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PRESENTACION

Continuando con la politica de difusion de los trabajos de investigacion realizados
por los docentes investigadores de la Universidad Ricardo Palma, ofrecemos
este cuarto numero de la serie: Cuaderno de Investigacion, en esta oportunidad
se presentan investigaciones en el campo de las Ciencias Biologicas.

La publicacion contiene tres investigaciones que abordan dos temas vigentes,
muy importantes para los trabajos de investigacion basica en Ciencias Biologicas:
la células madre y la ecotoxicologia. Los tres estudios han sido desarrollados por
destacados profesores investigadores de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la URP; el primer estudio realizado por el profesor investigador Hugo Gonzales
Molfino y colaboradores, denominado: “Evaluacion de las concentraciones del
plasma rico en plaquetas sobre el cultivo in vitro de células madre obtenida
de tejido adipocitario de equino”; el segundo estudio realizado por el profesor
investigador José lanaconne en colaboracion con Lorena Alvarifio, denominado
Toxicidad de sales de amonio sobre la lombriz de tierra (Eisenia Foetida)
(Savigny, 1826) (Annelida:Oligochaeta); y el tercer estudio ha sido realizado por
la profesora investigadora Tatiana E. Robles conjuntamente con José Iannacone,
denominado “Toxicidad de Schinus Molle L. “Molle” (Anacardiaceae) en
Erosina Hyberniata Guenée 1858 (Lepidoptera: Geometridae) en estado larvalo,
plaga del Tecoma Stans (Bignoniaceae) en el distrito de Miraflores, Lima-Pert1”.

Felicitamos a los docentes investigadores autores de estos estudios reportados,
que desde ya forman parte del esfuerzo de la Facultad de Ciencias Biologicas y
del Vicerrectorado de Investigacion de la Universidad Ricardo Palma por poner
al alcance de la comunidad cientifica importantes logros de las investigaciones
en ciencias bioldgicas en nuestro pais.

Santiago de Surco, junio del 2018

Héctor Hugo Sanchez Carlessi
Vicerrector de Investigacion
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EVALUACION DE LAS CONCENTRACIONES DEL PLASMA
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CELULAS MADRE OBTENIDA DE TEJIDO ADIPOCITARIO
DE EQUINO
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the influence of different
concentrations of 0%, 1% and 10% platelet rich plasma lysate on the in vitro
culture of stem cells derived from equine adipocytes. As materials and methods
were used a total of 20 samples of adipose tissue, which were extracted from
equines benefited in the camal Casablanca - Pachacamac — Lima, Peru and
transported to the laboratory. The sample was washed 3 times in PBS buffer
supplemented with antibiotics, removing surplus blood and other impurities, at
the end this tissue was cut into pieces. These pieces were placed in collagenase
type I (5mg / ml) in DMEM medium, for 15 minutes in a water bath at 37 °©
C. The pieces that were not digested were removed and the supernatant was
sieved into 70um. Subsequently a 1: 1 ratio was diluted in DMEM + 10% FBS
medium by centrifuging at 1000 rpm for 10 minutes. The obtained pellet was
diluted again with 3 ml of DMEM + 10% FBS and centrifuged again, in order
to wash it at the end of this process a final volume of 0.5 ml was obtained. In
order to observe the viability of the cells, they were placed with 0.04% Tripan
Blue and counted in the Neubauer chamber. For the cell culture DMEM medium
low in glucose and supplemented with 10% fetal bovine serum was used A
concentration of 10,000 cells / cm 2 in a flask of 25 cm 2, at 48 hours post culture
the medium was removed, discarding the supernatant and thus eliminating the
non-adherent cells. The medium changes were performed every 3 days’ post
culture when it reached 80% growth confluence, with a maximum of 3 passes
per sample. Cells were subjected to 0.25% Trypsin-EDTA and subsequently
cryopreserved in cryo-vials submerged in liquid nitrogen until further use in
90% FBS supplemented with 10% DMSO in a 1: 1 dilution. For the molecular
characterization, those cells that had a typical morphology in fusiform form, of
elongated nucleus and adherent to the typical culture plate of mesenchymal stem
cells, were taken into account. Two groups of genes were evaluated, the first
group of marker genes that were evaluated were the surface of mesenchymal
cells with the genes called cluster of differentiation CD29, CD34, CD44, CD90
and major histocompatibility complex type II (MHCII). The second group was
pluripotency marker genes called transcription factors (Nanog and Oct4). For
the platelet-rich plasma, we used 06 horses from the Veterinary Hospital of the
Peruvian Army, which were given 50 ml of blood, extracted from the jugular
area and placed in tubes treated with sodium citrate. Results were isolated and
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identified stem cells from adipocyte tissue using genetic surface markers and
pluripotency (CD29, CD34, CD44, CD90, MHCII, Nanog, Oct4). With respect
to the pluripotentiality markers, only 01 samples showed positive results for
NANOG and OCT4. With respect to obtaining the platelet-rich plasma, only
four horses presented an optimum performance for the experimentation, having
a mean value of 60% of platelets with respect to Number of platelets in whole
blood that were selected for the enriched the culture medium. In conclusion, it
is possible to obtain stem cells from the adipose tissue of animals benefited, in
addition to being able to be used in future cellular therapies.

Keywords: adipose Tissue — cell Culture — equine — mesenchymal cells

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las diferentes concentraciones del
plasma rico en plaquetas 0%, 1% y 10% en el cultivo in vitro de células madre
derivada de adipocitos equinos. Como materiales y métodos se utilizaron un total
de 20 muestras de tejido adiposo, las que fueron extraidas de equinos beneficiados
en el camal Casablanca - Pachacamac - Lima, Peru y trasportados al laboratorio.
La muestra fueron lavadas 3 veces en buffer PBS suplementado con antibidticos,
eliminando los excedentes de sangre y otras impurezas, al término este tejido
fue cortado en pedazos. Estos pedazos fueron colocados en colagenasa tipo I
(5mg'mL") en medio DMEM, por 15 min en bafio maria a 37°C. Los pedazos
que no fueron digeridos fueron retirados y el sobrenadante fue tamizado en
70um. Posteriormente se diluyod una proporcion 1:1 en medio DMEM +10%
FBS centrifugandolo a 1000 rpm por 10 minutos. El pellet obtenido fue diluido
nuevamente con 3 ml de DMEM + 10% FBS y centrifugado nuevamente, con
la finalidad de lavarlo al final de este proceso se obtuvo un volumen final de
0,5 mL. Con la finalidad de observar la viabilidad de las células, estas fueron
colocadas con Azul de Tripan al 0,04 % y contadas en camara de Neubauer. Para
el cultivo celular se utilizé el medio DMEM bajo en glucosa y suplementado
con 10% de suero fetal bovino a una concentracion 10 000 cel-cm™? en un flask
de 25 cm?, a las 48 h pos cultivo se retird el medio, descartando el sobrenadante
y eliminando asi a las células no adherentes. Los cambios de medio fueron
realizados cada 3 dias pos cultivo cuando este alcanzaba un 80% de confluencia
de crecimiento, realizdndose como maximo de 3 pasajes por muestra. Las células
fueron sometidas a Tripsina-EDTA 0.25% y posteriormente criopreservadas en

o |2 o



Gonzales, Wong, Avia, Rivera & Olmos

crio viales sumergidas en nitrégeno liquido hasta su posterior uso en FBS al 90%
suplementado con 10% de DMSO en una dilucion 1:1. Para la caracterizacion
molecular, se tomaron en cuenta aquellas células que presentaba una morfologia
tipica en forma fusiforme, de niicleo elongado y adherente a la placa de cultivo
caracteristica tipica de las células madres mesénquimales. Se evaluaron dos
grupos de genes, el primer grupo de genes marcadores que se evalué son
los de superficie de las células mesenquimales con los genes denominados
clister de diferenciacion CD29, CD34, CD44, CD90 y el complejo mayor
de histocompatibilidad de tipo II (MHCII). El segundo grupo fue de genes
marcadores de pluripotencia denominados factores de transcripcion (Nanog y
Oct4). Para el plasma rico en plaquetas, se utilizaron 6 caballos del Hospital
Veterinario del Ejercito del Peru, a las que se le obtuvo 50 mL sangre, extraido
de la zona yugular y colocados en tubos pre tratados en citrato de sodio. Como
resultados se aislo e identifico las células madre a partir de tejido adipocitario
usando marcadores genéticos de superficies y pluripotencialidad (CD29,
CD34, CD44, CD90, MHCII, Nanog, Oct4). Con respecto a los marcadores de
pluripotencialidad solo una muestra presento6 positividad para NANOG y OCT4
Con respecto a la obtencion del plasma rico en plaquetas, solo cuatro caballos,
presentaron un rendimiento Optimo para la experimentacion, teniendo como
valor promedio 60% de plaquetas con respecto al nimero de plaquetas en sangre
total los que fueron seleccionados para el enriquecimiento del medio del cultivo.
En conclusion, es posible obtener células madres del tejido adiposo de animales
beneficiados, ademas de poder ser utilizadas en futuras terapias celular.

Palabras clave: células Mesenquimales — cultivo Celular — equino — tejido
adiposo
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INTRODUCCION

En estos ultimos afios se han visto avances excepcionales alrededor de la
medicina regenerativa, viéndose a esta como una potencial solucion a muchos
de los problemas que se presentan en la especie equina, que giran alrededor
de lesiones que comprometen la locomocion de los ejemplares y conducen a
un término prematuro de labor e inclusive comprometen la vida del animal
generando costos altos a los criadores.

Normalmente en caballos de carrera la estadistica nos indica que existe un riesgo
de incidencia de una lesion musculo esqueletal catastrofica de 0,83-18/1000
partidas y estas probabilidades varian dependiendo de la raza, siendo los mas
frecuentes las lesiones en los miembros de la extremidad anterior derecha con un
56%, articulacion metacarpofalangeal de 34%, vertebral de 10% y el nimero no
reportado de lesiones catastroficas que se producen solo en los entrenamientos
(Sarrafian et al., 2012; Beisser et al., 2014).

En los caballos de salto el panorama no varia demasiado, teniendo como
problema principal las lesiones en los tendones flexores y articulaciones debido
a la excesiva carga repetitiva en ellos sobretodo en el momento de descenso de
los obstaculos (Meershoek et al., 2001).

Otro factor que influye en la aparicion de estos problemas locomotores son
la misma predisposicion genética de los caballos a lesiones de este tipo, se
ha observado que existe una prevalencia alta en los caballos a presentar una
desmitis degenerativa en los ligamentos suspensorios (Xie et al., 2011), una
osteocondriosis en la zona plantar y palmar en caballos de raza sueca (Jonsson et
al., 2011) y alta heredabilidad en las lesiones del tendon flexor digital superficial
en los caballos ingleses de carrera (Welsh et al., 2014). Inclusive se deberia
incluir en estos datos las lesiones causadas por patadas y por mordidas por la
misma interaccion entre los caballos que dependiendo de la zona del contacto
pueden resultar muy peligrosas como son los radios medios, la tibia, los huesos
metacarpales y metatarsales, zonas caracterizadas por estar recubiertas por tejido
suave y poco musculo, generando fracturas y fisuras con una prevalencia de
mas del 21% (Knubben ef al., 2008; Schroeder et al., 2013).

