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Editorial

Las Lineas de Investigacion de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de Trujillo

Mediante RD N° 184-2011-Fac.CC.BB. se aprob6 las Lineas de Investigacion de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, que habian sido previamente propuestas, discutidas, aprobadas y
codificadas en un plenario en concordancia con lo propuesto en el Plan Nacional de Desarrollo.
Las Lineas concordadas fueron: (i) Conservacion y caracterizacion de germoplasma para el
desarrollo de variedades mejoradas en calidad y produccion, (ii) Caracterizacion y control
integrado de las principales plagas y enfermedades, (iii) Cultivos andinos, frutales y plantas
medicinales y (iv) Fermentaciones industriales, en el Sector Agricultura, Agroindustria y Agro-
exportacion; (i) Uso de tecnologia para el uso sostenible de pastos y recursos hidricos y (ii)
Prevencion, control y erradicacion de enfermedades endémicas, en el Sector Pecuario; (i)
Mejoramiento de tecnologias de transformacion y procesamiento de especies marinas para
consumo humano directo y (ii) Aplicacion de tecnologias en la calidad de moluscos bivalvos, en
el Sector Acuicultura y Pesca; (i) Epidemiologia y prevencion de problemas de salud de mayor
impacto y (i1) Nutricion y seguridad alimentaria, en el Sector Salud y Nutricion; (i) Conservacion
de la biodiversidad biologica; (ii) Biorremediacion de suelos, agua y ambiente contaminados y
(ii1) Desarrollar y transferir tecnologias para la produccion mas limpia y la ecoeficiencia, en el
Sector Biodiversidad y Calidad Ambiental; y (i) Inventario y evaluacién de recursos hidricos
convencionales y de fuentes hidricas no convencionales y (ii) Desarrollo de sistemas de gestion
técnica para la asignacion en el Sector Recursos Hidricos.

Sin embargo, la investigacion ejecutada por docentes y alumnos de la Facultad no tuvo en
cuenta el total de Lineas propuestas y, en algunos casos, ninguna de ellas. Consideramos,
entonces, que la presente gestion deberia ratificar o modificar las mencionadas Lineas puesto que
formalmente siguen vigentes, hacer conocer su existencia a través del Sistema de Informacion y
Comunicaciones y, en lo posible, establecer la concordancia con las investigaciones propuestas a
comienzo de afio por docentes y en su oportunidad por alumnos en los proyectos de Tesis, a fin
de resolver lo que se ha venido siendo un prolongado reclamo: solucionar mediante la
investigacion los problemas de la sociedad.

Foto de la portada: “Vizcacha”. Lagidium peruanum Meyen, 1833 Orden Rodentia, Familia
Chinchillidae. La "vizcacha" se alimenta de frutos de cactus. Foto tomada en la Loma Cerro
Campana, a 300 m de altitud. Se encuentra en Preocupacion Menor (LC) segun la UICN. Foto
Luis Pollack Velasquez
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Efecto alelopatico del extracto acuoso de hojas de
Helianthus annuus sobre la germinacion y
crecimiento de plantulas de Setaria ungulata y
Chenopodium murale

Allelopathic effect of aqueous extract of Helianthus annuus leaves on
germination and seedling growth of Chenopodium murale and Setaria
ungulate

Marlene Rodriguez espejo, Julio Chico Ruiz y Orlando Chavez Williams

Departamento de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Pera
RESUMEN

Se determind el efecto alelopatico del extracto acuoso, a las concentraciones de 25, 50 y 100%, de hojas de
Helianthus annuus sobre la germinacion y crecimiento de plantulas de Sefaria ungulata “rabo de zorro” y
Chenopodium murale ‘hierba del gallinazo” bajo un disefio completamente al azar con tres repeticiones. Se
selecciond 600 semillas de ambas especies, teniendo en cuenta su integridad fisica y tamafio, las que fueron
germinadas en placas de Petri, razon de 150 semillas en grupos de 50 unidades por tratamiento, con un fotoperiodo
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, a 23°C + 2 °C, para evaluar el porcentaje de germinacion, la longitud de
raiz e hipocotilo, a los 07 y 15 dias de crecimiento. Se encontr6 que el extracto en S. ungulata, a la concentracion del
100%, ocasiond efecto inhibitorio en la germinacion y crecimiento de raiz y de hipocoétilo y en Ch. murale, a las
concentraciones de 50% y 100%, caus6 disminucion significativa, tanto en el porcentaje de germinacion como
longitud de raiz y de hipocotilo.

Palabra clave: Alelopatia, germinacion, Helianthus annuus, Setaria ungulata, Chenopodium murale.
ABSTRACT

Allelopathic effect of aqueous extract, at concentrations of 25, 50 and 100 %, Helianthus annuus leaves on
germination and seedling growth of Sefaria ungulata "fox tail" and Chenopodium murale "vulture grass" was
determined under a completely randomized design with three replications. 600 seeds of both species were selected,
taking into account their physical integrity and size, which were germinated in Petri dishes, the rate of 150 seeds in
groups of 50 units per treatment, with a photoperiod of 12 hours light and 12 hours of dark at 23 ° C £ 2 ° C, to
evaluate the germination percentage, root length and hypocotyl, to 07 and 15 days of growth. We found that S.
ungulata extract at 100% concentration, caused inhibitory effect on the germination and growth of root and
hypocotyl and Ch. murale, at concentrations of 50% and 100% , caused significant decrease both germination
percentage and root length and hypocotyl.

Keyword: Allelopathy, germination, Helianthus annuus, Setaria ungulata, Chenopodium murale.



INTRODUCCION

La alelopatia es un término que define un fendmeno quimico ecoldgico en el que los metabolitos
secundarios producidos por una especie vegetal se liberan e interfieren con la germinacion y el
crecimiento de otras plantas en el mismo entorno!:2. En este contexto, los aleloquimicos son metabolitos
secundarios que se lixivian de las plantas por diferentes vias, alterando las relaciones entre las plantas en
la naturaleza, pudiendo ser sus efectos modificados por microorganismos en el suelo, pudiendo afectar
seriamente el crecimiento y productividad de los cultivos; sin embargo, en décadas recientes, la alelopatia
ha probado ser una alternativa como método de control de plagas, enfermedades y malezas!-345.

En la actualidad ha habido un creciente interés en la explotacion de la alelopatia como una alternativa
estratégica, principalmente para el control de malezas, insectos y enfermedades, ya que varias clases de
sustancias naturales como los taninos, glucésidos cianogénicos, alcaloides, sesquiterpenos, flavonoides y
acidos fenolicos tienen actividad sobre la inhibiciéon o retardo total de la germinacion de semillas,
crecimiento estancado, la lesion del sistema de raices, clorosis, marchitamiento y muerte de plantas. Estos
productos estan presentes en todos los o6rganos de la planta, tales como hojas, rizomas, raices y semillas,
entre otros, aunque sin una distribucioén uniforme y las variaciones dependen de la especie y el 6rgano de
la planta analizada!.

Helianthus annuus es una especie de amplia distribucion en la costa que contiene los terpenoides:
monoterpenos, (pineno, camfeno, a-fellandreno, a-terpineno, p-cimeno, limoneno, borneol y terpinen-4-
ol) bisnorsesquiterpenos, sesquiterpenos, (heliannuoles) y heliespironas. Dichos compuestos tienen,
especial interés por las estructura lactonas sesquiterpénicas, diterpenos, triterpenos y esteroles, asi como,
acidos grasos y los compuestos fenolicos: flavonoides, cumarinas y fenoles simples flavonoides, muchos
de ellos con propiedades alelopaticas®

Se evaluaron en plantulas de linaza las influencias alelopaticas de extractos acuosos de girasol y sus
efectos en la germinacion y el crecimiento de las plantulas, donde se encontré que la germinacion; las
masas fresca y seca de las raices aumentaron las longitudes a una concentracion de 25%. Estos pardmetros
mostraron disminucion cuando se aumentaron las concentraciones a 50, 75 y 100% en los tratamientos; el
andlisis quimico también indicé que las plantulas crecidas en 25 % de extractos acuosos de girasol tenian
el porcentaje de proteina, potasio, fosforo y almidon mas alto con respecto al testigo®. Se ha concluido que
el extracto acuoso del girasol estimula a la mas baja concentracion y el efecto inhibitorio a las
concentraciones mas altas. Existen trabajos que muestran el comportamiento alelopatico de cultivos
como el girasol en la germinacion y desarrollo de algunas malezas bajo condiciones de campo controladas
en diferentes épocas del afio, obteniendo un efecto inhibitorio de las malezas tanto en periodo de
primavera como en el de invierno*%$-

En el Pert, las malas hierbas o malezas, entre ellas Setaria ungulata “rabo de zorro” y Chenopodiuim
murale “hierba de gallinazo”, asociadas a los cultivos de interés comercial constituyen serios problemas
para los agricultores, pero, al mismo tiempo, forman parte importante de la biodiversidad vegetal de
nuestro territorio y tiene valor en si misma y por su contribucion al mantenimiento de aves e insectos.
Tienen amplia distribucion geografica®y se hace necesario el uso de medidas alternativas que posibiliten
un control efectivo rapido y seguro utilizdndose recursos naturales sin que el medio ambiente sea
perjudicado. Una de ellas es, el uso de sustancias alelopaticas; por ello, se plante6 una investigacion
orientada a determinar el efecto alelopatico del extracto acuoso de hojas y raices de H. annus sobre la
germinacion y crecimiento de plantulas de Ch. muraley S. ungulata.

MATERIAL Y METODOS

Material de estudio
e Hojas jovenes de plantas de H. annuus “girasol” procedentes del campo experimental de Fisiologia
Vegetal. Ciudad Universitaria, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional de Trujillo.
Trujillo (UNT). Pert.



e Semillas de S. ungulata ‘cola de zorro”y Ch. murale “hierba del gallinzo” recolectadas del Centro
Experimental de animales menores CEPCAM-UNT. La Libertad.

El material botanico fue determinado taxonémicamente en el Herbarium Truxilensis de la UNT.
Preparacion del extracto

Las hojas se secaran bajo sombra por 72 horas, luego fueron trituradas hasta obtener una muestra de
400 g. Posteriormente, se prepard el extracto puro usando una licuadora con agua destilada en una
proporcion 1:8 (1 g de H. anus + 8 mL de agua destilada) y se centrifugé por 5 min, a 3000 rpm,
obteniéndose el sobrenadante a partir del cual se prepararon soluciones al 0%, 25%, 50%, 100%.
Bioensayos (germinacion de la maleza sometida a diferentes concentraciones de extracto)

600 semillas de S. ungulata y Ch. murale fueron seleccionadas teniendo en cuenta su integridad fisica
y tamafio, las que fueron germinadas en cajas Petri, por triplicado, conteniendo en su base papel toalla.
Estas fueron distribuidas a razén de 150 semillas, en grupos de 50 unidades por tratamiento (0%,
25%,50%,100%). Todos los tratamientos fueron sometidos a fotoperiodos de 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad, a 23 ‘C+2 °C, bajo un disefio completamente al azar, con cuatro tratamientos y tres
repeticiones, incluyendo un testigo. Se evalud el porcentaje de germinacidn de la semillas considerando
germinadas las que presentan una longitud radicular de 0.1 mm, al mismo tiempo, se medio la longitud del
hipocétilo a los siete y 15 dias de crecimiento.
Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron tratados estadisticamente, porcentajes, mediante promedios, asi mismo se
realizara un andlisis de varianza y para determinar diferencias significativas entre los tratamientos se
aplicara la prueba Tukey, con un nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

Se encontr6 que, a medida que se incrementa la concentracion del extracto acuoso de H. annuus en las
semillas de las dos especies éste ocasiona disminucion e inhibicién en los porcentajes de germinacion de
Ch. murale (0%) y S. ungulata (14%), respectivamente, en el tratamiento del 100% con respecto al
control, en el cual la primera especie obtiene un porcentaje de germinacion de 86% y la segunda del 94%,
respectivamente (Tabla 1).

A lo largo de la evaluacion diaria, el porcentaje de germinacion acumulada en S. ungulata disminuye a
partir del tercer dia de evaluacion en los tratamientos de 25% y 50% vy de inhibicion de la germinacion
desde el inicio en el tratamiento al 100% con respecto al control, a diferencia de lo suscitado en Ch.
murale en el cual el porcentaje de germinacion acumulado en el tratamiento del 25% se da desde el inicio
de la experiencia, sin embargo en los tratamientos de 50% y 100% ocasionan un retraso en la germinacion
empezando al cuarto dia con respecto al control (Fig. 1).

Con respecto a la longitud de raiz y de hipocétilo en S. ungulata (Figs. 2 y 3), asi como de Ch. murale
(Figs. 5y 6), la influencia de las diferentes concentraciones del extracto acuoso del girasol produce
efectos, siendo mas marcado a partir del tratamiento del 50% en Ch. murale y mas agresivo en S. ungulata
en el tratamiento al 100% donde hubo inhibicion del crecimiento de raiz y del hipocoétilo con respecto al
control, observandose notoriamente a los quince dias de evaluacion.



Tabla. 1. Efecto del extracto acuoso de Helianthus annuus en el porcentaje de germinacion promedio de semillas de
las especies Setaria ungulatay Chenopodium murale en las concentraciones de 0%, 25%, 50% y 100%

PORCENTAJE DE GERMINACION

TRATAMIENTOS
SEMILLAS 0% 25% 50% 100%
Setaria ungulata 86 54 26 0
Chenopodium murale 94 78 58 14
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Fig.1. Porcentaje de germinacion acumulada diaria de semillas de Setaria ungulata por efecto del extracto acuoso de
Helianthus annus en las concentraciones de 0, 25%, 50% y 100%.
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Fig. 2. Longitud de la raiz de Setaria ungulata por efecto de los tratamientos de 0%, 25%, 50% y 100% del extracto
acuoso de Helianthus annuus “girasol” a los 7'y 15 dias de evaluacion.
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Fig..3. Longitud de la hipocotilo de Setaria. ungulata por efecto de los tratamientos de 0%, 25%, 50% y 100% del
extracto acuoso de Helianthus annuus “girasol” a los 7 y 15 dias de evaluacion.
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Fig. 4. Porcentaje de germinacion acumulada diaria de semillas de Chenopodium murale por efecto del extracto
acuoso de Helianthus annuus en las concentraciones de 0, 25%,50% y 100%.
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Fig. 5. Longitud de la raiz de Ch.enopodium murale por efecto de los diferentes tratamientos del extracto acuoso de
Helianthus annuus “girasol”. A los 7 y 15 dias de evaluacion
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Fig. 6. Longitud de hipocétilo de Chenopodium murale por efecto de los diferentes tratamientos del extracto acuoso
de Helianthus annuus “girasol”. A los 7 y 15 dias de evaluacion

DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran que a medida que se incrementa la
concentracion del extracto acuoso de H. annus el porcentaje de germinacion de las semillas de S. ungulata
llega a inhibirse en el ultimo tratamiento 100% y Ch. murale muestra una marcada reducciéon en el
porcentaje de germinacion; los efectos observados responden a una relacion dependiente de la dosis de
acuerdo con el aumento de la concentracion del extractd acuoso de “girasol”. Asi mismo al comparar los
resultados del nimero de semillas germinadas entre el tratamiento y el testigo, puede notarse claramente
como desde el primer momento el nimero de semillas germinadas en el testigo supera ampliamente las de
los tratamientos; y al final del experimento, el nimero de semillas germinadas acumuladas en los
tratamientos se encuentran en proporciones 1:3:8 (tratamiento: testigo) en ambas especies respectivamente
al finalizar la evaluacion. La inhibicion observada en la germinacion del S. ungulata al 100% asi como la
disminucion en el porcentaje de germinacion, se deberia a la influencia alelopatica de los extractos
acuosos de H. annus el cual puede inhibir la germinacion®:10.11.

Los parametros de longitud de raiz y de hipocotilo de las plantulas de S. ungulata y Ch. ambrosoides se
nota que hay una disminucion e inhibicion en los valores de estas variables en los tratamiento en
comparacion con el testigo, es decir, que la accion alelopatica del extracto de girasol al 50 % y 100% de
concentracion influyd en el crecimiento significativamente, Estos resultados coinciden con otras
investigaciones obtenidas al estudiar los efectos de extractos de “girasol” en la germinacion y el desarrollo
de arvenses asociadas a cultivos que comprobaron el cardcter inhibitorio del extracto de H. annus sobre
Sorghum halepense, Euforbia heterophylla, Cyperus rotundus.31911- Dicho efecto muestra una vez mas su
influencia alelopatica el cual puede inhibir hasta el crecimiento en longitud tanto de la raiz como del
hipocétilo, sin embargo, puede aumentar su longitud en concentraciones bajas, y disminuirlo con el
aumento de las concentraciones. Por otra parte tal efecto alelopatico que presenta H. annnus se deberia a



que presenta ciertos principios activos como el acido cinamico y sus derivados que han sido identificados
como inhibidores de la germinacion de gran variedad de cultivos y malezas. Asi mismo los efectos toxicos
de estos compuestos son pronunciados debido a su larga persistencia en el suelo.

Como se puede apreciar H. annuus esta considerado como una planta de fuerte efecto alelopatico de
inhibicidn contra malezas, e incluso sobre la germinacion y desarrollo de plantulas de varios cultivos, en
pruebas de laboratorio con los extractos de su follaje, especie que

—_—

8.
9.

CONCLUSION

o El extracto acuoso de Helianthus annuus en Setaria ungulata ocasiona un efecto inhibitorio en la
germinacion y crecimiento de raiz y de hipocétilo a la concentracion del 100% y en Ch. murale causa
disminucion significativa en las concentraciones de 50% y 100% tanto en el porcentaje de
germinacion como longitud de raiz y de hipocotilo.
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RESUMEN

Se evaluo el efecto de los acidos humico y fulvico en el crecimiento de plantas de Passiflora ligularis “granadilla”
en condiciones ecoldgicas estables (invernadero). Para llevar a cabo el ensayo, plantas de granadilla de 10 cm de
altura fueron colocadas en macetas de plastico con sustrato arena y musgo, para establecer cuatro tratamientos: el
primero, que recibi6é solamente solucioén nutritiva la Molina y el resto, que recibieron, ademas de la solucién antes
mencionada, acidos humico y fulvico en las siguientes proporciones (T2= 1% T3= 3%), respectivamente, con tres
repeticiones. Los acidos humico y fulvico influenciaron en el crecimiento de las plantas de granadilla (p<0,05), con
un incremento en el T3 de 48.35% y 57.46% en peso fresco y seco de plantas, respectivamente; 51.66% en longitud
de planta y 45.98 % en diametro de tallo y 55.68 % en area foliar respecto al control (T1). Se concluye que los
acidos hiimico y fulvico incrementan el peso seco, la longitud y area foliar de P. ligularis.

Palabras claves: Acidos humico y fulvico, Passiflora ligularis, crecimiento
ABSTRACT

The effect of humic and fulvic acids on growth of Passiflora ligularis under stable environmental conditions
(greenhouse) were evaluated. To perform the assay, plants of 10 cm in lenght were placed in plastic pots with sand
substrate and moss, to establish four treatments: the first, which received only nutrient solution Molina and the rest,
who were also of the above solution, humic and fulvic acids in the following proportions (1% T2 = T3 = 3%,
respectively, with three replicates. The humic and fulvic acids influenced the plant growth of fruit (p <0.05), an
increase in Q3, 48.35% and 57.46% in fresh and dry weight of plants, respectively; In length 51.66% and 45.98% in
plant stem diameter, and 55.68% in leaf area relative to control (T1). It is concluded that humic and fulvic acids
increase the dry weight, length and leaf area of P. /igularis.

Keywords: Humic and fulvic acids, Passiflora ligularis, growth



INTRODUCCION

Los acidos htimicos son moléculas complejas formadas por la descomposicion de materia orgénica,
influyen en la fertilidad del suelo por su efecto en el aumento de su capacidad de retener agua y
contribuyen significativamente a la estabilidad y fertilidad del suelo resultando en crecimiento
excepcional de la planta y en el incremento en la absorcion de nutrientes!. Hay evidencia también que
parte de las materias humicas contienen poblaciones grandes de actinomicetos que pueden degradar una
amplia gama de sustancias inclusive de celulosas, hemicelulosa, proteinas, y ligninas. Estos acidos tienen
la propiedad de formar compuestos de muy bajo peso molecular con iones de carga positiva, un proceso
conocido como quelacion, cuyos compuestos asociados a minerales son altamente absorbibles por las
plantas y les permite almacenar tanto vitaminas como minerales23.

Originarias de América del Sur, las especies de Passiflora se hallan distribuidas en México, Antillas,
Centro y Sudamérica, teniendo como localidad tipo al Pert, entre los 900 y 2700 msnm; estan adaptadas
al clima subtropical (temperaturas entre 14 °C y 24 °C) y requieren de suelos profundos y fértiles con
buena aireacion, textura franca o franco arenosa y suelo con gran contenido de materia organica?. Por ello,
para obtener plantas de calidad es necesario una apropiada nutriciéon, control de las condiciones
ambientales, y emplear un sustrato adecuado, libre de patdgenos, rico en nutrimentos esenciales, pH
adecuado, textura y estructura apropiadas.

Oxapampa, Jaén, Ayacucho, Hudnuco, Huaral y Trujillo son las zonas de mayor produccion de
granadilla y aportan al mercado interno del Peru con cuatro mil TM/afio, que es la produccion nacional
estimada, cifra modesta frente a la producida por los paises vecinos Bolivia, Ecuador y Colombia, que
aportan cifras dirigidas al mercado internacional®.

La fertilizacion de P. lingularis, cuyos frutos se consumen como fruta fresca y es fuente de
carbohidratos, vitaminas, grasas y minerales’, tiene caracteristicas diferentes a otras especies: desde la
siembra es necesaria la incorporaciéon de materia organica y los elementos NPK. Al segundo afio el
abonamiento puede ser fraccionado cada 90 dias. Antes de la primera floracion debe ser complementada
con abonos foliares a base de Ca, B, Zn, Fe y posterior al cuajado de los frutos se puede complementar
con insecticidas y fungicidas®8°.

Los 4cidos humicos son absorbidos por raices de trigo y aproximadamente un 5% es transportado hacia
el tallo!0; se sabe que la absorcion de acidos fulvicos y acidos hiimicos se incrementan con el tiempo de
incubacion y que los acidos humicos de bajo peso molecular se absorben tanto en forma activa como
pasiva, mientras los acidos humicos de peso molecular superior a 50.000 Dalton se absorben so6lo de
forma pasivall.12.13,

Al mismo tiempo, se ha verificado que la incorporacion de humus a los terrenos de cultivo mejoran el
crecimiento vegetal; asi, se ha observado que las plantulas de Plukenetia conophorum cultivadas en un
sustrato conformado por humus alcanzaron mayor tamaio que las plantulas control durante las primeras
semanas después del trasplante!415,

Teniendo en cuenta que sus frutos contienen carbohidratos, vitamina C, minerales, fosforo y niacina,
razén por la cual es propuesta por pediatras en la dieta de neonatos!®, P. /igularis se convierte en una
especie de interés regional cuya produccion debe mejorarse a través de diversas investigaciones en campo,
invernadero y laboratorio. En este contexto, se planted evaluar el efecto biofertilizante de los acidos
himico y fulvico en condiciones de invernadero sobre plantas de P. /ingularis, esperandose un mayor
desarrollo longitudinal y foliar, tal como ha sucedido con otras especies vegetales.


http://www.manualdelombricultura.com/glosario/pal/233.html
http://www.manualdelombricultura.com/glosario/pal/49.html

MATERIAL Y METODOS

Material Biologico:

El material vegetal estuvo constituido por plantas de Passiflora ligularis L. “granadilla”, obtenidas de
semillas provenientes del Proyecto CHAVIMOCHIC, Departamento de La Libertad. Las plantas fueron
cultivadas en recipientes de tecnopor de 21 x 12 x 14 cm. conteniendo 2 kg de un sustrato obtenido al
mezclar arena de rio y musgo en una proporcion 2:1. Las plantas fueron regadas con la solucion nutritiva
La Molina y mantenidas bajo condiciones de invernadero.

