia de este cultivo mixto en
estado sélido es la obtencion de biomasa con caracteristicas de resistencia al cobre y con metabolismo
activo del hierro para su aplicaciéon en tareas de biolixiviacion. La ventaja de tener un cultivo en estado sélido
es que se evita la formulacion y preparacion de grandes cantidades de medio liquido, reduciéndose los
costos de insumos como agua, acido sulfdrico, hierro y otras sales, asi como, los costos de energia para el
suministro de oxigeno y el mantenimiento de la temperatura, teniendo como consecuencia las reduccion de
los espacios utiles en el laboratorio y los costos de biomasa (til.

Para finalizar esta investigacién, se demostr6 que los integrantes del consorcio conformado por A.
ferrooxidans y Sulfobacillus sp, pueden permanecer viables a concentraciones de 800 mM de cobre en
biorreactor de 1 L y 1,000 mM de cobre en medio de cultivo sélido, estos resultados nos permiten generar un
modelo para el aprovechamiento de biotecnolégico sobre estos microorganismos y poder seleccionar
bacterias de acuerdo a su resistencia al cobre (figura 6). Ademas al contar con un grupo de bacterias
adaptadas a elevadas concentraciones de cobre, se desprende su aprovechamiento a gran escala; es decir,
su utilizacion en grandes volumenes para el riego constante de soluciones acidas en las pilas de
biolixiviacion, lograndose recuperar estos microorganismos a partir de las soluciones de PLS y Refino para
luego volverlos a propagar de forma constante (figura 7).
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5. CONCLUSIONES

El consorcio conformado por A. ferrooxidans y Sulfobacillus sp, es resistente a altas concentraciones de
cobre (1,000 mM) y constituye un modelo para estudios de alta resistencia al cobre puesto que puede ser
usado en procesos de biolixiviacion con contenidos superiores a 1000 mM de cobre, ademas se determina
gue estas especies pueden ser un bioindicador de altas concentraciones de cobre en drenajes acidos de
minas, PLS y relaves en operaciones industriales mineras donde se procese minerales sulfuros de cobre.
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RESUMEN

La investigacién tuvo como objetivo determinar las principales caracteristicas de la pesca artesanal de Isacia
conceptionis “cabinza” en puerto Casma, Chimbote, del 2010 al 2015. La base de datos fue obtenida de los
anuarios estadisticos del Ministerio de la Produccion y del Instituto del Mar del Peri (IMARPE) y se
realizaron viajes a puerto Casma para obtener informacion sobre las zonas de pesca y embarcaciones. Se
identificd que las zonas de pesca fueron 33, siendo las mas importantes por su desembarque Isla Blanca,
Isla Tortugas, La Loberia, Cajero, Mongén, El Frio y el Arco. Las embarcaciones dedicadas a la extraccion
de esta especie fueron lanchas, botes y chalanas, siendo los mas frecuentes los botes. Los artes y aparejos
de pesca utilizados estuvieron conformados por redes cortina, cerco y pinta. Asi mismo se determin6 que los
mayores volimenes de desembarques se obtuvieron en las estaciones de primavera y verano y los
desembarques muestran una tendencia a disminuir, incrementandose significativamente en el afio 2015.

Palabras claves: Ancash, Isacia conceptionis, Pesqueria, Puerto Casma

ABSTRACT

The objective of the research was to determine the main characteristics of the artisanal fishing of Isacia
conceptionis "cabinza" at Casma Port, Chimbote, from 2010 to 2015. The database was obtained from the
statistical yearbooks of the Ministry of Production and the Institute of Sea of Peru (IMARPE) and trips were
made to Casma Port to obtain information on fishing areas and vessels. Thirty three fishing zones were
identified, and focusing on the unloadings, the most important ones were Isla Blanca, Isla Tortugas, La
Loberia, Cashier, Mongon, El frio and El Arco. The vessels dedicated to the extraction of this species were
boats and barges, with the boats being the most common. The fishing gear and tackle used consisted of
curtain, fencing and pinta networks. Likewise, it was determined that the highest volumes of unloadings were
obtained in spring and summer and these unloadings show a decreasing trend, increasing significantly in
2015.

Keywords: Ancash, Casma Port, fishery, Isacia conceptionis
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1. INTRODUCCION

La pesca artesanal es una actividad extractiva, que utiliza técnicas tradicionales y con poco desarrollo
tecnoldgico, con embarcaciones pequefias y operan en la zona costera. La FAO (2003) menciona que los
recursos que sustentan la pesqueria artesanal son diversos, diversidad que se ve reflejada en
aproximadamente 220 especies de las cuales el 80% son peces, 17% invertebrados, 2% algas y 1% de
otros recursos. Asi mismo la FAO (2010) indica que la pesqueria artesanal se desarrolla alrededor de 200
caletas pesqueras en el litoral peruano.

Salazar (2001) divide al litoral peruano en tres regiones, norte, centro y sur, de ellas indica que la zona
norte comprende desde Tumbes hasta Ancash, y es esta zona la que presenta mayor nimero de puertos y
una gran diversidad de especies entre las que podemos encontrar a lisa, suco, cachema, cabinza, etc.
Ritcher (2007) indica que la alta biodiversidad ictiofaunistica del mar peruano ha permitido el desarrollo de
diversas pesquerias a lo largo del litoral y ademas que los pescadores artesanales utilicen como base de
operaciones caletas y puertos, siendo estos 181 puntos.

Isacia conceptionis “cabinza” es uno de los recursos que sustenta la pesqueria artesanal, en Puerto
Casma, Ancash. Chirichigno y Vélez (1998) indican que esta especie pertenece a la familia Haemulidae y
se distribuye desde Islas Lobos de Afuera en el Per( hasta Talcahuano en Chile. Angel y Ojeda (2001)
reportan para Chile que vive en un ambiente bentopeléagico, sobre fondos de arena o roca, a poca
profundidad (entre 0 y 50 metros), abundando en zonas donde pueda ocultarse entre las rocas,
alimentandose fundamentalmente de crustaceos, gusanos, poliquetos y de algas, desovando en primavera
y verano.

El conocimiento de una pesqueria de una especie sometida a extraccion es de vital importancia porque
permite determinar como la presién de pesca esta influyendo en el recurso, aspecto muy importante para
su regulacién y evitar asi su sobreexplotacidn, asi mismo conocer esta pesqueria nos va a permitir hacer
sostenible la pesqueria de este recurso a traves del tiempo, permitiendo una éptima gestion de la pesqueria
de este recurso. La finalidad de esta investigacion es aportar al conocimiento de la pesqueria artesanal de
esta especie, determinando las zonas de pesca, sus desembarques por arte de pesca, embarcaciones y
sus variaciones a través del tiempo.