Otro detalle a prestar atencion es la misma geografia de las zonas afectadas,
ya que al estar en lugares muy poco vascularizados presentan un potencial
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regenerativo reducido que complica la recuperacion motriz y que en zonas
como los cartilagos articulares son coadyudavados por una mala lubricacion del
liquido sinovial, que se ve alterado en lesiones de alto impacto, resultando pobre
en hialurano y derivando en problemas osteoartriticos (Antonacci et al., 2013)
y en caso de los tendones, este impacto produce un cambio en la composicion
de la matriz extracelular que impide una correcta recuperacion y generando un
prondstico de alta recurrencia a la lesion (Birch et al., 1998).

Ante este bajo pronodstico de recuperacion, el uso de los beneficios de la terapia
de células mesenquimales que mejoren la funcionalidad del tejido danado
aparece como una alternativa adecuada. Desde el trabajo pionero de Smith et
al. (2003), el cual logro aislar, expandir y luego administrar células madres
autélogas equinas de medula 6sea en problemas del tendén flexor superficial,
revoluciono el panorama. Las células madre procedentes del aspirado de médula
oOsea presentan una gran capacidad de condrogenesis que favorecen a terapias
enfocadas a patologias en tendones y ligamentos, su eficacia ha sido demostrada
en mas de 100 casos con un porcentaje de retorno de actividades mayor al 85%
de los casos administrados (Herthel, 2001; Kisiday et al., 2013). Otra ventaja
que presentan estas células son la baja o nula actividad de expresion del factor
de histocompatilidad tipo 2 posibilitando su uso en terapias alégenas (Barberini
et al., 2014). Lamentablemente la coleccion de estas células conlleva a una
intervencion invasiva en el animal, que compromete la facilidad de la aplicacion
de la terapia, ante esta situacion diferentes tejidos han sido analizados como
fuentes de células pluripotenciales dentro los que han destacado las provenientes
de tejido adipocitario, ya que han expresado el tipico crecimiento in vitro y
una serie de marcadores de totipotencialidad como Oct4 y Nanog (Raabe et
al., 2011). Tipicamente estas células expresan CD29 (receptor de integrinas),
CD 44 (receptor de hialuronato), CD90 y la falta de expresion de MHC tipo 2,
dejando en claro su naturaleza de células utiles en terapia (Alipour et al., 2015).
Estas células han mostrado un potencial de diferenciacion en los 3 tipicos linajes
(osteogenico, condrogenico y adipogenico) e inclusive han demostrado tener
una capacidad de proliferacion superior a las obtenidas de medula, con menores
tasas de apoptosis (Ranera et al., 2012). Una caracteristica de relevancia ha sido
su capacidad de adecuarse a diferentes sustratos y estructuras tridimensionales
diferencidndose a un linaje celular requerido (Kisiday et al., 2008)

Para favorecer su capacidad de proliferacion in vitro, estas células han sido
probadas en presencia de diferentes moléculas que han estimulado su potencial de
diferenciacion. El acido ascorbico en combinacion con plasma rico en plaquetas
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estimulan una marcada diferenciacion en linajes condrogénicos y osteogénicos,
probablemente regulados por el factor TGFB1 presente en el PRP que aumenta la
expresion del gen RUNX2 relacionado con procesos de mineralizacion y SOX9
relacionados con factores condrogenos (Castro ef al., 2014).

El plasma rico en plaquetas es un conglomerado de proteinas derivadas de la
lisis plaquetaria que contiene una serie de factores de crecimiento presentes en la
reparacion de todo tipo de tejido, dentro de las que destacan un gran cocktel de
citoquinas moduladoras de inflamacion, TGB, TNFA y EGF. Este conglomerado
ha sido usado también como una nueva estrategia de terapia regenerativa teniendo
resultados alentadores de 47% de beneficio en problemas musculo- esqueletales
(Brossi et al., 2015). En combinacion con las células madre estas han generado
una respuesta complementaria aumentando sus niveles de expresion de genes
pluripotenciales y aumentando su tasa de proliferacion, y al ser administrados
en caballos con problemas de tenddn lograron un recuperacion del 90% de los
caballos después de 8 semana de tratamiento (Del Bue et al., 2008).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar las concentraciones del
plasma rico en plaquetas sobre el cultivo in vitro de células madre obtenida de
tejido adipocitario de equino.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion del material biolégico

Se utilizaron 20 muestras de tejido adiposo de equinos, beneficiados en el Camal
Casa Blanca — Pachacamac, Lima, Pert. Estas fueron aisladas de la region
subgluteal, utilizando una tijera y bisturi estéril y fueron transportadas en el
medio HBBS suplementado con antibidticos hasta la llegada al Laboratorio
de Biotecnologia Animal de la Facultad de Ciencias Biologicas (FCB) de la
Universidad Ricardo Palma (URP) a una temperatura ambiente. El tiempo de
transporte no excedio de 1 h.

Aislamiento y cultivo celular

La muestra fueron lavadas 3 veces en buffer PBS suplementado con antibidticos,
eliminando los excedentes de sangre y otras impurezas, al término este tejido
fue cortado en pedazos. Estos pedazos fueron colocados en colagenasa tipo I
(5mg-mL") en medio DMEM, por 15 min en bafio maria a 37°C. Los pedazos
que no fueron digeridos fueron retirados y el sobrenadante fue tamizado en 70um.
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Posteriormente se diluy6é una proporcion 1:1 en medio DMEM +10% FBS
centrifugandolo a 1000 rpm por 10 min. El pellet obtenido fue diluido nuevamente
con 3 mL de DMEM + 10% FBS y centrifugado nuevamente, con la finalidad de
lavarlo. Al final de este proceso se obtuvo un volumen final de 0,5 mL.

Con la finalidad de observar la viabilidad de las células, estas fueron colocadas
con Azul de Tripan al 0,04 % y contadas en camara de Neubauer.

Para el cultivo celular se utilizo el medio DMEM bajo en glucosa y suplementado
con 10% de suero fetal bovino a una concentracion 10 000 cel-cm™ en un flask
de 25 cm?, a las 48 h pos cultivo se retir6 el medio, descartando el sobrenadante
y eliminando asi a las células no adherentes. Los cambios de medio fueron
realizados cada 3 dias pos cultivo cuando este alcanzaba un 80% de confluencia
de crecimiento, realizdndose como maximo de 3 pasajes por muestra. Las células
fueron sometidas a Tripsina-EDTA 0,25% y posteriormente criopreservadas en
crio viales sumergidas en nitrogeno liquido hasta su posterior uso en FBS al 90%
suplementado con 10% de DMSO en una dilucién 1:1.

Caracterizacion molecular

Para la caracterizacion molecular, se tomaron en cuenta aquellas células que
presentaba una morfologia tipica en forma fusiforme, de nucleo elongado
y adherente a la placa de cultivo caracteristica tipica de las células madres
mesenquimales.

Para obtener el ARN total se utilizo el siguiente protocolo de trabajo: Se aspir6
el medio y se lavaron las células con PBS. Posteriormente se aspir6 el PBS. Se
afiadi6 directamente 350 uL de solucion de lisis ARN directamente a la placa de
cultivo. Se lisaron las células, tapando la placa y agitando el tampén alrededor
de la superficie de la placa durante 5 min. Se pasoé el lisado a un microtubo. Se
afiadieron 200 uL de etanol 95-100% al lisado. Se mezclaron utilizando un vortex
por 10 seg. Se ensamblaron la columna de ARN con un tubo de recogida que se
suministra. Se afiadid el lisado + etanol a la columna. Se centrifugdé durante 1
min. Se elimino el microtubo de recogida y se ensamblo la columna de ARN con
un nuevo tubo de recogida. Se afadio 400 uL de Solucién de Lavado ARN a la
columna y se centrifugd durante 1 min. Se elimind el liquido y se ensamblo la
columna con el tubo de recogida. Se anadié 400 uL de solucion de lavado ARN
a la columna y se centrifug6 durante 1 min. Se realizo un tercer lavado, luego se
afiadié 400 uL de solucion de lavado ARN a la columna y se centrifugd durante
1 min. Se elimind el liquido del tubo de recogida y se centrifugd durante 2 min
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adicionales para eliminar todo el etanol residual. Se coloc6 la columna en un
microtubo nuevo de 1,5 mL para eluir el ARN total. Se afiadié 50 uL de tampon
de elucion ARN a la columna. Se centrifugé durante 2 min a 2000 rpm, seguido
de 1 min a 14.000 rpm. Se obtuvo el ARNm.

Una vez obtenido el ARN mensajero (ARNm) se realizo la sintesis del ADN
complementario (ADNCc), usando como molde de ADN para realizar el analisis
de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Se evaluaron dos grupos de genes. El primer grupo de genes marcadores que
se evalud son los de superficie de las células mesenquimales con los genes
denominados cluster de diferenciacion CD29, CD34, CD44, CD90 y el complejo
mayor de histocompatibilidad de tipo II (MHCII). El segundo grupo fue de genes
marcadores de pluripotencia denominados factores de transcripcion (Nanog y
Oct4). Asimismo por su capacidad de poca variabilidad y expresion constante
en distintas lineas celulares el gen gliceraldehido-3- fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) se us6 como un gen de referencia enddgeno (Ranera et al., 2012;
Alipour et al., 2015).

Aislamiento de plasma rico en plaquetas

Se utilizd 6 caballos del Hospital Veterinario del Ejercito del Per, a las que
se le obtuvo 50 mL sangre, extrayéndose de la zona yugular y colocados en
tubos pre tratados en citrato de sodio. La muestra de sangre fue llevada hacia el
Laboratorio de Biotecnologia Animal de la FCB de la URP, Lima, Pera donde
fueron centrifugados hasta 3 veces a 1000 rpm por 10 min. Posteriormente se
procedio a retirar el plasma pobre en plaquetas encontrada en la primera fase
y solo se recolect6 un mililitro de la muestra restante realizandose el lisado
mediante sucesiones de cambios de temperatura (-4,-20°C).

Aspectos éticos

La investigacion relacionada con el uso de animales ha cumplido con todas las
regulaciones nacionales relevantes y las politicas institucionales para el cuidado
y uso de animales.
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RESULTADOS

Del total de muestras de tejido adiposo procesadas, solo se pudo obtener de 5
muestras con nimero minimo de células vivas para realizar el cultivo. Se aislo
e identifico las células madre a partir de tejido adipocitario usando marcadores
genéticos de superficie y de pluripotencialidad (CD29, CD34, CD44, CD90,
MHCII y Nanog, Oct4).

El1 ARN mensajero GAPDH equino, actu6é como control positivo interno y éste se
amplifico en todas las muestras procesadas. La deteccion de un fragmento de 183
pares de bases indic6 un rendimiento adecuado para el procedimiento rt-PCR.
El rt-PCR mostré que solo 3 muestras tuvieron el perfil genotipico esperado.
A continuacion, se muestra el gel de electroforesis que revela la positividad
para CD44, CD90, CD29 y la negatividad hacia CD34 y MHCII, NTC (control
negativo) y RT (control negativo) (Fig. 1).