Tratamientos:

Cuando los hipocotileos de las plantulas alcanzaron una longitud de 10 cm fueron sometidos al azar a los
siguientes tratamientos:

o I: Plantas regadas solo con solucion nutritiva La Molina.

o I1: Plantas regadas con solucion nutritiva La Molina méas 1% de acido humico y de acido fulvico

(Humistar).
o III: Plantas regadas con solucion nutritiva La Molina mas 3% de acido humico y de 4acido fulvico
(Humistar).
Obtencion de datos:

e Determinacion de la longitud de tallo: mediante el uso de una wincha starlet de tres metros,

midiendo directamente el tallo, cada 15 dias.

e Determinacion del peso fresco y peso seco de planta. se pesaron las plantas en una balanza

analitica fresco y después se colocaron en una estufa a 50° C por 3 dias y se volvieron a pesar.

e Determinacion del diametro de de tallo: se utilizd un vernier digital, midiendo directamente el

diametro de tallo.

e Determinacion del area Foliar: se hizo delimitando el contorno de las hojas sobre un papel de peso

conocido y luego relacionando con el area (método de las siluetas), hasta los 90 dias.
Analisis estadistico:

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente: Andlisis de Varianza Simple para determinar la
influencia de los acidos humico y fulvico en el crecimiento, prueba de comparacion de medias de
Duncan para determinar el mejor tratamiento. Utilizando el programa SPSS Version 15

RESULTADOS

El tratamiento de P. /igularis "granadilla" con acidos hiimico y fulvico produjo una variacion en el
crecimiento de las plantas, respecto al peso fresco y seco de los tallos (Tablas 1 y 2), asi como, aumento
en la longitud de las plantas y variaciéon en el didmetro y area foliar (Tablas 3, 4 y 5), con diferente
significancia estadistica (p<0,05).

Tabla 1. Promedios del peso fresco de plantas de Passiflora ligularis L. "granadilla", tratadas con solucion
nutritiva La Molina —SNLM- (I), con SNLM maés acido hiumico y fulvico al 1% (II) y SNLM mas acido htimico y

fulvico al 3% (III)
BLOQUES

I II I T

24.92 24.38 23.85 24.38

27.82 26.71 25.92 26.82

35.88 36.70 35.92 36.17

P<0,05



Tabla 2. Promedios del peso seco de plantas de Passiflora ligularis L. "granadilla", tratadas con solucion nutritiva
La Molina —SNLM- (I), con SNLM mas é4cido htimico y fulvico al 1% (II) y SNLM mas acido humico y fulvico al

3% (IIT)
Tratamientos BLOQUES _
I I IIT -I
T1 5.26 4.90 5.31 5.16
T2 6.25 6.07 6.09 6.14
T3 7.92 8.07 8.35 8.11
P<0,05

Tabla 3. Promedios de longitud (cm) del tallo de Passiflora ligularis L. "granadilla", tratadas con solucion nutritiva
La Molina —SNLM- (I), con SNLM mas acido hiimico y fulvico al 1% (II) y SNLM mas acido humico y fulvico al

3% (1IT)
Tratamientos BLOQUES _
I I 111 -I
T1 20.7 21.66 21.69 21.35
T2 22.86 23.11 23.90 23.29
T3 31.75 32.74 32.66 32.38
P<0,05

Tabla 4. Promedios de didmetro (cm) del tallo de Passiflora ligularis L. "granadilla", tratadas con solucion
nutritiva La Molina —-SNLM- (I), con SNLM mas 4cido humico y fulvico al 1% (II) y SNLM mas &cido humico y

fulvico al 3% (III)
Tratamientos BLOQUES —
T T 1 T
T1 2.86 2.69 2.68 2.74
T2 3.76 3.70 3.79 3.75
T3 3.92 3.92 4.16 4.00
P<0,05

Tabla 5. Promedios de area foliar de Passiflora ligularis L. "granadilla", tratadas con solucion nutritiva La Molina
—SNLM- (I), con SNLM mas acido humico y fulvico al 1% (II) y SNLM mas acido humico y fulvico al 3% (III)

Tratamientos BLOQUES —_
I I 111 -I

T1 61.86 62.74 62.52 62.37

T2 66.29 67.26 67.26 68.48

T3 86.69 89.39 85.22 97.10




DISCUSION

El crecimiento de las plantas de de Passiflora ligularis L. "granadilla", analizados segun la longitud de
tallo, diametro de tallo, peso fresco y seco de tallo, después de haber sido regadas con solucion nutritiva
la molina y 4cidos humico y filvico a diferentes concentraciones (tratamientos 1, 2 y 3), han influenciado
en el crecimiento de las plantas de "granadilla". Esto era de esperarse ya que esta plenamente establecido
que dichas sustancias favorecen la degradacion de sustancias organicas y la absorcion por parte de la
planta, hecho que se traduce en un mejor desarrollo!.217.

En el tratamiento 3 se obtuvo mayor incremento del peso fresco de planta (36.17 g) y peso seco de
planta (8.11g), equivalente a un incremento de 57.46 % y 48.35 % respectivamente respecto a los
resultados del control (T1), estadisticamente demostrados que los acidos hiimico y fulvico influenciaron
en crecimiento de las plantas de “granadilla”, segiin el ANAVA con una probabilidad de 0.05 y segun la
comparacion de medias por el método Duncan, el tratamiento 3 es el mejor; Esto se debe que los acidos
himicos mejoran la cantidad del suelo y los acidos filvico mejoran la absorcion de nutrientes por planta®.
En consecuencia, las plantas disponen de una cantidad adecuada de nutrientes, lo cual le permite que la
planta en su conjunto aumente la actividad de sus vias metabolicas, en especial la via fotosintética,
permitiendo formar una mayor cantidad de moléculas de glucidos, de las cuales muchas servirdn como
moléculas precursoras para la formacién de otras moléculas organicas, permitiendo un incremento de
masa o peso seco de los tallos!518,

El hecho que los 4cidos humico y filvico han influenciado en el crecimiento de las plantas, al permitir
que el tratamiento 3 alcance una mayor longitud de tallo (32.38 cm) y didmetro (4. cm) de los tallos de
“granadilla”, que significa un incremento de 51.66% y 45.98 % respectivamente, dicha influencia por los
acidos antes mencionados se confirmaron seguin los analisis estadisticos d¢ ANAVA con una probabilidad
de 0.05 y demostrado que el tratamiento 3 es el mejor en segun comparacion de promedios por el método
Duncan, este incremento de longitud y diametro de tallo, se debe a la formacion de quelatos con los
minerales del suelo por accion de los acidos himico y fulvico, favoreciendo la absorcion de los minerales
por las plantas’, de esta manera se incorporan a los tejidos vegetales, en especial a los meristemos
apicales, asi mismo favorece un crecimiento en espesor de las plantas.

Los resultados del area foliar donde se observa que el tratamiento 3 presenta la mayor area foliar(97.10
cm?), respecto a los tratamientos (T1=62.37cm? y T2= 68.48cm? ); resultado que evidencia la influencia
de los acidos humico y fulvico, corroborado por el andlisis estadistico ANAVA con una probabilidad de
0.05, ademas en analisis de comparacion de medias segun Duncan indica que el mejor tratamiento fueron
las plantas que se regaron con 3% de acido humico y fulvico (T3); Este incremento del 55.68% del area
foliar respecto al control (T1), probablemente se debe a la influencia de los acidos himico y fulvico, por
permitir una mejor absorcion de los minerales por las plantas y facilitar el transporte de nutrientes de la
planta3.'7. Esto desencadena un mejor crecimiento de la planta, al favorecer la relacion C/N entre 9 y 10
veces®. Y siendo el nitrogeno un elemento clave para el crecimiento de las plantas, este elemento influye
en forma directa en la produccion vegetal, es empleado principalmente en la sintesis de proteinas,
clorofila, acidos nucleicos y otros compuestos organicos!®!!, Favorece el aumento del area foliar, con el
consiguiente aumento de la tasa fotosintética de la planta, y el mantenimiento del crecimiento vegetativo
de los tejidoss.7:11.15, Asi mismo se observa que las plantas que fueron regadas con acidos htimico y fulvico
presenta una coloracion verde oscura respecto al control, donde ademas se aprecia clorosis incipiente. En
suma, si se tiene en cuenta que P. /igularis esta formalmente registrada en el Pert y otras partes de
Sudamérica’.! y que sirve de nutrientes a los neonatos, ancianos y personas con problemas de colesterol
alto, deben seguir investigaindose los modos como mejorar la produccion; un de ellas, como aqui se
verificd es multiplicar la produccion de plantones en invernadero utilizando en su crecimiento los acidos
humnico y fulvico.



CONCLUSIONES

e Las concentraciones de de 3% de acido humico y fulvico (T3), influenciéo mas en el crecimiento de
Passiflora ligularis L. “granadilla” permitiendo un incremento 57.46 % del peso fresco y 48.35 %
del peso seco de planta.

e El T3 permitié un incremento del 51.66% % en longitud de talloy 45.98 % en diametro de tallo en
plantas y 55.68% del 4rea foliar de Passiflora ligularis L. “granadilla”.
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RESUMEN

Las plantas han desarrollado varios mecanismos protectores para contrarrestar el estrés salino, uno de
ellos es la acumulacion de solutos compatibles como prolina y glicina betaina. Sin embargo, algunos
cultivos como el tomate no acumulan glicina betaina, ante esto surge la alternativa de la aplicacion
exogena de estos compuestos. En este trabajo, se propuso evaluar el contenido de prolina en relacion al
estado hidrico en plantulas de Solanum lycopersicum var. Rio Grande “tomate” pretratado con diferentes
concentraciones de glicina betaina y cultivadas en diferentes niveles de salinidad. Plantulas fueron
tratadas con glicina betaina a concentraciones de 0, 1 y 10 mM, y luego sometidas a cloruro de sodio: 0,
100 y 200 mM agregada esta sal a la solucion de riego. Después de 10 dias de tratamiento se cuantifico
prolina y contenido relativo de agua. El contenido de prolina aumentd con el grado de salinidad y la
aplicacion de Glicina betaina 1 mM produjo un aumento significativo en NaCl 100mM.

Palabras clave: prolina, glicina betaina, estrés salino, Solanum.
ABSTRACT

Plants have developed various protective mechanisms to counteract the salt stress; one of them is
accumulation of compatible solutes such as proline and glycine betaine. However, some crops such as
tomato not accumulate glycine betaine, this alternative to the exogenous application of these compounds
arises. In this paper, we proposed evaluate content of proline in relation to water status in seedlings of
Solanum lycopersicum var. Rio Grande "tomato" pretreated with different concentrations glycine betaine
and grown under different levels salinity. Seedlings were treated with glycine betaine concentrations 0, 1
and 10 mM, and then subjected to sodium chloride: 0, 100 and 200 mM this salt added to the irrigation
solution. After 10 days treatment was quantitated proline and relative water content. Proline content
increased with the degree salinity and application of 1 mM glycine betaine was significant increase in 100
mM NaCl.

Keywords: proline, glicine betaine, salt stress, Solanum.



INTRODUCCION

Las plantas exhiben una respuesta dual frente al estrés salino que implica una respuesta temprana y otra
tardia; la primera, esta relacionada al estrés osmotico resultado del potencial hidrico negativo del suelo
salino y la segunda, a la acumulacion de Na* en tejidos foliares!. Solamente plantas con mecanismos
adaptativos pueden evitar el efecto adverso de la salinidad?. El ajustamiento osmético a nivel fisiologico,
es un mecanismo adaptativo involucrado en la tolerancia a la sequia o salinidad, el cual permite mantener
la turgencia celular bajo condiciones de déficit hidrico y contrarrestar los efectos de una répida
disminucion en el potencial hidrico foliar3- Esto ultimo ocurre por la acumulacion de altas concentraciones
de iones inorgénicos o solutos organicos de bajo peso molecular. Si bien ellos juegan un rol crucial en el
crecimiento de plantas superiores bajo condiciones salinas, su contribucion varia entre especie, cultivares
y entre diferentes compartimentos dentro de una misma planta.

En el tiempo, las plantas han desarrollado varios mecanismos protectores para contrarrestar el estrés
abiotico tal como el frio, sequia y salinidad. Uno de los mecanismos es la acumulacion de solutos
compatibles4. Estos solutos son pequefios metabolitos organicos solubles en agua, no toxicos a altas
concentraciones que permiten a las células retener agua para evitar disturbios y permitir funciones
normales cuando son expuestas a estrés abidtico’. Se incluyen entre los solutos compatibles a polioles,
azucares, aminoacidos y betainas, los cuales difieren entre especies®.

Hay evidencia que glicina betaina y prolina juegan un rol adaptativo en mediar el ajuste osmdtico y
proteger las estructuras subcelulares en plantas estresadas, estabilizando reacciones fotosintéticas, la
estructura de proteinas extrinsecas del complejo fotosintético II, y sintesis de ATP y activacion de
enzimas®.’7-8.9

La glicina betaina es la mejor betaina conocida, molécula bipolar pero eléctricamente neutra a pH
fisiologico®, es un aminodcido derivado, soluble en agua, no toxico, incoloro, naturalmente sintetizado en
varias especies vegetales; sin embargo, muchas especies cultivadas importantes tipo papa o tomate son
incapaces de acumularlo®. Es sintetizada a tasas elevadas en plantas bajo estrés abidtico!®!1, Los niveles de
acumulacion de GB son correlacionados con el aumento de la tolerancia por las plantasé. Muchas
investigaciones revelan también que la acumulacion de prolina contribuye al ajuste osmético y tolerancia
de las plantas expuestas a condiciones ambientales desfavorables. Por lo que se ha considerado como una
respuesta universal de las plantas bajo estrés. La acumulacion de prolina por deshidratacion debido a un
déficit hidrico o por aumento de la presion osmotica es la evidencia del rol que juega la prolina en la
osmorregulacion en plantas sometidas a los factores ambientales que producen el estrés hidrico.

En diversas especies la sintesis de glicina betaina es promovida por estrés por sequia y sal'2 como un
soluto compatible que regula el balance osmotico intracelular; pero también ha sido demostrado su rol
para estabilizar proteinas extrinsecas!3, mantener la estructura de la membrana!4, proteger el fotosistema II
y sintesis de ATP contra los efectos inhibitorios del NaCl!s. Se ha encontrado, por ejemplo, que glicina
betaina se acumula bajo estrés salino en trigo!® y en varias especies de Caryiophyllaceae, Convolvulaceae,
Compositae y Solanaceae!’.

El tomate es una de las hortalizas mas importantes y de amplia distribucion en el mundo!$; sin embargo,
la salinidad puede reducir el rendimiento en las cosechas!®, pero también se reporta que la salinidad
mejora la calidad de los frutos al aumentar los solidos solubles totales, contenido de acido, y color?0. Se ha
observado que muchas plantas cultivadas como las de tomate naturalmente no acumulan glicina betaina!2,
Ante este hecho, la aplicacion exdgena de soluciones compatibles ha sido sugerida como un enfoque
adicional, alternativo a la ingenieria genética para mejorar la productividad de los cultivos bajo
condiciones de estrés2!.

La aplicacion exdgena de glicina betaina aumenta en el vegetal su tolerancia a estrés por sequia y salino,
puede mejorar el crecimiento y supervivencia de numerosas especies bajo condiciones de estrés y
estabiliza, efectivamente, la estructura cuaternaria de enzimas, proteinas y mantiene un estado altamente
ordenado de las membranas cuando concentraciones de sal o temperatura son extremas!0.22.23.24,



Las plantas de tomate no son capaces de sintetizar glicina betaina, pero son capaces de tomarlo cuando
es aplicado exdgenamente a las hojas?s. Ellas han sido consideradas que pueden servir de un buen sistema
modelo para investigar el uso de la aplicacion exdgena cuando las plantas crecen en estrés ambiental.
Estudios preliminares han mostrado, que la adicion exogena de solucidon compatible a raices de plantas
jovenes de tomate indujo tolerancia a las condiciones de estrés; sin embargo, en plantas maduras de
tomate sensitiva a sales se ha reportado que ni prolina ni glicina betaina son capaces de contrarrestar los
efectos del estrés salino2¢. Este comportamiento nos lleva a considerar que la edad de la planta a la cual es
expuesta a glicina betaina exdgena juega un rol critico en su respuesta al estrés salino.

En este trabajo se propone evaluar el contenido de prolina en relacion al estado hidrico (contenido
relativo de agua) en plantulas de Solanum lycopersicum var. Rio Grande “tomate” pretratado con
diferentes concentraciones de glicina betaina y cultivadas en diferentes niveles de salinidad, conseguida
por concentraciones crecientes de NaCl.

MATERIAL Y METODOS

Material vegetal y condiciones de cultivo.

En este trabajo se utiliz6 plantas de S. lycopersicum Var. Rio Grande, obtenidas a partir de semilla
botanica certificada expendida comercialmente. Las semillas se colocaron a germinar en bandejas de
polietileno sobre papel toalla humedecido con agua destilada y cubiertas con una pelicula de plastico para
mantener la humedad. Los sistemas de germinacion fueron colocados en oscuridad hasta que los tallos de
las plantulas alcanzaron un tamafio de 2 — 2.5 cm de longitud. Este material fue trasplantado y mantenido
en recipientes de polietileno de 350 ml de capacidad, conteniendo solucion nutritiva La Molina hasta que
se establecid el primer par de hojas verdaderas, luego se traspasaron a recipientes de 1000 ml. Las
plantulas crecieron en condiciones de invernadero a una temperatura de 25 °C + 2 0 C hasta que tuvieron 4
semanas de edad, tiempo por el cual fueron mantenidas en solucion nutritiva adecuadamente aireada.
Aplicacion de glicina betaina y NaCl.

La aplicacion de glicina betaina se realizé en dos etapas, cuando las semillas fueron embebidas y cuando
las plantulas provenientes de estas semillas desarrollaron el primer par de hojas verdaderas. En ambos
casos, se aplico glicina betaina a las concentraciones de 0, 1.0, 10 mM; luego de dos horas del
pretratamiento con glicina betaina fueron expuestas a NaCl a las concentraciones de 0, 100 y 200mM por
10 dias.

Tanto para semillas como plantulas, éstas se distribuyeron en 3 grupos, cada uno conformado por 30
individuos, luego, completamente al azar se procedio a la aplicacion de glicina betaina por aspersion y
agregando Na Cl a la solucion nutritiva. Se consider? tres replicas para cada tratamiento.

Cuantificacion de prolina.

Para cuantificar prolina se utilizé el método descrito por Bates y cols.??, se utiliz6 0,5 g de tejido foliar o
de raiz. Cada muestra fue congelada en nitrégeno liquido y homogenizada con acido sulfosalicilico al 3%.
El residuo fue removido por centrifugacion a 13000 g por 10 min. Luego, 500 pl del extracto se hizo
reaccionar con 500 pl de acido acético glacial y 500 pl de ninhidrina acida a 100°C por una hora. La
reaccion fue detenida en bafio con hielo. El croméforo conteniendo la prolina fue extraido con 1 ml de
tolueno. La prolina fue cuantificada en un espectrofotometro Hewlett Packard 8452, a 520 nm, usando L-
prolina en la elaboracion de la curva de calibracion. La cantidad de prolina fue expresada en microgramos
por gramo de peso fresco. Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento.

Determinacion del contenido relativo de agua (CRA).

Para determinar el CRA, se utiliz6 la primera hoja completamente expandida a partir del apice de la
planta, después de los respectivos tratamientos con glicina betaina y NaCl. Se registr6 el peso fresco (PF)
de las hojas tan luego fueron retiradas de la planta. Luego se determin el peso targido (PT), para lo cual,
las hojas fueron colocadas en agua desionizada por 24 horas, después de este tiempo, las hojas fueron
sacadas del agua, secadas sobre papel de filtro y pesadas. Finalmente, las hojas fueron secadas a 80°C
hasta obtener un peso constante y se registro el peso seco (PS). El contenido relativo de agua se determin6
mediante la formula: CRA = (PF — PS/P T — PS) x 100. Se consider? tres repeticiones por tratamiento.



Evaluacion y analisis estadistico de datos.

Los datos obtenidos fueron analizados estadisticamente mediante el andlisis de varianza (ANOVA) y
comparacion de medias segun la prueba de significaciéon de Duncan con un nivel de confianza de 95%. Se
uso el paquete estadistico Statgraphics plus 5.1.

RESULTADOS

Las plantulas de S. Ilycopersicum Var. Rio Grande, tratadas con glicina betaina y cultivadas en
soluciones con diferentes concentraciones de NaCl, mostraron cambios en el contenido prolina y el
contenido relativo de agua.

El contenido de prolina en plantulas tratadas con glicina betaina 0 mM y cultivadas con 100 y 200 mM
de NaCl mostraron un aumento significativo con respecto al control (0 mM de NaCl), alcanzando los
valores mas altos a 200 mM, aumentando hasta 2.4 veces con respecto a las plantulas control (Fig. 1). Al
comparar el contenido de prolina en plantulas tratadas con 0, 1 y 10 mM de glicina betaina y cultivadas
con 0 y 200 mM de NaCl no mostraron diferencias significativas; sin embargo, se observo diferencias
significativas cuando las plantulas crecieron en NaCl 100 mM y fueron tratadas con glicina betaina
10mM.
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Fig. 1. Contenido de prolina en hojas de Solanum [ycopersicum L. var. Rio Grande, tratada con diferentes
concentraciones de glicina betaina y cultivada en concentraciones crecientes de NaCl por 10 dias. Las barras
verticales representan el error estandar (n = 3).

El contenido relativo de agua (CRA) disminuy6 significativamente en S. /ycopersicum var. Rio Grande
después de ser expuestas a diferentes concentraciones de NaCl (Fig. 2). Mostro los valores mas bajos a
200 mM de NaCl y 0 mM de glicina betaina (74 %); al comparar los promedios de las plantulas tratadas
con 0, 1 y 10 mM de glicina betaina en las plantulas cultivadas con 0, 200 mM de NaCl no se encontrd
diferencias significativas en el CRA. En las plantulas cultivadas con 100 y 200 mM de NaCl se observo un
aumento en el CRA, mas solo este aumento fue significativo entre los tratamientos 0 y 1 mM de glicina
betaina en aquellas que crecieron en una concentracion de 100 mM de NaCl.



DISCUSION

En diversos trabajos se ha reportado la acumulaciéon de prolina en tejidos, o6rganos de las plantas
sometidas a varios tipos de estrés, entre ellos al estrés salino y que el aumento temporal de estos
compuestos es importante en la respuesta de la planta al estrés. Los resultados obtenidos en este trabajo,
muestran aumento significativo en el contenido de prolina en hojas de Solanum [ycopersicum L. var. Rio
Grande tratado con diferentes concentraciones de NaCl. Estos resultados concuerdan con los encontrados
en tejido foliar de tres especies de tomate, Lycopersicon esculentum, L. peruvianumy Solanum pennellP3;
asi también con los resultados observados en hojas y tallos de dos cultivares de tomates, cultivados in
vitro con la adicion de NaCl a una concentracion de 160 Mm?°. La disminucion de la turgencia es el
disparador de la acumulacion de prolina en plantas sujetas a condiciones de sequia ya que la pérdida de
turgencia activa una compleja secuencia de eventos adaptativos correlacionados al nivel de estrés.

CRA

100 - EGBOMM ®mGB1mM GB10mM

90
80
70
60
50
40
30 A
20
10 4

Contenidorelativo de agua (%)

0 100 200
Concentracion NaCl (mM)

Fig 2. Contenido relativo de agua (CRA) en hojas de Solanum lycopersicum L. var. Rio Grande, tratada con
diferentes concentraciones de glicina betaina y cultivada en concentraciones crecientes de NaCl por 10 dias. Las
barras verticales representan el error estandar (n = 3).

La aplicacion exogena de glicina betaina en plantas estresadas por sales ha sido descrita hace varias
décadas y su funcién ha sido relativamente bien caracterizada3?. Cuando glicina betaina es aplicada
exdgenamente, ésta penetra en los tejidos foliares pronto, después de la aplicacion y es rapidamente
traslocada a las raices, meristemos y hojas es expansion?s. Estos investigadores también han demostrado
que glicina betaina queda sin metabolizar en los tejidos de la planta por varias semanas. Este
comportamiento de glicina betaina estaria justificando el aumento del contenido de prolina en las plantulas
de tomate tratadas con este metabolito, ya que ademas se menciona que una vez que la glicina betaina es
traslocada a los 6rganos de la planta, actia como un osmoprotector en las células3!. Si bien las plantas de
tomate no acumulan normalmente glicina betaina!2, se ha demostrado que glicina betaina es tomada
rapidamente cuando es aplicada foliarmente y acumulada en sus hojas a varios niveles dependiendo de la
concentracion aplicada32.

El aumento de sales en la solucion del suelo ocasiona disminucion de los potenciales hidrico y osmotico,
lo cual se refleja en el estado hidrico de la planta; es decir, la planta tiende a perder agua. Ante esta
situacion, la planta debe mantener un potencial hidrico mas negativo que el sustrato para asegurar la
absorcion de agua y poder mantener una adecuada hidratacion de sus tejidos33.