2. MATERIAL Y METODOS

La zona de muestreo fue puerto Casma, ubicado en 78°22'57" Longitud Oeste y 9°27'49" Latitud Sur (Fig.
1). La informacion sobre los desembarques procede de los anuarios estadisticos del Ministerio de la
Produccién y del Instituto del Mar del Pera (IMARPE). Se realizaron viajes a puerto Casma para obtener
informacidén sobre las zonas de pesca y embarcaciones. La informacién fue procesada utilizando una hoja
de calculo del programa computacional Excel, analizandose los desembarques anuales y estacionales del
recurso, los desembarques por arte de pesca y por embarcacion a través del periodo 2010 — 2015.

T4 2748° W TE24YT W T

i“ TONAS UR PESCAUE TUINIA" w3t svcame.

»
Lilo SAMADE CARM

03700 S

Moc.‘m

DATUM WGS - 34

TEUsAT N ra24T6" W e W TN W

Fig. 1. Ubicacion de Puerto Casma, provincia de Casma, departamento de
Ancash.(https://lwww.google.com/search?rlz=1C1CHBF).
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3. RESULTADOS

Las zonas de pesca de pesca de puerto Casma durante el quinquenio 2010-2015 fueron 33, siendo mas
importantes por sus desembarques Isla Blanca con 53 301 kg, seguido de Isla Tortugas, La Loberia, Cajero,
Mongén, El frio y el Arco. Las zonas con menos desembarques fueron el Pedregal, Islote la Viuda, la
Pampa, Salitre e Isla la viuda con valores que fluctuaron entre 25y 2 kg (Fig. 2).
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Fig. 2. Desembarques por zona de pesca de Isacia conceptionis “cabinza” en
puerto Casma, provincia de Casma, Regién Ancash, 2010 — 2015



Las principales embarcaciones que operaron en puerto Casma, para el periodo de estudio, fueron lanchas
con una capacidad de bodega comprendida entre 6 a 12, los botes entre 1 a 5, y las chalanas entre 0,7 a
0,8 toneladas, de las cuales los botes fueron los que tuvieron mayores desembarques, los cuales variaron
entre 13 862 y 40 777 kilogramos, seguido de las lanchas que desembarcaron entre 233 y 32 099 kg y las
chalanas cuyo aporte fue entre 24 y 90 kg (Tabla 1).

Las artes de pesca que aportaron mayores desembarques fueron las redes de cerco y las cortinas o
agalleras con valores que estuvieron entre los 180 710 y 6 157 kg respectivamente, para los botes, las
lanchas aportaron con 51 766 Kg con la red de cerco y 3 Kg con red cortina y las chalanas con la red cortina
aportaron 353 kg (Tabla 1).

El aparejo de pesca de pesca utilizado en la pesqueria de esta especie fue la linea de mano, con la cual
ejecutan la denominada pesca a la pinta, cuya actividad lo realizaron solo los botes y las chalanas, con un
desembarque total para el periodo de 1 409 y 6 kg respectivamente (Tabla 1).

Los desembarques anuales de esta especie muestran una disminuciéon entre el afio 2010 y 2011; luego
hasta el afio 2013 se observa un ligero aumento, no significativo en los desembarques, sin embargo, en el
2014 los desembarques disminuyen significativamente hasta 14 147 Kg, seguido de un proceso de
recuperaciéon de los desembarques de este recurso los cuales llegaron a los 75 872 Kg, superando al afio
2010 que fue de 50 336 Kg. (Fig. 3).

Los botes fueron las embarcaciones mas frecuentes en la pesqueria de este recurso, con un nimero de
353 para el afio 2010 y 194 para el afio 2014, seguido de las lanchas que tuvieron entre 6 a 28 viajes y las
chalanas entre 4 y 12 viajes, observandose una disminucién de su frecuencia de pesca, desde el afio 2010
al 2014, incrementandose para el afio 2015 (Fig. 4).

En el 2010, 2014 y 2015 en la estacion de primavera se obtuvieron los mayores desembarques, con 23 918,
7 032 y 47 870 Kg respectivamente, mientras que, en los afios 2011, 2012 y 2013 fue la estacion de verano
la que aporto con los mayores desembarques con valores entre 17 186, 19 570 y 14 163 kg, mientras que
los menores desembarques se obtuvieron en las estaciones de otofio e invierno (Fig. 5).
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Fig. 3. Variacién anual de los desembarques de Isacia conceptionis “cabinza” en
puerto Casma, provincia de Casma, departamento de Ancash, 2010 — 2015.
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Fig. 4. Nimero de viajes por embarcacion de Isacia conceptionis “cabinza” en puerto Casma,
provincia de Casma, departamento de Ancash, 2010 — 2015.
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Fig. 5. Variacion estacional de los desembarques de Isacia conceptionis “cabinza” en
puerto Casma, provincia de Casma, departamento de Ancash, 2010 — 2015.
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Los desembarques totales por estacién durante los afios 2010 al 2015 muestran que los mayores
desembarques se dieron en las estaciones de primavera y verano, seguido del otofio e invierno con 74 773,
30913, 26 793 y 107 933 Kg de desembarque respectivamente (Fig. 6).

En la estacion de verano se observa que los desembarques a partir del 2010 tienden a incrementarse hasta
el 2012, luego descienden hasta el 2014, en la estacion de invierno la tendencia indica un decremento de
los desembarques hasta el 2014, algo similar ocurre en el otofio, con ligero incremento en el 2012 hasta el
2013, luego al igual que las otras estaciones tiende a disminuir al afio 2014, en la primavera se observa una
disminucién en los desembarques hasta el 2014 con un incremento en el afio 2013, sin embargo a partir del
afio 2014 al 2015 en todas las estaciones se observa un incremento en el desembarque, siendo mas
significativo en la estacion de primavera (Fig. 7).
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Tabla 1: Desembarques de Isacia conceptionis “cabinza”, por embarcacion, artes y aparejos de pesca en puerto Casma, provincia de Casma,
departamento de Ancash, 2010 — 2015.

BOTE CHALANA LANCHA
TIEMPO CERCO COR/TINA PINTA EOOT-ﬁEL igi-ll_—:_'\é;/ PINTA C:I—/CA)IQII;IA CERCO AC(SAI\QI:TEQ/A L;?\]-I?HLA TOTAL
AGALLER A
A
2010 38594 1069 1114 40777 76 2 78 9481 0 9481 50336
2011 24898 846 192 25936 47 4 51 5674 0 5674 31661
2012 30797 674 6 31477 24 0 24 2204 0 2204 33705
2013 31574 982 3 32559 64 0 64 2078 0 2078 34701
2014 12603 1259 0 13862 52 0 52 230 3 223 14147
2015 42252 1327 94 43673 90 0 90 32099 0 32099 75862
TOTALE | 180718 6157 1409 188284 353 6 359 51766 3 51759 240412
S
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Fig. 6. Desembarques totales por estacidon de Isacia conceptionis “cabinza” en puerto
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4. DISCUSION

La pesqueria artesanal es una actividad que se realiza a lo largo del litoral peruano, Gonzalez (2001) sefiala
gue esta actividad se caracteriza por la diversidad de flotas, de especies y de pescadores, asi mismo sefiala
que la pesqueria de Isacia conceptionis “cabinza” se realiza basicamente por la flota artesanal y para
abastecer el consumo humano directo, esto coincide con lo reportado, pues la especie en puerto Casma es
capturado por embarcaciones artesanales como lanchas, botes y chalanas y la captura es destinada para el
consumo humano directo.