Figura 1. Gel de electroforesis revelado en Bromuro de Etilio.
CD44, CD90, CD29, CD34 = cluster de diferenciacion; MHCII = complejo mayor de
histocompatibilidad de tipo II, NTC = control negativo y RT = control negativo.
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Con respecto a los marcadores de pluripotencialidad solo una muestra presento
positividad para NANOG y OCT4 (Fig. 2).

Figura 2. Gel de electroforesis revelado en Bromuro de Etilio.

Nanog y Oct4 = factores de transcripcion.

Con respecto a la obtencion del plasma rico en plaquetas, solo cuatro caballos,
presentaron un rendimiento Optimo para la experimentacion, teniendo como
valor promedio 60% de plaquetas con respecto al numero de plaquetas en sangre
total, los que fueron seleccionados para el enriquecimiento del medio del cultivo.
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Figura 3. Numero de plaquetas recuperadas con respecto a la sangre total.

Se analizo el efecto de diferentes concentraciones 0%, 1% y 10% del lisado de
plasma rico en plaquetas en la curva de crecimiento de células madre derivada
de adipocitos equinos cultivadas in vitro. La curva de crecimiento de las células
fue determinada por el nimero de células viables en ocho dias de crecimiento
continuo. Todos los tratamientos mostraron un alto nivel de adaptacion en los
tres primeros dias y comenzaron la fase logaritmica entre los dias 3 y 6, cabe
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resaltar que el crecimiento de la concentracion 1% decae en la fase logaritmica
en comparacion al control y al 10%. La mayor concentracion de células
observadas fue en la concentracion de 10% con un valor de 8,2x 10° comparado
con 5,6x10° del control. Se observo una rapida entrada a la fase exponencial, una
corta duracion de la fase logaritmica tanto en la concentracion 10 % y control,
y un decaimiento de la ratio de division de la concentracion 1%. Se observa una
diferencia significativa de la concentracion celular del 10% respecto al control
(p>0,05) en el dia ocho correspondiente al “plateau” de la curva (Figs. 3 y 4).
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Figura 4. Curva de crecimiento de las células mesenquimales

pertenecientes a los tratamientos.

DISCUSION

Nuestras lineas aisladas fueron positivas para los marcadores de superficie CD29,
CD34,CD44,CD90, MHClIl y pluripotencialidad Nanog, Oct4. Esta caracteristica
concuerda con lo demostrando con el genotipo correcto correspondiente a una
cé¢lula madre mesenquimal equina. Es necesario mencionar que aunque esta linea
celular exprese los ARN mensajeros correspondientes, es necesaria la prueba
de citometria de flujo para confirmar su fenotipo como también la prueba de
diferenciacion a linaje adipocitario, 6sea y tenal (Knubben et al., 2008; Schroeder
etal., 2013).

Con respecto al plasma rico en plaquetas, nuestro valor de recuperacion (n=60)
muestra una correcta performance y es congruente con los obtenido por Barberini
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et al. (2014) quienes utilizaron un protocolo modificado, y report6é una cantidad
importante de factores de crecimiento.

Por ultimo, nuestros resultados en la dinamica de crecimiento indican un efecto de
remplazo total del suero fetal bovino a una concentracion de 10% de plasma rico
en plaqueta. Estos concuerdan con lo registrado en otras especies animales como
porcino y vacunos. Esto podria deberse a la presencia del factor de crecimiento
epidermal, conocido agente mitético. Hay que denotar que en diferentes registros
a exposicion in vitro de PRP se compromete la multipotencialidad de las células
mesenquimales favoreciendo a una diferenciacion condrogénica e inhibiendo
una diferenciacion osteogénica. Esto podria deberse a la presencia del factor
TNGFB que participa en la cascada de diferenciacion tenal (Castro et al., 2014;
Brossi et al., 2015).

El PRP al 1% comparado a los demas tratamientos, mostr6 un decaimiento en su
curva de crecimiento, esto podria atribuirse a que en esta concentracion de PRP
no existe la misma cantidad de factores de crecimiento comparada a la del suero
fetal bovino.

Conflictos de interés: Los autores declaran que no hay conflicto de intereses.

e 2D o



Gonzales, Wong, Avia, Rivera & Olmos

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Alipour, F.; Parham, A.; Kazemi Mehrjerdi, H. & Dehghani, H. 2015.
Equine adipose-derived mesenchymal stem cells: phenotype and growth
characteristics, gene expression profile and differentiation potentials. Cell
Journal, 16: 456-465.

Antonacci, J. M.; Ph, D.; Schmidt, T. A.; Serventi, L. A.; Matthew, Z.; Shu, Y.L.;
Dvm, B. 2013. Articular cartilage by synovial fluid: role of hyaluronan.
Arthritis & Rheumatology, 64: 2917-2926.

Barberini, D.J.; Freitas, N.P.; Magnoni, M.S.; Maia, L.; Listoni,A.J.; Heckler, M.C.
& Amorim, R.M. 2014. Equine mesenchymal stem cells from bone marrow,
adipose tissue and umbilical cord: immunophenotypic characterization and
differentiation potential. Stem Cell Research & Therapy, 5: 25.

Beisser, A.; McClure, S.; Rezabek, G.; Soring, K.H. & Wang, C. 2014. Frequency
of and risk factors associated with catastrophic musculoskeletal injuries in
quarter horses at two Midwestern racetracks: 67 cases (2000-2011). Journal
of the American Veterinary Medical Association, 245: 1160—1168.

Birch, H.L.; Bailey, A.J. & Goodship, A.E. 1998. Macroscopic “degeneration”
of equine superficial digital flexor tendon is accompanied by a change in
extracellular matrix composition. Equine Veterinary Journal, 30: 534-539.

Brossi, P.M.; Moreira, J.J.; Machado, T.L. & Baccarin, R.Y.A. 2015. Platelet-rich
plasma in orthopedic therapy: a comparative systematic review of clinical
and experimental data in equine and human musculoskeletal lesions. BMC
Veterinary Research, 11: 98.

Castro, F. O.; Torres, A.; Cabezas, J. & Rodriguez-Alvarez, L. 2014. Combined
use of platelet rich plasma and vitamin C positively affects differentiation
in vitro to mesodermal lineage of adult adipose equine mesenchymal stem
cells. Research in Veterinary Science, 96: 95-101.

Del Bue, M.; Rice, S.; Ramoni, R.; Conti, V.; Gnudi, G. & Grolli, S. 2008. Equine
adipose-tissue derived mesenchymal stem cells and platelet concentrates:

Their association in vitro and in vivo. Veterinary Research Communications,
32 (Suppl 1):S51-S55.

Herthel, D.J. 2001. Enhanced suspensory ligament healing in 100 horses by

e 23 o



Evaluacion de las concentraciones del plasma rico en plaquetas

stem cells and other bone marrow components. Proceedings of American
Association of Equine Practitioners, 47: 319-321.

Jonsson, L.; Dalin,G.; Egenvall, A.; Nasholm, A.; Roepstorff, L. & Philipsson,
J. 2011. Equine hospital data as a source for study of prevalence and
heritability of osteochondrosis and palmar/plantar osseous fragments of
Swedish Warmblood horses. Equine Veterinary Journal, 43: 695-700.

Kisiday, J.D.; Goodrich, L.R.; Wayne Mcllwraith, C. & Frisbie, D.D. 2013.
Effects of equine bone marrow aspirate volume on isolation, proliferation,
and differentiation potential of mesenchymal stem cells. American Journal
of Veterinary Research, 74: 801-807.

Kisiday, J. D.; Kopesky, P.W.; Evans, C.H.; Grodzinsky, A. J.; Mcllwraith, C.W.
& Frisbie, D.D. 2008. Evaluation of adult equine bone marrow- and adipose-
derived progenitor cell chondrogenesis in hydrogel cultures. Journal of
Orthopaedic Research, 26: 322-331.

Knubben, J.M.; Furst, A.; Gygax, L. & Stauffacher, M. 2008. Bite and kick
injuries in horses: prevalence, risk factors and prevention. Equine Veterinary
Journal, 40: 219-223.

Meershoek, L.S.; Roepstorff, L.; Schamhardt, H.C.; Johnston, C. & Bobbert,
M.F. 2001. Joint moments in the distal forelimbs of jumping horses during
landing. Equine Veterinary Journal, 33: 410—415.

Raabe, O.; Shell, K.; Wiirtz, A.; Reich, C.M.; Wenisch, S. & Arnhold, S. 2011.
Further insights into the characterization of equine adipose tissue-derived

mesenchymal stem cells. Veterinary Research Communications, 35: 355—
365.

Ranera, B.; Ordovs, L.; Lyahyali, J.; Bernal, M.L.; Fernandes, F.; Remacha, A.R.
& Rodellar, C. 2012. Comparative study of equine bone marrow and adipose
tissue-derived mesenchymal stromal cells. Equine Veterinary Journal, 44:
33-42.

Ranera, B.; Remacha, A.R.; Alvarez—arguedas, S.; Romero, A.; Vazquez, F.J.;
Zaragoza, P. & Rodellar, C. 2012. Effect of hypoxia on equine mesenchymal
stem cells derived from bone marrow and adipose tissue. BMC Veterinary
Research, 8: 2-13.

o D4 o



Gonzales, Wong, Avia, Rivera & Olmos

Sarrafian, T. L., Case, J. T., Kinde, H., Daft, B. M., Read, D. H., Moore, J.
D. & Stover, S.M. 2012. Fatal musculoskeletal injuries of Quarter Horse
racehorses: 314 cases (1990-2007). Journal of the American Veterinary
Medical Association, 241: 935-942.

Schroeder, O. E., Aceto, H. W. & Boyle, A. G. 2013. A field study of kick injuries
to the radius and tibia in 51 horses (2000-2010). Canadian Veterinary
Journal, 54: 271-275.

Smith, R.K.W.; Korda, M.; Blunn, G.W. & Goodship, A.E. 2003. Isolation
and implantation of autologous equine mesenchymal stem cells from
bone marrow into the superficial digital flexor tendon as a potential novel
treatment. Equine Veterinary Journal, 35: 99-102.

Welsh, C.E.; Lewis, T.W.; Blott, S.C.; Mellor, D.J.; Stirk, A.J. & Parkin, T.D.H.
2014. Estimates of genetic parameters of distal limb fracture and superficial
digital flexor tendon injury in UK Thoroughbred racehorses. Veterinary
Journal, 200: 253-256.

Xie, L.; Spencer, N.D.; Beadle, R.E.; Gaschen, L.; Buchert, M.R. & Lopez, M.J.
2011. Effects of athletic conditioning on horses with degenerative suspensory
ligament desmitis: A preliminary report. Veterinary Journal, 189: 49-57.

Received March 31, 2018.
Accepted April 21, 2018.

e D5 o






CAPITULO 2/ CHAPTER 2

TOXICIDAD DE SALES DE AMONIO SOBRE
LA LOMBRIZ DE TIERRA (EISENIA FOETIDA)
(SAVIGNY, 1826) (ANNELIDA: OLIGOCHAETA)

TOXICITY OF AMMONIUM SALTS ON
EARTHWORM (EISENIA FOETIDA) (SAVIGNY, 1826)
(ANNELIDA: OLIGOCHAETA)

José Iannacone' & Lorena Alvarifio!

! Universidad Ricardo Palma (URP), Facultad de Ciencias Biol6gicas
(FCB), Laboratorio de Parasitologia.
Av. Alfredo Benavides 5440, Santiago de Surco, Lima, Peru.