En el presente trabajo se observd disminucion del contenido relativo de agua (CRA) en Solanum
lycopersicum var. Rio Grande cuando fue expuesta a diferentes concentraciones de NaCl. Este
comportamiento en el contenido relativo de agua estaria relacionado con la capacidad de respuesta de las
especies al aumento de sales en el sustrato, es decir a su capacidad para generar potenciales hidricos que le
permitan mantener la turgencia celular. En las plantas expuestas a concentraciones elevadas de sales,
deben ocurrir cambios en el flujo de agua de tal manera que las células y los tejidos se adapten a esta
situacion. La absorcion de agua se lleva a cabo gracias al mayor potencial osmotico de la raiz con respecto
al suelo y que ocurre en cuanto las células dejan de estar turgentes34. Estas condiciones posiblemente se
generan en las plantas de tomate tras la sintesis y acumulacion de solutos compatibles, ayudados también
por la aplicacion exdgena de glicina betaina. Prolina y glicina betaina mejoran el estado hidrico de plantas
estresadas. Tales efectos pueden ser debidos a la inhibicion del eflujo de agua via efecto de estos solutos
sobre la estabilidad de la membrana y sobre la transpiracion reducida via efecto de la regulacion
estomatica, ademas de que estos solutos pueden estar involucrados en la osmorregulacion3.

También podria estar participando en el mantenimiento del estado hidrico de las plantas la actividad de
las acuaporinas, proteinas canales de membrana (PIP), que juegan un papel dindmico clave en el control
del movimiento del agua en las células de la raiz, y las proteinas TIP a nivel del tonoplasto, responsables
del control del agua transcelular, para restablecer y mantener la homeostasis celular de los cambios en el
potencial osmético celular ocasionado por las sales3¢; donde la Glicina betaina aplicada exdgenamente
estaria contribuyendo a mantener un estado altamente ordenado de las membranas cuando
concentraciones de sal o temperatura son extremas?4. La aplicacion de prolina y glicina betaina reduce el
dafio de la membrana, mejora la toma de K+ y el crecimiento. Ambos solutos mejoran la desestabilizacion
de proteinas y la proteccion de membranas!4,

CONCLUSIONES

o E] estrés salino generado por NaCl aument6 el contenido de prolina en plantulas de S. /ycopersicum
var. Rio Grande.

e La aplicacion de glicina betaina aumento el contenido de prolina en plantas de S. /ycopersicum
expuestas a NaCl 100 mM.

¢ El NaCl causa disminucion en el contenido relativo de agua y aumento del contenido de prolina en
hojas de S. Iycopersicum var. Rio Grande.
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RESUMEN

El propésito del presente estudio fue determinar si el extracto hidroalcohdlico de Urtica dioica L. “ortiga” presenta
efecto sobre la diuresis y los niveles de excrecion de sodio en la orina de Ratfus rattus var. albinus. Se utilizaron 30
especimenes, los mismos que se mantuvieron en ayunas 18 horas previas al inicio del experimento y durante las seis
horas de recoleccion de la orina. Estos animales fueron divididos en tres grupos de tratamiento A, B y C, a los que se
les administro, respectivamente, solucion salina fisiolégica, 10mg/Kg/pc de hidroclorotiazida y 1.5gr/Kg/pc de
extracto hidroalcoholico de ortiga. Se encontrd efecto diurético en el grupo C, al presentar un volumen urinario
acumulativo de 11.82 mL, mayor significativamente (p<0.05) respecto al grupo A (7.66 mL) y B (11.06 mL). Asimismo,
referente a los niveles de excrecion de sodio en la orina el grupo tratado con el extracto alcanzo un valor favorable
estadisticamente significativa (p<0.05) frente a los otros grupos. Se concluye que U. dioica presenta efecto diurético y
aumenta los niveles de excrecion de sodio en Rattus r. albinus.

Palabras clave: Urtica dioica L., efecto diurético, niveles de sodio, Rattus rattus var. albinus.

ABSTRACT

The purpose of this study was to determine if the hydroalcoholic extract of Urtica dioica L. "nettle" has effect on
diuresis and levels of sodium excretion in the urine of Ratfus rattus var. albinus . Thirty-three specimens, the same
that were fasted 18 before the start of the experiment and during the six-hour urine collection hours were used. These
animals were divided into three treatment groups A, B and C, which were administered, respectively, physiological
saline, hydrochlorothiazide 10mg/Kg/pc 1.5gr/Kg/pe, and hydroalcoholic extract of nettle. Diuretic effect was found
in the C group, introducing a cumulative urinary volume of 11.82 mL, significantly higher (p < 0.05) compared to
group A (7.66 mL) and B (11.06 mL). Also, on the levels of sodium excretion in the urine extract -treated group
achieved a statistically significant positive value (p < 0.05) compared to other groups. It is concluded that U. dioica
has diuretic effect and increases the levels of sodium excretion Rattus r. albinus.

Keywords: Urtica dioica L., diuretic, sodium levels, Rattus rattus var. albinus.



INTRODUCCION

Los diuréticos incrementan la excrecion renal de agua y sodio, aunque hablando en términos estrictos,
diuresis solo significa un aumento del volumen de orina. El efecto primario de la mayoria de farmacos
diuréticos es reducir la reabsorcion de sodio siendo un efecto secundario el aumento de la pérdida de agua.
Todos los farmacos diuréticos que no son diuréticos osmoticos, actiian directamente sobre la célula del
epitelio de los tubulos renales en regiones anatomicas determinadas de la nefrona; por lo general, esta
accion se ejerce en lugares situados sobre la membrana de la luz del tubuli después de la filtracion del
farmaco en el glomérulo y de la secrecion hacia el tubuli contorneado proximal!23, También existen los
diuréticos de asa, los que actian sobre el asa de Henle, y en particular sobre la rama ascendente gruesa
del asa, donde se reabsorbe aproximadamente el 25% del sodio filtrado, son los mas potentes de todos los
agentes diuréticos y se denominan diuréticos de techo alto que permiten la excrecion del 15 al 25% del
sodio filtrado, en vez del 1% menos que se excreta normalmente en una dieta habitual45.

El mecanismo de accion molecular de los diuréticos de basa es una accion inhibitoria sobre el
cotransportador Na*/K*/2Cl- en la membrana luminal de la rama ascendente gruesa del asa de henle. Los
diuréticos del asa reducen la tonicidad del intersticio medular y por tanto inhiben la reabsorcion del agua
en el conducto colector. Esto da lugar a una abundante diuresis>.

La hidroclorotiazida es un diurético tiazidico que inhiben al cotransportador Na*/Cl- en el tubuli
contorneado distal. En comparacion de diuréticos de asa las tiazidas producen la diuresis moderada que
excreta un maximo del 5% del sodio filtrado, siendo el 90% de este reabsorbido antes de llegar al tubuli
contorneado distal. Por su accién diurética moderada es que se justifica como modelo terapéutico como
patron para evaluar la accidn diurética, y compararlo con el efecto del extracto hidroalcoholico de Urtica
dioica L. y poder demostrar si posee bondades diuréticas en Rattus rattus var. albinus*>.

En situaciones de enfermedades edematosas y también en alteraciones de la presion arterial se indica
como una forma de terapia el uso de diuréticos para disminuir la volemia. En nuestro medio de acuerdo al
nivel sociocultural y econémico muchas veces no es posible el uso de medicamentos y existe un gran
sector de nuestra comunidad que accede al uso de la llamada medicina tradicional, que se basa en el uso
de plantas medicinales. Segun estimaciones entre el 70 y 80% de poblacion mundial recurre al uso de
plantas medicinales para palear sus enfermedades y conseguir la recuperacion de su salud, lo que
constituye el recurso mas conocido y muchas veces el mas accesible para la poblacion3.

Urtica dioica L. contiene en la sumidad florida una gran variedad de fitoconstituyentes como:
flavonoides (0.7-1.8%), rutina, isoquercitrina (0.02%), quercetina, kenferol, isoramnetina, astralgina;
aceites esenciales: cetonas (38.5%) como 2-metil-hepten-2-en-6-ona, ésteres (14.7%), alcoholes libres
(2%); acidos fenolicos derivados del acido cinamico, acidos clorogénico (clorofila a y b reconstituyente),
cafeico, cafeilmalico; taninos; acidos organicos: acidos acético, butirico, citrico, formico, fumadrico; sales
minerales (20%): hierro, azufre, acido silicico (0.9-1.8%), sales potasicas (0.6%) y calcicas, nitratos (1.5-
3.0%); carotenos; esteroides: beta-sitosterol; aminas: hisyamina, serotonina, acetilcolina; alcaloides:
betaina; vitaminas: vitamina A, B2, C, K1, 4cido folico y pantoténico®’. Se sabe que esta planta presenta
actividad antioxidante, antimicrobiana, antiulcerosa, analgésica$, antiinflamatoria®, hipoglicémica®10 y
antihipercolesterolémicall.

En medicina popular, se utilizan las hojas, tallos, y en menor medida el rizoma de ortiga, preparado
como jugo fresco prensado, para su uso depurativo, diurético, astringente, hemostatico, mineralizante y/o
estimulante del sistema circulatorio, cuando hay dolores reumaticos, artritis, gota, neuralgias, hemorroides
(pomada de ortiga), afecciones de la piel y del cuero cabelludo (caspa y caida del cabello), como drenador
hepatico y diurético de tipo volumétrico y eliminador de acido trico6.”.

Tahri y cols.!2 investigaron la actividad diurética, natriurética e hipotensora de U. dioica, en base a los
volumenes de orina excretados a través de una perfusion continua intravenosa y demostaron que el
extracto acuoso de las partes aéreas a una baja velocidad de 4 mg/Kg/h y una alta velocidad de 24
mg/Kg/h en Rattus rattus var. albinus presentaban actividad diurética, con posibles efectos toxicos dosis
dependiente. Mostacero y colsS, también le confieren actividad diurética a este vegetal. Por su parte, la



experiencia popular afirma que las hojas de la planta en estudio tienen accidén diurética, aspecto que
motivé a realizar el estudio experimental del efecto diurético y niveles de excrecion de sodio del extracto
hidroalcohdlico de Urtica dioica en Rattus rattus var. albinus.

MATERIAL Y METODOS

Material Biologico:

Se trabajo con 30 ratas albinas, de ambos sexos, con una edad promedio de 3 a 4 meses, aparentemente
sanas y un rango de peso corporal de 200 a 250 gramos y con plantas completas de ortiga recolectadas en
diversas partes del departamento La Libertad (Peru), las que fueron identificadas taxonomicamente en el
Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo.

Cuantificacion y dosificacion del extracto hidroalcoholico de Urtica dioica.

Se peso 100 g. de hojas de ortig” que se colocaron en una estufa a 35 °C, con la cantidad que se obtenga
se procedio a molerla en un mortero. Dicho producto se hizo hervir con alcohol etilico al 70 % en un
sistema de destilacion. El producto que se obtuvo fue secado y mantenido en refrigeracién!2!3, En base a
un trabajo piloto se determind la dosis efectiva cincuenta (DEso) del extracto seco. El extracto
hidroalcohdlico seco diluido en agua destilada se administré a los animales de experimentacion.
Preparacion y distribucion de los especimenes:

El total de animales fueron ubicados en una habitacion cerrada libre de estimulos para su ambientacion y
recibieron dieta controlada por espacio de 15 dias antes del experimento, en las siguientes condiciones:
ciclo luz — oscuridad de 12 horas, temperatura, 22° a 26°C, seis animales en cada jaula.

Los especimenes fueron distribuidos en tres grupos, trabajados grupalmente en fechas diferentes:
A. Grupo control: 10 especimenes.
B. Grupo patréon: 10 especimenes.
C. Grupo problema: 10 especimenes.

Estudio farmacodinamico:

La evaluacion de la diuresis se realizd6 de acuerdo a la técnica descrita por Lipschitz et all314.15: se
tomaron treinta ratas y se repartieron en tres grupos de diez animales cada uno. Los animales se
mantuvieron sin comida y sin agua en las 18 horas previas al inicio del experimento y durante las seis
horas de recoleccion de la orina.

Niveles de volumen urinario
A todos los animales se les administré por via oral un volumen de agua de 25 ml por kg. de peso del
animal.

¢ Grupo control: unicamente solucion salina normal (sodio=154 mmol/L, cloro =154 mmol/L).

¢ Grupo patron: hidroclorotiazida (10 mg/kg) disuelta en agua destilada.

e Grupo problema: (DEso) de U. dioica a la dosis de 1.5 g/Kg de peso.

La orina se recolect6 durante seis horas en jaulas metabdlicas individuales a una temperatura ambiente
de 22°C, midiéndose la orina excretada a intervalos de 30 minutos, 60 minutos, 90 minutos y 360 minutos.
La excrecion urinaria, accion y actividad diurética se calcularon por medio de las siguientes formulas:

Excrecion urinaria
Orina 'produm'ia % 100 Accion diurética _grupo !:l’atad.o .
Solucion fisiologica Excrecion urinaria
administrada grupo control

Excrecion urinaria =

Accion diurética extracto acuoso

Actividad diurética = —— -
Accion diuretica farmaco dependencia



Niveles de excrecion de sodio

Los niveles de excrecidon de sodio fueron cuantificados en base a la orina recolectada después de la
administracion de las diferentes sustancias segin grupo de tratamiento, luego de aplicar el test de
Fantus®:10,

Evaluacion estadistica, variables y escalas de medicion:

Los datos recolectados fueron expresados en promedios, porcentajes y desviacion estandar, los que se
presentan en tablas simples y de doble entrada. El estudio comparativo de los resultados del tratamiento
instaurado del grupo control, patron y problema se resolviéo mediante la prueba estadistica #de student (t).
Para inferir en base a los resultados se consider6 que existe diferencia significativa si p<0.0512.13.14,

RESULTADOS

Al observar la distribucion de los valores promedios acumulados de volumen urinario de los grupos de
animales con el tratamiento instaurado (Tabla 1), se evidencié que al comparar el volumen urinario o
denominado diuresis acumulativa a los 360 minutos o 6 horas postingesta, el grupo problema tiene la
produccion de orina con 11.82 mL y si se compara el grupo control frente al grupo patrén y grupo
problema la diferencia es estadisticamente significativa (p<0.05).

Tabla 1: Valores promedios de volumen urinario a los 30, 60, 90 y 360 minutos post administracion de solucién
salina fisiologica y el tratamiento instaurado.

Grupo de Diuresis
tratamiento
Acumulativa (mL) Significancia p
Control 7.66
Patron 11.06 <0.051a
Problema 11.82 <0.05 1 >0.05 e

la: Comparacion del grupo patrén y control
1b: Comparacion del grupo problema y control
1c: Comparacion del grupo problema y patron

Se encontré que el pH se mantuvo sin variaciones significativas en todos los grupos de tratamiento,
mientras que los niveles de excrecion de NaCl en la orina de los grupos en estudio se aprecié diferencia en
contra del extracto de ortiga cuando se contrasto el grupo problema y el grupo control, y si se compara el
valor de los niveles de cloruro de sodio en la orina expresado en gramos por litro de orina, (Tabla 2) se
aprecia, asimismo, que el valor de la excrecion de cloruro de sodio del grupo de ortiga es menor que el
grupo de la hidroclorotiazida con diferencia significativa (p<0.05). Este hallazgo nos invita a concluir en
base a los propositos de esta investigacion experimental, que el extracto hidroalcoholico de Urtica dioica
L. “ortiga” aumenta los niveles de produccion de orina con aumento del volumen, sin cambios en los
niveles de excrecion de sodio.



Tabla 2: Valores promedios acumulados de la concentracion de hidrogeniones (pH) y cantidad de NaCl en la orina
post administracion de solucion salina fisiologica.

Tiempo (minutos) Niveles Significancia
Grupo de acumulativos p
tratamiento NacCl
Orina acumulada (g/L)
pH

Control 7 2.5
Patron 8 4.7 <0.051a
Problema 8 3.0 > (.05 b <0.05 Ie

la: Comparacion del grupo patrén y control
1b: Comparacion del grupo problema y control
lc: Comparacion del grupo problema y patron

El comportamiento del extracto hidroalcoholico de U. dioica sobre los niveles de excrecion urinaria
evidenciado en la tabla 01, la excrecion urinaria representa el porcentaje (%) en orina del volumen de la
ingesta previa durante la experiencia, es decir el grupo control elimina el 218.0% del volumen
administrado, el grupo patrén elimina el 321.51% y el extracto de ortiga reporta un porcentaje de
excrecion urinaria con 337.7% (Tabla 3).

Tabla 3: Valores funcionales de excrecion urinaria, accion diurética, actividad diurética y niveles de excrecion de
cloruro de sodio, segiin grupo de tratamiento.

Grupo de tratamiento Excrecion urinaria (%) Accion Actividad
diurética diurética

Control 218.00

Patron 321.51 1.47

Problema 337.71 1.54 1.04

Del mismo modo, en la Tabla 3 aparece el reporte de la accidon diurética, es decir la comparacion del
grupo tratado con U. dioicay el grupo control, alcanzando un valor de 1.54 magnitud que indica que el
extracto de ortiga, tiene mayor efectividad que el grupo control en la produccion de orina, pero menor que
el grupo patron, porque éste alcanza un valor de 1.47 lo que indica que la hidroclorotiazida es mayor que
el grupo control en la produccion de orina. Asimismo sobre la diuresis, en la tabla aparece la actividad
diurética de U. dioica comparado con el diurético conocido, como es la hidroclorotiazida, alcanza un valor
de 1.04, lo que nos indica que el extracto en estudio tiene mayor actividad diurética que la
hidroclorotiazida.

DISCUSION

La nefrona es la unidad anatomica y fisiologica de la funcidon renal, asi cuando la sangre llega al
glomérulo a través de la arteriola aferente lleva consigo todos los nutrientes absorbidos en el intestino y
pasan a este nivel, para el proceso de filtracion, la misma que se realiza a través de la capsula Bowman del
glomérulo y el rifion en su conjunto tiene la oportunidad de reabsorber las sales inorganicas, agua, glucosa
y otros nutrientes regulando los niveles homeostaticos de los iones y el agua en el organismo haciendo
para ello una reabsorcion selectiva. El tabuli proximal reabsorbe los 7/8 de agua y sodio del filtrado
glomerular, a este nivel en la base del epitelio celular actia la bomba de sodio que normalmente extrae el



sodio junto con los iones del cloruro de la célula hacia el capilar vecino y consecuentemente el gradiente
eléctrico y la concentracion desplaza el sodio y el agua de la luz del tabuli hacia el interior de la célula, la
abundancia y el tamafio de las mitocondrias de la base del epitelio celular reflejan la energia gastada por la
bomba de sodio*.

El estudio experimental del efecto diurético de Urtica dioica L. y los niveles de excrecidon de sodio en
Rattus rattus var. albinus de acuerdo a los resultados del experimento, los valores centrales del volumen
urinario acumulado, producido al cabo de los 360 minutos, estan expuestos en la tabla 01, en la que
aparecen los tres grupos de animales tratados, los mismos que fueron sometidos a una ingesta previa de 25
mL de agua por kg de peso corporal y luego cada grupo de trabajo se sometio a la ingesta de solucion
salina fisiologica; el grupo control recibi6 un volumen de 3.5 mL, el grupo patron recibié 10 mg/Kg/pe de
Hidroclorotiazida en un volumen de 3.40 mL y el grupo problema 1.5 gr/Kg/pc del extracto
hidroalcoholico de Urtica dioica L. hasta alcanzar un volumen de 3.5 mL.

La administracion de una carga hidrica uniformiza y mejora la respuesta de la sustancia probada. El
exceso de agua y electrolitos simula una situacion de edema, lo que justifica el empleo de este modelo
experimentall7.18,

Los resultados obtenidos sobre volumen urinario acumulativo (diuresis acumulativa) segin grupo de
tratamiento confirmarian la hipétesis que el extracto de Urtica dioica L. se comporta mejor que el grupo
control (7.66 mL) y grupo patrén (11.06 mL), ya que alcanza un volumen acumulativo urinario de 11.82
mL, infiriendo que el extracto hidroalcoholico de Urtica dioica L. tiene efectos similares o ligeramente
mayor que la hidroclorotiazida, y dicho efecto posiblemente se deba al hecho de que hidroclorotiazida
actia inhibiendo el cotransportador de Na*/Cl- en el tibuli contorneado distal de la nefrona. Sobre el
particular expresa Page 4, los diuréticos tiazidicos producen una diuresis moderada que excretan como
maximo el 5% del sodio filtrado, siendo el 90% de éste reabsorbido antes de llegar al tibuli contorneado
distal; sin embargo pueden generar hiponatremia y alcalosis metabdlica. La porcidn final del tabuli distal
y tabuli colector son los principales sitios de secrecion de potasio en el rifidén y el transporte de Na* y K+ a
través de la membrana luminal tiene lugar a través de los canales idnicos en lugar de los transportadores.

En base a los hallazgos similares a hidroclorotiazida reportados se postula que los principios activos que
contiene el extracto hidroalcohdlico de Urtica dioica L. bloquea los canales de sodio de la luz tubular y
reducen la diferencia de potencial luminal y en consecuencia disminuye la fuerza impulsora de la
secrecion de potasio. El efecto neto de Urtica dioica L. seria reducir la reabsorcion de sodio. El aumento
del aporte de sodio al tiibuli colector y siendo el sodio un soluto osmoéticamente activo, al eliminarse por la
nefrona, lleva consigo agua y por lo tanto aumenta la diuresis como en el presente estudio.

Si se comparan los resultados de este estudio con otras investigaciones que han evaluado este efecto a
diferentes niveles de dosis, se puede apreciar que muy pocas veces se ha encontrado una correlacion
positiva entre la dosis y el efecto. En estudios realizados en extractos acuosos de Bidens pilosaL.y Costus
cylindricus Jacq. el efecto no fue dosis dependiente, debido a que la excrecion de orina de los grupos
tratados a la dosis de 800 mg/kg fue mas baja que cuando se trataron con la dosis de 400 mg/kg 8. En
otros estudios se obtuvieron resultados similares al obtenido en el presente estudio, como los reportados
por Maykel, Boffil, Leon y Daud que resultd ser dosis dependiente, acompainada de natriuresis
significativas 17.18.19, 20,

Los resultados obtenidos por Urtica dioica L. son inferiores al volumen excretado a las 6 h por otras
plantas con accion diurética comprobada como: Bodoa purpurascens Cav. (58.2 + 5.74 mL/kg), Carica
papaya L. (54.08 £ 10.23 mL/kg), B. pilosa (50.22 + 7.72 mL/kg), Rhoeo spathacea (Sw.) Stearn (47.98 +
8.26 mL/kg), C. cylindricus Jack (52.89 + 9.57 mL/kg) y Capraria bifloraL. (42.71 £ 8.10 mL/kg) !7.

Existe correspondencia entre el volumen de orina y la concentracion de Na*, este aspecto es coherente
porque los mecanismos de accion de un gran nimero de farmacos diuréticos es decrecer la reabsorcion de
este 16n, esto produce el arrastre del equivalente osmoético del agua, otra explicacion que puede explicar
este fendmeno, son las altas concentraciones de iones en las plantas medicinales. Todas las plantas
producen altas concentraciones de K+ en la orina. Esto puede ser explicado si tenemos en cuenta los
informes sobre varias especies vegetales que presentan potasio en su composicion, por lo que a la cantidad
de este i6n excretada debido al efecto diurético de la planta, se sumaria el aportado por el propio
vegetal18:19.20,



CONCLUSIONES

o El extracto hidroalcoholico de Urtica dioica presenta efecto diurético en Rattus rattus var. albinus.

e E] extracto hidroalcohdlico de U. dioica aumenta los niveles de excrecion de sodio en orina en Rattus r.
albinus.

e El extracto hidroalcohdlico de U. dioica aumenta la excrecion urinaria, accion diurética y actividad
diurética en Rattus r. albinus.
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RESUMEN

Las pectinasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, como por ejemplo en productos de
desecho, y su utilidad industrial es de gran importancia. En la presente investigacion se trata de establecer algunos
parametros cinéticos a nivel de laboratorio para la produccion de pectinasas por Bacillus spp. Se aislo y selecciond
cultivos puros de Bacillus spp. productores de la enzima a partir de muestras de tierra de cultivo de papa y naranja en
medio agar nutritivo con sales y pectina como sustrato, se incubd y se realizo la lectura agregando alicuotas de una
solucion de lugol y aquellos cultivos que presentaban mayor halo de hidrdlisis de pectina fueron seleccionados. Estos
cultivos se sembraron en medio liquido nutritivo mas sales y pectina y se incubaron por 24 — 48 horas; luego se
centrifugaron y se obtuvo el sobrenadante denominado extracto crudo de pectinasa (ECP), el cual sirvio para realizar
los ensayos de actividad y estabilidad del ECP a pHs y temperaturas variables. Se encontr6 que el pH y temperatura
de maxima actividad del ECP esta alrededor de 6,5 y 35°C, respectivamente. E1 ECP es estable a pH 6,5 y 8,5 a 35°C
por 120 minutos, lo mismo es cierto a temperatura de 50°C hasta por 129 minutos y pierde su estabilidad a 70°C a
los 120 minutos.