Gonzalez (2001) indica que la pesqueria principal de este recurso se encuentra en Callao, Pisco e llo, sin
embargo, Berru et al, (2005) sefialan que de 40 especies de peces comerciales identificados en puerto
Casma, esta especie ocupa el sexto lugar por sus desembarques con 25 534 Kg, y si tenemos en cuenta
que a través de los afios los desembarques han ido incrementandose hasta 72 862 Kg en el 2015, esto nos
indica que es un recurso que sustenta la pesqueria artesanal en este puerto.

Las zonas de pesca con mayores desembarques en puerto Casma, segun Berra et al, (2005), fueron
Bernardino, Bahia Casma, Loberia, Cajero, Punta Pifias Isla Blanca, Infiernillo, el Arco, Batan y Pérez, esto
difiere en parte porque para el periodo 2010 — 2015 se determindé que las zonas con mayores
desembarques fueron Isla Blanca, Isla Tortugas, manteniéndose Loberia, Cajero, y el Arco, esto se debe a
la disponibilidad del recurso en el ambiente y probablemente a que en lo sefialado por Berru et al, (2005) la
captura de este recurso solo se hacia con botes y chalanas y no con lanchas como se reporta en esta
investigacion.

Las embarcaciones que capturan actualmente este recurso en puerto Casma son las lanchas, botes y
chalanas, sin embargo, Berra et al, (2005) manifiestan que la captura se realizaba con chalanas y botes, lo
cual nos indica la incorporaciébn de lanchas a esta pesqueria, sin embargo, sus aportes en los
desembarques son menores que los botes, pese a tener mayor poder de pesca que éstos, lo cual se debe a
que no son muy frecuentes en la actividad pesquera.

Las faenas de pesca en puerto Casma se realiza con redes de cerco, cortina y pinta, esto coincide con lo
reportado con Gonzélez (2001) pero indica, ademds, que también se emplea las redes de arrastre, sin
embargo, se coincide en parte con Berru et al, (2005) quienes mencionan que para capturar esta especie
utilizan la red cortina y el bolichito. Asi mismo IMARPE (2000) indica que la red cortina, denominada
también agallera, es uno de los artes de pesca méas usado en el litoral peruano.

Salazar et al, (2014) indican que, entre los artes de pesca mas utilizados por los pescadores artesanales,
segun el censo 2012, realizado por el INEI, son las redes de enmalle o cortina en un 31, 1% y que
particularmente los pescadores que utilizan redes de enmalle para la captura de recursos costeros, operan
dentro de la franja costera de las 2 millas nauticas.

Los desembarques muestran una tendencia a disminuir o aumentar a través del tiempo, esto coincide con lo
reportado por Gonzalez (2001) que el analisis histérico de las capturas de esta especie indica una tendencia
fluctuante con caracteristicas de incremento o disminucion antes, durante o después de cada evento célido
o frio en funcién a la intensidad de estos eventos.

Los mayores desembarques obtenidos en primavera y verano nos indica que esta especie prefiere las
aguas calidas, esto es corroborado con Gonzélez (2001) que sefiala que los volumenes de extraccion mas
altos se registraron justamente durante la ocurrencia de los eventos El Nifio, lo que favorece el incremento
de nulcleos poblacionales accesible a la pesca artesanal con cerco y cortina, asi mismo indica que al
analizar la estacionalidad de las capturas determino que la estacién de primavera presenta la mayor captura
de esta especie, seguida de la estacidén de verano.
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5. CONCLUSIONES

Las zonas de pesca en puerto Casma fueron 33, siendo las mas importantes por su desembarque Isla
Blanca con 53 301 Kg, seguido de Isla Tortugas, La Loberia, Cajero, Mongon, El frio y el Arco.

Las embarcaciones dedicadas a la extraccion de Isacia conceptionis “cabinza” fueron lanchas, botes y
chalanas, siendo los mas frecuentes los botes.

Los artes y aparejos de pesca utilizados estuvieron conformados por redes cortina, cerco y pinta.
Los mayores desembarques se obtuvieron en las estaciones de primavera y verano.

Los desembarques muestran una tendencia a disminuir incrementandose significativamente en el afio 2015.
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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos mantienen su vigencia como entidades nosoldgicas en salud publica en
diferentes partes del mundo; sin embargo, las especies de agente infectante, entre ellos los parasitos, varian respecto
del lugar y época del estudio. El objetivo de la presente investigacion fue determinar la contaminacion parasitica de
hortalizas de consumo humano que se expenden en los mercados Mayorista, Hermelinda y Central de la ciudad de
Trujillo, Perq, entre julio y setiembre del 2018. Se evaluaron 120 muestras correspondientes a cuatro especies de
hortalizas, Lactuca sativa “lechuga” (30), Apium graveolens “apio” (30), Allium fistulosum “cebolla china” (30) y
Coriandrum sativum “culantro” (30), obtenidas en los puestos en forma no aleatoria. Las muestras fueron lavadas con
agua destilada y el producto se filtr6 y sedimentd por 24 h. El sedimento se procesé mediante la técnica de Sheather y
se analizd6 microscopicamente. El 56,7 % de las muestras presentaron contaminacién con una o mas especies de
parasitos intestinales, y la lechuga (36.8%) fue la hortaliza con mayor contaminacion parasitica, asi como los mercados
Mayorista (72.5%) y La Hermelinda (62.5%). Los parasitos identificados con sus respectivas frecuencias fueron:
Blastocystis sp. 41,2%; Giardia sp. 22,1%; Toxocara sp. 13,2%; Ascaris lumbricoides. 11,8%, y Entamoeba coli. 10,2%.
Se concluye que la lechuga, el apio, el culantro y la cebolla china que se expenden en los principales mercados de
abastos de Trujillo presentan elevada contaminacién parasitica (56.7%) con una 0 mas especies de protozoarios y
helmintos intestinales, sindicados como causantes de cuadros clinicos en el hospedero humano.

Palabras clave: Alimentos, contaminacion, enteroparasitos, hortalizas.
ABSTRACT

Foodborne diseases maintain their validity as nosological entities in public health in different parts of the world;
however, the species of infecting agent, among them the parasites, transmitted vary with respect to the place and time of
study. The objective of the present investigation was to determine the parasitic contamination of vegetables of human
consumption that are sold in the markets, Mayorista, Hermelinda and Central of the city of Trujillo (Peru), between July
and September of 2018. It was evaluated 120 samples corresponding to four vegetable species, Lactuca sativa "lettuce"
(30), Apium graveolens "celery" (30), Allium fistulosum "chinese onion" (30) and Coriandrum sativum "culantro" (30),
obtained in the stalls (non-randomized sample). The samples were washing with distilled water, and left in spontaneous
sedimentation for 24 hours. The sediment was processed by Sheather technique and analyzed microscopically. 56.67%
of the samples presented contamination with one or more species of intestinal parasites and the lettuce was the
vegetable with the highest parasitic contamination. The parasites identified with their respective frequencies were:
Blastocystis sp. 41.18%; Giardia sp. 22.05%; Toxocara sp. 13.24%; Ascaris lumbricoides. 17.77%; and Entamoeba coli.
10.23%. It is concluded that the lettuce, celery, cilantro and Chinese onion that are sold in the main markets of Truijillo
supply have parasitic contamination with one or more species protozoan and/or helminthes parasites indicated as
causing clinical symptoms in the human host.