Autor para correspondencia. jose.ilannacone @urp.edu.pe

e D7 o



Toxicity of ammonium salts on earthworm

CONTENIDO

ABSTRACT 29
RESUMEN e .30
INTRODUCCION ..o 31
MATERIALES Y METODOS

» Material biolOZICO ...

¢ Seleccidon de lombrices

¢ Aclimatacion de lombrices. ...

e Material Quimico:..........
* Instrumentos de recoleccion de datos .
* Técnicas de procesamiento de datos ...
* Procedimientos
* Montaje de bioensayos...........oow.

* Prueba de contacto con papel de filtro en placas de Petri

(Wang et al., 2012) e 35
e Efecto toxico letal ...
e Mortalidad ...
» Efecto toxico subletal ... .36
© Fra@meNntaCion ... 36
© OSCUICCIMICTITO ..o 36
o Adelgazamiento ... 36
* ASPECtOS ELICOS . 30
RESULTADOS
 Sulfato ferroso amoniacal hexahidrato ... 237
¢ Metavanadato de amonio 37
o Acetato de amONIO ... .38
e Peroxodisulfato de amonio ....... S S 39
* Amonio heptamolibdato tetrahidrato ... -39
o Analisis COMPATALIVO ... 40
DISCUSION .o 42

« Conflictosdeinterés ... 44
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS oo .45

e 28 o



lannacone & Alvaririo

ABSTRACT

Within organisms used as bioindicators of environmental pollution we find the
earthworm, Eisenia foetida (Savigny, 1826) (Annelida: Oligochaeta). To date,
unfortunately, comparative information is not available regarding the significant
lethal and sublethal toxic effect of ammonium salts such as ferrous ammoniacal
sulfate hexahydrate (mohr salt); ammonium metavanadate; ammonium acetate;
ammonium peroxodisulfate and ammonium heptamolibnate tetrahydrate on this
biological model E. foetida. The objective of the present work was to evaluate
the lethal and sublethal toxicity of the ammonium salts on the earthworm (F.
foetida). The final point considered as a lethal response was mortality, evaluated
through LC, (Lethal Concentration 50), and the sub-lethal response endpoints
were three: fragmentation, darkening, thinning, evaluated through EC, (median
effective concentration), LOEC (Lowest observed effect concentration) and
NOEC (No observed effect concentration). With regard to mortality (LC, ) based
on the ammonium ion of E. foetida at 48 h of exposure, the following sequence of
higher to lower toxicity was observed: ammonium peroxodisulfate> ammonium
metavanadate> ammonium heptamolybrate tetrahydrate> ferrous sulfate
ammoniacal hexahydrate (salt of mohr)> ammonium acetate. Thinning was the
subletal parameter most sensitive to ferrous ammoniacal sulfate hexahydrate.
Fragmentation was the parameter most sensitive to ammonium metavanadate.
Thinning was the parameter most sensitive to ammonium acetate. Fragmentation
was the parameter most sensitive to ammonium peroxodisulfate. Thinning and
darkening were the parameters most sensitive to ammonium heptamolybdate
tetrahydrate. It is concluded that E. foetida is a bioindicator of toxicity for the
evaluation of ammonium salts in Peru.

Keywords: agrochemicals — FEisenia foetida — ammonium salts — lethal toxicity
— sublethal toxicity
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RESUMEN

Dentro de organismos usados como bioindicadores de contaminacion ambiental
encontramos a la lombriz de tierra, Eisenia foetida (Savigny, 1826) (Annelida:
Oligochaeta). A la fecha, lamentablemente no se cuenta con informacion
comparativa en relacion al efecto toxico letal y subletal significativo de las
sales de amonio como sulfato ferroso amoniacal hexahidrato (sal de mohr);
metavanadato de amonio; acetato de amonio; peroxodisulfato de amonio y
amonio heptamolibdato tetrahidrato sobre este modelo bioldgico E. foetida. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar la toxicidad letal y subletal de las sales
de amonio sobre la lombriz de tierra (E. foetida). El punto final considerado como
respuesta letal fue la mortalidad, evaluada a través de CL,, (Concentracion letal
media), y los puntos finales de respuesta sub letal fueron tres: fragmentacion,
oscurecimiento, adelgazamiento, evaluados a través de CE,, (Concentracion
efectiva media), LOEC (Concentracion mas baja de efectos observables) y
NOEC (Concentracion de efectos no observables). Con relacion a la mortalidad
(CL,,) en base al ion amonio de E. foetida a las 48 h de exposicion se observo la
siguiente secuencia de mayor a menor toxicidad: peroxodisulfato de amonio >
metavanadato de amonio > amonio heptamolibdato tetrahidrato > sulfato ferroso
amoniacal hexahidrato (sal de mohr) > acetato de amonio. El adelgazamiento
fue el parametro subletal mas sensible al sulfato ferroso amoniacal hexahidrato.
La fragmentacion fue el parametro mas sensible al metavanadato de amonio.
El adelgazamiento fue el parametro mas sensible al acetato de amonio. La
fragmentacion fue el parametro mas sensible al peroxodisulfato de amonio.
El adelgazamiento y el oscurecimiento fueron los pardmetros mas sensibles
al amonio heptamolibdato tetrahidrato. Se concluye que E. foetida es un
bioindicador de toxicidad para la evaluacion de las sales de amonio en el Perti.

Palabras clave: agroquimicos — Eisenia foetida — sales de amonio — toxicidad
letal — toxicidad subletal
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INTRODUCCION

Dentro de organismos usados como bioindicadores de contaminacion del suelo
encontramos a la lombriz de tierra, Eisenia foetida (Savigny, 1826) (Annelida:
Oligochaeta) (Arnold et al., 2003; Palafox et al.,2012; Araneda et al., 2016). Esta
especie es importante para la formacion del suelo y para la descomposicion de
la materia organica (Angers & Caron, 1988; Doran & Zeiss, 2000; Gabriel ef al.,
2011; Castellanos-Navarrete et al., 2012). La lombriz de tierra ha sido considerada
un indicador apto para evaluar la contaminacion debido a su interaccién con el
suelo (Dureja et al., 1999; Monard et al., 2008; Blouin et al., 2013; Pelosi et al.,
2014). Ademas, la lombriz de tierra se expone a diferentes toxicos por varias
vias de exposicion (Capowiez ef al., 2003; Capowiez & Bérard, 2006; Lionetto
et al., 2012). La primera via es a través de la pared corporal, dado que ésta es
extremadamente permeable y al estar en continuo contacto con los poros y el
agua que hay en el suelo, hacen que esta sea la principal ruta de exposicion a
los contaminantes toxicos. Otra de las rutas importantes es la ingestion, que la
lombriz de tierra la realiza durante el procesamiento del suelo a través de su
sistema digestivo, al descomponer la materia organica y los agregados del suelo
(Brown et al., 2004; Lionetto et al., 2012; Avalos, 2016; Arrazola, 2016).

La mayoria del amonio de los residuos domésticos acuaticos (70-90%) proviene
de la orina humana, mientras que el 20% restante proviene de los agentes de
limpieza, desinfectantes y otros desechos alimenticios (Hughes et al., 2008).
Altos niveles de amonio puede afectar muy fuertemente a la vermicultura,
y a los processos biogeoquimicos (Hughes et al., 2008; Huang et al., 2017).
Lamentablemente no se cuenta con informaciéon comparativa en relacion al
efecto toxico letal y subletal significativo de las sales de amonio como sulfato
ferroso amoniacal hexahidrato (sal de mohr); metavanadato de amonio; acetato
de amonio; peroxodisulfato de amonio y amonio heptamolibdato tetrahidrato
sobre el modelo biolégico E. foetida (Hughes et al., 2008). ;Por ende, Cual sera
la toxicidad de letal y subletal de estas cinco sales de amonio sobre la lombriz de
tierra (E. foetida)?

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la toxicidad letal y subletal
de las sales de amonio sobre la lombriz de tierra (E. foetida).
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MATERIALES Y METODOS

Las pruebas de toxicidad aguda sobre E. foetida emplearon cinco sales de amonio:
(1) (sulfato ferroso amoniacal hexahidrato [sal de Mohr]); (2) metavanadato de
amonio; (3) acetato de amonio; (4) peroxodisulfato de amonio y (5) amonio
heptamolibdato tetrahidrato): cinco concentraciones mas el control: con tres
repeticiones, en un disefio Factorial en bloque completamente aleatorio (DFBCA)
de 6 (concentraciones) X 5 (sustancias quimicas) x 3 (repeticiones). Los criterios
de seleccion de las concentraciones empleadas siguieron a lannacone & Lamas
(2003), y lannacone ef al. (2014).

Se realizé el protocolo experimental en el Laboratorio de Parasitologia (LA79)
de la Universidad Ricardo Palma (URP), Lima, Peru.

Material biolégico:

Seleccion de lombrices: Se seleccionaron individuos adultos (clitelio visible)
de E. foetida, por cada contenedor de cultivo (Gardi ef al., 2014), con un peso
fluctuante entre 200-500 mg. Las lombrices fueron aclimatadas en suelo agricola
durante 48 h. Posteriormente se lavaron con agua, se midieron (longitud total) en
cm y se pesaron (mg) individualmente.

Se seleccioné a E. foetida por ser una especie sensible a cambios en la calidad
del suelo y por ende se le considera una buena indicadora de calidad ambiental
(Helling et al., 2000; Sanchez-Hernandez, 2006; Cuevas et al., 2008; Hickman
& Redi, 2008; Gomez, 2014). La identificacion taxondmica a nivel especifico
se realiz6 usando los criterios sefialados por Pérez-Zaballos & Garcia-Moreno
(2009) y Dominguez & Pérez-Lozada (2010).

Para la seleccion de los individuos se verifico el tamafio y la presencia del anillo
clitelar desarrollado y visible, la cual es indicativo de su capacidad reproductiva
(Schuldt et al., 2005) e indica que son individuos adultos. Las lombrices adultas
se seleccionaron de un mismo sistema de cultivo, con el fin de evitar variaciones
en los resultados finales del bioensayo. Se realizaron ensayos con acido borico
como control positivo con el fin de asegurar el rango adecuado de sensibilidad
de las lombrices de tierra (Princz et al., 2017).

Aclimatacion de lombrices: Para llevar a cabo la aclimatacion de las lombrices
de tierra se realizaron las siguientes dos actividades: (1) previo a la aclimatacién
de las lombrices, se les dieron todas las condiciones necesarias, y su alimentacion
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consistié en tomates “cherry” descompuestos, (2) posteriormente, las lombrices
seleccionadas fueron aclimatadas en suelo agricola a lo largo de una semana,
su régimen de alimentacidon se mantuvo constante (OECD, 1984; ISO, 1993;
EPA, 2012). Los ensayos de aclimatacion fueron considerados validos cuando la
mortalidad de E. foetida no sobrepaso el 10% (Iannacone & Alvarifio, 2004). La
cantidad de agua de riego suministrada permitié mantener la humedad en suelo
para mantener en el rango 6ptimo establecido de 40-80%.

Material Quimico:

Se evaluaron las cinco sales de amonio en mg-L! en base al amonio segun lo
sefialado en la Tabla 1. Los pesos moleculares (PM), CAS (“Chemical Abstracts
Service”), formula quimica y principales usos de las sales son sefialados para
cada sal.