Palabras clave: Bacillus, pectinasas, pH, temperatura, actividad y estabilidad.
ABSTRACT

Pectinases are widely distributed in nature, such as waste products, and its industrial usefulness is of great
importance. In the present investigation is to establish some kinetic parameters at the laboratory for the production of
pectinase by Bacillus spp. Was isolated and selected pure cultures of Bacillus spp. producing enzyme from samples
of farmland potato and orange in nutritive agar with salts and pectin as substrate, incubated and reading was
performed by adding aliquots of a solution lugol and crops that had higher pectin hydrolysis halo were selected.
These cultures were plated in more pectin salts and liquid nutritional medium and incubated for 24-48 hours; then
centrifuged and the supernatant crude extract called pectinase (ECP), which was used for the tests of ECP activity
and stability at pH and temperature variables was obtained. It was found that the pH and temperature of maximum
activity of the ECP is about 6.5 and 35 °C, respectively. The ECP is stable at pH 6.5 and 8.5 at 35 © C for 120
minutes, the same is true for a temperature of 50 © C for 129 minutes to lose stability at 70 © C at 120 minutes.

Keywords: Bacillus, pectinase, pH, temperature, activity and stability.



INTRODUCCION

Las pectinas son un grupo heterogéneo de polisacaridos complejos constituidos principalmente por
cadenas largas de unidades de acido D-galacturénico unidos entre si por enlaces a-1-4, cadenas que
forman el 4cido poligalacturénico o acido péctico!:23. Estas unidades pueden estar parcialmente metiladas,
esterificadas en el C-6 con alcohol metilico variable segtin el origen de la pectina. La pectina también
contiene con frecuencia residuos de ramnosa, arabinosa y galactosa. Generalmente la ramnosa forma parte
de la cadena principal, mientras que la arabinosa y la galactosa se encuentran en las cadenas laterales
unidas a la cadena principal formando ramificaciones 4.

Segun el tratamiento que se haga a las materias primas (manzanas, frutas citricas, pifia, guayaba dulce,
tomate de arbol, maracuya y remolacha) se obtienen diferentes calidades de pectinas, de acuerdo con las
necesidades de los productos terminados. Estas pectinas son, en la actualidad, ingredientes muy
importantes en la industria de los alimentos, para hacer gelatinas, helados, salsas, queso!-.

La presencia de estas sustancias pécticas en el zumo de frutas, origina importantes problemas en su
procesamiento industrial. Ello se debe a que, por su escasa solubilidad, retienen el jugo espesandolo y
disminuyendo el rendimiento de la extraccidon y para su empleo en la extraccion, clarificacion y reduccion
de viscosidad en jugos de frutas, extraccion de aceites de vegetales y citricos, fermentacion de café y té,
entre otras numerosas aplicaciones industrialesé.7:.

Las pectinasas actuan de manera sinérgica y secuencial y, ademas de encontrarse de manera natural en
frutas y vegetales, también son producidas por microorganismos, tales como: bacterias, levaduras y
hongos filamentosos3. Tanto la actividad enzimatica como los mecanismos que controlan su sintesis y su
secrecion estan bajo la influencia de diversos factores ambientales, tales como el pH del medio, la
temperatura de incubacion y la naturaleza y cantidad de la fuente de carbono*.

La inhibicion y estabilidad enzimatica son consideradas la mayor consternacion en el desarrollo de
procesos biotecnologicos; la estabilidad enzimatica esta influenciada por parametros fisicos (pH y
temperatura) y parametros quimicos (inhibidores y activadores); asimismo, la hidrolisis enzimatica de las
sustancias pécticas también depende de varios factores fisicoquimicos, como por ejemplo, del tiempo de
contacto, concentracion de enzima, temperatura de incubacion y pH. El efecto de la temperatura fue
estudiado entre 0°C y 90°C asi como el pH entre 4 y 1178910,

Se han desarrollado estudios sobre la produccion de enzimas pécticas, utilizando la fermentacion en
medio so6lido, sobre diferentes substratos: bagazo de cafa de azlcar; salvado de trigo; sin embargo, pocos
estudios han sido efectuados sobre la influencia de la composicién del medio, en cultivo sobre soporte
solido. La composicion del medio de cultivo es un factor importante en la induccion de pectinasas ya que
influye sobre la diversidad y la cantidad de dichas enzimas pécticas!!.12,

Al mismo tiempo, existe una preocupacion creciente por los efectos de la contaminacion ambiental, por
ello la presion publica ha influido tanto en la industria como en los gobiernos para su disminucion. Las
enzimas microbianas presentan aplicacion industrial debido a su elevada eficiencia catalitica, su uso no
dafia el ambiente y su alta rentabilidad econémical®,

Teniendo en cuenta que el Pert es un pais que ha crecido considerablemente en la agroindustria, se
considera conveniente desarrollar un proceso orientado al aprovechamiento integral de recursos
provenientes este sector, ademas evitar la contaminacion ambiental, por los residuos provenientes de estas
actividades. Uno de estos residuos por aprovechar es el albedo de naranja que por su volumen resulta
atractivo para la produccion industrial de enzimas pécticas, por ello, se propuso una investigacion
orientada a determinar a algunos parametros cinéticos a nivel de laboratorio, para la produccion de
pectinasas por Bacillus spp., especificamente, el efecto de la temperatura y pH sobre la actividad y
estabilidad de la enzima, asi como, seleccionar cultivos de Bacillus spp. productores de pectinasas y
determinar el efecto del pH y temperatura Optimos que presentan la mayor actividad y estabilidad de la
enzima en estudio. Se considera que a medida que se incrementa la temperatura y el pH, aumenta la
actividad de la pectinasa hasta un punto donde ésta empieza a disminuir, del mismo modo, a medida que
se incrementa la temperatura la estabilidad de la pectinasa disminuye en funcion del tiempo y del pH.



MATERIAL Y METODOS

Material biologico
Pectinasas producidas por Bacillus spp. aislados a partir de muestras de suelo agricola de papa y naranja.
Obtencion, inactivacion y extraccion de pectinas citricas

Se empleo el albedo (mesocarpio) del fruto de naranja, residuo so6lido producido por la venta artesanal
del jugo de naranja; en estado fresco o congelado el mismo dia de su coleccion con el fin de evitar el
crecimiento de bacterias u otras formas vivientes que descompongan el producto. Se cortd en trozos
pequefios lo que constituye la materia prima para aislar pectinas!3. La inactivaron se hizo colocando la
materia prima en estufa a 98°C por 10 minutos!4. Posteriormente, 100g de materia prima inactivada fueron
suspendidos en 600mL de agua destilada y a ésta se le agregd HCI 1N hasta obtener un pH entre 1.5 y 3.
Luego se calentd a 70°C por 70 minutos 5. A continuacion, se filtr6 la suspension anterior y el filtrado
obtenido fue enfriado a temperatura ambiente (25°C) y luego se precipitd con etanol al 60% (v/v), con
respecto al volumen de dicho filtrado!4.15. Finalmente, el proceso de secado del extracto crudo de pectina
se realiz6 a 70°C en estufa y luego fue pulverizado!4.15,

Aislamiento de Bacillus spp. productores de pectinasas.

Se colectaron muestras de suelo con un peso aproximado de 100 g procedentes de cultivos de papa del
distrito de Otuzco y de cultivos de naranja del distrito Vira, las que fueron colocadas en bolsas plésticas de
poliestireno (de primer uso) 6. Se trasladaron al laboratorio de Tecnologia enzimdtica y Productos
naturales, Departamento de Quimica Bioldgica y Fisiologia Animal — Facultad de Ciencias Biologicas —
Universidad Nacional de Trujillo — Peru.

El aislamiento Bacillus spp productor de pectinasas se llevo a cabo en medio solido Agar nutritivo. Para
ello se realizd una suspension de 1 g de tierra en 100 mL de agua destilada estéril (ADE), se agito y se
realizaron diluciones seriadas hasta 10-¢ previo tratamiento térmico en bafio maria a 85°C durante 10
minutos. Luego, se siembro en superficie (0,1mL de la dilucion tratada). Se incub6 a 28°C hasta 72 horas
16,17,18

Las colonias con caracteristicas morfologicas de Bacillus fueron repicadas en tubos con agar agar
nutritivo!? y se incubaron durante 24 horas a 28°C para efectuar la prueba de la catalasa a fin de ubicarlas
en el género Bacillus. Los aislamientos que resultasen positivos a la catalasa se conservaron en frascos de
agar nutritivo inclinado a 4°C 1920,

Medio para la produccion de pectinasas

El medio conteniendo pectina como unica fuente de carbono estd caracterizado por (g/1000mL de agua
destilada): pectina citrica, 2; extracto de levadura, 1; agar, 15; KHZPO » 0,2; CaClz, 0,05; (NH 4)2SO v 1;
MgSO,.7H,0, 0,8; MnSO,, 0,05; pH = 6,8 5. Se autoclavé a 15 1b/ 20 minutos. Se realizd control de

esterilidad durante 24 horas2.
Produccion de Pectinasas

Se sigui6 el método de Fernandes-Salomao y col?!, modificado por los autores; brevemente, en los
medios anteriormente mencionados se sembraron por puntura los cultivos de Bacrllus spp. aislados. Se
incubd a 30°C por 18-24h. Luego se afiadieron alicuotas de una solucion de lugol y se observo la
presencia o ausencia de halos de hidrdlisis3. Se seleccionaron los cultivos que presentaron mayor halo de
hidrdlisis de la pectina es decir los cultivos que presentaron mayor relacion didmetro de halo/ didmetro de
colonia y mayor diametro de colonia?.
Obtencion de los extractos crudos enzimaticos

Se sembraron los cultivos seleccionados previamente (inoculo al 5%) en caldo YEPD modificado (g/100
mL buffer citrico-citrato, pH 3,5): pectina, 2,0; Peptona de soja, 1,0; Peptona de carne, 1,0; Extracto de
levadura, 1,0. Los cultivos se incubaron en agitacion constante durante 24-48 horas a 30°C. Luego, se
centrifugd a 5.000 rpm durante 15 min y el sobrenadante obtenido fue denominado extracto crudo de
pectinasa (ECP) °.



Determinacion de actividad enzimatica en los ECP

Se determind la actividad enzimatica midiendo la cantidad de sustrato residual, para ello se utilizé 4,5
mL de solucion de sustrato bufferado de pectina al 0,3% y 0,1 mL de ECP; se incub6 a 31°C por 1 hora;
luego se detuvo la reaccion con 0,5 mL de soluciéon de HCI 0,05N y 0,5 mL de solucién lodada. Se realizéd
la lectura después de 15 minutos de reposo a 530 nm de absorbancia en Spectronic 20. Una unidad
enzimatica fue definida como la cantidad de enzima requerida para variar 0,01 de absorbancia por minuto
bajo las condiciones del ensayo, 31°C, pH 6,8%11.
Determinacion del efecto del pH sobre la actividad del ECP

Se determiné el pH de maxima actividad del extracto crudo de la pectinasa realizando medidas de dicha
actividad a diferentes pH (3,5; 4.,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5 y 9,5) utilizando diferentes sistemas buffers de
incubacion®22.
Determinacion de la estabilidad del ECP a diferentes pH en el tiempo

Para ello se colocaron alicuotas del ECP en tubos de ensayo y se sometieron a la accion de diferentes pH
(4,5; 6,5y 8,5) por 60 y 120 minutos. Luego se determind la actividad residual del ECP%:22,
Determinacion del efecto de la temperatura sobre la actividad del ECP.

Se determinod la temperatura de maxima actividad realizando mediciones de la actividad del extracto
crudo de la pectinasa a diferentes temperaturas: 25, 30, 35, 40, 45, 50 y 55 °C.%
Estabilidad del ECP a diferentes temperaturas en el tiempo

Para ello se colocaron alicuotas del ECP en tubos de ensayo y se incubaron a 50, 70 y 90 °C durante 60
y 120 minutos ° y luego se determiné la actividad residual del ECP. Para garantizar los resultados y su
reproducibilidad del presente trabajo, se realizaron cinco ensayos y cada uno por triplicado.

RESULTADOS

Se obtuvieron 15 cultivos primarios de Bacillus spp. aislados a partir de muestras de suelo de cultivos de
papa (seis) y de naranja (nueve), los que presentaron halos de hidrolisis de pectina que van desde 2 mm
hasta 17 mm de didmetro, siendo Bsnl12, Bsnl7, Bsn8 y Bsn7 los que presentaron mayor hidrolisis (17,
15, 13 y 12 mm) los cuales fueron seleccionados para realizar la seleccion secundaria en medio liquido
(Tabla 1, Fig. 1).

Tabla 1. Seleccion primaria de cultivos de Bacillus spp. aislados a partir de muestras de suelo de cultivos de papa
(Bsp)y de naranja (Bsn) con capacidad de hidrolizar la pectina (accion de pectinasa) expresado en milimetros (mm).

Bacillus aislado Accion de pectinasa
N° Codigo Halo (mm)
1 Bspl 4
2 Bsp2 7
3 Bsp3 2
4 Bsp4 4
5 Bsp5 8
6 Bspb6 2
7 Bsn7 12
8 Bsn8 13
9 Bsn9 10
10 Bsnl10 5
11 Bsnll 2
12 Bsnl2 17
13 Bsnl3 2
14 Bsnl4 14
15 Bsnl5 15

La seleccion secundaria, en medio liquido, de los cultivos de Bacillus spp aislados y seleccionados por
presentar mayor capacidad de hidrolizar la pectina en medio sélido, permitié determinar que el cultivo



Bsnl5 presenta mayor hidrélisis de pectina (0,21 Absorbancia-Spectronic 20 a 530 nm); del
sobrenadante “extracto crudo de pectinasa” de éste cultivo se realizaron los ensayos propuestos en este
trabajo.

Se observo el efecto del pH sobre la actividad del extracto crudo de pectinasa de Bacillus spp aislado a
partir de muestras de suelo de cultivos de naranja, notdndose que describe un perfil clasico campaniforme
con una maxima actividad entre los pH 6,5 y 8,5 decreciendo a medida que los pH son mas distantes de
estos valores (Fig. 2).

Fig. 1. Halos de hidrolisis de la pectina por cultivos de Bacillus spp. aislados a partir de muestras de suelo de tierra
de cultivos de papa (izquierda) y naranja (derecha)

Tabla 2. Seleccion secundaria de cultivos de Bacillus spp. aislados a partir de muestras de suelo de cultivos de
naranja con capacidad de hidrolizar la pectina (accion de pectinasa) expresado en unidades (cambio 0,01 de

Absorbancia).
Bacillus aislado Unidad de pectinasa / mL ECP
N° Cadigo Unidades (cambio 0,01 de Absorbancia)
1 Bsn7 20,0
2 Bsn8 20,8
3 Bsn12 26,6
4 Bsnl15 36,6
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Fig. 2: Efecto del pH sobre la actividad del extracto crudo de pectinasa (ECP)

La estabilidad al pH del extracto crudo de la pectinasa de Bacillus spp aislado a partir de muestras de
suelo de cultivos de papa y de naranja, donde se observa que el ECP es estable a pH 6,5 por 120 minutos y



a pH 8,5 es estable hasta los 60 minutos, ya que conserva una actividad residual relativa de 85,5% y luego
disminuye a 76,0% cuando es expuesta hasta los 120 minutos (Fig. 3).

El efecto de la temperatura sobre la actividad del extracto crudo de pectinasa de Bacillus spp aislado a
partir de muestras de suelo de cultivos de naranja, describe un perfil clasico campaniforme con una
maxima actividad alrededor de los 35°C, decreciendo a medida que las temperaturas son mas distantes de
estos valores (Fig. 4).

Y la temperatura sobre la estabilidad térmica del extracto crudo de la pectinasa de Bacillus spp aislado a
partir de muestras de suelo de cultivos de naranja, produce pérdida de la estabilidad térmica a partir de los
70°C a los 120 minutos de exposicion y no es termoestable a los 90°C (Fig. 5).
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Fig. 3: Estabilidad del extracto crudo de pectinasa (ECP) sometida a diferentes pHs durante 60 y 120 minutos de
exposicion.

120

100

Actividad de ECP relativa (%)

25 30 35 40 45 50 55
Temperatura (°C)
Fig. 4: Efecto de la temperatura sobre la actividad del extracto crudo de pectinasa (ECP)

DISCUSION

La importancia de las pectinasas se ha incrementado por su relevancia comercial en la industria. El
crecimiento de Bacillus spp en agar y caldo nutritivo suplementado con sales y pectina al 2% evidencio a
partir de las 48 horas un mayor desarrollo a pH 6,8 y a la temperatura de 31°C (Tablas 1 y 2). Los valores
de pH, temperatura y tiempo de incubacion utilizados en el presente trabajo de investigacion, no fueron

los adecuados, ya que se ha encontrado en la bibliografia revisada el pH oscila entre 5,0 y 9,0 pudiendo
ser el 6ptimo 7,2 23.



Al mismo tiempo, cabe indicar que para la produccion de pectinasa en medio liquido, la bibliografia
reporta que para una mejor produccion se necesita aireacion y agitacion, lo que permitiria un mayor
crecimiento de especies de Bacillus (0.5 vvm para la aireacion y de 300 rpm para la agitacion?4.

La produccion de pectinasas por Bacillus en medio liquido (Tabla 2), se ha encontrado datos que la
enzima alcanza su mayor rendimiento al final de la etapa logaritmica del crecimiento microbiano, lo cual
estaria a partir de las 72 horas (3 dias) de incubacion, dependiendo de la especie, hasta los 5 6 7 dias de
incubacion 24, motivo por el cual se ha obtenido muy poca cantidad de pectinasa ya que éstas son enzimas
inducidas lentamente por la presencia de sustancias pécticas.
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Fig. 5. Termoestabilidad del extracto crudo de pectinasa (ECP) sometida a diferentes temperaturas durante 60 y 120
minutos de exposicion.

La disminucién de la actividad de pectinasa, respecto al pH, podria atribuirse al pH de crecimiento del
Bacillus y a su lenta capacidad de adaptacion para la produccion de la enzima en los diferentes valores de
pH trabajados.

Respecto a la temperatura, se ha encontrado que la maxima temperatura de actividad de la pectinasa esta
alrededor de 35°C, lo que concuerda con algunos autores donde manifiestan que ésta oscila entre los 25 y
40°C 2, Se ha encontrado que la temperatura para la produccidén de pectinasa, depende de la especie de
Bacillus. Por ejemplo, la temperatura 6ptima entre 50 y 60°C permite obtener la enzima de las especies
Bacillus spp, con B. stearothermophilus muestra alta actividad a 60°C, mientras que B. cereus y B.
subtilis presenta excelente actividad a 50°C.

Estudios respecto a la termoestabilidad de la pectinasa de ciertos Baci//us 25 coinciden con los obtenidos
en el presente trabajo. Esta enzima es estable a 45°C durante 120 minutos (2 horas), se reduce un poco a
50°C y a los 60°C casi se ha reducido al 50% su actividad residual y a los 70 y 80 °C ha perdido toda su
actividad residual. Es importante mencionar que la actividad de algunas pectinasas depende de la
presencia del ion Ca?": La enzima de cepas de Bacillus spp degradan el acido de poligalacturonico
presenta una actividad maxima alrededor del pH 10.5 y a una temperatura entre 50 y 55°C 24,

Por los resultados obtenidos en la presente investigacion, cabe indicar la importancia de monitorear las
condiciones de trabajo para producir mas y mejor pectinasa a partir de los Bacillus spp aislados, ya que en
medio solido muestran buena produccion de la enzima y cuando se pasa al medio liquido se presentan
problemas que aun no se han podido solucionar del todo, por lo que seria de suma importancia mejorar y/o
optimizar las condiciones de incubacion (medio sumergido), el tipo y calidad de sustrato (carbono y
nitrégeno), la presencia y cantidad de ciertos activadores, el pH, la temperatura, el tiempo de incubacion
para la maxima produccién de la enzima y algunos inhibidores que podrian estar disminuyendo dicha
produccion de la enzima.



CONCLUSIONES

e Los Bacillus spp aislados de suelos de tierra de cultivo de papa y de naranja presentan diferentes
grados de hidrolisis pectinolitica.

o El perfil de actividad de la pectinasa de Bacillus spp respecto al pH es campaniforme y la maxima
actividad esta alrededor de 6,5.

e La pectinasa de Bacillus spp es pH-estable a los pH 6,5 y 8,5 durante los 120 minutos de exposicion.

o El perfil de actividad de la pectinasa de Bacillus spp, respecto a la temperatura es campaniforme y la
maxima actividad esta a 35°C.

e La pectinasa de Bacillus spp es termoestable hasta temperaturas menores e iguales a 50°C y a
temperaturas superiores de 70°C pierde su termoestabilidad.
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RESUMEN

Se evaluo el efecto patogénico de Lecanicillium lecanii (Zimm) y Beauveria bassiana (Bals.) sobre el acaro rojo de
los citricos, Panonychus citri, en condiciones de laboratorio. Se realizaron cinco tratamientos con tres repeticiones
cada uno: (i) al primero se le aplico Tween 80 al 0.1% , (ii) al segundo y tercero, una suspension de L. /ecanii a las
concentraciones de 10° con/mL y 107 con/mL, respectivamente, y (iii) al cuarto y quinto, una suspension de B.
bassiana a las concentraciones de 10° con/mL y 107 con/mL, respectivamente. Luego de la inoculacién con los
hongos entomopatogenos, los especimenes de P. citri presentaron lentitud en movimiento, alteracion en el color del
tegumento y muerte. Los dcaros muertos fueron colocados en caimara humeda hasta la aparicion de micelio, el cual
fue aislado en agar papa sacarosa con antibidtico para su posterior observacion microscopica y determinacion. Se
encontr6 que el menor porcentaje de supervivencia del acaro fue frente a B. bassiana con un 17% y 6% a las
concentraciones de 106 con/mL y 107 con/mL (p<0,05), mientras que con L. /ecanii el porcentaje de supervivencia
fue de 29% y 20% a las concentraciones de 10¢ con/mL y 107 con/mL (p>0,05). Se concluye que, en condiciones de
laboratorio, B. bassiana tuvo efecto entomopatdgeno sobre las ninfas y adultos de P. crtri, observandose un menor
porcentaje de supervivencia del acaro al incrementar la concentracion de conidias del hongo, mientras que L. /ecanii
no tuvo efecto entomopatdgeno sobre las ninfas y adultos de P. citri.

Palabras clave: Entomopatdgenos, Lecanicillium lecanii, Beauveria bassiana, Panonychus citri
ABSTRACT

The pathogenic effect of Lecanicillium lecanii (Zimm) and Beauveria bassiana (Bals.) on citrus red mite,
Panonychus citri, in laboratory conditions was evaluated. Five treatments with three replicates each were performed:
(i) the first was applied to 0.1% Tween 80, (ii) the second and third, a suspension of L. /ecanii at concentrations of
106 / mL and 107 / mL, respectively, and (iii) the fourth and fifth, a suspension of B. bassiana at concentrations of
106 / mL and 107 / mL, respectively. After inoculation with the entomopathogenic fungi P. citri specimens showed
slow motion, color alteration of the integument and death. The dead mites were placed in a moist chamber until the
appearance of mycelium, which was isolated on potato sucrose agar antibiotic for subsequent microscopic
observation and determination. It was found that the lowest percentage of mite survival against B. bassiana was 17%
and 6% at concentrations of 106/107 mL and / mL (p <0.05), whereas L. lecanii the survival rate was 29% and 20%
at concentrations of 106 / mL and 107 / mL (p> 0.05). We conclude that, under laboratory conditions, B. bassiana
entomopathogenic took effect on nymphs and adults of P. cifri, with a smaller percentage of mite survival by
increasing the concentration of conidia of the fungus, while L. Jlecanii had no effect entomopathogenic on nymphs
and adults of P. citri.

Keywords: Entomopathogens, Lecanicillium lecanii, Beauveria bassiana, Panonychus citri



INTRODUCCION

El cultivo de los citricos en el Pert ha adquirido significativa importancia debido a los elevados niveles
de consumo tanto en el mercado interno como externo y se encuentra mas desarrollada, desde el punto de
vista agrondémico y comercial, en la costa central!. No obstante, tal desarrollo se encuentra amenazado por
enfermedades y plagas que afectan de modo negativo la produccién de este cultivo, como es el caso de la
araiiita roja de los citricos, Panonychus citri 23.