Keywords: contamination, enteroparasites, foods, vegetables.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos mantienen su vigencia como entidades nosol6gicas
perjudiciales siendo la mayor causa de morbilidad a nivel mundial (Mohamed et al, 2016). Dentro de los
alimentos que forman parte de una dieta saludable se encuentran las hortalizas que se contaminan con
agentes infecciosos en todo el proceso, desde la plantacion hasta el consumo; se sabe que quistes de
protozoarios, huevos y larvas de helmintos pueden ser adquiridos por consumo de estos vegetales, crudos o
con deficiente coccion y salubridad (Bekele et al, 2017), y que, incluso, se han producido brotes de
infecciones por parasitos intestinales epidemiolégicamente asociados al consumo de hortalizas tanto en
paises desarrollados como en vias de desarrollo (Rea et al, 2004; Devera et al, 2006; Camargo Yy
Campuzano, 2006; Mufioz y Laura, 20087; Garcia et al, 2011; Tram y Dalsgard, 2014; Anuar et al, 2014; Da
Silva et al, 2014; Polo et al, 2016; Loganathan et al, 2016; Mehrnejat et al, 2018).

Segun Espejo-Ramos (2014) y Quispe-Juli (2016) en el Perd, las infecciones por protozoarios y helmintos
intestinales son de elevada frecuencia tal como lo demuestran trabajos recientes, aspecto que se relaciona
con los bajos niveles de vida, malos habitos higiénico alimentarios y poca disponibilidad de infraestructura
sanitaria adecuada; al mismo tiempo, la venta de hortalizas de consumo humano son expendidas con serias
deficiencias higiénicas, tales como, en puestos improvisados, expuestos a vectores y otros contaminantes y
los vendedores no utilizan guantes ni bolsas de primer uso. Sin embargo, son pocos los estudios realizados
sobre contaminacion parasitica de estos alimentos; se sabe que en Ica, se analizaron 165 especimenes de
verduras de 11 especies diferentes y se encontraron contaminadas el 93,9% con elevadas frecuencias de
Entamoeba coli y Giardia lamblia (Villanueva y Silva, 1990); en Lima, se determiné que el 12.4% de
lechugas investigadas presentaban alguna especie de pardsito intestinal (Tananta et al, 2004; Palacios,
2010) y en Tacna, también se investigd en lechuga expendida en comedores populares, restaurantes,
cebicherias, pollerias y sandwicherias y se hallaron formas parasitarias en 46,6% de las cuales E. coli, con
56.4%, presentdé la mayor prevalencia (Castro, 2011). En Trujillo se carece de informacién de esta
naturaleza, el Unico antecedente da cuenta del hallazgo de Fasciola hepatica en el 18.1% de lechugas de
mercados del distrito La Esperanza, y de Ascaris lumbricoides en el 18.2% de culantro y G. lamblia en el
15.0% de cebollitas chinas de mercados del distrito El Porvenir (Pérez-Codon et al, 2008).

Teniendo en cuenta que las bondades alimenticias de las hortalizas estan plenamente establecidas y que la
venta de estos vegetales es higiénicamente deficiente en Trujillo, resulta importante realizar estudios que
permitan recolectar datos epidemiol6gicos sobre la presencia de parasitos en hortalizas. En este informe se
presentan los resultados de una investigacion dirigida a determinar el porcentaje de especimenes de Lactuca
sativa “lechuga”, Coriandrum sativum “culantro”, Apium graveolens “apio” y A. fistolusum “cebolla china” que
se expenden en los mercados Mayorista, Hermelinda y Central de la ciudad de Truijillo, Pert contaminados
con formas parasitarias de protozoarios y helmintos intestinales del hombre, entre julio y setiembre del 2018.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Areade estudio:

La investigacion se llevo a cabo en la ciudad de Trujillo, capital de la provincia del mismo nombre, en la
Region La Libertad (Perd), con una extension de 1769 Km? (8°06°43” LS, 79°01°44”LO). Trujillo
Metropolitano, el ndcleo, tiene una poblacion de 962,329 habitantes cuya actividad econdémica es diversa.
Esta metropoli presenta, en promedio, una altitud de 34 msnm y se halla ubicada al margen derecho del rio
Moche que irriga el valle Santa  Catalina, al borde del Océano Pacifico
(www.inei.gob.pe/estadisticas/censos). Trujillo, como otras metrépolis presenta diversos centros de expendio
de alimentos y verduras, de ellos, los que presentan los mayores volumenes de venta son el “Mercado
Central” (ubicado en el centro), el mercado “Mayorista” (ubicado en la zona sur) y el mercado “La
Hermelinda” (ubicado en la zona norte) (Fig. 1).
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Fig. 1. Ubicacién de la zona de estudio. Izquierda, ubicacién de Trujillo en el Peru ( ); derecha, ubieacion del
mercado Central (@), mercado Mayorista (m) y mercado La Hermelinda (4) en la ciudad de Trujillo

2.3. Obtencidon de vegetales:

El material bioloégico estuvo constituido por 120 muestras: 30 de cada una de las cuatro especies de
hortalizas: L. sativa “lechuga”, A. fistulosum “cebolla china”, C. sativum “culantro” y A. graveolens “apio”, que
son de gran consumo en forma cruda, tanto en la mesa popular como en restaurantes y vendidas
diariamente en todos los mercados. Estas hortalizas proceden de &reas cultivadas de los distritos de Simbal,
Laredo y Poroto (distritos agricolas aledafios a Trujillo, en la misma provincia) y fueron recolectadas en los
puestos de venta (seccion verduras) de los mercados Mayorista, Hermelinda y Central de la ciudad de
Trujillo, entre julio y setiembre del 2018. Cada muestra consistente en dos ejemplares de lechuga, dos
atados de cebolla china, dos atados de culantro y dos “varas” de apio, fue colocada en una bolsa plastica
transparente de primer uso, las cuales fueron numeradas y clasificadas con nombre de la especie, fecha y
lugar obtenido (Tram y Dalsgaard, 2014; Mohamed et al, 2016; Bekele et al, 2017; Mehrnejat, 2018).

2.4. Evaluacion de vegetales:

El material biol6gico colectado fue transportado en cooler conteniendo paquetes de hielo en la base para
mantener el frio, al laboratorio de Helmintologia Parasitaria de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de Trujillo, para su respectivo andlisis. Este consistid en clasificar para la investigacion
a las que estuvieron intactas, lozanas y sin muestras de estar contaminadas por hongos (Camargo y
Campuzano, 2006; Polo et al, 2016).