Tabla 1. Cinco sales de amonio, concentraciones ensayadas, Peso molecular

(PM), CAS (“Chemical Abstracts Service”), férmula quimica y principales usos.

Sal de Concentracion PM CAS Formula quimica Principales
amonio es (g.mol!) usos de la sal
(mg-L™)
Sulfato 62,5; 125; 392,14  7783-  Fe(NH4)(S04)*6H,O Preparacion de
ferroso 250; 500 y 85-9 patrones para
amoniacal 1000 medidas de
hexahidrato ferromagnetis
(Sal de Mohr) mo 0 como

valorante en
analisis de
suelos y agua
en agricultura
Metavanadato 62,5; 125; 116,98  7803- NH4VO3 Elaboracion de
de amonio 250; 500 y 100 55-6 cataliticos para
sintesis
organicas e
inorganicas;
barnices y
pigmentos
Acetato de 62,5; 125; 77,08 631- CH3COONH;4 Analisis
amonio 250; 500 y 100 61-8 quimico, en la
industria
farmacéutica y
como
conservador de
alimentos
Peroxisulfato  8,25; 16,5;33; 228,18 7727- (NH4)2S205 Agente
de amonio 66y 132 54-0 blanqueador e
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inhibidor de la
polimerizacion
en la industria
quimica
Modificador de
almidones
Conservantes
de alimentos
Para la
molienda,
Tratamiento y
limpieza de
piezas
metalicas
yenla
oxidacion de
colorantes en
la industria
textil
Férmulas de
pigmentos o

blanqueadores
de cabello
Amonio 62,5; 125; 1235,86 12054  (NH4)sMo07024*4H,0 Abono o
heptamolibdato ~ 250; 500 y -85-2 fertilizante, y
tetrahidrato 1000 como

catalizador en
la industria
petroquimica.
Determinacion
de de fosfato,
arsénico y
plomo

Instrumentos de recoleccion de datos

Los resultados de los biensayos ecotoxicologicos letales y subletales con E.
foetida con cada una de las cinco sales de amonio fueron colocados en una base
organizada de datos en Excel (Iannacone & Alvarifio, 2002, 2005).

Técnicas de procesamiento de datos

Las pruebas de toxicidad aguda para cada sal de amonio se evaluaron en cinco
concentraciones, mas un control o testigo con tres repeticiones, en un disefo en
bloque completamente aleatorio (DBCA) de 6x3.

Laeficaciade los tratamientos y las repeticiones se evaluo a través de un analisis de
varianza (ANDEVA) DFBCA, previa transformacion de los datos a raiz cuadrada
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del arcoseno, con el fin de ajustar los datos letales y subletales a la normalidad
(Iannacone et al., 2009). En el caso de existir diferencias significativas entre los
tratamientos y entre las repeticiones se realizd la prueba de Tukey. Los calculos
de la mortalidad corregida se realizaron mediante la formula de Abbott en caso
de muerte natural en el grupo testigo cuando sea menor al 20% (Lagarto & Vega,
2000; Macedo et al., 1997). Las CL(E)s,, se calcularon usando el programa
Excel con plantilla de uso libre generada por Alpha-Raj (2018) disponible en la
web, la cual contiene las formulas requeridas para el calculo de la CL_ y CE,,
y de sus respectivos limites de confianza (CL(E),, inf y CL (E),, sup) al 95%,
junto a otros estimadores, mediante el uso de la funcion Probit. El modelo de
regresion fue verificado usando el estadistico Chi-cuadrado. Los resultados para
los estadisticos descriptivos e inferenciales se analizaron mediante el paquete
estadistico SPSS version 21,0.

Procedimientos
Montaje de bioensayos
Prueba de contacto con papel de filtro en placas de Petri (Wang et al., 2012)

Las lombrices de tierra se colocaron sobre un papel filtro hiimedo para eliminar
el contenido del intestino por 24 h previas al inicio de la prueba. Las sustancias
quimicas de prueba (sales de amonio) se disolvieron en agua embotellada
(Cielo®) y se tomd un pedazo circular de papel de filtro tipo Whatman, el
cual fue colocado en el interior de una placa de petri de 9 cm de didmetro y se
adicion6 con 2 mL de la solucion quimica a base de las sales de amonio segtn las
concentraciones de cada sal (tabla 1). El papel filtro del control fue humedecido
con 2 mL de agua embotellada y una lombriz de tierra fue colocada en cada
placa de petri. Las condiciones del bioensayo se mantuvieron a 20°C durante
48 h, y fue registrada la mortalidad. El punto final considerado como respuesta
letal fue la mortalidad, evaluada a través de la concentracion letal media (CL,)
(Leveque et al., 2013), y los puntos finales de respuesta sub letal fueron tres:
fragmentacion, oscurecimiento, adelgazamiento, evaluados a través de CE,
(Concentracion efectiva media), LOEC (Concentracion mas baja de efectos
observables) y NOEC (Concentracion de efectos no observables) (OECD, 1984;
Schaefer, 2003; Schaefer et al., 2005). La via de administracion utilizada en
las lombrices de tierra fue por contacto. Durante la aclimatacién y el desarrollo
del bioensayo, se controlaron las condiciones ambientales: Temperatura (°C) y
Humedad Relativa (HR) en %, los cuales se midieron con un termohidrémetro
(Coolbox®).
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Efecto toxico letal (OECD, 1984; ISO, 1993; EPA, 2012)

Se midi6 la mortalidad a través de la CL,, la cual representa la concentracion del
suelo problema que ocasiona la muerte (dafio maximo) en el 50 % de las lombrices
de tierra que han sido expuestas (Lukkari et al., 2005; Menezes-Olivera et al.,
2011; Lionetto et al., 2012). Las lombrices moribundas se registraron como

muertas si no respondieron a un toque mecanico suave con una pinza.

La toxicidad letal de los cinco bioensayos con sales de amonio fue evaluada a las
48 h contadas a partir de la instalacion del bioensayo.

Mortalidad: Se consideré efectiva la mortalidad cuando:

a) No se registran en el conteo de lombrices a las 48 h, debido a que tienden a
desintegrarse rapidamente.

b) Se observaunamancha delgada amarillenta, relacionada con ladescomposicion
y la desintegracion.

¢) No hay respuesta ante los estimulos fisicos en 15 seg de observacion como por
ejemplo: escape a la luz, movimientos bruscos, etc.

Efecto toxico subletal (OECD, 1984; ISO, 1993; EPA, 2012)

Midi6 el comportamiento y la reaccion del organismo vivo ante el toxico a través
dela CE,, LOEC y NOEC, y hace referencia a la fragmentacion, oscurecimiento
y adelgazamiento en las lombrices de tierra. La observacion de los sintomas
fisicos para los cinco bioensayos con sales de amonio, se llevo a cabo a las 48 h
de exposicion. Las tres respuestas subletales seleccionadas fueron:

Fragmentacion: fueron consideradas afectadas por fragmentacion aquellas
lombrices que se encontraron divididas por la mitad cuando se realizo la lectura
de los bioensayos a las 48 h de exposicion.

Oscurecimiento: se considerd significativo cuando se observaron manchas
marrones en la lombriz de tierra, asi como un cambio de color de rojo a guinda
oscuro.

Adelgazamiento: Los efectos fueron representados por la pérdida del grosor del
cuerpo de la lombriz de tierra. En algunos casos fueron tan delgados que solo
pendian de un hilo que los unia, hasta llegar a partirse en dos.

Aspectos éticos: los protocolos experimentales con E. foetida siguieron las pautas
de la “Institutional Animal Care and Use Committee” (IACUC) (APA, 2012),
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minimizando el nimero de los organismos empleados, repeticiones y empleando
las tres Rs “Rs-reemplazamiento, reduccion, y refinamiento (Mukerjee, 1997).
La investigacion relacionada con el uso de animales ha cumplido con todas las
regulaciones nacionales relevantes y las politicas institucionales para el cuidado
y uso de animales.

RESULTADOS
Sulfato ferroso amoniacal hexahidrato

El efecto toxico del Sulfato ferroso amoniacal hexahidrato (sal de mohr) sobre
E. foetida a 48 h de exposicion fue visto en la tabla 2. Se observan los valores
letales de CL,, para la mortalidad, los CE, para los tres efectos subletales como
la fragmentacidn, oscurecimiento y adelgazamiento, con sus respectivos valores
de NOEC y LOEC. De igual forma se sefialan los valores promedios de longitud
total (cm) y peso (mg) de las lombrices por concentracion. El adelgazamiento
fue el parametro mas sensible al toxico.

Tabla 2. Efecto del sulfato ferroso amoniacal hexahidrato (Sal de Mohr) (mg-L")
sobre Eisenia foetida a 48 h de exposicion. CS = Concentracion de la sal. CA =
Concentracion i6n amonio. M = Mortalidad. F = Fragmentacion. O = Oscurecimiento.
A = Adelgazamiento. LT = longitud total. P = Peso.

CS CA M F (6] A LT (cm) P (mg)
0 0 0Oa 0Oa 0Oa 0Oa 8,56 460
694,44 62,5 13,332 13,33a  13,33a 13,33a 7,85 410
1388,88 125 16,7a 16,7a 16,7a 20b 8,90 440
2777,77 250 36,7b  43,33a 50b 50c 7,90 350
5555,55 500 90c 90a 100c 93,33d 8,65 310
11111,11 1000 100c 100a 100c 100d 8,80 290

CL(E)s 22837 217,29 294,15 193,15

CL(E)soinferior 156,88 150,02 181,43 135,79

CL(E)soswerior 332,45 314,72 35322 274,75
NOEC <62,5 <625 <625 <625
LOEC 62,5 625 62,5 62,5

Metavanadato de amonio

La tabla 3 muestra el efecto toxico del metavanadato de amonio sobre E. foetida
a 48 h de exposicion. Se observan los valores letales de CL, para la mortalidad,
los CE, para los tres efectos subletales como la fragmentacion, oscurecimiento
y adelgazamiento, con sus respectivos valores de NOEC y LOEC. De igual
forma se sefialan los valores promedios de longitud total (cm) y peso (mg) de las
lombrices por concentracion. La fragmentacion fue el parametro mas sensible al
toxico.
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Tabla 3. Efecto del Metavanadato de amonio (mg-L") sobre Eisenia foetida a 48
h de exposicion. CS = Concentracion de la sal. CA = Concentracion ion amonio.
M = Mortalidad. F = Fragmentacion. O = Oscurecimiento. A = Adelgazamiento.
LT = longitud total. P = Peso.