P. citri desarrolla de huevo a adulto en sélo 13 dias: el huevo en siete dias y los estados inmaduros
activos en seis; los adultos hembras viven un promedio de 15 dias, oviponen un promedio de 50 huevos en
el transcurso de su vida, de modo tal, que en el campo se pueden desarrollar de 12 a 15 generaciones cada
aflo, aspecto que repercute negativamente en la produccion de citricos, porque ademds de los adultos las
larvas y ninfas se alimentan de hojas y frutos deteriorandolos#5.6:

Las maximas densidades poblacionales de P. citri ocurren frecuentemente en primavera y en otofio y se
ha observado que la dinamica poblacional esta influenciada por el clima (desarrolla mejor a 25°C y a 65 +
10 % HR), estado vegetativo de la planta, practicas agrondmicas y enemigos naturales; en efecto, las
elevadas temperaturas son letales para todas las formas moviles y las bajas temperaturas prolongan el
tiempo de desarrollo y reducen la actividad alimenticia, la humedad relativa tiene un marcado efecto en el
numero de huevos colocados por la hembra, por lo que los extremos de ésta no solo reducen la
fecundidad, sino que también aumentan la mortalidad?.8.9:10.11,

El control de la “araiita roja” se efectuia mediante el uso de sustancias quimicas; sin embargo, resulta
costoso, destruye a los controladores benéficos, influye sobre la planta provocando ciertos cambios en la
constitucion de sus tejidos que resultan favorables para el desarrollo de la plaga y, sobre todo, desarrolla
con facilidad resistencia a los plaguicidas!213. Ante ello, el uso de hongos entomopatdgenos surge como
una buena alternativa de control porque son estables, eficaces y pueden aplicarse en completa armonia con
las diferentes técnicas usadas en esquemas de manejo integrado!5.16

En tal contexto, puede ser de utilidad Lecanicillium lecanii, hongo entomopatégeno de amplia
distribucion, que ocasiona epizootias de gran magnitud en ambientes calidos y himedos (humedad relativa
encima de 80% y temperatura entre 20 a 25°C), en un amplio rango de hospederos: insectos de los 6érdenes
Homoptera, Coleoptera, Diptera y Lepidoptera y acaros de la familia Tetranychidae!”-18, Igualmente,
Beauveria bassiana, otro hongo cosmopolita, que posee gran actividad entomopatogena contra diversas
especies de insectos correspondientes a los ordenes Coledptera, Lepidoptera, diptera, heterdptera,
Homoptera y también contra los acaros de la Familia Tetranychidae!9-20-

Teniendo en cuenta la importancia de P. citri como plaga en los campos citricolas del Pert y que no se
ha investigado la actividad de hongos entomopatégenos frente a ella, se planted la presente investigacion
que estuvo dirigida a determinar el efecto de Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana sobre la araiiita
roja de los citricos, P. citri, en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico
e Cultivos puros de Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana proporcionados por la
Cétedra de Fitopatologia del Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad
Nacional de Trujillo.
e Especimenes adultos y de estadio ninfal de Panonychus citri provenientes de la crianza
masiva en el mismo laboratorio.
Recoleccion e identificacion de Panonychus citri
Se realiz6 la recoleccion de hojas de naranjo infestados con P. crtri; las cudles se retiraron de la planta
con ayuda de tijeras, se colocaron en bolsas de papel dentro de una caja de carton y se trasladaron al
Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo.
Para la determinacion de P. citri se realizaron observaciones bajo el estereoscopio utilizando pinceles



entomologicos, teniendo en cuenta la coloracion de los 4caros, las setas o pelos dorsales y los tubérculos
prominentes del mismo color que el tegumento.
Crianza de Panonychus citri
La crianza se llevé a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de Trujillo y consistid en colocar esponjas dentro de bandejas de plastico
(35x25x5cm), sobre el lecho de esponjas se colocod papel toalla y sobre ellos se depositaron hojas de
Citrus limon “limon” previamente lavadas y secadas, los bordes de las hojas fueron rodeados con papel
toalla para evitar la huida de los 4caros. La esponja se mantuvo constantemente humeda y las hojas eran
cambiadas conforme se marchitaban, cada 8 dias. Se infestd cada hoja con diferentes estadios
poblacionales de P. citri, teniendo en cuenta la misma cantidad de individuos por hoja. La crianza se
realiz6 a 22- 25°C y a 70% H.R aproximadamente.
Reactivacion de Lecanicillium lecanii y Beauveria bassiana
A partir de los cultivos puros de L. lecanii'y B. bassiana se hicieron suspensiones con Tween 80 al 0.1
%. Se seleccionaron dos bandejas de crianza con 30 individuos de P. cifr7 cada una y se realizo la
inoculacion por aspersion. Los acaros muertos fueron sometidos a condiciones de camara humeda, que
consistio en colocarlos en una lamina porta objeto ubicada dentro de una placa de Petri estéril, la cual
contenia algodon humedecido en agua destilada estéril. Las cdmaras se incubaron a temperatura ambiente
durante 7 dias hasta la aparicion de micelio sobre la superficie de los acaros muertos. En condiciones de
esterilidad se transfirié el micelio que emergio sobre los acaros, en tubos con Agar Papa Sacarosa y se
llevaron a incubacion durante 7 dias a temperatura ambiente, para obtener cultivos puros reactivados. Se
determin6 taxonémicamente al hongo en base a las caracteristicas morfolégicas macroscopicas!4
Propagacion y estandarizacion del indculo de L. lecanii y B. bassiana
Los hongos reactivados en el paso 2.3 fueron sembrados por el método de superficie en frascos planos
conteniendo Agar Papa Sacarosa, los que se incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias.
Posteriormente a partir de los cultivos obtenidos en los frascos planos se preparé una suspension de
conidias en Tween 80 al 0.1 %, y se estandariz6 con la ayuda de la cdmara de Neubauer a una
concentracion de 106 y 107 con/mL para ambos hongos.
Inoculacion de los hongos entomopatogenos L. lecaniiy B. bassiana
Se aplicaron cinco tratamientos con tres repeticiones cada uno, destindndose cuatro tratamientos para el
grupo problema y uno para el grupo control. Cada uno de los cinco tratamientos estuvieron conformados
por 30 individuos entre ninfas y adultos de P. citri. Al primer y al segundo tratamiento se les inoculo por
aspersion, suspensiones de L. Jecanii a las concentraciones de 2x10¢ con/mL y 2x107 con/mL
respectivamente, al tercer y cuarto tratamiento se les aplico suspensiones de B. bassiana a las
concentraciones de 2x10% con/mL y 2x107 con/mL respetivamente. El tltimo tratamiento fue destinado
para el grupo control al cual se le aplico Tween 80 al 0.1%. Todos los tratamientos se mantuvieron a 22-
25°Cy a 70% H.R aproximadamente!3.
Evaluacion de la actividad entomopatogena de L. lecaniiy B. bassiana
e Observacion de sintomas y/o signos
Después de la inoculacion se evalud diariamente en los grupos problemas la aparicion de
sintomas y/o signos de infeccion micotica, en comparacion con el grupo control. Los
sintomas evaluados fueron la carencia de coordinacion, pigmentacion, comportamientos
alterados como movimientos lentos y la paralisis del 4caro, muerte y finalmente como signo
la aparicién de micelio sobre la exocuticula, siendo el tiempo maximo de observacion 14
dias.
¢ Aislamiento y confirmacion de L. lecaniiy B. bassiana'3-20
Para determinar, si los hongos entomopatogenos fueron los que originaron la muerte a P.
citr, los 4caros muertos con sintomas de ataque fungico fueron sometidos a condiciones de
camara humeda con la finalidad de que si el hongo estuviera colonizando el interior del
acaro, se desarrolle y cubra la superficie exocuticular con micelio. Para ello, se coloco a los
acaros muertos en una lamina porta objeto ubicada en una placa de Petri estéril que contenia



algodon humedecido en agua destilada estéril., las cdmaras hiimedas se incubaron a
temperatura ambiente durante 7 dias hasta la aparicion de micelio sobre la superficie de los
acaros muertos. Con una asa bacteriologica y en completa esterilidad se transfiri6 el micelio
que emergid sobre el acaro hacia tubos conteniendo Agar Papa Sacarosa inclinado, los que se
incubaron a temperatura ambiente durante 7 dias. Luego se procedid a la confirmacion del
hongo basdndose en las caracteristicas morfoldgicas macroscopicas, microscopicas y
haciendo uso de las claves taxondémicas propuestas por Barnett y Hunter!4.

e Determinacion del Porcentaje de mortalidad y analisis estadistico??

Para la determinacion del porcentaje de muerte se empled la formula de Abbott.

Mo—-Mt
~ 100-Mt

Mc x 100

Doénde: Mc = Porcentaje de mortalidad corregida; Mo = Porcentaje de mortalidad del tratamiento u
observada; Mt= Porcentaje de muerte en el testigo.

e Los promedios del porcentaje de mortalidad fueron analizados mediante el Andlisis de
Varianza (ANAVA) con un nivel de confianza del 95% y para determinar si existe diferencia
significativa entre los tratamientos estudiados®.

RESULTADOS

La aplicacioén tanto de L. leccani como de B. bassiana en las ninfas y adultos del acaro P. citri determind
la aparicion de signos y sintomas que condujeron a la muerte (Tabla 1). Se verifico que la sintomatologia
y muerte fueron provocadas ppor los entomopatdgenos (Figs. 1y 2).

El porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de P. citr7 frente a la concentracion de 106 con/mL de
L. lecanii fue de 29%, mientras que a la concentracion de 107 con/mL fue de 20%, a los 14 dias de
evaluacion (Fig. 3). En tanto, el porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de P. citr7 frente a la
concentracion de 106 con/mL de B. bassiana fue de 17%, mientras que a la concentracion de 107 con/mL
fue de 6%, a los 7 dias de evaluacion (Fig. 4).

Tabla 1. Sintomas y/o signo observados en ninfas y adultos de Panonychus citri después de la
aplicacion de Lecanicillium lecaniiy Beauveria bassiana en condiciones de laboratorio.

TRATAMIENTOS
SINTOMAS/SIGNO Control * Lecanicillium Beauveria
lecanii bassiana
Movimientos lentos - + +
Alteracion en el color del tegumento = + +
Muerte - + +
Aparicion de micelio sobre los acaros = + +

*: Tween 80 al 0.1%; +: Presencia de sintoma o signo; - : Ausencia de sintoma o signo



Fig. 1. Adulto de Panonychus citri: A. Sin inocular (control); B. Inoculado con Lecanicillium lecanii (notese la
coloracion oscura); C) Micelio de L. lecanii cubriendo la superficie de P. citri, D) Fialides tipicas de L. lecanii
creciendo en la superficie de P. citri.

Fig. 2. Adulto de Panonychus citri: A. Sin inocular (control) B) Inoculado con Beauveria bassiana (notese la
coloracion oscura); C) Micelio de B. bassiana cubriendo la superficie de P. citri, D) Disposicion tipica de conidias
de B. bassiana en la superficie de P. citri,
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Fig. 3. Porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de Panonychus citri inoculados con Lecanicillium lecanii a
las concentraciones de 106 con/mL y 107 con/mL, a los 14 dias de evaluacion. (a: p < 0.05, existe diferencia
significativa; b: p > 0.05, no existe diferencia significativa).
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Fig. 4. Porcentaje de supervivencia de ninfas y adultos de Panonychus citri inoculados con Beauveria bassiana a las
concentraciones de 10° con/mL y 107 con/mL, a los 7 dias de evaluacion. (a: p < 0.05, existe diferencia significativa

entre los tratamientos).



DISCUSION

Los sintomas y signo observados en especimenes de los estadios de ninfa y adulto de P. citri luego de la
aplicacion de los hongos entomopatdgenos L. lecanii'y B. bassiana se deberian a la accion directa de éstos;
es decir, para que tales sintomas se presenten ocurrid previamente un proceso de patogénesis, el cual se
inicia con la adhesion de una conidia de los hongos inoculados a la cuticula de P. citri, siendo necesario el
reconocimiento y compatibilidad (por ejemplo de enzimas y glicoproteinas) entre el conidio y las células
del tegumento del 4caro, la que estuvo influida por dos acciones: una pasiva en la cual se ejercen fuerzas
electroestaticas e hidrofobicas y; otra activa en la cual se secretan mucilagos que interactiian
quimicamente con las lecitinas de la membrana generando un ambiente favorable para la secrecion de
enzimas. Luego de la adhesion, se inicia la germinacion, que es dependiente de las condiciones que le
pueda brindar el insecto y el ambiente para que la conidia germine20.2!

Carvallo?? menciona que L. lecanii y B. bassiana requieren una humedad relativa mayor a 70% y
temperatura de 20 a 25°C, siendo la temperatura durante la investigacion de 20 a 22°C y la humedad
relativa de 70 a 75% aproximadamente, las que favorecieron la formacién del tubo germinativo iniciando
la penetracion en la cuticula del 4caro, involucrando este proceso a diversos mecanismos enzimaticos y
procesos fisicos. Perdikis et alZmencionan que las enzimas que participan en la penetracién son
proteasas, quitinasas y lipasas que actuan de forma secuencial, degradando la cuticula y liberando
nutrientes para el hongo. Cazorla y Morales3® mencionan ademas que estos hongos entomopatogenos al
invadir a los Tetraniquidos tienden a localizar sus hifas en el centro del hemocele, y producir toxinas
como bassinolide (L. /ecanii) y beauvericina, beauverolidasas, bassianolidasas e isarolidasas (B. bassiana)
las que actuan bloqueando el aparato digestivo, ademas de tener accidn histolitica, afectando el sistema
nervioso y muscular produciendo sintomas como lentitud en sus movimientos (Tabla 1). Al llegar a la
hemolinfa se transforman morfolégicamente en blastosporas y cuerpos filamentosos de hifas que invaden
el sistema inmune del hospedero multiplicandose rapidamente en los tejidos. En el mismo sentido, Prasad
y Syed?* mencionan que en esta etapa se activa el sistema inmune del insecto a través de los procesos de
melanizacion, fagocitosis, nodulacion y encapsulamiento; siendo la melanina la sustancia responsable del
oscurecimiento del tejido, sintoma observado en la investigacion (Fig. 1y 2).

Luego de que los mecanismos de defensa del 4caro son sobrepasados, el hongo entomopatdgeno entra en
la fase de colonizacion agotando los nutrientes y el agua presente su interior, ocurriendo la muerte del
hospedante, producto de la necrosis el cadaver se torna oscuro, se deshidrata y momifica?s. Luego ocurre
la fase saprofitica de crecimiento micelial hacia el exterior (Fig. 1 y 2). Motta y Murcia!4 mencionan que
las hifas emergen de los cadaveres de insectos a través de la boca, ano, apéndices y aberturas genitales que
concluye con la produccion de nuevas unidades reproductivas (conidios) sobre la superficie cubriendo el
cuerpo del acaro. Todos los sintomas y signo observados y descritos en los grupos problema no se
observaron en el grupo control.

Al incrementarse la concentracion desde 106 a 107 con/mL de L. /lecanii, el porcentaje de supervivencia
de P. citri disminuy6 de 29% a 20% respectivamente; sin embargo, esto es aparente porque al realizar el
analisis estadistico se encontr6 que esta diferencia no era significativa, si existiendo diferencia
significativa entre dichas concentraciones y el control; esto significa que las dos concentraciones
empleadas tienen el mismo efecto sobre los individuos de P. cifri, lo que se significaria que a la
concentracion de 106 con'mL L. /ecanii llega a un umbral de infeccion, siendo la concentracion de
inoculo aplicada la maxima efectiva y que al aumentar la concentracion de la dosis, no se generara mayor
muerte en los acaros, obteniéndose resultados con porcentajes de supervivencia que no varian
estadisticamente. Estos resultados difieren con los hallazgos de Diaz et all8, quienes observaron que
especimenes de Myzus persicae presentaban una supervivencia del 0 % al ser inoculados con dosis de
1x10% con/mL de L. lecanii , concentracion que fue mas alta que la empleada en esta investigacion, esto se
puede deber a que P. citri presenta una mayor susceptibilidad a bajas concentraciones de conidios de L.
lecanii que M. persicac®¢. Ghosh ef aP5 encuentran que L. /ecanii disminuia a la poblacion de Tetranychus



urticae observando un porcentaje de supervivencia del 30% a la concentraciéon de 6.5x10¢ con/mL,
resultados similares a los obtenidos en la investigacion; asimismo Amjad ef af¢ informan que al
incrementar las concentraciones de L. lecanii de 1x10¢, 1x107y 1x108 con/mL, disminuye el porcentaje de
supervivencia de hembras adultas de 7. wrticae, disminuyendo también el porcentaje de eclosion de
huevos disminuye.

Asimismo, al incrementar la concentracion de 10 a 107 con/mL de B. bassiana, el porcentaje de
supervivencia disminuy6 de 17% a 6% respectivamente, resulta real porque el analisis estadistico se
encontrd que existia diferencia significativa entre la supervivencia obtenida a las dos concentraciones de
conidios empleadas, asi como también existe diferencia significativa entre dichas concentraciones y el
grupo control. Esto significa que las dos concentraciones empleadas no tienen el mismo efecto sobre los
individuos de P. citri, y que dicho efecto se va acentuando conforme se incrementa la concentracion de B
bassiana. Con los resultados obtenidos por Sanehdeep ef a2’ demuestran que el mas bajo porcentaje de
supervivencia de larvas de Spodopfera litura fue registrada a la concentracion de 2.03x10° con/ml,
concentracion que fue mas alta que la empleada en esta investigacion, asimismo Prasad y Syed?*
informaron que el porcentaje de supervivencia de larvas de Helicoverpa armigera fue de 13.3% al ser
tratadas a la concentracion de 0.25x10% con/ml de B. bassiana, esto podria atribuirse a la dosis de in6culo
empleada y a la patogenicidad del aislamiento con el que ellos trabajaron.

CONCLUSIONES

e Beauveria bassiana tiene efecto entomopatogeno sobre las ninfas y adultos de Panonychus
citri, en condiciones de laboratorio; disminuyendo el porcentaje de supervivencia del 4caro al
incrementarse la concentracion de conidias del hongo.

o Lecanicillium lecanii tiene un efecto entomopatdgeno sobre las ninfas y adultos de
Panonychus citri en condiciones de laboratorio, no existiendo diferencia significativa entre las
concentraciones empleadas.
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RESUMEN

Especimenes de Oryctolagus cuniculus fueron inmunizados con cultivos rizobianos nativos
Bradyrhizobium sp, RC-455-02 y Rhizobium sp. Rf 167-01 Rf 167-02, asi como con Cepas rizobianos
patron: Bradyrhizobium sp CIAT 71, Rhizobium tropici CIAT 899 y CIAT 632, con la finalidad de
producir anticuerpos especificos y comparar los titulos. Las cepas fueron sembradas en medio Agar
Levadura Manitol (LMA); los antigenos rizobianos fueron preparados a la concentracion de 1,2 x 109
bact/mL, La inmunizacion de los conejo se hizo con una mezcla de una emulsiéon de dos mL de antigeno
con dos mL de adyuvante completo de Freund, por via intramuscular y a las dos y cuatro semanas se
inoculd el antigeno con adyuvante incompleto de Freund. Se encontrdé que la mayoria de sueros inmune
presentaba un titulo de anticuerpo de 1280 contra las diferentes cepas rizobianas empleadas.

Palabras clave: Rhizobium, Bradyrhizobium, Oryctolagus cuniculus, anticuerpos.
ABSTRACT

Oryctolagus cuniculus specimens were immunized with native rhizobial cultures Bradyrhizobium sp,
RC-455-02 and Rhizobium sp. Rf Rf 167-01 167-02 and rhizobial strains with pattern: Bradyrhizobium sp
CIAT 71, Rhizobium tropici CIAT 899 and CIAT 632, in order to produce specific antibodies and
compare titles. Strains were plated on Yeast Mannitol Agar (AML); the rhizobial antigens were prepared
at a concentration of 1.2 x 109 bact/mL of the rabbit immunization was with a mixture of an emulsion of
two mL of antigen plus two mL of complete Freund's adjuvant, intramuscularly and at two to four weeks
another inoculation with incomplete adjuvant. It was found that most of the immune sera showed a titer of
antibody 1280 against various rhizobial strains employed.

Keywords: Rhizobium, Bradyrhizobium, Oryctolagus cuniculus, antibodies.



INTRODUCCION

Entre los diferentes sistemas bioldgicos capaces de fijar N2 atmosférico, la simbiosis que ocurre entre
Rhizobium y leguminosa constituye el mas importante; aportando de esta manera el nitrogeno necesario al
ecosistema y a la produccion de alimentos!. En la mayoria de lugares agricolas la fuente primaria (80%)
del nitrégeno ocurre a través de dicha simbiosis; por ello la FBN es de considerable importancia, pues se
ha reportado que en leguminosas noduladas, bajo determinadas condiciones ambientales (suelos pobres en
este elemento) pueden fijar hasta 325 kg N2 /Ha /afio2.

La produccion agricola basada en leguminosas es fundamental para la alimentacion humana,
especialmente si se encuentra en equilibrio con el ambiente. Es por esta razon que una interaccion natural
de estas plantas con una bacteria del suelo a nivel de la raiz, es ecologicamente importante, como medida
para evitar el uso excesivo de fertilizantes nitrogenados que deterioran el suelo y contaminan el ambiente3.

La identificacion de cepas de Rhizobium, sobre todo el aislamiento de cepas nativas, sigue siendo uno de
los principales problemas relacionados con estudios de competencia. Dado que no existe ningun método
universalmente aceptado, el método de eleccion depende de las preferencias, experiencia y equipo; es
decir, para emprender cualquier tipo de evaluacion de cepas de Rhizobium en condiciones naturales,
competitividad, persistencia en suelo, uso apropiado de inoculantes y en estudios fisiologicos, bioquimicos
y genéticos; es indispensable su identificacion2.

En tal contexto, estudios de la serologia de rizobios muestran que existe una especificidad en la
simbiosis entre el rhizobio y la leguminosa; es decir, siempre y cuando la raiz de la planta hospedera,
encuentre durante su desarrollo, rizobios compatibles y eficientes podran inducir la formaciéon de nédulos
completamente efectivos?; esto se verifico utilizando diversas cepas de Rhizobium capaces de formar
nodulos en habas, Vicia faba,, mostrando todas ellas una serologia diferentet. Asimismo, se emplearon
cepas de arverjas las cuales fueron enfrentadas con anticuerpos contra las cepas de frijoles y luego del
analisis de longitud de los fragmentos de restriccion polimérficos, dirigidos a las regiones de ADN que
codifica el rRNA y la nodulacion, se indicaron que los nddulos de las cepas de Rhizobium de V. faba se
distinguen de los de Pisum sativum, V. villosa, y Trifolium spp.*.

La informacién existente acerca de la especificidad y la variacion de efectividad en la fijacion de
nitrégeno por parte de Rhizobium, al igual que la produccion de anticuerpos especificos de los rizobios
nativos nos ayudaria de manera rapida y segura a identificar a los rizobios especificos infectivos y
efectivos y puedan ser empleados con provecho en la agricultura, eliminando en cierta medida los
quimicos contaminantes.

En este informe se presentan los resultados de una investigacion dirigida a determinar el nivel de
anticuerpos producidos por Oryctolagus cuniculus “conejo” inmunizado experimentalmente con cultivos
rizobianos nativos: Bradyrhizobium sp. RC-455-02 simbiodticamente eficiente en Frejol, Rhizobium sp.
Rf167-01 simbiodticamente eficiente en Frejol, Rf167-02, Rc458-01 y Cepas rizobianos patron:
Bradyrhizobium sp CIAT71 y Rhizobium tropici CIAT899 y CIAT632.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo Rizobianos:
De la Coleccion de cultivos rizobianos del Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Universidad
Nacional de Trujillo se obtuvieron:
o Bradyrhizobium sp. nativo RC-455-02 simbidticamente eficiente en Frejol
® Rhizobium sp. nativo Rf 167-01 simbidticamente eficiente en Frejol Rf 167 - 02, Rc 458-01
Del Instituto Nacional de Investigacion Agraria (INIA) se obtuvieron las Cepas rizobianos patron:
o Bradyrhizobium sp CIAT 71, aislada de Stylosanthes guianensis.
o Rhizobium tropici CIAT 899 y CIAT 632
Reactivacion de cepas



La reactivacion de cada cepa consistié en romper cuidadosamente la ampolla en la mitad de la zona
ocupada por el tampdn, mediante la ayuda de una lima. Seguidamente se agreg6 a la ampolla 3 gotas de
peptona al 0.1%, tratando de bafiar las paredes, con la finalidad de recuperar todas las células de
Rhizobium que se encontraran presentes.

Luego, se extrajo la suspension de la ampolla con una pipeta Pasteur, y se colocdé una gota de esta
suspension en cuatro placas Petri, conteniendo el medio Agar Levadura Manitol (LMA); se realizd
mediante estrias de las gotas de la suspension con un asa bacterioldgica estéril y luego se incubd a 28°C
por 7 a 10 dias. Posteriormente se evalud el crecimiento de las cepas y la pureza de las mismas, con lo
cual se realizé un cultivo puro en Agar Levadura Manitol (LMA) Este procedimiento de reactivacion se
realizd para cada una de las cepas liofilizadass. Los cultivos rizobianos nativos fueron reactivados en
Agar Levadura Manitol (LMA), de acuerdo al paso anterior.