Las muestras clasificadas fueron colocadas en bandejas de plastico para pesar 200 g: para el caso de la
lechuga de las hojas y para las demas tanto hojas como tallo, estas cantidades fueron colocadas,
individualmente, en probetas de 1 L conteniendo 500 mL de solucion salina fisiologica isoténica estéril
durante 15 min. Luego, se agité vigorosamente durante 10 min y se dejé sedimentar durante toda la noche
hasta el dia siguiente. En seguida, se eliminé a los vegetales, se decant6 el liquido hasta retener 50 mL que
fue filtrado a través de una gasa doblada en cuatro con un poro entre 400 y 600 micrometros, sobre tubos
serigrafiados de punta coénica de 50 mL y se dejé en reposo durante 4 h para su concentraciéon por
sedimentacion espontanea (Palacios, 2010; Garcia et al, 2011; Loganathan et al, 2016).

2.5. Determinacién de quistes de protozoarios y huevos de helmintos intestinales
El sedimento de la parte cénica del tubo serigrafiado (aproximadamente 2 mL) fue trasladado utilizado
pipetas de vidrio estériles a tubos de centrifuga para ser procesadas mediante la técnica de Ritchie, segun lo

propuesto por el Instituto Nacional de Salud del Peru; del sedimento del tubo de centrifuga se extrajo una
muestra para cada una de dos laminas por tubo para su andlisis microscopico en busca de formas
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parasitarias (Beltran et al, 2003; Sena et al, 2010). La identificacion de las formas parasitarias se hizo en
base a la morfologia y contenido de los quistes de protozoarios y huevos de helmintos, con ayuda del
Manual propuesto por la Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO, 2000).

2.6. Andlisis Estadistico

Se aplico un analisis estadistico descriptivo para la construccion de las frecuencias, luego, se aplico el
analisis Ji cuadrado (con una probabilidad de 95%) para determinar la asociacion entre los resultados
obtenidos de los porcentajes de contaminacién parasitaria y los mercados de expendio de estas, utilizando
un programa SPSS.v20 para Windows.

3. RESULTADOS

Se encontr6 que el 56,7% fueron positivas a una 0 mas especies de protozoarios y/o helmintos intestinales
del hombre, asimismo, que las hortalizas procedentes del mercado Mayorista (72,5%-29/40) y mercado La
Hermelinda (67,5%-25/40) presentaron mayor contaminacién parasitica (p=0.019) que las obtenidas en el
Central (35,0% - 14/40). De ambos grupos de parasitos, los protozoarios (75,4%) presentaron las mayores
frecuencias parasitarias.

Blastocystis sp. (41,2%) fue la especie de protozoario que presentd la mayor prevalencia y Toxocara sp.
(13,2%) el helminto; esta misma tendencia se aprecié cuando se examinaron las frecuencias parasitarias en
los mercados del Mayorista, Hermelinda y Central estudiadas (Tabla 1). La lechuga fue la hortaliza que
presenté mayor porcentaje de contaminacion parasitaria (36,8%), seguida del apio (27.9%) y el culantro
(26.5%) y la cebolla china (22.1%) el menor porcentaje.
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Tabla 1. Contaminacion parasitica por especie de protozoario y helmintos intestinal en tres mercados de
abastos de la ciudad de la ciudad de Trujillo (La Libertad, Per(). Periodo julio-setiembre 2018.

Mercado Mayorista La Hermelina Central
Parasito 29/40 (25/40) (14/40)

Protozoario

Blastocystis sp. 37.9 48.0 35.7
Giardia sp. 20.7 24.0 21.4
Entamoeba coli. 17.2 04.0 14.3
Helminto
Toxocara sp. 13.8 08.0 14.3
Ascaris lumbricoides 20.7 08.0 00.0

(): Niumero de muestras positivas/total por mercado

4. DISCUSION

La transmision de enfermedades infecciosas a través del consumo de alimentos adquiere cada vez mayor
importancia para la salud (Anuar et al, 2014). Esta afirmacion ha sido corroborada en la presente
investigacién en la cual se detecté un alto porcentaje (56,7%) de hortalizas contaminadas con una o mas
especies de protozoarios y helmintos intestinales, parasitos del hombre, la mayoria de ellas consideradas
causantes de cuadros digestivos patologicos (Anuar et al, 2014). Estos resultados son semejantes a los
proporcionados por otras investigaciones en tres ciudades del Peru: Ica, Lima y Tacna, donde hallaron
también altos porcentajes de contaminacién parasitica, en algunas de ellas superiores al 85% (Villanueva y
Silva, 1990; Espejo-Ramos, 2014; Quispe-Juli, 2016). Esto podria deberse a que muchas de las hortalizas
son de dudosa procedencia y no se les aplica buenas practicas agricolas como el riego con aguas servidas,
uso de materia fecal animal como abono, condiciones higiénicas deficientes de los trabajadores o letrinas
préximas al lugar de cultivo, todo esto puede ser agravado por una manipulacién inadecuada por parte de
los comerciantes; exponiendo a los consumidores a contraer diferentes enfermedades, sobre todo a los
nifilos, ancianos y a personas inmunosuprimidas. Al mismo tiempo, en otros paises también se han
registrado elevadas frecuencias de contaminacion parasitaria de vegetales frescos, dentro de ellos las
hortalizas para consumo humano (Devera et al, 2006; Garcia et al, 2011; Mehrnrjat et al, 2016).

El nUmero de especies de protozoarios parasitos intestinales del hombre es similar al nUmero de especies de
helmintos; sin embargo, su caracteristica de ser organismos unicelulares, con ciclos simples sin necesidad
de huéspedes intermediarios, con rapida reproduccién y con formas resistentes en el medio externo (los
quistes) los convierte en organismos mas numerosos y abundantes en todos los ambientes, incluyendo los
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alimentos (Perez-Codon et al, 2008; Gonzales et al, 2015). Si a esto se agrega su tamafo pequefio que los
hace facilmente transmisibles por diversos mecanismos, es de esperar que las verduras de consumo
humano con deficiencias higiénicas en su manejo, presenten mayor frecuencia de contaminacion por
protozoarios que por helmintos. Esto fue lo que se encontré en la presente investigacién, resultados que
difieren a los obtenidos en Pasto, Colombia (Mufioz y Laura, 2011) y en Truijillo, Pert (Perez-Codon et al,
2008), donde se detectaron mayor nimero de especies de enteroparasitos (aunque siempre mayor nimero
de protozoarios): ocho de protozoarios: Blastocystis sp., Endolimax nana, E. coli, E. histolytica, I. btschlii, G.
lamblia/G. intestinalis, B. coli, Chilomastix mesnili y tres helmintos: A. lumbricoides, Ancylostoma sp. y
Strongyloides sp.