[ CA M F 0 A LT (cm) P (mg)

0 0 Oa Oa Oa Oa 7,87 320
416,66 62,5 83,33b 90b 83,33b  83,33b 7,19 340
833,33 125 86,7b  9333b  90c  86,67b 8,14 270
1666,66 250 90bc 100b 93,33¢c  96,7bc 7,12 310
3333,33 500 93,3bc 96,7b 100d 100c 8,14 300
6666,66 1000 96,7c 96,7b 100d 100c 8,19 360

CL(E)so 3,15 0,10 486 15,82

CL(E)s50 inferior 0,64 0,01 1,22 6,29

CL(E)SO superior 15,34 1,62 19,28 39,77

NOEC <62,5 <62,5 <62,5 <62,5

LOEC 62,5 62,5 62,5 62,5

Acetato de amonio

El efecto toxico del acetato de amonio sobre E. foetida a 48 h de exposicion es

indicado en la tabla 4. Se observan los valores letales de CL, para la mortalidad,
los CE, para los tres efectos subletales como la fragmentacion, oscurecimiento
y adelgazamiento, con sus respectivos valores de NOEC y LOEC. De igual
forma se sefialan los valores promedios de longitud total (cm) y peso (mg) de las

lombrices por concentracion. El adelgazamiento fue el pardmetro mas sensible

al amonio.

Tabla 4. Efecto del acetato de amonio (mg-L') sobre Eisenia foetida a 48 h de
exposicion. CS = Concentracion de la sal. CA = Concentracion ion amonio. M =
Mortalidad. F = Fragmentacion. O = Oscurecimiento. A = Adelgazamiento. LT
= longitud total. P = Peso.

CS CA M F (6] A LT (cm) Peso (mg)

0 0 0Oa 0Oa 0Oa 0Oa 9,90 460
271,74 62,5 6,7a 10a 26,7b 43,33b 9,44 450
543,47 125 10a 16,7ab  33,33b 53,33b 6,55 410
1086,95 250 13,33a 20b 56,7b 56,7b 9,50 430
217391 500 77,7b 87,7¢c 100c 100c 7,70 300
4347,82 1000 100c 100c 100c 100c 6,67 300

CL(E)so 381,69 279,67 209,26 111,34

CL(E)so inferior 252,49 189,83 109,82 25,99

CL(E)so superior 576,99 412,05 398,73 476,99

NOEC 250 125 <6,25 <6,25

LOEC 500 250 5,26 6,25
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Peroxodisulfato de amonio

La tabla 5 muestra el efecto toxico del peroxodisulfato de amonio sobre E. foetida
a 48 h de exposicion. Se presentan los valores letales de CL, para la mortalidad,
los CE, para los tres efectos subletales como la fragmentacion, oscurecimiento
y adelgazamiento, con sus valores de NOEC y LOEC. Los valores promedios de
longitud total (cm) y peso (mg) de las lombrices por concentracion son indicados
para cada caso. La fragmentacion fue el parametro de menor tolerancia al toxico.

Tabla 5. Efecto del peroxodisulfato de amonio (mg-L") sobre Eisenia foetida a 48
h de exposicion. CS = Concentracion de la sal. CA = Concentracién i6n amonio.
M = Mortalidad. F = Fragmentacion. O = Oscurecimiento. A = Adelgazamiento.
LT = longitud total. P = Peso.

Cs CA M F 0 A LT (cm) P (mg)

0 0 0a 0a 0a 0a 7,60 390
55 8,25 60b 70b 7333b  76,66b 4,50 270
110 16,5 66,66b  73,33b 90c  83,33b 520 220
220 33 100c 100c 100c 100c 5,50 300
440 60 100c 100c 100c 100c 7,60 300
880 132 100c 100c 100c 100c 7,88 280

CL(E)so 3,06 0,20 4,28 0,97

CL(E)soinferior 0,70 0,01 2,79 0,25

CL(E)so superior 13,28 3,05 8,01 3,17

NOEC <7,5 <75 <75 <75

LOEC 7,5 7,5 75 7,5

Amonio heptamolibdato tetrahidrato

El efecto toxico del amonio heptamolibdato tetrahidrato sobre E. foetida a 48 h
de exposicion es mostrado en la tabla 6. Se muestran los valores de CL, para
la mortalidad, los CE, para los tres efectos subletales como la fragmentacion,
oscurecimiento y adelgazamiento, con sus respectivos valores de NOEC y
LOEC. De igual forma se presentan los valores promedios de longitud total (cm)
y peso (mg) de las lombrices por cada concentracion. El adelgazamiento y el
oscurecimiento fueron los pardmetros mas sensibles al toxico.
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Tabla 6. Efecto del amonio heptamolibdato tetrahidrato (mg-L!) sobre Eisenia
Jfoetida a 48 h de exposicion.

CS CA M F (0] A LT (cm) P (mg)
0 0 Oa Oa Oa Oa 8,20 290
781,25 62,5 66,70 66,70  70b 70b 8,15 270
1562,5 125 96,7c  96,7b  96,7c  96,7c 8,25 370
3125 250 100c  100b  100c  100c 8,15 260
6250 500 100c  100b  100c  100c 8,20 360
12500 1000 100c 100b  100c  100c 8,10 270

CL(E)so 50,52 50,52 47,39 47,39
CL(E)soinferior 35,69 35,69 32,53 32,53
CL(E)so superior 71,53 71,53 69,04 69,04

NOEC <62,5 <62,5 <62,5 <625

LOEC 62,5 625 625 625

Analisis comparativo

Con relacion a la mortalidad (CL, ) en base al ion amonio de E. foefida a las 48
h de exposicion se observo la siguiente secuencia de mayor a menor toxicidad:
peroxodisulfato de amonio > metavanadato de amonio > amonio heptamolibdato
tetrahidrato > sulfato ferroso amoniacal hexahidrato (sal de mohr) > acetato de
amonio (tablas 2 al 6); Fig. 1

En el caso de la fragmentacion (CE, ) en base al ion amonio de E. foetida a las 48
h de exposicion se observo la siguiente secuencia de mayor a menor toxicidad:
peroxodisulfato de amonio > metavanadato de amonio > amonio heptamolibdato
tetrahidrato > sulfato ferroso amoniacal hexahidrato (sal de mohr) > acetato de
amonio (tablas 2 al 6).
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Figura 1. Registros fotograficos de los bioensayos con amonio heptamolibdato
tetrahidrato (mg-L") sobre Eisenia foetida a 48 h de exposicion. a = control. b = 62,5.c
=125.d=250. ¢=500. f=1000.

El parametro subletal de adelgazamiento (CE, ) en base al ion amonio de E.
foetida a las 48 h de exposicion mostro la siguiente secuencia de mayor a menor
toxicidad: peroxodisulfato de amonio > metavanadato de amonio > amonio
heptamolibdato tetrahidrato > acetato de amonio> sulfato ferroso amoniacal
hexahidrato (sal de mohr) (tablas 2 al 6).

El adelgazamiento fue el parametro mas sensible al sulfato ferroso amoniacal
hexahidrato. La fragmentacion fue el parametro mas sensible al metavanadato de
amonio. El adelgazamiento fue el parametro mas sensible al acetato de amonio.
La fragmentacion fue el parametro mas sensible al peroxodisulfato de amonio.
El adelgazamiento y el oscurecimiento fueron los parametros mas sensibles al
amonio heptamolibdato tetrahidrato (tablas 2 al 6).
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DISCUSION

Se han observado diferencias en la toxicidad letal y subletal de las cinco sales
de amonio sobre E. foetida a las 48 h de exposicion, observandose una mayor
toxicidad por el peroxodisulfato de amonio y por el metavanadato de amonio en
comparacion al amonio heptamolibdato tetrahidrato, sulfato ferroso amoniacal
hexahidrato (sal de mohr) y acetato de amonio. No se ha encontrado informacion
con relacidn a la toxicidad de estas cinco sales de amonio sobre organismos de
suelo, y en especial sobre la lombriz de tierra; sin embargo, Lahive et al. (2014)
mostraron un reducido efecto en la mortalidad del nitrato cérico de amonio en
la lombriz de tierra a 28 dias de exposicion. Hughes et al. (2008) encontraron
un bajo efecto del cloruro de amonio y del sulfato de amonio en la mortalidad
de E. foetida, atribuyendo la toxicidad a la accidn sinergistica del cloruro y del
amonio. En nuestro estudio, se evalu6 comparativamente cinco sales de amonio
en E. foetida, pudiendo atribuirse las diferencias encontradas a la accion toxica
del amonio en conjunto con los aniones como S,0,?, VO,™", (S04),%, Mo.0O,,“ y
CH,COO" (Hughes et al., 2008).

El adelgazamiento y la fragmentacion fueron las respuestas subletales mas
sensibles a las sales de amonio en E. foetida a las 48 h de exposicion. Yuguda
et al. (2015) muestran cambios progresivos de las lombrices en los signos y
sintomas debido al nivel de toxicidad de las sustancias quimicas, que van desde
marcas visiblemente indetectables hasta enrollamiento, rizado, extrusion de
liquido celomico, constriccion segmentaria (“fragmentacion”) e hinchazon. En
varias lombrices de tierra, la porcion “hinchada” caus6 lesiones sanguinolentas,
y finalmente la muerte.

La lombriz de tierra E. foetida es altamente sensible al amonio y no puede
sobrevivir en residuos organicos que presenten elevados niveles de este cation.
Las lombrices de tierra pueden morir en desechos con grandes cantidades de
amonio. El amonio tienen un punto de corte muy claro entre los niveles toxicos
y los no téxicos (<1 mg-g! de amonio). Lo desechos organicos que contienen
altos niveles de amonio puede ser aceptables después de la eliminacion de esta
sustancia al pasar por un periodo de precompostaje o por lixiviacion en agua
(Dominguez & Edwards, 2011). En nuestros resultados, la toxicidad letal y
subletal al amonio sobre E. foetida depende de cada sustancia quimica evaluada,
debido a que presentan diferentes tipos de aniones en cada sal. El amonio puede
producir efectos combinados con sus aniones, y pueden afectar muy fuertemente
en la vermicultura (Hughes et al., 2008).
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Se observaron efectos letales y subletales de las cinco sales de amonio sobre la
lombriz de tierra. Con relacion a la mortalidad (CL, ) en base al ion amonio de
E. foetida a las 48 h de exposicion se observo la siguiente secuencia de mayor
a menor toxicidad: peroxodisulfato de amonio > metavanadato de amonio >
amonio heptamolibdato tetrahidrato > sulfato ferroso amoniacal hexahidrato
(sal de mohr) > acetato de amonio. El adelgazamiento fue el parametro subletal
mas sensible al sulfato ferroso amoniacal hexahidrato. La fragmentacion fue el
parametro mas sensible al metavanadato de amonio. El adelgazamiento fue el
parametro mas sensible al acetato de amonio. La fragmentacion fue el parametro
mas sensible al peroxodisulfato de amonio. El adelgazamiento y el oscurecimiento
fueron los parametros mas sensibles al amonio heptamolibdato tetrahidrato.
La epidermis de las lombrices E. foetida es una primera barrera importante al
ambiente externo, que presenta diversas sustancias como las sales de amonio
que pueden ocasionar adelgazamiento, fragmentacion y oscurecimiento (Lahive
etal., 2014).

La prueba de contacto con papel de filtro sobre E. foetida se considera un
procedimiento de evaluacion o tamizaje inicial para evaluar la toxicidad relativa
de los plaguicidas sobre las lombrices de tierra. Las pruebas de toxicidad de
contacto se usan para estudiar los plaguicidas que se absorben principalmente a
través de la pared corporal de las lombrices. Sin embargo una de las limitantes,
para la gran mayoria de los toxicos es que pudieran no representar la situacion
real de lo que ocurre cuando estan en el suelo, debido a que no consideran a la
ingestion como un mecanismo importante de ingreso del toxico a la lombriz y
producir toxicidad (Christensen & Mather, 1994; Lewandowski & Zumwinkle,
1999; Want et al., 2012).