Obtencion de antigenos a partir de cultivos rizobianos nativos y cepas patron ya reactivadas

A partir de los cultivos rizobianos nativos y cepas patron, se realizé la siembra en frascos Roux
conteniendo Agar Levadura Manitol (LMA), y se incubaron entre 28 — 30 °C por 3 a 7 dias,  hasta
observar el crecimiento de las coloniasé. Luego se procedid a determinar la pureza del cultivo mediante la
técnica de coloracion Gram?2.

Preparacion de antigenos somaticos

Una vez determinada la pureza de los cultivos se realizo la cosecha o recoleccion de las colonias
completamente desarrolladas en LMA, que consistié en agregar asépticamente 10 mL aproximadamente
de solucion salina fisiologica estéril (SSFE), irrigando completamente la superficie del medio. Esta
suspension se vertid en tubos de ensayo completamente estériles; luego, se centrifugd los tubos con
suspension de células rizobiales para eliminar cualquier antigeno soluble y flagelar, se desechod el
sobrenadante y se re - suspendié nuevamente el sedimento con SSFE. Este paso se repetid tres veces,
teniendo en cuenta que la ultima suspension celular se ajustara aproximadamente a una concentracion de
1x109 células/mL. Luego se procedioé a transferir las suspensiones a botellas estériles, las cuales se
taparon con un tapon de caucho estéril con insertada una aguja (N° 23); finalmente, se calento la solucion
del antigeno, sumergiendo parte de la botella en agua hirviendo durante aproximadamente 1 hora, para
eliminar cualquier antigeno flagelar restante25.

Inmunizacion de los conejos.

Para el siguiente procedimiento se emplearon 14 conejos de la raza Nueva Zelanda, de los cuales 2 se
emplearan como controles, los restantes para la inmunizacion con los cultivos rizobianos y las cepas
patrones; los conejos fueron de aproximadamente 3 meses de nacido, procedentes del Instituto Nacional
de Salud (INS).

Antes de la inmunizacion de los conejos problemas, se obtuvo sangre de uno de los conejos controles,
para obtener el suero pre-inmune. Se extrajo 3-4 mL de sangre mediante puncion cardiaca y se coloco en
tubo de ensayo sin anticoagulante, el cual se centrifugé a 2000 rpm por 10 minutos. Mediante una pipeta
Pasteur se removio el suero y coloco en un tubo estéril, el cual se incub6 en bafio Maria por 30 minutos a
56°C para inactivar el complemento. El suero pre-inmune se almacend en frascos adecuados a -20°C, para
ser usado como control negativo’.

Para la inmunizacion del conejo se prepard una emulsion de 2 mL de antigeno con 2 mL de adyuvante
completo de Freund, que se mezclaron homogéneamente hasta llegar una consistencia adecuada, la cual se
inoculd via intramuscular en la pata posterior del conejo2. Después de 2 y 4 semanas se inoculd
nuevamente el antigeno con adyuvante incompleto de Freund, para reforzar la respuesta inmunologica?.
Determinacion de titulos de anticuerpos anti-rizobios.

Aproximadamente a una semana después de la Gltima inoculacion, se realizaron diversas pruebas para
determinar la formacion de anticuerpos, las cuales consistieron:

En primer lugar, se extrajo sangre a los conejos a través de la vena marginal de la oreja
aproximadamente de 1-2 mL., las cuales se centrifugaron a 2000rpm por 15 minutos (bajo refrigeracion si
fuera posible). Se colectd el suero inmune en tubos estériles para la posterior determinacion cualitativa de
anticuerpos anti-rizobianos2. Una vez determinada cualitativamente la presencia de anticuerpos anti-
rizobios, se procedid a extraer 30 a 50 mL de sangre de cada conejo mediante puncion cardiaca, la cual se



colectdé en recipientes adecuados y se centrifugd a 2000 rpm por 15 minutos. Luego, se transfirié el
sobrenadante a recipientes adecuados, una parte se emple6 en la determinacion del titulo de anticuerpos y
el resto se procedi6 a refrigerarlo hasta su posterior empleo en pruebas de competitividad; para la
determinacion del titulo de anticuerpos anti rizobianos producidos en cada uno de los conejos, se utilizo la
técnica de aglutinacion en tubo?.

Conservacion de los anticuerpos.

Los anticuerpos purificados fueron almacenados en pequefias alicuotas de 100 — 500 pl, previamente se
agregd azida sodica a una concentracion 0.02 % (W/V), para evitar la contaminacién microbiana. A
continuacion las alicuotas se almacenaron en un congelador a -20°C, se evitaron los cambios bruscos de
temperatura.

Analisis de datos

Los datos obtenidos se presentan en tablas y/o graficos determinando el titulo mas alto de anticuerpos

producido en el conejo inmunizado con el cultivo rizobiano y/o cepa patron.

RESULTADOS

En la evaluacion de los titulos de anticuerpos anti-rizobios obtenidos al inmunizar conejos con
antigenos de cepas patrén y cultivos nativos de rizobios se encontré que el menor titulo se obtuvo al
inmunizar con el cultivo nativo Rf 167 - 02 (640) y el mayor titulo se obtuvo al inmunizar con
Bradyrhizobium sp (1890), se observa también que los sueros inmunes de cuatro de las siete cepas
rizobianas empleadas presentaron un titulo de anticuerpo contra rizobios de 1280 (Tablas 1y 2)

Tabla 1. Titulo promedio de anticuerpos obtenidos en O. cuniculus inmunizados con cepas patron de Rizobios
Bradyrhizobium sp CIAT 71, Rhizobium tropici CIAT 899 y Rhizobium etli CIAT 632.

CEPAS Bradyrhizobium sp Rhizobium tropici CIAT  Rhizobium etli
RIZOBIANOS CIAT 71 899 CIAT 632
PATRON

TITULO DE 1280 960 1280
ANTICUERPOS

Tabla 2. Titulo promedio de anticuerpos obtenidos en O. cuniculus inmunizados con cultivos nativos de
Bradyrhizobium sp. RC-455-02, Rhizobium sp. Rf 167-01, Rf 167 - 02 y Rc 458-01.

CULTIVO
RIZOBIANOS Bradyrhizobium sp. Rhizobium sp. Rf 167 -02 Rc 458-01
NATIVOS RC-455-02 Rf 167-01
TITULO DE 1890 1280 640 1280
ANTICUERPOS

DISCUSION

Uno de los aspectos mas importantes en el empleo de un método de inmunizacidén para la
obtencién de anticuerpos especificos es la calidad inmunogénica del antigeno, es decir que
estimule la produccion de una mayor cantidad de anticuerpos durante un periodo mas prolongado
(Blanco et al; 2008), producir el reclutamiento y activacion de células accesorias y la induccién
de coestimuladores que permitan una respuesta inmune rapida y fuerte8, asimismo, lograr



disminuir la manipulacién innecesaria de los animales de experimentacion, porque de esta
manera se evita algln tipo de traumatismo en estos.

Las cepas en estudio han sido seleccionadas en base a que poseen una caracterizacion morfoldgica,
genética, etc., ya determinada; ademas de conocerse internacionalmente por su elevada capacidad de
competencia y eficiencia en la fijacion del nitrogeno; lo que permite realizar estudios en ecosistemas
sometidos a diversas condiciones ambientales. Una de estas cepas es Rhizobium tropici (CIAT 899),
caracterizada por presentar una elevada tolerancia intrinseca a la acidez, ademas por ser capaz de nodular
diversas leguminosas, tales como Leucaena, Phaseolus, y Macroptilium, presenta una amplia gama de
huéspedes®.

Por lo mencionado anteriormente, se puede afirmar que el empleo del adyuvante de Freund completo e
incompleto junto con el antigeno es un buen método de inmunizacién que permite obtener un buen titulo
de anticuerpos, aun cuando tiene una accidn irritante en el sitio de inoculacién y que generalmente
producen granulomas y abscesos, ha sido demostrado que mediante el empleo de adyuvante de Freund se
logra mantener hasta 180 dias, niveles de anticuerpos similares a los obtenidos a los 30 dias post
inoculacion o inmunizacién!o,

El adyuvante completo de Freund consiste en una solucion de aceite mineral de baja especificidad y
viscosidad con una suspension de Mycobacterium muertos por, en cambio el adyuvante de incompleto de
Freund contiene uUnicamente el aceite mineral!l,!2.La accion conjunta de estos adyuvantes permite la
liberacion mas lenta del antigeno al localizarlo en el sitio de inoculacion (Blanco et al; 2008) pues al
solubilizarlo el antigeno se van a liberar lentamente, permiten la reclusion de células inmunocompetentes
en la zona de inoculacion.

En relacion a las cepas de rizobios estas han sido seleccionadas porque poseen una caracterizacion ya
determinada en base a su elevada capacidad de competencia y eficacia en la fijacion del nitrégeno, tanto
las cepas patron como las cepas nativas. Por lo tanto, el presente trabajo cobra importancia ya que los
niveles de anticuerpos especificos obtenidos, van a permitir realizar estudios de las caracteristicas
moleculares y funcionales de estas bacterias, asi como también permite desarrollar un método de
inmunizacion en el que se emplee un adyuvante que tenga elevada eficacia, una facil manipulacion,
disponibilidad comercial y costo no muy elevado. Por otro lado, es necesario la optimizacion de un
método de inmunizaciéon que permita obtener el mayor titulo de anticuerpos contra cepas patrén de
rizobios, y que permita utilizar estos anticuerpos frentes a cultivos nativos de forma que se puede a
realizar en futuros estudios de serogrupos o determinacion de la competitividad entre rizobios presentes en
el suelo.

CONCLUSIONES

e Las cepas rizobianas patrén Brady-rhizobium sp. CIAT71, Rhizobium tropici CIAT899 y CIAT 632,
asi como contra cultivos rizobianos nativos Bradyrhizobium sp. nativo RC-455-02, Rhizobium sp.
Rf167-01, Rf167-02 y Rc 458-01, inducen la formacion de anticuerpos.

¢ La mayoria de sueros hiperinmunes presentaba un titulo de anticuerpo de 1280 contra las diferentes
cepas rizobianas empleadas.
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RESUMEN

La proteccion de alimentos de microorganismos patdgenos se hace mayormente con sustancias quimicas, muchas
de ellas de elevada toxicidad y dafiinas para el medio ambiente, ante ello se esta investigando sustancias de origen
natural que tengan la misma actividad. En la presente investigacion se determind el efecto del aceite esencial del
orégano, Origanum vulgare (AEOV), en la supervivencia de Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Salmonella
parathypi y Salmonella enteritidis en carne de cerdo pasteurizada y refrigerada con la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del AEOV para cada una de las bacterias en estudio. El vegetal procedio de la zona de San Ignacio
Provincia de Otuzco (La Libertad, Peru) y el aceite esencial se obtuvo mediante el método de Destilacion directa
por arrastre con vapor de agua; posteriormente, se determiné la CMI mediante el método de Macrodilucion en caldo
nutritivo mas Tween 80 al 0.1% para cada microorganismo. Las CMI fueron: para .S. typhi, 3.0 uL/mL; S. enteritidis,
1.7 uL/mL; S. paratyphi A, 2.3 uL/mL y S. aureus, 1.5 pnL/mL. Cada una de las CMI se inocularon en sistemas de
ensayo conteniendo 10 g carne de porcino molida y pasteurizada a 80°C+1°C durante 30 minutos y 1 mL de
suspension bacteriana y se llevaron a refrigeracion a 8°C+1°C durante 192 horas, al término de los cuales se realizo
la medicion del crecimiento microbiano mediante la técnica de recuento en placa en Agar Miiler Hinton. Se concluye
que: (i) las CMI del AEOV afectan la supervivencia de S. typhi, S. enteritidis, S. paratyphi A'y S. aureus, (ii)) AEOV
que suplementa a la carne molida de cerdo afecta de manera diferente la supervivencia de las especies de bacterias
probadas y (iii) AEOV que suplementa a la carne molida de cerdo afecta en mayor medida a S. aureusy en menor
medida a S. typhi.

Palabras clave: Supervivencia, Origanum vulgare, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, concentracion
inhibitoria minima

ABSTRACT

Protecting food pathogens is mostly with chemicals, many of them highly toxic and harmful to the environment,
before it is being investigated naturally occurring substances that have the same activity. In the present investigation
the effect of the essential oil of oregano, Origanum vulgare (AEOV), on the survival of Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi and Salmonella enteritidis was determined in pasteurized pork meat and
chilled with the Minimum Inhibitory Concentration (MIC ) the AEOV for each of the bacteria studied. The plant
came from the San Ignacio Otuzco province (La Libertad, Peru ) and the essential oil was obtained by the method of



direct distillation by steam stripping; subsequently, the MIC was determined by the method in nutrient broth
macrodilution most 0.1% Tween 80 for each microorganism. The MICs were: for S. typhi, 3.0 uL/mL; S. enteritidis,
1.7 uL/mL; S. paratyphi A, 2.3 uL/mL and S. aureus, 1.5 uL/mL. CMI each inoculated test systems containing 10 g
ground beef and pork pasteurized at 80 °C + 1 °C for 30 minutes and 1 ml of bacterial suspension and cooling took 8
°C £ 1 °C for 192 hours, after which the measurement of microbial growth was performed by the counting technique
Muler Hinton Agar plate. We conclude that: (i) the MIC of AEOV affect the survival of S. typhi, S. enteritidis, S.
paratyphi A and S. aureus, (ii) that supplements AEOV ground pork differently affect survival species of bacteria
tested and (iii ) that supplements AEOV ground pork affects more to S. aureus and to a lesser extent S. typhi.

Keywords: survival, Origanum wvulgare, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Minimum Inhibitory
Concentration

INTRODUCCION

La conservacion de los alimentos ha experimentado un cambio complejo debido a una continua
busqueda de nuevos alimentos con una vida media estable larga y alta proteccion contra la actividad
microbiana, es decir, alimentos naturales caracterizados por estar libres o poseer bajos niveles de aditivos
quimicos, bajo impacto sobre el medio ambiente e inocuos; esto ha impulsado a la busqueda de
componentes antimicrobianos naturales para reemplazar a los quimicos convencionales!=2.

Mas de 1340 plantas son conocidas como fuentes potenciales de compuestos antimicrobianos; sin
embargo, pocos de ellos han sido estudiados cientificamente3. Los extractos de estas plantas han sido
considerados como antibacterianos naturales de alimentos y pueden ser usados como métodos
adicionales para el control del crecimiento y supervivencia de microorganismos alteradores y
patogenos*5:6.7,

El ajo, la cebolla, la menta, el anis, la albahaca, el cilantro, la canela, y el orégano han sido usados
primeramente como flavorizantes y posteriormente reconocidos por su potencial antimicrobiano8. Dentro
de ellas destaca el orégano por su uso como antiespasmodico, antifingico, anticoccidial y antibacteriano,
gracias a la presencia en sus hojas de p-cimeno y los derivados fenolicos carvacrol y timol6°,

Al mismo tiempo, géneros como Salmonellay Staphylococcus pueden contaminar los alimentos y ser
agentes causales de enfermedad. Las salmonelas son reconocidas como las principales responsables de
casos y brotes de infecciones alimentarias debido, entre otras razones, a las malas practicas intensivas en
produccioén animal y a la globalizacion del comercio de alimentos!®!l. Los serotipos mds importantes
desde el punto de vista de la Salud Publica son S. enteritidis y S. typhimurium, que se adquieren por
consumo de huevos y de carne de vacuno y porcino, respectivamente!?. En Brasil, se observo que una de
las fuentes de contaminacion de S. entérica mas significativa en una granja porcina eran los corrales de
mantenimiento; en los EEUU se examinaron 8066 muestras y se detectaron salmonelas en 83 cerdos, 54
en suelos de los corrales, 32 en las botas de los operarios, 16 en moscas, 9 en ratones, 3 en gatos y 9 en
pajaros!2.

Staphylococcus aureus, por su parte, es vehiculizado especialmente por productos carnicos y debe su
patogenicidad a la produccion de diversas exoenzimas tales como la coagulasa, hemolisina, proteasa,
lipasa y enterotoxina, en un rango de temperatura de 7 a 48°C!3. La intoxicacion producida por esta
bacteria es una de las mds ampliamente distribuidas y constituye un considerable problema social, en
términos de estancia en los hospitales, pérdida de dias de trabajo y productividad, conjuntamente con el
costo de la disposicion del alimento contaminado!4.

Se ha investigado el uso de quimicos tales como el sorbato de potasio, sorbato y antioxidantes en
combinacién con otros quimicos como inhibidores del crecimiento de S. aureus, sin embargo, los
consumidores a nivel mundial se han sensibilizado a la no presencia de quimicos en los alimentos, de
modo que los cientificos y tecnélogos alimentarios, tienen gran interés en el uso de sustancias inhibitorias
naturales para prevenir el crecimiento de organismos productores de toxinas en los alimentos!3.

Desde el punto de vista microbiolégico el contenido en agua de la carne es alto y su aw de 0,99 lo que
favorece el crecimiento de microorganismos como Sa/monella 'y Staphylococcus, los cuales al satisfacer



sus necesidades nutritivas, modifican la composicion de la carne y pueden ser fuente de enfermedad para
los consumidores!6:17.

Investigaciones sobre la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de mostaza, clavo, menta y
canela han demostrado ser activos contra bacterias Gram positivas, bacterias Gram negativas, levaduras y
mohos23. En el mismo sentido, se encontrd que el aceite esencial del orégano, posee efecto antimicrobiano
frente a bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus'y Bacillus cereus y sobre bacterias Gram
negativas, a la concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de 1.56%!8,19, gracias a que contiene limonene,
el gamma-cariofilene, rho-cymenene, alcanfor, linalol. Alpha-pinene, carvacrol y thymol220.

Teniendo en cuenta que: (i) la carne de cerdo es muy usada en la preparacion de diferentes platos y
que sirve como materia prima para la preparacion de derivados carnicos, principalmente embutidos, por lo
que son susceptibles de contaminarse por patégenos como Salmonella 'y Staphylococcus, (i) las carnes
procesadas tienen conservadores quimicos pero que es preferible que los tengan naturales que les provean
de sabores y olores deseados y (iii) el orégano presenta comprobadas actividades antimicrobianas?! es que
se realizo la presente investigacion que tuvo como objetivo determinar el efecto del aceite esencial de
Origanum vulgare en la supervivencia de Staphylococcus aureus, Salmonella thypi, Salmonella parathypi
v Salmonella enteritidis en carne de cerdo pasteurizada y refrigerada.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico
a. Cultivos de:
= S. aureus coagulasa positivo aislado en el laboratorio de Microbiologia y Tecnologia de Alimentos
de la Universidad Nacional de Trujillo (LAMTAUNT), Trujillo, Peru, a partir de embutido.
= S. thypi, S. enteritidis, proporcionado por el Laboratorio Referencial del Hospital Belén de
Trujillo
= Salmonella parathypi A proporcionado por el Laboratorio de Bacteriologia del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional
de Trujillo.
b. Hojas de Origanum vulgare, procedentes de la zona de San Ignacio Provincia de Otuzco
Departamento de La Libertad (Pert1).
c. Carne de cerdo fresca parte pierna, obtenida en el mercado de Monserrate de la ciudad de Trujillo,
proveniente del Camal Municipal del Distrito el Porvenir.
Recoleccion y transporte de las hojas de Origanum vulgare.

Las plantas de orégano fueron recolectadas intactas y adecuadas en tablas de material botanico para su
transporte al Herbario Truxillense para su identificacion y luego al Laboratorio de Quimica Fisica de la
Facultad de Quimica de la Universidad Nacional de Trujillo para su procesamiento.

Extraccion del aceite esencial:
Se utilizé el Método de Destilacion directa por arrastre con vapor de agua, cuyos pasos fundamentales
fueron:
= Las plantas de orégano fueron lavadas con agua destilada y secadas en la estufa a 60°C por 2 dias,
posteriormente se eliminaron los tallos.
= Las hojas secas fueron trituradas hasta obtener particulas de menor tamafio.
» El orégano fue puesto en un baloén de destilacion de 3 L de capacidad el cual estuvo conectado a un

generador de vapor consistente en un baldén conteniendo 2 litros de agua .

= Se calentd el generador de vapor de tal forma que el vapor pasé a través de la muestra y del
condensador por 2 horas.

= Se colectd la fraccion acuosa y el aceite esencial en una pera de decantacion.

= Se elimind la fraccidén acuosa de la pera de decantacion y se recolectd el aceite en un vial estéril de
color ambar.

» Se deshidrato el aceite de orégano con cloruro de calcio y se almacend para su conservacion en
refrigeracion a temperatura de 8+1 °C, hasta su posterior utilizacion.



Preparacion y estandarizacion del inoculo de los microorganismos en estudio

Cada uno de los cuatro cultivos a ensayar se sembraron en agar nutritivo y se incubaron durante 18
horas a 37°C. A partir de los cultivos se realizé una suspension bacteriana hasta obtener una turbidez
semejante al tubo N° 1 del Nefelometro de Mac Farland (3 x 108 UFC/mL). Esta suspension se denomind
inoculo.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI):

Se determind mediante el Método de macrodilucion en caldo. Se prepararon tubos con un volumen final
de 5 mL de caldo nutritivo mas Tween 80 al 0.1% (V/V) a los que se les adicion6 el volumen necesario de
aceite de orégano hasta alcanzar las concentraciones de 0.00 (control), 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0, 1.1, 1.2,
1.3.....2.9, 3.0, 3.1, 3.2, 3.3, 3.4 y 3.5 pL/mL en cada tubo. A cada uno de los tubos del ensayo se les
adiciond una alicuota de 20 uL de la suspension bacteriana semejante al tubo N° 1 del Nefelometro de
Mac Farland y se homogenizé suavemente. Se llevo a incubacion a 37°C por 48 horas. A partir de los
tubos que no presentaron desarrollo visible se sembrdé mediante la técnica por incorporacion, 1 mL en
agar Miiller Hinton. Se consider6 como CMI aquel tubo de menor concentracion donde no hubo
desarrollo bacteriano en las placas sembradas. Se realizé un tubo control para cada una de las bacterias
ensayadas con tween 80 al 0.1%. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Sistema de ensayo con carne de porcino molida.
= Se molid la carne de cerdo en una maquina moledora, se transfiri6 10 g de carne molida a cada uno de
los 32 frascos de vidrio estériles.
» Cada uno de los frascos se pasterizo a 80°C por 30 minutos. Posteriormente se adiciono el aceite
esencial de orégano a las CMB establecidas para cada microorganismo.
= Todos los frascos se inocularon con 1 mL de la suspension bacteriana correspondiente al tubo N°1 del
Nefelometro de Mc Farland y se homogenizaron.
» Cada uno de los sistemas de ensayo se almacenaron a refrigeracion a 8°C = 1°C y se procesaron a
partir de las 0 horas cada 24 horas hasta un periodo de 192 horas.
= Se realizé un control con carne molida y orégano a las concentraciones indicadas y 1 mL de agua lo
cual constituyd el control de la pasteurizacion
= Todos los ensayos se realizaron por triplicado
Medicion del crecimiento bacteriano del sistema de carne de porcino molida.

A los frascos de vidrio conteniendo 10 g de carne de cerdo molida, O. vulgarey el cultivo bacteriano
respectivo, se les adiciond 90 mL de SSFE mas Tween 80 al 0.1%, la cual constituyo la primera dilucion
(10-1). Se dejo reposar por 5 minutos. Posteriormente se realizaron diluciones consecutivas con cada una
de las bacterias en estudio, de acuerdo al siguiente esquema:

MICROORGANISMO TIEMPO (hs) DILUCIONES

Salmonella paratiphy A 0 10-7,10-8,10°
24 106, 107,108
48 10-6, 107, 10-8
72 10-5, 10-6, 107,
96 104, 10-5, 10-5,
120 103, 104, 10-5
144 103, 104, 10-5
168 102, 10-3, 10-4
192 10-1, 102, 103

Las dos ultimas diluciones de cada sistema se sembraron por incorporacion en Agar Miiler Hinton y se
incubaron a 37°C por 24 horas. Cada una de las concentraciones de orégano determinadas como CMI,
para cada microorganismo ensayado si hicieron de acuerdo al mismo procedimiento. Los resultados
fueron expresados en log UFC/g de carne. Todos los sistemas ensayados se realizaron por triplicado.



Analisis de los resultados

Los datos obtenidos de los recuentos de todos los sistemas y cultivos microbianos procesados fueron
sometidos a la prueba de varianza Unidireccional (ANOVA) seguida por la prueba de Tukey para
determinar las diferencias significativas de cada sistema experimental en relacion al grupo control.

RESULTADOS

Se encontrd que la menor CMI para los diferentes microbios estudiados (S. paratyphi A, S. typhi, S.
enteritidis, Staphylococcus aureus) fue de 1.5 pLL/mL y la mayor de 3.0 uL/mL de medio de cultivo (Tabla
1).