Blastocystis sp. es el protozoario con la mas alta frecuencia de parasitacién en la poblacién infantil en la
Gltima década (Quispe-Juli, 2016). Esto quiere decir que, si la fuente de contaminacion de las verduras de
consumo humano son las heces fecales del hombre y animales, es de esperar que el protozoario mas
frecuente también esté ampliamente distribuido. En efecto, en los tres mercados estudiados Blastocystis sp.
se presenta con el mayor porcentaje que los demas, con la excepcién de lo observado en el mercado
Mayorista donde A. lumbricoides aparece con el mayor porcentaje (21%). La presencia del helminto A.
lumbricoides en el mercado Mayorista, podria explicarse principalmente por el largo periodo de duracion de
los huevos fecundados (varios afios), el elevado numero producido/parasito y las pobres condiciones
socioeconomicas que facilitan su diseminacion (Rea et al, 2004; Mufioz y Laura, 2008; Mehrnejat et al,
2018).

Los mercados Mayorista y La Hermelinda presentan caracteristicas similares de contaminacion parasitaria,
esta situacion probablemente se debe a que ambos son abastecidos con productos de similar calidad y
procedencia, mientras que el mercado Central la carga parasitaria es menor debido a que los comerciantes
venden hortalizas lavadas, ademdas cada puesto de venta se encuentra dentro del establecimiento,
evitdndose de esta forma una mayor contaminacion. Podria asegurarse, entonces, que la contaminacion de
las verduras puede mantenerse o incluso incrementar no solamente en el proceso de su produccién, sino
también al momento de su comercializacion, ya que, por una inadecuada manipulacion de los alimentos, o
malas préacticas de higiene en general se favorece la infeccion enteroparasitaria por la ruta fecal-oral (Castro,
2011; Gonzélez et al, 2015).

Ademas del protozoario Blastocystis sp. se encontrd elevados porcentajes de quistes de Giardia sp. en las
muestras de hortalizas expendidas en los mercados del Mayorista, Hermelinda y Central de Trujillo. Giardia
Sp. es un parasito que frecuentemente se encuentra contaminando los alimentos, vegetales como las
hortalizas, reservorios de aguas, etc y ademas es muy comun encontrarlo en lugares de climas calidos. Este
ocasiona diarrea y malabsorcion intestinal en nifios y adultos (Gonzalez et al, 2015). Puede pensarse que su
elevada frecuencia se debe a inadecuadas practicas agricolas en la provincia de Trujillo y por lo mismo
deberia realizarse esfuerzos para erradicar o minimizar el uso de aguas residuales para riego, asi como
también la manipulacion del producto en los centros de expendio (Espejo-Ramos, 2014; Quispe-Juli, 2016).
Este protozoarios ha sido registrado en casi todas las investigaciones efectuadas en hortalizas para
consumo humano, tanto en paises orientales (Anuar et al, 2014; Polo et al, 2016; Mohamed et al, 2016)
como sudamericanos (Rea et al, 2004; Camargo y Campuzano, 2006; Garcia et al, 2011; Da Silva et al,
2014) con porcentajes variables de contaminacidon parasitica. En Trujillo, Perez-Codon et al (2008)
encontraron que la cebolla china procedente del distrito ElI Porvenir presentd una frecuencia similar a lo
hallado en la presente investigacion (15%). Se sabe que Giardia estd muy ligado al ambiente humano, pues
parasita no solo al hombre sino a animales domésticos, como el perro, del cual se puede adquirir; entonces,
al ser una zoonosis la fuente de contaminacion de las hortalizas no solo son heces humanas sino también de
otros animales como el perro que frecuenta las zonas de cultivo y defeca cerca a los surcos de cultivo de
este vegetal y otras verduras (Camargo y Campuzano, 2006; Polo et al, 2016).

El protozoario comensal Entamoeba coli también se encontré en porcentajes un poco elevados en las
hortalizas analizadas, aunque es inocuo para el ser humano, su presencia puede interpretarse como un
indicativo de que no se estan lavando y/o almacenando estos productos, o de que existe contaminacion por
heces humanas durante el cultivo, almacenamiento, acopio, manipulacién y/o transporte de las frutas y
hortalizas (Rea el at, 2004; Da Silva et al, 2014). Es necesario tener en cuenta que existen dos especies de
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Entamoeba asociadas al hospedador humano: una patégena, E. histolytica, y otra comensal, E. coli
distinguibles entre si por el nUmero de nucleos en el quiste, que es la forma observada en los vegetales; de
ambas, la Ultima especie es la mas frecuente (Espejo-Ramos, 2014; Quispe-Juli et al, 2016.

Como se puede apreciar, en esta investigacion se hall6 porcentajes de hasta 14% de huevos
de Toxocara sp. en las muestras de hortalizas. Los huevos de este helminto como los de otros geohelmintos
parasitos maduran en el ambiente externo, aspecto biologico que facilita la profilaxis para el hombre de esta
infeccion parasitaria. Se deberia prevenir la defecacion de perros y gatos en suelos de cultivo, evitar su
presencia en mercados donde se comercializa vegetales (Anuar et al, 2014; Tram y Dalsgaard, 2014;
Mohamed et al, 2016; Mehrnejat et al, 2018). Este helminto, de distribucién mundial y muy relacionado al
ambiente humano ha sido hallado en alimentos en diferentes partes del mundo; por ejemplo, en Pasto
(Colombia) se hallaron porcentajes de contaminacion parasitica del orden del 28.6%, similar porcentaje al
determinado en esta investigacion (Polo et al, 2016), en otras investigaciones se han registrado porcentajes
mayores (Tram y Delsgaard, 2014; Mohamed et al, 2016) y menores (Da Silva, et al, 2014; Anuar et al,
2014).

Ascaris lumbricoides, el nematodo mas conocido a nivel mundial y dependiente del hospedero humano (el
otro hospedero es el cerdo) también ha sido registrado en diferentes partes del mundo; por ejemplo, en
Sudan con 2,9% (Mohamed et al, 2016), en Etiopia con un porcentaje mas elevado: 20,8% (Bekele et al,
2017). En Trujillo se encontré en culantro, con un 18,2% (Perez-Codon et al, 2008), porcentaje parecido al
detectado en la presente investigacion en el mercado Mayorista. Es probable que el elevado potencial bi6tico
de este helminto (una sola hembra es capaz de colocar 200 mil huevos al dia, embrionados o no) hecho que
permite la contaminacion del suelo con gran cantidad y de alli a los vegetales; ademas, se sabe que al igual
que los huevos de Toxocara, son altamente pegadizos a diferentes sustratos, de los cuales las hortalizas
probablemente sean las favoritas.