La prueba de contacto con papel de filtro no implica la ingesta del toxico, es
decir, la exposicion a través de la via intestinal no es tomada en consideracion.
Del mismo modo, la simulacion de la adsorcion de las sales de amonio en los
coloides del suelo no es tomada en consideracion, y por ende podria tener una
disminucion en la relevancia ecologica (Christensen & Mather, 1994; Stanley
& Preetha, 2016). Ademas, se hd observado una inadecuada correlacion entre
la prueba de contacto con el papel de filtro y los ensayos de contaminacioén con
el suelo como sustrato (Heimbach, 1988). Algunos productos quimicos que son
altamente toxicos por contacto con las lombrices de tierra pueden no tener el
mismo nivel de toxicidad por ingestion, y viceversa. Ademas en las pruebas de
contacto con el papel de filtro, los gusanos de tierra pueden gastar mucha energia
en tratar de desprenderse de la sustancia quimica con moco y, finalmente, morir
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(Christensen & Mather, 1994). La prueba de contacto con papel filtro puede ser
empleada como una herramienta ecotoxicologica para evaluar la respuesta de E.
foetida al estrés de las sustancias quimicas a base de sales de amonio (Ouina et
al., 2017).

Los resultados mostrados en esta investigacion sefalan los efectos tdxicos
agudos (letales) y subletales de una gama de sales de amonio en lombrices de
tierra, pero los efectos adversos subcronicos y cronicos también son importantes
en la evaluacion del riesgo ecoldgico, como son los ensayos reproductivos, y las
pruebas de evitamiento, Ademas, también se utilizan puntos finales subletales
que involucran varios biomarcadores, que incluyen la estabilidad de la membrana
lisosdmica medida por el tiempo de retencion del rojo neutro, asi como efectos
genéticos evaluados empleando el ensayo cometa (Hu et al., 2010; Wang et al.,
2012).

Conflictos de interés: Los autores declaran que no hay conflicto de intereses.
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ABSTRACT

Today, municipalities face great challenges in implementing pest management
projects in their green areas, because these areas are a fundamental part of an
urban area. The lack of knowledge of the use of botanical extracts as biocides
on Erosina hyberniata (Lepidoptera: Geometridae) "Worm of the Tecoma",
limits the management of this pest that affects the Tecoma stans "Yellow trumpet
flower" (Bignoniaceae), ornamental species in urban green areas in the district
of Miraflores, Lima, Peru. The objective was to determine the toxicity of Schinus
molle L. (Anacardiaceae) in E. hyberniata in a larval stage under environmental
conditions in the Biological Control Laboratory of the Municipality of Miraflores,
Lima, Peru. Laboratory conditions were 25.5°C=+ 1.6 ° C and HR 65% + 1%. The
botanical samples were collected from the trees of the Miraflores District. The
bioassay of toxicity with the aqueous extract of S. molle between 1.25 to 20% on
larvae observed that 24 h and 48 h of exposure did not show effectiveness. The
1.25% hexane extract showed no effectiveness; however, 2.5%, 5% and 10%
hexane extract at 24 h of exposure showed effects on larval mortality with 20%,
50% and 90% respectively and the LC, was 4.69% and 48 h exposure showed
effects with 22.5%, 55% and 100% respectively and the LC, was 40.08%. The
botanical extract based on S. molle can be used for the control of E. hyberniata.

Keywords: Erosina hyberniata - larval mortality - Schinus molle - Tecoma stans
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RESUMEN

Hoy en dia, las municipalidades enfrentan grandes retos en implementar
proyectos de manejo de plagas en sus areas verdes, debido que estas areas
son parte fundamental de una zona urbana. La falta de conocimiento del uso
de extractos botanicos como biocidas sobre Erosina hyberniata (Lepidoptera:
Geometridae) “Gusano del Tecoma”, limita el manejo de esta plaga que afecta
al Tecoma stans “Huaranhuay” (Bignoniaceae), especie ornamental en las areas
verdes urbanas en el distrito de Miraflores, Lima, Peru. El objetivo fue determinar
la toxicidad de Schinus molle L. (Anacardiaceae) en E. hyberniata en estado
larval bajo condiciones ambientales en el Laboratorio de Control Biologico de la
Municipalidad de Miraflores, Lima, Pert. Las condiciones del laboratorio fueron
25,5°C £ 1,6°C y HR 65% =+ 1%. Las muestras botanicas fueron recolectadas de
los arboles del Distrito de Miraflores. El bioensayo de toxicidad con el extracto
acuoso de S. molle entre 1,25 a 20% sobre larvas observo que a 24 hy a48 h
de exposicion no mostrd efectividad. El extracto hexénico al 1,25% no mostro
efectividad; sin embargo, el extracto hexanico al 2,5%, 5% y 10% a 24 h de
exposicion mostraron efectos en la mortalidad larvaria con 20%, 50% y 90%
respectivamente y la CL, fue 4,69% y a 48 h de exposicion mostraron efectos
con 22,5%, 55% y 100% respectivamente y la CL,, fue 40,08%. El extracto
botanico a base de S. molle puede ser empleado para el control de E. Ayberniata.

Palabras clave: Erosina hyberniata - mortalidad larvaria - Schinus molle -
Tecoma stans
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INTRODUCCION

El crecimiento de la poblacion y las altas concentraciones de habitantes pueden
causar serios dafios en los fragiles recursos ambientales y naturales de una
ciudad (Sorensen et al., 1998). Las areas verdes son parte fundamental de una
zona urbana no solo porque hace nuestras ciudades mas habitables, placenteras y
sostenibles sino por los beneficios ambientales que obtenemos de ellas como la
reduccion de la contaminacion ambiental del aire, la adaptacion tanto de macro
como de microclimas y el enriquecimiento de la biodiversidad. Por eso, hoy en
dia, las municipalidades enfrentan grandes retos en implementar proyectos de
manejo de plagas de areas verdes urbanas como el uso de insecticidas ecoldgicos
o controladores bioldgicos que ayudarian a reducir el uso de productos quimicos
que ponen en riesgo la salud publica y/o afectan la fauna propia del lugar
(Sorensen et al., 1998).

El “Huaranhuay” Tecoma stans (L.) C. Juss. ex Kunth, que pertenece a la familia
de las Bignoniaceas, es una especie ornamental que se encuentra distribuida en
diversos parques urbanos tales como en el distrito de Miraflores, Lima, Peru
formando parte de las areas de esparcimiento y de recreacion. Tecoma stans
es una especie primaria, medianamente heliofila, que se regenera en campos
abandonados aun bajo sombra. Esta especie presenta efecto restaurador:
conservacion de suelo y control de la erosion. Ademas, es usada como barrera
rompe-viento, cerco vivo en los agro-habitats, proporciona sombra y refugio,
siendo muy comun en los jardines y avenidas (SNIF, 2000).

Este arbol viene siendo atacado por Erosina hyberniata Guenée, 1858
(Lepidoptera: Geometridae) conocido como el “gusano del Tecoma”. Esta plaga
afecta al “Huaranhuay” 7. stans (Bignoniaceae), que es una especie ornamental
con valor estético asociada con el paisaje urbano. El Huaranhuay se ve afectado
por el dafio que genera E. hyberniata. La plaga en temporada de verano presenta
una mayor poblacion y dafio a diferencia de las demas temporadas. Se alimentan
de las hojas de este arbol, y como consecuencia se usan productos quimicos que
ponen en riesgo la salud publica y afectan a la fauna propia del lugar.

Las plantas, en conjunto, producen mas de 100.000 sustancias de bajo peso
molecular conocidas también como metabolitos secundarios. Estos poseen
propiedades bioldgicas con importancia contra insectos plagas siendo un
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mecanismo de proteccion natural mediante el cual pueden repeler o defenderse
contra las plagas (lannacone ef al, 2017). Su modo de accién es como
insecticida (causa la muerte al ingerirlo o en contacto directo), repelente (causa
el alejamiento), inhibidor de la alimentacion, hormonal (causa cambios en la
metamorfosis insectil) y atrayente (Hoss, 1992).

El “molle” Schinus molle L. pertenece a la familia Anacardiaceas, es una especie
usada tradicionalmente por personas indigenas a lo largo de los tropicos como
medicina; analgésico, antiinflamatorios y agentes antitumorales. Poseen actividad
antifungicas, antibacteriales, antiviral, insecticida y propiedades repelentes
(Gundidza, 1993; lannacone & Lamas, 2002; Deveci et al., 2010; Iannacone &
Alvarifio, 2010). Ademas, esta planta tiene importancia etnobotanica, pues se
le ha utilizado en el control de plagas agricolas en varias localidades del Peru
(Rodriguez & Egusquiza, 1996); asimismo, los insecticidas derivados de las
plantas superiores tienen la ventaja de ser seguros para el medio ambiente y para
los usuarios siendo un detalle esencial para poder ser aplicados en areas verdes
urbanas (Chirino et al., 2001).

Se han desarrollado diferentes protocolos de bioensayos para determinar el
efecto de plaguicidas sobre la fauna benéfica (Calow, 1993; lannacone et al.,
2000; Iannacone & Alvarifio, 2005, 2010; Iannacone et al., 2017). Ademas, ¢l
parametro de toxicidad aguda mas cominmente empleado es la concentracion
letal media (CL, ) (en mg o pg L") (Throne et al., 1995).

Se ha evaluado la actividad ecotoxicologica del molle teniendo como resultado
que la emergencia de los adultos desde larvas momificadas de Phthorimaea
operculella Zeller, 1873 fue afectada por los extractos hexdnicos de molle
(Iannacone & Lamas, 2003a). Igualmente, se realizaron bioensayos con los
extractos acuosos de molle, a las concentraciones empleadas, y no causaron
efectos estadisticamente significativos en la mortalidad de larvas (ensayo de
residualidad a 48 h de exposicion) y pupas (efectos por inmersion por 5 s) de
Chrysoperla externa Schneider, 1851. En contraste, los extractos hexanicos
(10%) de molle tuvieron efectos ovicidas (efectos por inmersion por 5 s)
(Iannacone & Lamas, 2003b).

En E. hyberniata hasta la fecha no se conoce los extractos de plantas que
lograrian controlar a esta plaga sin usar productos quimicos. Este trabajo con F.
hyberniata (Geometridae) permitira reducir las areas afectadas por esta plaga de
manera natural con extractos acuosos y con solventes organicos de plantas que
se usen artesanalmente como insecticidas, evitando que la fauna acompafiante
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se vea afectada (Iannacone & Alvarifio, 2010). En esta investigacion se usa al
S. molle, de facil acceso en el distrito de Miraflores, Lima, Pert. Por otro lado,
en el aspecto ambiental y de salud publica genera una alternativa de reemplazar
los productos quimicos sintéticos (plaguicidas quimicos) por extractos botanicos
como el “molle” (Iannacone & Alvarifio, 2010).