Respecto de la curva de supervivencia de los microorganismos en carne molida de cerdo a CMI
variables y a tiempos también variables se aprecid que hay una disminucién significativa del nimero de
microorganismos inoculados (Figs. 1, 2, 3 y 4); en cambio en todos después de las 144 hs los
microorganismos se mantienen constantes (Fig. 5).

Tabla 1. Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de Origanum vulgare sobre cuatro especies de

bacterias
Especie de bacteria CMI pL/mL
Salmonella paratiphy A 2.3
Salmonella tiphy 3.0
Salmonella enteritidis 1.7
Staphylococcus aureus 1.5
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Fig. 1. Curva de supervivencia de Salmonella Typhide 0 hs a 192 hs en carne de cerdo suplementada con aceite
esencial de Origanum vulgare a una CMI de 3.0 pL/g
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Fig. 2. Curva de supervivencia de Sa/monella paratyphi A de 0 hs a 192 hs en carne de cerdo suplementado con
aceite esencial de Orjganum vulgare auna CMI de 2.3 uL/g

Fig. 3. Curva de supervivencia de Sa/monella enteritidis de 0 hs a 192 hs en carne de cerdo suplementada
con aceite esencial de Origanum vulgarea una CMI de 1.7 plL/g
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Fig. 4. Curva de supervivencia de Staphylococcus aureus de 0 hs a 192 hs en carne de cerdo suplementado con
aceite esencial de Origanum vulgarea una CMI de 1.5 uL/g
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Fig. 5. Curvas de supervivencia de S. typhi (CMI: 3.0 uL/g), S paratyphi A (CMI: 2.3 uL/g), , S. enteritidis (CMI:
1.7 uL/g) , Staphylococcus aureus (CMI: 3.0 uL/g) de 0 a 192 hs en carne de cerdo suplementado con aceite esencial

de Origanum vulgare



DISCUSION

El orégano, ha sido una fuente invalorable de productos naturales para mantener la salud humana por
un largo periodo de tiempo. Especialmente en la tltima década con estudios intensivos para terapias
naturales. Como planta medicinal, el aceite volatil de orégano ha sido usado como antifingico,
antiespasmolitico y antimicrobiano?.

La coexistencia de S. aureus- Salmonella, en alimentos vinculados a ETA, se explica por la naturaleza
de los alimentos, en su mayoria de origen animal, lo que justifica la presencia de ambos microbios,
fundamentalmente de la enterobacteria; por otro lado, la presencia de dichos microbios, se debe a errores
en la manipulacién y conservacion de los alimentos, aspecto comprobado en otras investigaciones22:23.24,

A pesar de que en la actualidad se ha mejorado la higiene y las técnicas de produccion de alimentos, la
seguridad alimentaria es un importante problema de salud publica. Se ha estimado que cerca del 30% de
personas en paises industrializados, cada afio sufren de enfermedades transmitidas por alimentos y, en el
2000, al menos 2 millones de personas murieron de enfermedades diarreicas en todo el mundo?s.

S. aureus, agente causal de intoxicacion alimentaria cuando crece sobre alimentos frescos, cocidos o
inadecuadamente almacenados, prevalece tanto en paises desarrollados como en aquellos en via de
desarrollo. En paises tropicales en desarrollo, este problema puede ser ain mas critico debido a que la
carne fresca, otros productos animales y, alimentos preparados, son vendidos en mercados abiertos donde
ellos estan expuestos a un ambiente que conduce a la contaminacion. En esas regiones, la refrigeracion no
es facilmente disponible para los grupos econémicos mas bajos de modo que, los alimentos preparados,
se dejan en lugares tibios por horas y atn dias. Esto ocurre tanto en las casas como en tiendas y otros sitios
de venta, aln en paises altamente desarrollados del mundo. La intoxicaciéon alimentaria por
Staphylococcus, puede ocurrir debido a que el alimento preparado fue dejado sin refrigeracion por un
periodo largo antes de su consumo. Esto puede ocurrir en bufets, recepciones matrimoniales y otras
festividades grupales. Alimentos como sandwiches, piernas, otras carnes, etc, son ricos en sustancias
nutritivas y, siendo apropiada la temperatura a la cual se encuentran, ayudaria rapidamente al crecimiento
y consecuentemente a la produccion de la toxina estafilococicals.

La efectividad de los agentes antibacterianos como el aceite esencial de orégano sobre
microorganismos diana, son obtenidas a partir de la concentracion Minima Inhibitoria (CMI). La CMI
mide el desempefio antibacteriano del agente, a través de la mas baja concentraciéon de una droga que
previene el crecimiento de un patdgeno particular. La CMB es la concentracion mas baja que mata al
patogeno?®.

La menor CMI para los diferentes microbios estudiados fue de 1.5 pL/mL para S. aureus y la mayor
de 3.0 uL/mL para S. typhi, con lo cual estadisticamente se observa una diferencia significativa entre la
CMl de S. typhi (3.0 uL/mL) y S. enteritidis (1.7 pL/mL). Este resultado es interesante porque, a pesar de
ser el mismo género bacteriano, se observa que S. fyphi presenta mayor resistencia al aceite esencial de
orégano por lo cual necesita mayores dosis del agente antibacteriano para inhibir su crecimiento. La
accion inhibitoria encontrada, concuerda con lo hallado en investigaciones con .S. enferitidis y aceite
esencial de orégano encontraron CMI de 40 pul/mL, y CMI para St aureus de 20 pl/mL de medio de
cultivo2. El aceite esencial de orégano al actuar como antibacteriano afecta la permeabilidad de la
membrana bacteriana causando un flujo de salida de iones desde el interior de la célula hacia el exterior.
La salida de iones es usualmente acompafiada con otros constituyentes citoplasmaticos, y hasta una cierta
cantidad de pérdida puede ser tolerada por la célula bacteriana sin perder la viabilidad, pero si el flujo de
salida es muy prolongado, causaria el colapso de la célula?’.

Se puede decir que la actividad antimicrobiana del aceite esencial del orégano se relaciona con la
composicion de sus constituyentes, asi, la composicion del orégano en forma porcentual es: carvacrol
80%, thymol 64% Y -terpinenene 2-52% y p-cymene 82% ya que dicha composicion puede variar en
funcion del grupo funcional y las posibles acciones sinérgicas entre sus componentes?; por ejemplo,
cuando se probo contra S. aureus y usando la técnica de difusidon en agar se encontré un halo de 17.6



mm, mientras que enfrentandolo con uno de sus componentes, el carvacrol, encuentra un halo de
inhibicion de crecimiento de 11.3 mm, lo que significaria que este componente de manera aislada no tiene
mucha actividad antibacteriana que estando en el aceite en forma sinérgica con el resto de componentes3.

Cuando se estudio el efecto antibacteriano del orégano contra bacilos Gram negativos y evaluandolos
mediante la técnica de difusion en agar se encontrd la CMI para S. fyphr de 22.4 p/mL-!'y de 12 y/mL-!
para S. paratiphy B2?3; en tanto que cuando se trabajo con un indculo de 1 x 10® microorganismos/mL y
adicionando 10 uL de aceite de O. vuigare encuentra halos de inhibicion de crecimiento de 32 mm para .S.
aureus'y de 11mm para Salmonell22°. A pesar de ser dos técnicas diferentes, lo encontrado en el presente
trabajo guarda relacion con la CMI para S. typhi y S. paratyphi A por ser serotipos muy relacionados.

La supervivencia de S. enteritidis en carne molida de cerdo a CMI de 1.7 pL/g con disminucion
significativa del numero de microorganismos inoculados hasta las 96 hs y a partir de ésta el numero de
células se mantiene, estaria relacionado con el hecho de que los microorganismos como S. enferitidis al
estar en un sistema con otros componentes como es la carne de cerdo puede interferir en la accion
antibacteriana y crear mayor resistencia a la accion del aceite!!. Lo mismo se aprecio en la supervivencia
de S. aureus en carne de cerdo molida y pasteurizada en la que se tiene una CMI de 1.5 pL/g que es la
mas baja CMI encontrada, observandose que, hasta las 96 hs, hay una disminucion significativa del
nimero de microorganismos inoculados y hasta las 192 hs se mantiene constante, podria deberse a que
cada aceite esencial tiene un diferente comportamiento al actuar sobre un microorganismo diana.

Por su parte, la curva de supervivencia de S. aureus, S. typhi, S. enteritidis, S paratyphi A en carne
molida de cerdo a diferentes CMI de aceite esencial de orégano, observandose que en todos después de
las 144 hs los microorganismos se mantienen constantes, podria significar que el aceite solo es un agente
bacteriostatico; sin embargo, se ha reportado que las propiedades antimicrobianas pueden variar dentro de
una misma especie de planta, debido a su composicion quimica y proporciones relativas de los
constituyentes individuales en los aceites esenciales de las plantas son por el genotipo, estado de
crecimiento, clima, y localizacién geografica?®, estacion, periodo de cosecha y técnica de destilacion
(Baydar et al, 2004). La actividad antibacteriana depende del tipo, concentracidon de la especia o el aceite
esencial, el tipo y concentracion del microorganismo blanco, la composicion del sustrato, el
procesamiento y las condiciones de almacenamiento?.

Investigadores han adaptado métodos experimentales para representar lo mejor posible futuras
aplicaciones, sin embargo el ensayo puede ser afectado por multiples factores tales como: el método para
extraer el material de la planta, el volumen de in6culo, la fase de crecimiento, el medio de cultivo, el pH,
el emulsificante, el tiempo y la temperatura de incubacion (Bruneton, 1999), es por eso que en numerosas
investigaciones realizadas con el aceite esencial de O. wvulgare se reportan diferentes hallazgos
relacionados con la actividad antibacteriana del aceite. Es asi que se han reportado la actividad del
extracto etandlico de FEleutherine americana sobre S. aureus usando la técnica de difusion en agar
obteniendo zonas de inhibicion de 14.5 y 15.7 mm!4y que cuando se trabaja con bacterias alteradoras y
patogenos se detecté una MIC de 1.6 pL/mL de aceite de orégano para S. enteritidis’.

El uso de agentes microbiostaticos en los alimentos, induce a la aparicion de variantes resistentes de
los microorganismos, la cual puede deberse a: (i) desarrollo de vias metabolicas alternativas a las
bloqueadas por el agente antimicrobiano, (ii) se pueden sintetizar enzimas especificos para modificar la
estructura y por tanto, inactivar al agente antimicrobiano o (iii) el microorganismo puede adquirir una
resistencia mas elevada por modificar su estructurall,

Las especias ademas de afadir flavor a los alimentos inhiben también el desarrollo de los
microorganismos. En general, los organismos Gram positivos son mas sensibles que los Gram negativos.
La canela, el clavo y la mostaza estan considerados como inhibidores fuertes, la pimienta negra, pimienta
roja y el jengibre son inhibidores débiles para muchos microorganismos. La hoja de laurel, cilantro,
cominos, orégano, romero, salvia y tomillo son inhibidores medios3°. El orégano en un primer momento es
bactericida para posteriormente actuar como un bacteriostatico, sin embargo hay que resaltar que S.
enteritidis a la CMI del antibacteriano tiene la mayor poblacion hasta las 192 hs y Sa/monella typhi tiene
la menor poblacidn bacteriana. La prueba estadistica usada soporta estos resultados.



La accion del aceite esencial de orégano sobre la supervivencia de los microorganismos ensayados
podria deberse a la insercion de carvacrol en la membrana la que conduce a una disminucion del
potencial de membrana, tal como se demostr6é al evaluar la accion del carvacrol sobre el potencial de
membrana de B. cereus apreciandose una disminucion del pool de ATP intracelular3!; el cymene, otro
constituyente del orégano tal como el carvacrol, disminuye el potencial de membrana sin embargo carece
del grupo hidroxilo, se necesitan concentraciones mas altas de cimeno para obtener la misma reduccion
que la obtenida con el carvacrol. Sin embargo, el grupo hidroxilo juega un rol importante en el efecto del
carvacrol sobre el potencial de membrana. El cimeno ejerce influencia en el pH intracelular debido a que
expande la membrana citoplasmatica causando una baja en el potencial de membrana.

El grupo hidroxilo de la molécula del carvacrol. Las observaciones descritas soportan el siguiente
modelo de la acciéon antimicrobiana de una caracteristica del grupo fenol hidroxilo es su significativa
mayor acidez que la del grupo alifatico hidroxilo. Se ha propuesto que el carvacrol actia como un
transportador de cationes monovalentes a través de la membrana por intercambiar su proton del grupo
hidroxilo por otro i6n tal como el i6n potasio; en efecto, el carvacrol sin disociar difunde a través de la
membrana citoplasmica y en el interior libera el proton al citoplasma. Este podria entonces retornar sin
disociarse transportando un i6n Potasio u otro cation del citoplasma el cual es transportado a través de la
membrana citopldsmica al exterior de la célula; esta hipotesis es sostenida por el flujo de salida de K y
flujo de entrada del H in B. cereus durante la exposicion al carvacrol3!.

Todos los cultivos ensayados en el sistema con carne de porcino molida y almacenada a temperatura de
refrigeracion, mostraron sensibilidad moderada frente al aceite esencial de orégano ya que, a pesar de
haber causado una reduccion drastica de la poblacion bacteriana, los recuentos muestran la supervivencia
de los diferentes microorganismos evaluados en la carne inoculada en cantidades suficientes para causar
dafio al consumidor, toda vez que Salmonella no debe estar presente en dichos alimentos y si es que ha
habido contaminacion por ésta y no ha sido eliminada del alimento al aplicar la CMI encontrada para este
patoégeno, la carne de porcino es de alto riesgo para la salud; asimismo a la CMI encontrada para S. aureus
y aplicada en el sistema de estudio también se encuentra sobre el limite permitido para este
microorganismo en carnes de porcino molida32.

Hay que observar también que las cantidades de extractos naturales adicionadas a cada uno de los
sistemas pueden darse en valores mayores a las determinadas en el presente trabajo sin embargo podrian
no ser recomendables ya que causarian cambios en las caracteristicas organolépticas del producto, sin
lograr de cualquier manera un incremento importante en la actividad antimicrobiana2¢.

CONCLUSIONES

= Las CMI del aceite esencial de Origanum vulgare afectan la supervivencia de Salmonella typhi,
Salmonella enteritidis, Salmonella paratyphi A 'y Staphylococcus aureus.

= El aceite esencial de Origanum vulgare que suplementa a la carne molida de cerdo tiene efecto
inhibitorio diferente en la supervivencia de Salmonella typhi, Salmonella enteritidis, Salmonella
paratyphi A.

= El aceite esencial de Origanum vulgare que suplementa a la carne molida de cerdo, afecta en mayor
medida a Staphylococcus aureus'y en menor medida a Sa/monella typhi.
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RESUMEN

En el norte peruano se ha registrado la presencia de 7rypanosoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de
Chagas, en el vector, Panstrongylus chinar, y en animales sinantropicos; sin embargo, las poblaciones nativas aun no
han sido caracterizadas. En la presente investigacion se determinaron las caracteristicas del crecimiento y la
susceptibilidad a violeta de genciana in vitro de dos poblaciones de 7. cruzi obtenidas de P. chinar naturalmente
infectados en Zafia, Lambayeque-Perti, denominadas arbitrariamente Tz-1 y Tz-2. De cada poblacion se prepar6 una
suspension conteniendo 5x103 epimastigotes/mL, de la cual se inoculd 0.05 mL en tubos con el medio de cultivo
bifasico BHI. Un similar inoculo se afiadi6 a otros tubos conteniendo el mismo medio de cultivo a los que adicion6
violeta de genciana a las concentraciones de 0.0l1ug/mL, 0.lug/mL, 1.0ug/mL, 10.0ug/ mL y 100.0ug/mL. Se
encontr6 un crecimiento maximo de 995000 epimastigotes/mL y 912000 epimastigotes/mL para la poblacion Tz-1 y
Tz-2, respectivamente, al 16t de cultivo, asi como, susceptibilidad de ambas poblaciones a las concentraciones de
10.0ug/mL y 100.0ug/mL de violeta de genciana.

Palabras clave: Trypanosoma cruzi, Panstrongylus chinai, susceptibilidad, violeta de genciana
ABSTRACT

In northern Peru has recorded the presence of 7rypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, in vector,
Panstrongylus chinai, and synanthropic animals; however, native populations have not yet been characterized. In the
present study the growth characteristics and susceptibility to gentian violet in vitro of two populations of T. cruzi
obtained from naturally infected P. chinai Zafia, Lambayeque, Peru, called arbitrarily determined Tz Tz-1 and-2. Of
each stock suspension containing 5x105 epimastigotes / mL, of which 0.05 mL was inoculated into tubes containing
the BHI culture medium prepared biphasic. A similar inoculum was added to another tube containing the same
culture medium to which added gentian violet 0.01ug/mL concentrations, 0.1ug/mL, 1.0ug/mL, 10.0ug / mL and
100.0ug/mL. 995000 maximum growth of epimastigotes / mL and 912000 epimastigotes / mL for Tz Tz-1 and-2
population, respectively, to the 16th of culture, as well as susceptibility to both populations 10.0ug/mL
concentrations was found and 100.0 ug / mL of crystal violet.

Keywords: 7rypanosoma cruzi, Panstrongylus chinai, susceptibility, gentian violet



INTRODUCCION

Producida por el protozoario hemofalgelado 7rypanosoma cruzi y reconocida por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como una de las trece enfermedades tropicales mas descuidadas, la
enfermedad de Chagas ha sido un azote para la poblacion humana del continente americano,
principalmente en zonas rurales en donde habita el insecto vector, y sigue siendo debido a que por efectos
de la globalizacion y al aumento de viajes de inmigrantes desde centro y Sudamérica al resto del mundo,
la infeccion se ha difundido en USA, Canad4 y Europa 12345, En el Pert existen aproximadamente 192
mil infectados y el 12% de la poblacion de halla en riesgo de contraer la enfermedad, principalmente en
los departamentos del sur (Arequipa, Moquegua y Tacna) en donde el vector es Triatoma infestans y
secundariamente en algunos departamentos del norte (Cajamarca, Amazonas y Piura) en donde el vector
es Rhodnius ecuadoriensis 267

T. cruzi pertenece a una especie heterogénea consistente en un pool de cepas, stocks o aislamientos que
circulan entre mamiferos y los insectos vectores, esta heterogeneidad ha sido ampliamente estudiada
mediante métodos bioldgicos, bioquimicos y moleculares y puede explicar la variabilidad de las
manifestaciones clinicas y las variaciones geograficas en relacion a la morbilidad, reconociéndose en la
actualidad seis categorias de poblaciones denominadas: Tcl a TcVI89. Los métodos bioldgicos involucran
aspectos como la morfologia, infectividad, tropismo tisular, virulencia, composicién antigénica, velocidad
de metaciclogénesis, crecimiento de epimastigotes en medios de cultivo y la susceptibilidad a agentes
quimioterapéuticoss:10.11,

El crecimiento de los epimastigotas en medios de cultivo varia en relacion al tiempo, medio de cultivo y
numero de parasitos, por ejemplo, algunas cepas de Bolivia y de Brasil presentaron picos de crecimiento
de epimastigotes en medio de cultivo 3N entre los 9 y 11 dias 10.11) de Colombia de 30 dias en medio
AGAR-LIT-BHI 8 y poblaciones aisladas de Panstrongylus chinai de Chaman (La Libertad) a los 13 a 18
dias en medio 3N 2y en s6lo cinco dias cuando se utiliz6 BHI mezclada con un extracto de maca 13.

Debido a los pocos antitripanosmas disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas:
nifurtimox y benzmidazol, comparados con antiparasitarios para otras enfermedades!+!5, se ha investigado
la efectividad de algunos aceites esenciales extraidos de plantas 617,18 asi como sustancias quimicas como
el thienyl-2-nitropropeno !°, compuestos dicationicos aromaticos 20 y violeta de genciana?!-

Teniendo en cuenta la gran heterogeneidad que presenta el parasito en relacion a sus caracteristicas
bioldgicas, las mismas que pueden variar entre distintas poblaciones de 7. cruzi de diferentes areas
geograficas o dentro de una misma zona geografica, que la presencia del parasito ha sido registrada en el
valle de Zana (Lambayeque, Pert1) 22 pero que no ha sido objeto de estudios posteriores, el presente trabajo
estuvo orientado a determinar las caracteristicas de crecimiento y susceptibilidad a diferentes
concentraciones de violeta de genciana en medio de cultivo BHI, de dos poblaciones de 7. cruzi obtenidas
de Panstrongylus chinai de Zafia-Lambayeque, Peru.

MATERIAL Y METODOS

Poblaciones de Trypanosoma cruzi

Se usaron dos poblaciones nativas de 7. cruzi denominadas arbitrariamente Tz-1 y Tz-2, obtenidas de
distintos especimenes de Panstrongylus chinai, naturalmente infectados, capturados en el valle de Zafia,
departamento de Lambayeque, Pert (6.71°LS, 79.57°L0). Los triatominos fueron alimentados con sangre
de paloma y colocados en placas petri estériles donde defecaron y las heces fueron examinadas al
microscopio invertido en busca de formas flageladas, segiin procedimientos utilizados previamente 12.13,
Cultivo in vitro de epimastigotes de 7. cruziy preparacion del inoculo

Los epimastigotas se obtuvieron a partir de sangre de ratones infectados previamente con cada poblacién
de 7. cruzi (Tz-1 y Tz-2) extraida de forma estéril e inoculada, 0.1mL, en tubos con medio bifasico BHI,
conteniendo una fase solida de agar BHI suplementada con sangre de conejo y una fase liquida constituida
por caldo BHI, y conservados a 28+=1°C13,



A partir del segundo dia de inoculados, se extrajo en condiciones de esterilidad con ayuda de una jeringa
tuberculina 0.1mL de muestra de la fase liquida del medio para realizar un recuento en camara de
Neubauer a fin de determinar la fase logaritmica de crecimiento y a parir de ésta preparar un inoculo
conteniendo 5x105 epimastigotes/mL $12.13 para cada poblacion de 7. cruzi.

Determinacion de las caracteristicas del crecimiento de epimastigotes

Una vez obtenido el indculo estandarizado por cada poblacion, se inoculd 0.05 mL de este en tubos con
medio bifasico BHI (10 por cada poblacion). A partir del segundo dia hasta el dia 24 postinoculacion se
evaluo el crecimiento extrayendo 0.1mL de la fase liquida cada 48 horas, para hacer recuento en cdmara
de Neubauer, manteniéndolos a temperaturas de 28+1°C12.13,

Evaluacion de la Susceptibilidad de las poblaciones de 7. cruzi a violeta de genciana

Para esta evaluacion se emplearon concentraciones de 0.0lug/mL, 0.1lug/mL, 1.0ug/mL, 10.0ug/mL,
100.0ug/mL de esta. Para ello las distintas concentraciones se obtuvieron afiadiendo la violeta de genciana
en caldo BHI estéril, preparandose inicialmente la concentracion de 100.0ug/mL, y a partir de estas
diluciones sucesivas para la obtencion de las restantes concentraciones. Se afiadio 4mL de caldo BHI
conteniendo cada determinada concentracion en tubos con medio agar BHI suplementado con sangre de
conejo (5 tubos/concentracion/poblacion, respectivamente).

Una vez obtenido también un in6culo estandarizado de 5x105 epimastigotes/mL, se agregoé 0.05 MI de
este, en cada de los tubos con medio BHI conteniendo las distintas concentraciones de violeta de genciana.
Ademas se tuvieron 5 tubos con medio BHI bifasico conteniendo tinicamente 0.05mL del inoculo por cada
poblacion de 7. cruzi, los cuales fueron usados como controles. Al dia 16 de inoculacién y habiendo
alcanzado la fase de maximo crecimiento en los tubos controles; se extrajo en condiciones de esterilidad
0.1mL de todos los tubos inoculados (tanto experimentales como controles), para mediante recuento en
camara de Neubauer, determinar los siguientes valores®:

Numero final de parasitos
Ndmero inicial de parasitos

Indice de crecimiento (I.C.)=

Porcentaje de crecimiento (P.C.), s6lo cuando I.C. del grupo experimental es > 1.

P-C. - I.C. de grupo exp erimental 1%100
I.C.de grupo control

Porcentaje de reduccion del crecimiento (P.R.), s6lo cuando I.C. del grupo experimental es menor a 1.

PR —100— I.C.del grupo exp erimental % 100
I.C. del grupo control
RESULTADOS

Se encontré que la fase logaritmica de crecimiento se inici6 al 4% dia de inoculaciébn en ambas
poblaciones, alcanzando un nivel maximo de 995000 epimastigotes/mL y 912000 epimastigotes/mL, para
las poblaciones Tz-1 y Tz-2, respectivamente, a los 16 dias post inoculacién en medio BHI (Fig. 1).
Respecto de la susceptibilidad a la violeta de genciana, se encontré que ambas poblaciones presentaron
susceptibilidad a las concentraciones de 10.0ug/mL y 100.0ug/mL, en el 99.9 y 100.0%, respectivamente
(Tabla 1).