La lechuga es la verdura de consumo humano mas frecuente, pues se le observa en cualquier tipo de
ensaladas acompafiando a potajes de consumo en los almuerzos de todas las clases sociales v,
obligatoriamente, en los preparados de mayor consumo en costa y sierra, el pollo a la brasa y el cebiche; sin
embargo, el hecho de presentar hojas redondeadas y sobre todo rugosas, y por ser de tallo corto, la hace
facil a la migracién y penetracién de estructuras parasitarias a través del agua de riego (Tananta et al, 2004)
y, de hecho, en la presente investigacion es la verdura con la més alta frecuencia de contaminacion
parasitaria (37%). Este resultado es similar al obtenido en Ica (Villanueva y Silva, 1990), Lima (Tananta et
al, 2004; Palacios, 2010) y Tacna (Castro, 2011) y en cebollita china del distrito El Porvenir (Perez-Codon et
al, 2008). Sin embargo, a diferencia de la presente investigacidon, en otras se han registrado a otros
helmintos, uno de ellos es, Fasciola hepatica helminto importante porque es causante de enfermedad
crénica y conducente a disfunciones hepaticas graves. En este sentido, Perez-Codon et al (2008)
encontraron elevado porcentaje (18,1%) en lechuga procedente del distrito La Esperanza (Trujillo).

5. CONCLUSIONES
Se concluye que la lechuga, Lactuca sativa, el apio, Apium graveolens, el culantro, Coriandrun sativum y la
cebolla china, Apium fistulosum, que se expenden en los principales mercados de abastos de Truijillo

presentan elevada contaminacién parasitica (56.7%) con una o mas especies de protozoarios y helmintos
intestinales, sindicados como causantes de cuadros clinicos en el hospedero humano.
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RESUMEN

El inicio de la era gendmica y la invencion de técnicas moleculares vanguardistas han revolucionado la
genética en el transcurso de las Ultimas décadas. Estos avances cientificos han permitido revelar
mecanismos desconocidos que controlan la diferenciacién celular y el desarrollo de estructuras novedosas y
originales en diversos organismos a lo largo de su historia evolutiva. Una de dichas estructuras es el sistema
nervioso, el cual esté presente en todos los animales excepto en esponjas y placozoos. La aparicion de esta
estructura significd un gran salto evolutivo dentro del filo Metazoo, y su amplia diversificacién en cada grupo
animal ha sido materia de debate en los Ultimos afios. En este articulo, se discuten los posibles origenes del
sistema nervioso.

Palabras clave: Bilaterales, células neurales, ctenéforos, metazoos, sistema nervioso.

ABSTRACT

The beginning of the new genomic era and the emergence of cutting-edge molecular tools have
revolutionized genetics over the past decades. These scientific breakthroughs have allowed to eveal
unknown developmental mechanisms in cell differentiation and the emergence of novel structures in several
organisms throughout their evolutionary history. One of such structures is the nervous system, which is
present in all animals excepting sponges and placozoans. The emergence of this structure meant a great
evolutionary leap inside the Metazoan phylum, and its wide diversification in each animal clade has been a
subject of debate during the last years. In this article, the putative origins of the nervous system are
discussed.

Keywords: Bilaterians, ctenophores, metazoans, nervous system, neural cells.
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1. EL ULTIMO ANCESTRO COMUN DE LOS ANIMALES

La expansion de datos gendmicos en diversos grupos animales ha permitido construir topologias
filogenéticas robustas que apoyan la hip6tesis de un origen comun de todas las especies animales modernas
a partir de un dltimo ancestro comun (LCA - “last common ancestor”). De hecho, se cree que los primeros
animales han evolucionado hace al menos 600 millones de afios y que el LCA de los animales fue
multicelular. Dicho estado de multicelularidad podria haber aparecido como una simple organizacién clonal a
partir de organismos unicelulares. Sin embargo, estos primeros organismos con complejidad multicelular
tuvieron que haber pasado por drasticos cambios en su composicion genética para dar lugar a la aparicién
de tipos celulares especificos que les facilitaran adaptarse al medio ambiente (Brunet & King, 2017).

Algunos de estos cambios condujeron al surgimiento de células sensoriales en organismos primitivos que
permitieron la exploracién y conquista de sus respectivos habitats. En este contexto, no se puede negar que
no solo la adquisicion de dichas células sensoriales, sino también la formacion de sistemas sensoriales
complejos constituye un logro clave en la historia evolutiva de los animales (Wray Gregory A., 2015). Sin
embargo, eso nos trae algunas preguntas: ¢ Cuando aparecieron las primeras células y circuitos sensoriales?
y ¢ Como se organizaron dichos circuitos en la mayoria de eu-metazoos?

Para responder esto, diversos estudios han ayudado a comprender la historia evolutiva del sistema nervioso
a partir de células sensoriales/neurales. De hecho, podemos seguirle la pista al origen de las primeras
células neurales hasta antes de la separacion entre cnidarios y bilaterales, e incluso postular que el
repertorio genético necesario para la formacién y desarrollo de dichas células podrian haber estado presente
en organismos anteriores a estos filos (Wray Gregory A., 2015). A pesar de esto, se sabe alin muy poco
sobre la aparicidn y evolucién de las primeras células neurales en animales no-bilaterales.

2. APARICION DE LAS PRIMERAS CELULAS SENSORIALES

La adquisicion de células neurales es un evento crucial en la evolucién de los metazoos, y posiblemente tuvo
su origen con la aparicién y divergencia de las primeras células sensoriales que permitieron a los animales
encontrar comida, reproducirse o evadir habitats poco convenientes.

Se conoce que las células animales sensoriales mas simples se encuentran en las larvas de los poriferos
(esponjas), las cuales no solo son sensibles a la luz, sino también a otros estimulos. Las esponjas
constituyen un grupo animal primitivo, si se les compara con los eu-metazoos, ya que no poseen sistema
nervioso. Sin embargo, ellas cuentan con otros sistemas sensoriales como es el caso de la demosponja
Amphimedon queenslandica, cuya larva presenta un tipo especifico de célula epitelial (célula matraz) que es
capaz de convertir los estimulos externos en sefiales internas que inducen el asentamiento y metamorfosis
durante su desarrollo (Nakanishi et al., 2015). Aparte de esto, estas células también exhiben expresion de
marcadores pro-neurales como AmgbHLH y miembros de la via de sefializacion Delta-Notch. Dichas
caracteristicas se asemejan a lo que se observa en neuronas sensoriales presentes en larvas de cnidarios y
bilaterales (Nakanishi et al., 2015; Richards et al., 2008; Liebeskind et al., 2016), y sugieren un origen comun
entre las células sensoriales de los poriferos y las células neurales de los eu-metazoos.