Por esta razon el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto toxico
del S. molle para el control de E. hyberniata en estado larval, plaga del 7. stans
en el distrito de Miraflores, Lima-Peru.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Ejecucion

Se realizé en el Laboratorio de Control Biolodgico de la Municipalidad de
Miraflores, Lima, Pert1 ubicado en posicion geografica (12° 06° 45,20 SL, 77°
00’ 33,32” W) a una elevacion de 122 msnm en el distrito de Miraflores, Lima-
Pert1, bajo condiciones ambientales (25,5°C £ 1,6°C y HR 65% = 1%).

Muestra de Estudio

El gusano del 7ecoma fue recolectado durante el mes de mayo del 2013 en el
distrito de Miraflores, Lima-Perti. Posteriormente se envid muestras para la
identificacion respectiva a la Universidad Estatal de Colorado USA, donde
fueron identificadas mediante el analisis de ADN en el mes de junio del 2013 por
el Todd Gilligan como E. hyberniata perteneciendo a la familia Geometridae,
sub-familia Ennominae del género Erosina. Para analizar el efecto biocida de
S. molle se obtuvo las hojas de los jardines del distrito de Miraflores, Lima-
Peru, entre los meses de junio a agosto del 2013, debido a que en estos meses
la planta se encuentra en etapa de floracion. Finalmente, para analizar el efecto
biocida de S. molle, se determiné la mortalidad larvaria después de la aplicacion
del extracto botanico a una concentracion de 1,25%, 2,5%, 5%, 10%, 20% y el
control (agua destilada) con la finalidad de obtener la CL,.

Condiciones ambientales

Durante los meses de marzo a mayo del 2013, se midié diariamente a 08:00h,
12:00h y 17:00h los parametros de temperatura y humedad relativa ambiental,
obteniendo una temperatura (T°) promedio de 25,5°C + 1,6°C y una humedad
relativa (HR) promedio de 65% = 1%. Ademas, se midi6 la temperatura y la
humedad relativa maxima y minima, para luego obtener los promedios de éstos.
El promedio mensual de la temperatura de los datos registrados fue: T° Max
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26,7°C £ 1°C y T° Min 23,2°C + 1°C y de la humedad relativa fue: HR Méax 66%
+ 1% y HR Min 64% = 1%.

Erosina hyberniata

Fueron recolectadas de arboles de 7' stans de 2m de altura que se encuentran
ubicados en diversos lugares del Distrito de Miraflores, Lima, Peru (Fig.
1). No solo se realiz6 la recoleccion en areas verdes sino en las vias publicas
como avenidas, calles, etc. Durante la recoleccion se observo que las larvas de
diferentes estadios se encontraban en la copa del arbol a diferencia de las pupas
que se encontraban en las fisuras de la corteza del tronco, en las hojas secas y
en menor cantidad colgadas de las ramas por medio de sus sedas. La crianza y
alimentacion de E. hyberniata sigui6 a Robles-Rolando et al. (2015).

Figura 1. Arbol del Tecoma stans en el distrito de Miraflores, Lima, Peru.
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Schinus molle

El espécimen botanico se obtuvo de los jardines del distrito de Miraflores en
Lima, Peru, entre julio a agosto 2013 (Fig. 2). La recoleccion se realizo en la
etapa de floracion. Las hojas se secaron en una estufa a 40°C durante 48 h hasta
obtener un peso seco constante, luego fueron trituradas en un mortero hasta
obtener un polvo con 95% de granulos < 0,5 mm que fueron verificados bajo
el microscopio (Iannacone & Lamas, 2003ab). Finalmente, las muestras fueron
selladas herméticamente en frascos dmbar de vidrio de borosilicato de 50 mL y
se mantuvieron a 6°C por no mas de 14 dias.

Figura 2. Arbol de Schinus molle en el distrito de Miraflores, Lima, Pert.

Preparacion del extracto

Para la preparacion de los extractos botanicos acuosos crudos, se realizaron con
agua destilada (pH = 7,2; dureza = 2,03 mg-L"! y alcalinidad = 8 mg-L'). Se
prepararon en una proporcion de 20 g por 100 mL de agua destilada, luego fueron
macerados por 48 h para poder extraer los compuestos hidrosolubles (Thomazini
et al., 2000), finalmente se filtraron a través de un papel filtro (Whatman® No.1,
USA). Las concentraciones que se utilizaron en el bioensayo fueron al 1,25%,
2,5%, 5%, 10%, 20% y el control (agua destilada).
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Al mismo tiempo, se preparo un extracto botanico liposoluble crudo (macerado),
con 50 mL de hexano grado analitico y 5 g del polvo botanico. La extraccion
se efectud durante 7 dias a temperatura ambiente (24 + 3°C); posteriormente se
filtr6 con papel fino, para obtener el extracto botanico crudo de hexano al 10%.
Las concentraciones que se utilizaron en el bioensayo fueron al 1,25%, 2,5%,
5%, 10%, 20% y el control (agua destilada).

Bioensayo de mortalidad larvaria por incorporacion a dieta

El extracto botanico a distintas concentraciones se aplicé al foliolo por inmersion
durante cinco s, luego se colocd en una placa petri y se dejo secar en un lugar
ventilado durante dos h sobre papel Tissue®. Finalmente se coloco el foliolo en
placas petri de 150 x 25 mm con 10 larvas del segundo estadio larval (figs. 3-4).
El ensayo se realizo hasta que la mortalidad en el control fue mayor al 30 %.
Todos estos ensayos se realizaron bajo condiciones de oscuridad, para evitar el
efecto de fotolisis de los extractos botanicos usados (Calow, 1993).

Figura 3. Larva de Erosina hyberniata alimentandose de una hoja.

Figura 4. Larva de Erosina hyberniata recién mudada.
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Analisis de datos

En todos los casos, la eficacia de los tratamientos y las repeticiones se evaluaron
a través de un analisis de varianza de dos vias con prueba complementaria de
significancia de Tukey (o= 0,05). Los datos fueron previamente normalizados
mediante la transformacion raiz cuadrada del arcoseno. Las CL,, o CE, se
calcularon usando el programa computarizado Probit version 1,5 (Weber, 1993).
El modelo de regresion fue verificado usando el estadistico X2. Se empled el
paquete estadistico SPSS, version 16,00 para Windows XP (2001) para el calculo
de los estadisticos descriptivos e inferenciales a un nivel de significancia de p <
0,05.

Aspectos éticos: los protocolos experimentales con E. hyberniata siguieron las
pautas de la “Institutional Animal Care and Use Committee” (IACUC) (APA,
2012), minimizando el ntimero de los organismos empleados, repeticiones
y empleando las tres Rs “Rs-reemplazamiento, reduccion, y refinamiento
(Mukerjee, 1997). La investigacion relacionada con el uso de animales ha
cumplido con todas las regulaciones nacionales relevantes y las politicas
institucionales para el cuidado y uso de animales.

RESULTADOS

Al evaluar el efecto por incorporacion a dieta del extracto acuoso de S. molle a
las cinco concentraciones entre 1,25 a 20% sobre larvas del segundo estadio de
E. hyberniata se observo que a 24 h y 48 h de exposicion no mostro efectividad
el bioinsecticida. Sin embargo, a 24 h de exposicion por incorporaciéon a dieta
con el extracto hexanico de molle al 2,5%, 5% y 10% mostraron efectos en la
mortalidad larvaria de E. hyberniata con 20%, 50% y 90% respectivamente y la
CL,, fue 4,69% (Tabla 1). Mientras que a 48 h de exposicion por incorporacion a
dieta con el extracto hexanico de molle al 2,5%, 5% y 10% mostraron efectos en
la mortalidad larvaria de E. hAyberniata con 22,5%, 55% y 100% respectivamente
y la CL,, fue 4,08% (Tabla 1). Finalmente, segun la prueba de significancia de
Turkey se concluye que a partir de la concentracion 2,5% mostré diferencias con
el control.
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Tabla 1. Efecto del extracto hexanico de molle sobre la mortalidad de larvas de
Erosina hyberniata (Lepidoptera: Geometridae) a 24 h y 48 h de exposicion. Sig.
= significancia. F = estadistico de Fisher para el analisis de varianza (ANOVA).
Porcentajes de mortalidad con letras mintsculas iguales en una misma columna
indican que son estadisticamente iguales (Prueba aposteriori de Tukey: p=>0,05).

Tiempo 24h Sig. 48h  Sig
Concentracion (%o
extracio)
Control 0 a 0 a
1.25 0 a 0 a
2.5 20 b 225 b
5 50 [~ 55 [~
10 90 d 100 d
F 220,50 619
Sig. 0.00 0.00
CLsp 4.69 4.08
CLs; inferior 4.0 3.55
CL;; superior 552 4.70

DISCUSION

Muchos extractos de plantas y aceites esenciales tienen accion fumigante (Lee
et al., 2004; Iannacone et al., 2015; Alegre et al., 2017; Chiffelle et al., 2017,
Roman-Farje et al., 2017). En el presente trabajo, el bioensayo de mortalidad
larvaria realizado con extracto acuoso de S. molle no produjo toxicidad en
larvas; sin embargo, segin Ramirez et al. (2001) sefialaron que los extractos
botanicos obtenidos con disolventes, al extraer distintos metabolitos, pueden
causar mortalidades variables sobre insectos evaluados en bioensayos de
laboratorio. Esto se pudo observar al realizar el bioensayo con extracto hexanico
en las concentraciones de 2,5%, 5% y 10% las cuales mostraron efectos en la
mortalidad larvaria de E. hyberniata.

Las hojas de S. molle contiene taninos, alcaloides, flavonoides, saponinas
esferoidales, esteroles, terpenos, gomas, resinas y aceites esenciales. Estos
ultimos incluyen 20 o mas compuestos diferentes (Wimalaratne et al., 1996). Los
aceites esenciales se presentan en un 2% en las hojas del S. molle y contienen
terpenoides, siendo el cis-menth-2-en-1-0l y el trans-piperitol los que han sido
involucrados en actividad insecticida.
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Germacreno D, es uno de los dos componentes principales identificados a partir
del extracto de la hoja, se ha informado que muestra la actividad repelente contra
garrapatas y pulgones de ganado (Bruce et al., 2005; Birkett et al., 2008). Ademas,
el delta-cadineno y alphacadinol, los dos componentes principales identificados
a partir del aceite esencial de la hoja, se han reportado como repelentes contra
algunos artropodos (He et al., 1997; Yatagai et al., 2002). Algunos de estos
compuestos pudieron estar presentes en el extracto hexanico de S. molle que ha
sido evaluado en el presente estudio.

Se concluye que el extracto acuoso de S. molle entre 1,25 a 20% sobre larvas del
segundo estadio de E. hyberniata se observo que a 24 h y 48 h de exposicion no
mostro efectividad el bioinsecticida. El extracto hexanico de molle al 1,25% no
mostro efectividad como bioinsecticida demostrando ser inocuo para la plaga.
El extracto hexanico de molle al 2,5%, 5% y 10% a 24 h de exposicion por
incorporacion a dieta mostraron efectos en la mortalidad larvaria de E. hyberniata
con 20%, 50% y 90% respectivamente y la CL, fue 4,69%. El extracto hexanico
de molle al 2,5%, 5% y 10% a 48 h de exposicion por incorporacion a dieta
mostraron efectos en la mortalidad larvaria de E. hyberniata con 22,5%, 55% y
100% respectivamente y la CL, fue 4,08%.

Conflictos de interés: Los autores declaran que no hay conflicto de intereses.
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