DISCUSION

Como se sabe, 7.cruzi metaboliza la glucosa y otros azucares mediante la via glicolitica en condiciones
aerobicas con excrecion de acidos organicos y que para ello requiere de minerales, proteinas y vitaminas
presentes en el medio para su crecimiento, sobreviviendo en forma de epimastigotes a temperatura de 24-
28°C, a pH 7.0+ 0.2 13.1722, Muchos de estos elementos se encuentran en el medio de cultivo utilizado lo



que permitié obtener un adecuado crecimiento de las formas epimastigotes de ambas poblaciones, Tz-1 y
Tz-2, con una concentracion maxima de 995000 epimast/mL y 912000 epimast/mL, respectivamente,
valores mayores a los alcanzados por Saldafia et al 13 quienes utilizaron el mismo medio y obtuvieron, en
promedio, 155000 epimast/mL. Sin embargo con el uso de otros medios de cultivo, como el medio LIT, se
han encontrado que cepas de distintos paises pueden alcanzar valores de crecimiento mayores: entre
2°000,000 y 28°000,000 epimast/mL 8.10.15,

Tabla 1. Susceptibilidad de epimastigotes derivadas de poblaciones Tz-1y Tz-2 de Trypanosoma cruzi aisladas de
Panstrongylus chinai de Zana, Lambayeque, Pert, a violeta de genciana.

Violeta de genciana Poblacion Tz-1 Poblacion Tz-2
(ug/Ml) % C %R % C %R
0.01 97.92 0 96.50 0
0.10 83.99 0 80.24 0
1.00 36.59 0 38.58 0
10.00 0 99.99 0 99.99
100.00 0 100.00 0 100.00

(%R)= porcentajes de reduccion y (%C)= porcentajes de crecimiento, respecto a los controles.
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Fig. 1. Crecimiento de epimastigotes de las poblaciones Tz-1y Tz-2 de Trypanosoma cruzi, procedentes de Zafia-
Lambayeque-Peru, en medio de cultivo BHI.

Todo ello permite afirmar que el tipo de medio empleado es la primera razén que permite explicar los
resultados obtenidos y la sangre empleada para suplementar el medio, la segunda, ya que se ha encontrado
que algunas cepas del parasito para su Optimo crecimiento necesitan hemoglobina humana o de otra
procedencia especifica 1525 Adicionalmente, como producto del metabolismo intermediario, el parasito



produce gran cantidad de algunos acidos organicos (acetato, succinato, L-alanina, acido lactico, etanol,
glicerol) que estarian acidificando el pH del medio, aspecto que variaria en cada poblacion debido a que
cada una de ellas produciria distintas sustancias y en cantidades distintas 1325

El metabolismo de los kinetoplastidos se caracteriza por un excepcional grado de flexibilidad, hecho que
les confiere a responder adecuadamente a los cambios nutricionales drasticos; para ello, los peroxisomas
crecen y se multiplican por fision nuclear y después de ello estos organelos maduros pierden su capacidad
de incorporar proteinas adicionales, de manera que para lograr ello el organismo prepara nuevos
glicosomas adaptados a una nueva situacion: organelos con un diferente set de enzimas cuya expresion es
inducida por las alteraciones de las condiciones de crecimiento. Similarmente la degradacion de estos
organelos es inducible y selectiva, asi los glicosomas viejos son eliminados removidos por astofagial”.18,
Implicando que estas poblaciones de 7. cruzi (Tz-1 y Tz-2) tendrian un comportamiento similar de
reemplazo de los glicosomas viejos y una buena adaptabilidad a los cambios en su medio, pero al
comparar con otras poblaciones de distintos paises®!5, estarian presentando una variedad genética en la
velocidad de reemplazo de glicosomas nuevos adaptados a las nuevas condiciones del medio 18.23.25.26,

Tan involucrados en el metabolismo como los glicosomas, se hallan los reservosomas, organelos
de reserva energética presente en el parasito y que almacena macromoléculas ingeridas, las cuales pueden
ser usadas en el proceso de transformacion 23:25, lo que implicaria que el tamafo de las reservosomas en la
poblacion Tz-2 sea relativamente menor a la poblaciéon Tz-1, haciendo que el nivel de crecimiento sea un
poco menor; asimismo, observandose aun presencia de formas sanguineas en su morfologia normal asi
como en proceso de conversion a epimastigotes, durante mas dias, en la poblacion Tz-2.

Finalmente, el otro organelo implicado también en el metabolismo es el acidocalcisoma, el cual es un
organelo acumulador de energia conteniendo una gran cantidad de Ppi inorganico en vista de la presencia
de una H*- ATPasa en la membrana del acido calsisoma, jugando un papel en la regulacion del pH
citoplasmatico y como centro de la osmoregulacion del parasito 23.25.26,

La resistencia de 7.cruzi a drogas quimioterapéuticas como nifurtimox, benznidazol ademas del violeta
de genciana varia de 0% a 100% y esto puede ser relacionado a la preferencia miotropica de cepas y
predominancia de formas sanguineas gruesas, dentro de las cuales las cepas sensibles son miotropicas
como reticulotrépicas mostrando predominancia de formas delgadas, ademas, algunos aspectos como la
variacion en la absorcion y metabolismo de la droga, el estado morfologico del parasito pueden ser
implicados 41415,

El crecimiento encontrado en las tres primeras concentraciones de violeta de genciana en porcentajes
distintos y reduccion en las dos de mayor concentracidon es similar a lo hallado en la cepa GM aislada en
Brazil que presentdé un maximo crecimiento también a los 16 dias de inoculacion y presencia de
crecimiento en las mismas concentraciones del colorante (0.01, 01 y 1.0 ug/mL), asi como a las cepas
RAL y MC obtenidas en Bolivia que, a pesar de tener su pico maximo de crecimiento en dias anteriores
(entre 9 'y 11 dias de inoculacién), muestran igualmente tendencia a mantener su crecimiento en
porcentajes variables, a las mismas concentraciones del colorante !0. Esto estaria relacionado con el tipo
de parasito presente en el huésped vertebrado experimental: el modelo raton, el cual cuando se infecta con
las poblaciones obtenidas en el ambiente natural muestra predominio de las formas gruesas de
tripomastigota sanguineo 1415

A manera de conclusion, en base a los hallazgos, se podria indicar que las poblaciones investigadas en el
presente trabajo alcanzan un Optimo crecimiento méaximo al 16° dia postinoculacidon, con una fase
logaritmica estable y bastante prolongada en medio bifasico BHI, que muestran susceptibilidad alta a las
concentraciones de 10.0 ug/mL y 100.0 ug/mL de violeta de genciana. Por lo tanto, se podria recomendar



el uso de este medio en trabajos in vitro con poblaciones nativas del parasito aisladas de diferentes zonas
del pais y el uso de las concentraciones encontradas efectivas de violeta de genciana unicamente en
bancos de sangre de hospitales o como controles en la evaluacion in vitro de la susceptibilidad de
poblaciones nativas de 7. cruzi aun no investigadas a agentes quimioterapéuticos conocidos o en fase de
prueba.
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RESUMEN

Se describen las formas evolutivas y se determiné la duracién del ciclo bioldgico y algunos aspectos del
comportamiento de Marmara gulosa Guillén & Davis, 2001 (Lep.: Gracillariidae) “gusano minador del fruto” en el
granado, Punica granatum Var Wonderfull. La investigacion se realizé en la Empresa Agro Las Dunas E.ILR.L,
ubicado en el ambito del Proyecto Especial CHAVIMOCHIC, de donde se recogieron frutos infestados por el
insecto plaga; en el laboratorio, las larvas fueron criadas a partir de estos frutos, a fin de determinar el ciclo
biologico, describir los diferentes estados de desarrollo y algunos aspectos del comportamiento. El ciclo biologico
en condiciones de laboratorio, a 24.5 + 0.94 °C y 74.17 + 1.27 HR%, tuvo una duracién de 41.7 £ 5.19 dias para la
hembra y 40.36 + 5.09 dias para el macho. Los adultos son de héabitos crepusculares, vuelos cortos, con larvas de
gran capacidad minadora las que pueden empupar en la superficie del fruto o en el suelo.

Palabras clave: Ciclo bilogico, comportamiento, Marmara gulosa, Punica granatum.
ABSTRACT

The developmental stages, biological cycle duration and some aspects of the behavior of Marmara sp. (Lep.:
Gracillaridae) “minatory worm of the fruit” in Punica granatum Var. wonderfull was described. The work was
carried out in Agro Las Dunas E.I.LR.L. Enterprise, located in the area of CHAVIMOCHIC Special Project, where
pieces of fruit infested by the plague insect were gathered, in the laboratory the breeding of larvae was made from
these fruits on to determine the biological cycle, describe the different states of development and some aspects of
behavior. The result of the obtained morphological description allowed determining that the species correspond to
Marmara gulosa Guillén & Davis, 2001. The biological cycle duration, under laboratory conditions, was
24.5+0.94°C and 74.17 + 1.27 HR%, for the female and 40.36 + 5.09 days for the male, respectively. The adult ones
are of crepuscular habits, short flies, with larvae of a great minatory capacity, which can form pupa in the fruit
surface or the soil.

Keywords: Biological cycle, behavior, Marmara gulosa, Punica granatum



INTRODUCCION

El cultivo del granado, Punica granatum, como cualquier otro, estd expuesto al ataque de los insectos
plaga; asi, entre los mas importantes a nivel global se hace referencia a: la conchuela negra del olivo,
Saissetia oleae; el pulgdn verde-amarillo, Aphis punicae; el pulgon negro, A. gosypii; la cochinilla,
Pseudoccocus citri; las queresas, Saissetia oleac'y Ceroplastes sinensis; los lepidopteros, Cryptoblabes
gnidiella, Myelois ceratoniae yZeuzera pyrina; la mosca de la fruta, Ceratitis capitata; y, los écaros,
Tenuipalpus punicae, Eriophyes granatiy Lorria formosa'.

En el Perti, Casma (Ancash) figura como el principal productor de granados y se han registrado los
siguientes insectos plaga: pulgon negro, A. gossypii, en hojas y frutos; mosca blanca, Bemisia tabaco, en
hojas tiernas y brotes; larvas de Chrysodeixis includens en el follaje; larvas de Heliothis virescens en
botones florales; Planococcus citri en hojas, ramas y frutos; bicho del cesto, Oiketicus kirbyi, en hojas y
frutos; mosca de la fruta, C. capitata en el fruto maduro y el denominado minador del fruto, Marmara sp.2.
Al mismo tiempo, inspecciones realizadas en el fundo Agro Las Dunas E.LLR.L. de la irrigacion
CHAVIMOCHIC (Alto Salaverry, La Libertad) corroboraron el ataque del minador del fruto,
manifestandose con infestaciones significativas en frutos verdes de reciente formacion3.

Considerando que se requieren de medidas de control integrado de Marmara, evitando en lo posible el
uso unilateral del uso de plaguicidas en los cultivares cada vez mas crecientes de granados y que para
poder tomar medidas de esta naturaleza es de vital importancia el estudio del ciclo bioldgico y
comportamiento de esta plaga emergente, se llevd a cabo una investigacion dirigida a describir las formas
evolutivas, asi como determinar la duracion del ciclo bioldgico y aspectos del comportamiento de
Marmara gulosa (Lep.: Gracillaridae) en el cultivo de Punica granatum ‘“‘granado”, tanto en condiciones
de campo como de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Lugar de ejecucion del trabajo

El trabajo se realizd en campo en el cultivo de Punica granatum “granado” variedad “Wonderful”,
durante los estados fenoldgicos de crecimiento y maduracion de los frutos, en una extension de 10 Ha. El
cultivo esta ubicado en el Fundo Agro Las Dunas, Alto Salaverry, Trujillo, La Libertad, dentro del ambito
del Proyecto Especial CHAVIMOCHIC, instalado en suelo arenoso, con un sistema de riego por goteo.
Las observaciones complementarias de la biologia y comportamiento del insecto plaga se realizaron en el
laboratorio de Entomologia del Departamento de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de
Trujillo.
Trabajo en campo

En campo se seleccionaron frutos verdes y maduros infestados con diferentes instares larvales del
“minador del fruto del granado” M. gulosa. Estos frutos atacados fueron sefialados individualmente con
una cinta plastica amarilla de 5 x 40 cm, para su rapida ubicacion. Las larvas infestantes en el fruto fueron
sefialadas con una espina de la misma planta hospedera, lo que permitid realizar las observaciones
periddicas para determinar el desarrollo larval y describir el comportamiento y avance del dafio en cada
uno de los frutos infestados. A su vez se recolectaron frutos infestados los cuales fueron llevados al
laboratorio para la crianza de las larvas y determinar el ciclo bioldgico.
Trabajo en laboratorio

Se acondicionaron frutos minados, traidos del campo, en envases cuadrados de 2.4 L, de plastico
transparente, a las tapas de cada uno de estos depdsitos se les hizo una abertura que luego fue sellada con
poliseda para la aireacidon del fruto. En el fondo del envase se coloco papel toalla y un vaso pequefio
transparente de 10 cc con algodon humedecido con agua destilada; luego se colocaron estos frutos
minados con una porcidén pequeia de algodon en el pedunculo de cada fruto para facilitar la absorcidon de
la solucién nutritiva hidropénica A y B (Sml x 2 ml). Los cambios de algoddn para el fruto se realizaron
tres veces por semana; mientras que, para mantener la camara htimeda para la turgencia de los frutos y



favorecer el desarrollo normal de las larvas solo se hizo dos veces semana. Con el termohigrémetro
FWIW  se registraron la temperatura y humedad relativa que fueron de 24.5 + 0.94 °Cy 74.17 =+ 1.27
HR% respectivamente

En los frutos infestados y acondicionados en los recipientes plasticos se determiné el ciclo biologico
del insecto plaga. Se observaron y se describieron las caracteristicas morfologicas de los diferentes
estados de desarrollo; asimismo, se registro el tiempo de duracion en dias del periodo de incubacion del
huevo, tiempo de duracion de los diferentes instar larvales, pre-pupa, pupa y adulto. Para las descripciones
se utilizo estereoscopio y microscopio Olympus y para la toma de fotografias se utiliz6 la camara digital
LUMIX de PANASONIC de 4x a escala.

Los adultos obtenidos fueron montados, segun la técnica descrita por Gomez (2012), la determinacion
taxonomica se realiz6 por comparacion con las descripciones de Guillen ef a/(2001)

RESULTADOS

Ubicacion Taxonomica (Segun la Global Taxonomic Data Base of Gracillaridae (Lepidoptera) GBIF
data (2014):
Orden: Lepidoptera; Familia: Gracillariidae; Género: Marmara, y Especie: M. gulosa Guillén & Davis,
2001
Descripcion morfologica (Figs. 1y 2)
Adulto
Cabeza.
Con escamas mas pronunciadas y hacia atras en el vertex, las antenas son filiformes, los ojos son de
color rojo vinoso, palpos labiales alargados.
Torax.
Dorso con escamas de color gris plateado marrén. Alas anteriores con escamas de también de color
gris con apice de color marrdon, con cuatro bandas dispuestas a Y4, 2 y % a lo largo del ala y en la parte
sub apical, la banda media mas estrecha en el medio, la tercera banda usualmente interrumpida en la
mitad, la banda sub apical es corta. Las alas posteriores mas estrechas y de color mas claro que las
anteriores. Las patas con las coxas blancas y negras en su extremo distal, las tibias gris oscuras con
escamas blancas en el extremo distal, las tibias mesotoracicas con dos bandas blancas, tibias meso y
metatoracicas con dos espolones en su extremo distal, mas grandes en el las metatoracicas; tarsos
blancos con escamas de color marrén oscuro.
Abdomen
Dorsalmente gris plateado, ventralmente con seis bandas blanco cremosas. El macho posee el extremo
caudal agudo y en la hembra es mas obtuso.
Huevo
Recién puesto es de color blanco hialino, largo ovalado y aplanado colocado sobre la epidermis del
fruto.
Larva
Son hipermetamorfoésicas con tres formas distintas. La primera larva minadora con cuerpo depreso y
amarillento semitransparente, cabeza depresa y triangular con labro contraido en su base y prolongado en
dos lobulos laterales aplanados; mandibulas grandes aplanadas con tres apéndices dentadas y adaptadas
para minar por debajo de la epidermis de las plantas hospederas; patas y propatas ausentes. La longitud
maxima de la larva fue de 3.6 mm. La tercera larva hilandera, la forma mas generalizada de la larva fue
con cuerpo cilindrico y de color rojo anaranjado en la fase final, cabeza mas redondeada y poco
esclerotizada, poseen propatas rudimentarias con una longitud maxima de 4,2 mm. Entre ambas formas
existe una forma intermedia de transicion generalmente inactiva, no se alimentan.
Pupa
Tipo obtecta de aproximadamente 2 mm de largo de color marrén claro, cremaster con tres pares de
espinas.
Cocon



Consta de una telilla de seda blanca que se puede formar sobre la corteza del fruto o en el suelo y
externamente estd cubierta por varias “burbujas” espumosas.
Algunos aspectos del comportamiento (Fig. 3)

La polilla es crepuscular, con actividad principal en horas de la madrugada y de la noche. Las larvas
ocasionan largas minas irregulares en los frutos las que a veces se pueden entrecruzar alcanzando una
longitud maxima de 100 cm aproximadamente; las larvas al abandonar las minas pueden empupar y
formar su cocon en la epidermis del fruto o en el suelo. Un fruto puede ser infestado hasta por tres larvas
simultdneamente.

Ciclo bioldgico

El ciclo bioldgico, en condiciones de laboratorio a 24.5 + 0.94 °C y 74.17 + 1.27 H°, tuvo una
duracion de 41.7 + 5.19 dias para la hembra y 40.36 = 5.09 dias para el macho (Tabla 1). Se registraron
cuatro instares larvales.

Fig. 1. Observacion dorsal y ventral de la hembra de Marmara gulosa

Fig. 2. Estados biologicos de Marmara gulosa: larva (izquierda), pupa (centro), restos del cocon pupal (derecha).



DISCUSION

La descripcion morfologica de los diferentes estados del insecto plaga estudiada hace posible que
correspondan con la especie Marmara gulosa* de acuerdo a la especie que se encuentra registrada en la
data base de Gracillariidaes. Otro aspecto que fortalece este planteamiento es la gran capacidad polifaga
de este insecto minador que ataca a una amplia diversidad de plantas entre los cuales se incluyen
frutales®’, aun cuando estos autores no registran a M. gulosa atacando al fruto del granado, en este caso
podria ser el primer registro para este cultivo de la variedad Wonderful en Perd. Asimismo, en las
condiciones del ambito del Proyecto Especial CHAVIMOCHIC se viene observando a esta plaga,
atacando ademas del cultivo de granado al esparrago y palto.

Fig. 3. Dafio de Marmara sp. en frutos de Punica granatum “granado” Var. Wonderful: minas (superior izquierda),
larva III (superior derecha), larva Ill y IV (inferior izquierda), mina de larva IV (inferior derecha) .

Tabla 1. Duracion promedio en dias las diferentes fases de desarrollo y del ciclo biologico de Marmara gulosa en
el laboratorio a 24.5 + 0.94 °Cy 74.17 + 1.27 HR%. Enero 2013- Marzo, 2014.

N° de Promedio (X ) % ds (dias)
Estado individuos
Huevo 12 40+0.2
Larval 27 3.6 £ 091
Larva II 27 2.6 £ 1.16
Larva III 27 33 £ 0.64
Larva IV 10 3.21 £0.42
Pre-Pupa Y Pupa 12 11.9+ 0.28
Adulto 15 Hembra Macho
12.86 +£1.58 11.75+ 1.48
Total 41.7+5.19 40.36 + 5.09

Las caracteristicas descritas para los adultos, larva, cocon pupal y pupa de M. gulosa, son similares a lo
informado por Guillén et al.¢, aunque se debe puntualizar que en este trabajo se ha observado las larvas de
color rojo anaranjado, caracteristica que no se indica en la investigacion referida.

El ciclo bioldgico del insecto determinado, en condiciones de laboratorio a 24.5 £ 0.94 °C y 74.17 +
1.27 HR %, fue de una duracion de 41.7 £+ 5.19 para la hembra 'y 40.36 £+ 5.09 dias para el macho y a la
vez se registraron cuatro instars larvales, estos datos son similares a lo registrado previamente4,
habiéndose informado que el ciclo biologico total fue de 39.4 dias a 26 + 0.5°C, y los instars larvales
pueden variar hasta cinco, sin dar una clara explicacion al respecto, indicando que en la mayoria de los



casos fueron de cuatro instars; mientras que, Stelinski® s6lo registrdé cuatro instars y sus descripciones de
los estados bioldgicos también son similares a lo descrito en este trabajo.

En el campo se observd que los adultos son de habitos crepusculares y las larvas causan minas en la
superficie de los frutos del granado que generalmente son serpenteantes y algunas veces pueden
entrecruzarse, las larvas empupan en la epidermis del fruto o en el suelo, este tipo de comportamiento
también fueron anteriormentes. Se ha observado que esta plaga ataca al granado durante la etapa de
formacion y maduracion del fruto es decir a partir de octubre a abril, es decir durante el verano, esto
concuerda con Guillen et alé quienes afirman que esta plaga se manifiesta en los meses de verano en
huertos comerciales de “toronja” o “pomelo” Citrus paradisi en California, pudiendo llegar en este caso
hasta el mes de julio.

CONCLUSIONES

e Seregistra ‘por primera vez en el Perti a Marmara gulosa en el cultivo de granado.
e La duracion total del ciclo bioldgico de M. gulosaes de 41.7+5.19 y 40.36 + 5.09 dias para la hembra
y el macho, respectivamente.

e Las larvas tienen gran capacidad minadora produciendo minas largas e irregulares, que a veces se
entrecruzan en la superficie de los frutos verdes y maduros.

e Los adultos son de habitos crepusculares, con mayor actividad en horas de la madrugada y tempranas
horas de la noche.
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Biologicas y afines. Se admiten investigaciones cientificas y tecnoldgicas que no estén
publicados parcial ni totalmente o en estado de revision en otro medio de publicacion. La
recepcion de los informes es permanente y la prioridad de su publicacion se hara de acuerdo al
orden en el que fueron aceptados y aprobados. La publicacion se realizara luego de ser sometido
a un arbitraje andnimo por personas versadas.

Naturaleza de los informes.

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

Preparacion del manuscrito

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

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

Estructuracion del manuscrito.

Los trabajos originales y las notas cientificas deben estructurarse en este orden: titulo (en
espaiol e inglés, de una extension aproximada a no mayor de las 20 palabras, sin abreviaturas,
formulas quimicas ni autores de taxa cientificos), autor(es) y direccion(es), resumen y
abstract (en un solo parrafo y extension aproximada a las 200 palabras), introduccion,
material y métodos, resultados, discusion, reconocimientos (opcional y so6lo a personas
que han contribuido significativamente a la investigacion), referencias bibliograficas), tabla(s)
y/o figura(s) (opcional) y leyendas de figuras. Con las mismas caracteristicas, las revisiones, por
su lado, deben estructurarse en este orden: titulo, autor(es) y direccion(es), tabla de
contenidos, introduccion, topicos de revision, reconocimientos (opcional), referencias
bibliograficas, tablas y figuras (opcional) y leyendas de figuras.



Las referencias y las citas bibliograficas deberan estructurase acogiéndose a uno de los sistemas
internacionales, de preferencia el de Vancouver. Las tablas s6lo deben tener tres lineas horizontales y
ninguna vertical, un titulo claro y entendible por si mismo, sin necesidad de recurrir al texto y precedido
de un nimero arabigo.

Descripcion de los procedimientos para el manejo de los manuscritos

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

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

Hoja de Opinion
Los revisores responden a las siguientes preguntas:

. (El manuscrito representa una contribucion nueva y original?

. ¢ El resumen es adecuado?

. ¢ Las palabras clave son las adecuadas?

. (El material enviado especifica claramente el proposito del trabajo?

. (El método, estrategia, intervencion o experimento es idoneo, aplicable y replicable?
. (Los resultados son validos para otros contextos y realidades?

. (Se logra el objetivo declarado?

. .Se cita bibliografia adecuada y actualizada para el desarrollo del tema?

9. (Considera que las conclusiones estan acordes con la informaciéon que se presenta?
10. ;El material debe ser revisado en términos de estilo, ortografia y gramatica?

11. {Cémo calificaria este manuscrito?

Sobresaliente  ; Muy bueno__ ; Bueno ; Regular ; Deficiente .

12. ;El articulo es aceptable para su publicacion?

SI, en su forma actual.

SI, con algunas modificaciones

SI, después de una revision importante

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

Nota

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

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

REBIOL
Av. Juan Pablo Il s/n - Ciudad Universitaria
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad Nacional de Trujillo
Trujillo, Peru
Email: cjara@unitru.edu.pe