A diferencia de los poriferos, los cnidarios han sido histéricamente considerados como los metazoos mas
tempranos en haber desarrollado un sistema nervioso. Ellos poseen un sistema nervioso difuso que consiste
en redes nerviosas extendidas principalmente en el epitelio. Sin embargo, algunos de ellos como las
medusas han desarrollado sistemas sensoriales que muestran regionalizacion neural. Algunos autores han
propuesto que los aros neurales presentes en estas medusas constituyen un tipo de sistema nervioso
central. Dicha observacién sugiere que la aparicién de un sistema nervioso central rudimentario pudo incluso
suceder antes de la separacion con los bilaterales (Garm et al., 2007). Adicionalmente, el repertorio genético
que controla la formacién del sistema nervioso tanto en cnidarios como en bilaterales es sumamente
conservado, sugiriendo que dicho repertorio ya estaba presente en el ancestro comin de cnidarios y
bilaterales (Watanabe et al., 2009).
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3. POSICION FILOGENETICA DE LOS CTENOFOROS

Asi como los cnidarios, los ctenéforos también poseen una red epitelial de nervios. Debido a la similitud
morfoldgica entre ambos grupos, fueron clasicamente ubicados dentro de un mismo filo llamado Celenterada
por mas de un siglo. Sin embargo, estos grupos son muy diferentes a nivel genémico y, hoy en dia, la
posicién filogenética de los ctendforos alin se encuentra en debate. De hecho, las publicaciones antiguas
optaban por localizarlos junto a los cnidarios y bilaterales en un solo grupo, mientras que las mas recientes
sugieren que los ctenoforos constituyen el grupo animal mas antiguo (incluso precedente a los poriferos) v,
en consecuencia, hermano de todo el resto de los metazoos. Dicha revelacién expone dos posibilidades: el
sistema nervioso existia en el Ultimo ancestro comin de los animales y se perdié en los poriferos y
placozoos; o los ctenéforos junto al ancestro de cnidarios y bilaterales adquirieron sistemas nerviosos de
manera independiente (Figura 1- estrella azul y verde respectivamente) (Liebeskind et al., 2016; Ryan, 2014;
Moroz, 2015).

La posibilidad que los ctenéforos hayan desarrollado un sistema nervioso de manera convergente a los
bilaterales y cnidarios constituye un escenario evolutivo no parsimonioso. De hecho, al comparar los
genomas de especies representativas de los filos porifera y placozoo (que no poseen sistemas nerviosos)
junto a los ctenéforos, se puede concluir que la mayoria de los componentes moleculares del sistema
nervioso estan conservados en todos estos animales (tales como canales idnicos dependientes de voltaje y
proteinas especializadas SNARE, que median la funcion vesicular sindptica). Incluso Trichoplax adhaerens,
el unico miembro del filo placozoo presenta genes que codifican neurotransmisores y proteinas sinapticas.
En conclusion, estos datos sugieren que el sistema nervioso aparecié una vez, y luego se simplifico
anatomicamente en los poriferos y placozoos (Jorgensen, 2014).
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Figura 1. Origen del sistema nervioso. Representacion filogenética simplificada del filo Metazoo. Las
estrellas muestran las dos hipétesis sobre el origen del sistema nervioso considerando a los Ctendforos
como grupo animal méas antiguo. (Modificado a partir de Liebeskind et al, 2016; y Moroz, 2015)
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El debate sobre el origen del sistema nervioso continuara, considerando que nuevos proyectos de
secuenciamiento incrementaran la cantidad de datos gendmicos en especies de diversos filos a fin de
obtener una mejor comprensién sobre la aparicién de esta estructura en los animales.

4. CENTRALIZACION DEL SISTEMA NERVIOSO

A diferencia del difuso escenario evolutivo en metazoos tempranos (cnidarios y ctenoforos), es ampliamente
aceptado que el ancestro comun de los bilaterales ya presentaba un sistema nervioso. De hecho, se cree
gue dicho sistema estaba condensado (centralizado o central) en una cuerda media ventral, la cual seria una
caracteristica ancestral de todos los bilaterales. En este contexto, Alain Ghysen sefalé que “el sistema
nervioso central estaria compuesto por una combinacién de circuitos elementales verificados, muchos de los
cuales ya habrian estado desarrollados en nuestros ancestros urbilaterales” (Ghysen, 2003). Sin embargo,
nuevos estudios sugieren que la organizacién de un sistema nervioso centralizado ha evolucionado multiples
veces dentro de los bilaterales, y no solo una vez. Se ha revelado que algunos grupos, como los
xenacoelomorfos y espiralados, no comparten la misma base genética que orquesta el desarrollo del sistema
nervioso central (a diferencia de la mayoria de bilaterales). Por tal motivo, es posible que las similitudes
morfologicas en el desarrollo de todos los sistemas nerviosos centralizados podria ser el resultado de varios
eventos evolutivos convergentes (Martin-Duran et al., 2018; Albertin & Ragsdale, 2018).

Incluso si este evento pudo haber sucedido independientemente en varios grupos animales, no se puede
negar que la adquisiciéon de un sistema nervioso central involucro la formacion de regiones neuroanatomicas
dependientes de mecanismos genéticos conservados a lo largo de la evolucion de los animales bilaterales.
Por ejemplo, el plan organizacional de los cordados esta establecido por un modelado
anteroposterior/dorsoventral, y caracterizado por la expresién de marcadores genéticos conservados
(Albuixech-Crespo et al., 2017). No obstante, grupos cercanos a los cordados, como los equinodermos y
hemicordados, muestran profundas diferencias en comparacién a los primeros, haciendo dificil predecir la
estructura del sistema nervioso del ancestro comun de los deuterostomados (Holland, 2015).

De hecho, el sistema nervioso en equinodermos adultos es distante morfolégicamente al de los cordados ya
que las neuronas se encuentran dispersas formando una red organizada en nédulos e interconectada a
nudos adyacentes y nervios radiales. Ademas, estas cuerdas nerviosas no expresan genes Hox durante su
desarrollo, lo que se asume ser una caracteristica compartida dentro del filo Cordata (Arenas-Mena et al.,
2000; Burke et al., 2006). Por otro lado, en los hemicordados -a pesar de compartir afinidades morfologicas
con los cordados- no existe evidencia robusta que confirme si una de sus cuerdas neurales (sea la dorsal 0
ventral) es homologa a la cuerda neural dorsal de los cordados, o si ambas evolucionaron
independientemente (Lowe et al., 2003; Holland et al., 2013). Toda esta informacién contribuye a complicar
el paisaje evolutivo del origen del sistema nervioso central en los bilaterales.

A lo largo de la evolucion, los animales se han diversificado a partir de ancestros comunes. Sin embargo,
gran parte del repertorio genético dedicado a la formacién de células neurales es esencialmente el mismo en
la mayoria de dichas especies. Gracias a nuevas tecnologias, se ha logrado acceder a informacion
gendmica en modelos no-convencionales y complementar lo conocido previamente en vertebrados. Estos
estudios comparativos no solo han permitido identificar los principales actores que impulsan la identidad
neural en células animales, sino también ha profundizado nuestro conocimiento sobre el origen del sistema
nervioso y su desarrollo en cada grupo animal moderno.
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5. CONCLUSION

La aparicion y evolucion del sistema nervioso constituye una gran incégnita dentro de la biologia evolutiva
del desarrollo y, a pesar del incremento de avances cientificos en las Ultimas décadas, aun esconde
misterios por resolver. Consensualmente se postulaba que los primeros metazoos solo poseian células
sensoriales que les permitian sobrevivir a su habitat, sin embargo, la relocalizacion de los ctenéforos en la
base del filo Metazoo sugiere que el ancestro de todos los animales ya poseia un sistema nervioso. Esta
nueva construccién filogenética también apoya la simplificacion morfolégica de los grupos Porifera y
Placozoo, asi como la subsecuente pérdida del sistema nervioso en ambos grupos.
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